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dewerkers, vooral ook omdat hij hen daarbii de volledige individuele vritheid
laat fen aanzien van de kunst tot experimenteren: een voorrecht dat door mij
op hoge prijs werd gesteld.

De medische studie verrichte ik aan de Utrechtse universiteit, het post-doc-
torale gedeelte in Rotterdam.

Miin opleiding als radicloog ontving Tk in het Rotterdams Radiotherapeutisch
Instituut en het Diaconessenhuis te Rotterdam. De fundamenten daar gelegd
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HOOFDSTUK |

INLEIDING

Effecten van bestraling op levende cellen

Het belangrijkste doel van een radiclogische behandeling van eenmaligne
aandoening 1s het bereiken van een genezing door het doden van alle tumor-
cellen. Het streven van de kilinische radictherapie is om het maligne proceste
genezen met een minimum aan ongemakken voor de patient; de radicloog be-
ziet dus zijn patient als geheel en let niet alleen op net tumorweefsel.

Indien men echter de factoren wil bestuderen welke de therapeutische re=
sultaten be¥nviceden zal men zijn candeocht in de eerste plaats op hetmaligne
proces moeten richten. Het mag cls de tack van de radiobicloogworden gezien
om gegevens te verzamelen over de reacties van een tumor op bestraling. Bij
voorkeur maakt hij daarbij gebruik van experimentele medellen, waarin alle
samenstellende factoren afzonderiitk kunnen worden bestudeerd.

Sinds de eeuwwisseling heeft het niet can pogingen ontbroken om dereactie
van tumoren op bestraling quaniitatief te waarderen. Er is bijvoorbeeld veel
werk verricht om histologische criteria voor de stralingsgevoeligheid van de
tumorcellen te vinden. Een kenmerk van vele maligne gezwellen is de ver-
hoogde celdelingsactiviteit van het tumorweefsel vergeleken met dat van het
normale weefsel waar de tumor van uitgoat en reeds voor de twintiger joren
was bekend daot het celdelingsproces viterst geveelig is voor bestraling. Tot
voor kort probeerde men dan ook de reactie van tumeren op bestraling te ver-
klaren vic de mechanismen die het mitose-uitste! na bestraling vercorzeken
{100). Toch kan het tijdelijk achterwege blijven van celdelingen nabestraling
niet bepalend zijn voor de totale siralingsschade can het tumorweefsel; het
doel van de radiclogische behandeling is posbereikt wanneeralle maligne cel-
len voor altijd hun celdelingsaciiviteit gestcakt hebben, anverschillig of dir
tot stand is gekomen door het doden of door het steriliseren van deze cellen.
Immers, indien de tumorcellenin aansiuiting op het laatste, welbekende effect
van bestraling niet direct zouden verdwijnen mear zouden overgaan in een
meer gedifferentieerde vorm, zal het gevaar voor de patient toch zijngeweken.
Voor de beoordeling van de schade die de cellen in het tumorweefsel door de
zojuist beschreven mechanismenondervinden is eenguentitatieve moatstaf on-
ontbeerlijk. Echter, zelfs indien men met behulp van histolegische technieken
onderscheid zou kunnen maken tussen intacte en door bestraling gesteriliseerds
tumorcellen, zou het nog zeerde vraag zijn of het aantal intacte cellen quan-
titatief zou zijnte bepalen geziende overmaat gesteriliseerde cellendie can=
wezig is. Men zou in dit verband een parcllel kunnen trekken met sommige
soorten bacterie#le infecties, bijvoorbeeld .met een tuberculeus veranderde



lymphklier (81). Het micro-~organisme is hierinmoeilijk aantoonbaar en volgens
ruwe schattingen moeten er ongeveer 100.000 becillen per gram weefsel can-
wezig zijn véér men met histologische routine technieken de diagnose kan stel-
len. Het kweken van de bacillen uit een monster van dit weefsel in een deer-
toe geschikte voedingsbodem is dan ock veel betrouwbaarder. Bij gebruik van
een geschiktproefdier (cavia) zijn bovendien geringe aantallen bacilienaan-
toonbaar door overenting van het suspecte materiaal,

Tumorcellen hebben net als micro-organismen de eigenschap om in eenvoor
hen geschikt miliey zich voortdurend te kunnen delen. Van deze eigenschap
kan gebruik worden gemaakt om deze cellen aan fe tonen; na enting in een
gostheer kunnen tumoren ontstaan, in weefselkweek kolonies van tumorcellen.
Weefselkweektechnieken lenen zich bijzonder goed voor de bestudering von
de verschillende aspecten vande proliferatie van tumorcellenen het is de ver
dienste van Puck en Marcus geweest om deze technieken dusdanig te vervol-
maken dat individueel ge¥nte cellentot kolonies (of clonen) kunnen uitgroeien.
(87).

Het was hiermede voor het eerst mogelijk geworden om onderscheid e maken
tussen overlevende en door bestraling gedode of gesteriliseerde cellen; slechts
de eerste kunnen uitgroeien tot 'volwassen' clonen,

Celoverleving en celoverlevingscurven

Door telling van het aantal clonendat uit een zeker cantal ge&nte cellenont-
staat kan men nouwkeurig de verhouding bepclen tussen het aantal gedede en
het aantal overlevende cellen die in het uvitgangsmaterical aonwezig waren.
Met deze 'clone counting technique' meet men aldus het perceniage van de
cellen dat ontsnapt is aon de sterilisctie door bestraling. Dit heeft dus slechts
betrekking op het verlies van één bepaalde eigenschap, nl. het vermogen van
de (fumor) cel om zich onbeperkt te kunnen delen®.

Het criterium voor overleving heeft dus niets te maken met het ol den niet
morphologisch intact zijn van de cellen na bestraling. De door de bestraling
gesteriliseerde cellen behceven niet onmiddellijk te desintegreren; het meta-
bolisme van deze cellenblijft vack noggeruime tijdintact. De stralingsschade
uit zich messtal pes later in het permanent uitklijven van de celdeling of in
het te gronde gaan van de cel tijdens één van de eerstvolgende celdelingen.
Dit verschijnsel van bhet nog enige tijd sanwezig zijn van de gesteriliseerde,

*Wanneer een cel in stoat blijkt am binnen een bepaalde tijdeen cloon van 50 cellente vormen,
wordt algemeen aongenomen dat het vermogen tot 'onbeperkte proliferatie’ van deze cel behou~
den is gebleven.

Over de juistheid van deze definitie is de laatste tijd enige twilfel gerezen noar canleiding van
waarnemingen dot een zeer gering gedeelte van de bestroalde celpopulatie een vertroagde groei
zou hebben en dus misschien bij de overlevende fractie gerekend zou moeten werden (95), of-
schoon de dearuit antstane clonen niet binnen de gestelde tijd de bovengenocemde omvang be-
reiken.



maer overigens intacte cellen tussen de overlevende cellen, blijkt moeilijk=-
heden op fe leveren bij de omschrijving van het proces van de beschadiging
van de cellen door de bestraling. Vele auteurs gebruiken eigen bewoordingen
en Robinsonheeft er danook in de literatuur niet minder don zestien versehil-
lende vitdrukkingen® voor kunnen vinden {92).

In dit proefschrift zal naastde vitdrukking 'gesteriliseerde cellen' het equi~
valent 'gedode cellen' gebruikt worden. De cellen die aan hetsterilisatiepro-
ces zijn ontsnapt worden 'overlevende cellen' genoemd.

Volgens de gebruikelijke methode zou men een desis-effect curve kunnen
maken die de relotie weergeeft tussen het percentage gedode cellen en de do-
sis (straling) die hiervoor nodig was; een dergelijke curve zal verlopen als in
figuur 1, d.w.z. de curve nadert asymptotisch tot 100% dode cellen. Onze be-
langstelling guat echter nietuit naar het aantal gedode cellen, mear juist naar
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Figuur Ta  MODELVAN EEN DOSIS-EFFECT CURVE BETREFFENDE CELDOOD NA BESTRALING.

dat gedeelte van de celpopulatie dat de bestraling heeft overleefd. De zojuist
genoemde desis—effect relatie kan ook worden weergegeven - zoals Puck en
Marcus dit bij de bewerking van hunresultaten met gekweekte cellenintrodu-
ceerden ~ op een schaal waarbi | de fractie overlevende cellen wordt uitgezet

*De vitdrukkingen welke Robinson noemt zijn:

‘cellular death, celluler lethality, reproductive death, reproductive incapecity, inhikition of clone
formation, damage fo reproductive capacity, inhibition of unlimited proliferation, lethal events,
killing, reproductive cell killing, loss of reproductive integrity, cell killing, effect on ability to
proliferate, loss of proliferative capacity, loss of proliferative integrity, lethality',



op de ordinaat (87). Dit wordt in figuur 1b weergegeven. De ordinaat heeft op
deze figuur een logarithmische indeling en hef is mogelijk op de curve af te
lezen welk gedeelte van de populatie bij toename van de desis nog overleeft,

1004

Percentage overlevende
tumorcellen
doboar all

1 Y — v . -
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Figuur 1b  DEZELFDE RELATIE ALS VAN FIGUUR la. Het percentage overlevende cellen Ts nu
vitgezet op de ordinoat op logarithmische schaal.

Het is door deze wijze van presentatie dus mogelijk geworden de stralingsge-
voeligheid van een weefsel te omschrijven in termen van de 'celoverlevings-
curve' van de cellen waaruit dit weefsel is opgebouwd. Er zijn reeds veel pu-
blicaties verschenen over celoverlevingscurven van gekweekte cellen en een
aantal van de met dit criterium onderzochte cellulaire systemen in vivo blijkt
overeenkomstige dosis-effect reicties te vertonen. Hierop zal in een volgend
deel van dit hoofdstuk nader worden ingegaan.

Parameters

Aangezien het begrip 'celoverlevingscurve' veslvuldig in dit proefschrift
zal worden gebruikt, dient eerst een bespreking te volgen over de vorm van
deze curve, evenals van de parameters die ingebruik zijn om de curve te om-
schrijven.

Een model van een dergelijke curve is daartoe weergegeven in figuur 2. De
curve heeftop semi-logarithmische schaal eeninitiZle 'schouder’, gevolgd door
een recht gedeelte, waarin de dosis-effect relatie exponentiee! verloopt®. De
vorm van een dergelijke curve kan worden omschreven door 1€ een getal dat
de helling van het exponentigle gedeelte van de curve omschrijft en 2¢ een
gualificatie van de vorm van de schouder van de curve.

*Zelfs onder biophysici bestact nog geen overeenstemming over de vraag of de celoverlevingseurve
al don niet een zuiver exponentieel verloop heeft in het gebied van de z&ér geringe overle-
vingspercentages, Dit houdt onder meer verband met de vrij grote experimentele foutengrens in dit
gebied, waardoor de juiste vorm van de curve niet met zekerheid bepaald kan worden. Daar het
mechanisme van de inititle stralingslaesie nog niet volledig bekend is, kan de vorm ven de curve
ook niet op theoretische grondenvoorspeld worden (40).

De hierboven beschreven vorm von de curve wordt dan ook - zeker voor de presentatie von de
in vivo verkregen resultaten = nog algemeen gebruikt.



Ad 1,

Indien de treffertheorie van foepassing wordt geacht kan aan de parameter
D37, die een maatis voor de hellingvan de curve in het exponentitle gedeel-
te, een bijzondere interpretatie worden gegeven. Deze D3~ {ook inactiverings-
dosis genoemd) is dan die hoeveelheid straling welke voldoende is om - ge-
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middeld over de gehele populatie - elke cel juist één dodeiijk quantum te be~
zorgen. Door statistische bewerking kan nl. worden aangetoond dat in diesi-
tuatie niet 100% van de cellen dodelijk getroffen zal worden, maar slechts
63%. Dit houdt in, dat 37% van de cellen de bestraling heeftoverleefd en el-
ke cansluitende Tnactiveringsdosis de resterende populatie tot 37% hiervan te-
rugbrengt. Sommige auteurs prefereren de uitdrukking Dg in plaats van Dg7.

De uitdrukking D.., is alleen bruikbaar in het exponentitle gedeelte van
de curve; er zou dus verwarring kunnen ontstaan indien men deze zou willen
toepassen in het schoudergebied.

Voor de qualificatie van de vorm van de schouder wordt vaak gebruik ge-
mack? van extrapolatie van het 'rechte’ gedeelte vande curve naar dosis 0; het
snijpunt van de getxtrapoleerde curve mef de ordinaat wordt het 'extrapola=-
tiegetal' N gencemd. Het is ook mogelijk het snijpunt met het 100% overle-
vingsniveau te gebruiken, men vindt dan eendosis die DQ is genoemd (5). De-
ze laatfste uitdrukking wordt mog slechts zelden gebezigd bij de omschrijving
van celoverlevingscurven. Hoewel de zojuist genoemde parameters door de
meerderheid der auteurs klaarblijkelijk zijn geaccepteerd voor de omschrijving
van celoverlevingscurven in vivo, is de vorm daarvan foch nog niet volledig
bepaald door P4~ enN . De juiste vorm vande schouder en de plaats van over-
gang tot het rechte gedeelte van de curve zou nog nader bepaald moetenwor-
den, Dit is echter nog niet mogelijk gebleken doordat de experimentele sprei-
ding - speciaal in de in vivo systemen - eennauwkeurige bepaling van de vorm
van de schouderverhindert. Daardeoor kan ook nog geen cordeel verkregen wor—
den over kleine verschillen in de vorm van de schouder, welke toch van grote
invloed kunnenzijn op dereactie vancellen op gefractioneerde bestraling (8).



Celoverlevingscurven in vivo

Ne de publicatie van de eerste celoverlevingscurven door Puck en Marcus
zijn vele onderzoekingenop dif gebied verricht, zowel in vitro als in vive. De
methoden van onderzoek hiervoor zijnvanzelfsprekend verschillend en boven=
dien afhankelijk van de celsoort.

Het in vitromsysteem werd reeds uitvoerig besproken. Het was Hewitt die als
eerste een celoverlevingscurve bepoalde voor eenweefselin vive (59). Het be-
trof een muize-leucaemie die quantitatief werd getransplanteerd met als eri-
terium voor de viobiliteit van de tumorcelsuspensie het aantal cellen dat no-
dig was om in de helft van de gastheren een tumor te doen ontstean. De door
hem gevonden celoverlevingscurve toonde veel overeenkomst met die welke

TABEL !
D37 WAARDEN VAN CELLEN VAN VERSCHILLEND!
Weefsel Methode bepaling Bestralingscondities
celoverleving

Beenmerg muis celtitratie in vitro
A n " n in vitro
=1 , ..
i ! " " in vitro
e " " aantal kolonies in vitro
§ in de milt
A Lymphklier muis celtitratie in vitro
Z
O Huid muis aantal regenererende in vivo
N epitheel-foci
Qo

Kraakbeen muis aantal regenererende in vivo

krackbeen-foci

Z . . P .
& Levcaemie muis tumorceltitratie in vivo {lever}
CE) Lymphosarcoom muis " in vivo {lever en milt)
2 in vitro
f(‘_;’) H " cantal kolontes in vive (lever en milt}
= in de milt in vitro
= .
3 Ascites lymphoom muis tumorceltifratie in vivo (escites + Hp0a%)
B Ehrlich ascites tumor muis " in vitro
—d

*Ter vermijding van anoxie werd vé6r de bestraling waterstofperoxyde intraperitoneaal
geinjiceerd.



door Puck en Marcus invitro o.m. voor Hel.a cellen was bepaald. Voor het door
Hewitt gebruikte systeem, de z.g. tumorceltitratie, zijn zeer veel proefdieren
vereist. Dit aantal kan enigszins worden verminderd door - bij dearvoor ge-

schikfe fumoren - het aantal kolonies te tellen defna infraveneuze injectiein
de milt van bestraalde gastheren ontstaat. Bush en Bruce posten deze methode

foe ten einde een celoverlevingscurve te bepalen voor een muize-leucaemie
(17). Om een celoverlevingscurve van lymphoide cellen te kunnen bepalen
maakten Smith en Vos gebruik van de ‘graft versus host' reactie van getrang-
planteerde lymphoide cellen($8). Bij alle tot zover beschreven in vivo metho-
den wordt gebruik gemaakt van transplantatie-technieken.

NEEFSELS NA EENMALIGE BESTRALING

Bestr. bron. N Da7 Auteur en jaar Ref.
Co0 7
neoo 1 105 rads McCullough en Till 1960 (80)
200 kVp R& 2,5 84 R Smith en Vs 1962 (97)
Cob0 7 2 115 rads Till en McCullough 1961 mmn
200 kYo R5 2,7 74 R Smith en Vos 1963 (98)
150 kVp R 115 rads Withers 1966 (119)
230 kVp RS 6 190 rads Kember 1965 71
Co8C 7 2 165 R Hewitt en Wilson 1959 (60)
0ol ‘ 1,9 133 rads Bush en Bruce 1965 (18)
" 0,7 114 rads Bush en Bruce 1965 {18)
3 MeV R3 1,6 160 rads Andrews en Berry 1961 (6)
200 kV Rs 15,4 114 rads Hornsey en Silini 1961 (63)




Voor de bestudering van de overleving van cellen in gezonde weefsels in
situ zijn kortgeleden enkele zeer originele methoden beschreven: Withers tel~
de het cantal regenererende epitheeleilandijes in de bestraalde huid van mui-
zen (119); Kember (71) gebruikte een overeenkomstige techniek bij de bestu-
dering van de stralingsgevoeligheid van het kraakbeen van de muis.

In Tabel | zijn een cantal waarden ult de literatuur samengevaf voor zover
deze befrekking hebben op systemen waarbij de celoverieving na besfralingin
vivo werd gemeten. De bestraling vond vaak plaats in vitro tervermijding van
anoxie van de cellen. Verderop in dit hoofdstuk zal daarep nader worden in-
gegaan.

De in de tabel vermelde kenmerken blijken grotendeeis overeen te komen
met die, welke voorvele cellijnenin weefselkweek gevonden werden enwaar-
van de gemiddelde wacrde omstreeks 130 rods bedraagt (117). Nedere be-
schouwing van tabei | doet vermoeden dat er evenmin opvallende verschilten
bestaan fussen de Day waarde van de cellen vande onderzochfte gezonde weef-
sels en van de genoemde 'losceliige’ of gedissemineerd groeiende experimen-
tele tumoren zoals ascites~tumoren en leycaemietn. Stralingsresistente mense=
lijke tumoren behoren in het algemeen echter niet tot die groep; zij hebben
daarentegen een zeer bepaalde strucfuur, met een eigen stroma en vaatnet, Dit
soort tumoren wordt ter onderscheiding von de eerder gencemde groep in de
tumorradicbiclegie 'solide’ tumoren gencemd. Men mag niet zonder meer aan-
nemen dat de stralingsgeveeligheid van cellenvan deze tumorenvergelitkbaar
is met die van de in tabel [ gencemde tumoren.

Of men vit de tot zover beschikbare gegevens moet concluderendat de cel-
overlevingscurvenvan cellen van verschillende oorsprong elkacr al don niet veel
ontlopen, blijkt een controversieel punt te zijn (117). Hewitt in het bijzonder
wordf meer getroffen door de opvallende overeenkaomst don deor de verschillen
tussen de curven; sommige verschillenzouden zijns inziens kunnen berusten op
technische factoren, Het zif hierbi| opgemerkt dat de D37 waarde niet alléén
maatgevend is voor de bepalingvan de stralingsgevoeligheid van de cellen van
de verschillende weefsels; vooral bij lagere dosering is de exacte vorm vande
schouder van groot belang en zoals verderin dit hoofdstuk zal worden bespro-
ken heeft de locale zuurstofconcentratie in het weefsel grote inviced op de
stralingsgevoeligheid van de cellen in bepaalde gebieden in de tumor.

Met is ieder die de inviced van bestraling op levende weefsels observeert
duidelifk dat er tussen verschillende soorfen weefsels toch wel degelijk ver-
schillen in reactie op bestraling bestaan. Dit geldt zowel voor klinische waar-
nemingen als voor experimentele resultaten. Wanneer men echter de reactie
slechts betrekt op de celoverleving ~ of sterilisatie - blijken de verschillen
aenzienlijk minder opvallend, maar mogelitk wel aanwerig. Zo vond Broerse
aanwijzingen det het beenmerg van de muis gevoeliger is voor bestraling dan
het darmepitheel (16).

Het is echter opmerkelik dat er tot op heden nog geen aanwijzingen zijn
gevonden dat er systemafische verschillen zouden bestaan in de D37 woarde
tussen cellen afkomstig van gezwellen en van normale weefsels, tussen cellen



in vitro en in vivo of tussen cellijnen, afkomstig van verschillende zoogdieren,
waaronder de mens. Andere variabelen spelen dus waarschijnlijk een belang-
ritker rol, zoals de vorm van de schouder en de zuurstofconcentratie.

Eerder in dithoofdstuk werd enkele malen de betekenis van de zuurstofcon-
centratie in het weefsel voor de stralingsgevoeligheld van de daarin gelegen
cellen genoemd. Dit betekent dat een door physiologische omstandigheden be~
paclde variabele destrelingsgevoeligheid zal kunnen betnvlceden. De volgende
paragrafen zi|n can een bespreking hiervan gewijd.

Zuurstofeffect

Reeds sinds enkele decenniais bekend datvele biclogische systemen inaan-
wezigheid van zuurstof gevoeliger zijn voor ioniserende straling dan in afwe-
zigheid van zuurstof. Dit verschijnsel staat bekend als het 'zuurstofeffect'. Het
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Figuer 3 RELATIETUSSEN DE ZUURSTOFSPANNING IN HET MEDIUM EN DE STRALINGSGE-
VOELIGHEID VAN MENSELIJKE NIERCELLEMN IN WEEFSELKWEEK,
(maar Barendsen, 1960).

blijkt dat wanneerin het milieu geen zuurstof aanwezigis de dosisTeniserende
straling met een factor twéé a drie verhoogddient te worden om hetzelfde bio-
logische effect te verkrijgen als wanneer de bestraling in lucht wordt vitge-
voerd. Deze 'Oxygen Enhancement Ratio' (O.E.R.) of 'zuurstofversterkings-
factor' wordt dus niet vitgedrukt in de verhouding van de grootte van de bio-
logische schade door eenzelfde desis straling in verschillende concentraties



zuurstof, macr in de verhouding van de doses, waarmede eenzelfde biologisch
effect verkregen wordt bij verschillende zuurstefconcentraties.

Eer vitgebreide studie van de quantitatieve aspecten van dit effect werd
het eerst verricht door Gray en medewerkers (45), met als criterium voor de
biologische schade het aantai chromoscom-afwikingen van celien van de Ehr-
lich ascites tumer na bestraling in verschillende zuurstof-stikstof mengsels. Ba-
rendsen vond een overeenkomstige relatie tussen stralingsgevoeligheid en zuur-
stofconcentratie wanneer de overleving van cellen van een gekweekte cellijn,
afkomstig van een menselijke nier, als criterium werd gebruikt (9). Figuur 3 is
hiervenafgeleid enuitdeze figuurklijktdat de stralingsgevoeligheid nietlineair
afhankelijk is van de zuurstofconeentratie. Belangrijk is dat in het 'physiolo-
gische' gebied tussen de arteri&le en veneuze zuurstofspanning de zoursfof~
versterkingsfactor al dicht is genaderd ot de maximaie waorde en dat eenre-
ductie hiervan tot op de helft pas plaats heeft bi] een zuurstofspanning van 4
& 5 mm Hg.

Gezien de complexe relafie tussen de zuurstofspanning en de stralingsge-
voeligheid van de celien is het gebruikelijk om bij de bepaling van celover-
levingscurven slechts onder twee condities te bestralen, te weten onder vol-
ledige anoxie en in lucht. Wanneer cellen in vitro worden bestraald onder de
bovenbeschreven condities, zullen de celoverlevingscurven een ospect krijgen
zoals in figuur 4 schematisch is afgebeeld. Het is duidelijk dat het al denniet
aanwezig zijn vanzuurstof in het milieu tijdensde bestraling de kans opover-
leving van de cellen in belangrijke mate beinvloedt. De verhouding tussen de
overlevende fracties van anoxische en goed geoxygeneerde cellen kan bij-
voorbeeld na een enkelvoudige dosis van 2700 rads een factor 109 bedragen!

Stralingsgevoeligheid van weefsels

Uit het voorafgoande is geblekendat de stralingsgevoeiigheid van de cellen
die tezamen een weefsel vormen niet alleenafhankelijk is vende vorm van de
celoverlevingscurve, maar ook van een aantal physiologische factoren die de
zuurstofvoorziening van de betreffende cellen beheersen.

Voor het juiste begrip van de processen die zich ofspelen in bestreald tu-
morweefsel, in het bijzonder van stralingsresistente solide tumoren, is het in de
eerste plaats van belang te weten of de vorm van de overlevingscurve van de
tumercellen afwijkend zal zijn ten opzichte von die van cellen van andere
weefsels.,

Daarom werd voor het onderzoek dat het onderwerp vormt van dit proef-
schrift - na overweging van een aantal factoren die in hoofdstuk Il ter sprake
komen - een systeem ontwikkeld dat het mogelijk mackt de viabiliteitvan tu-
morcellen te meten nadaf deze vit een solide tumor zijn geifsoleerd. De keuze
van de tumor en de experimentele procedure vormt het onderwerp ven hoofd-
stuk lil. Met behulp van deze procedure is het mogelijk geworden celoverle~
vingscurven te bepalenven de tumorcellen onder verschillende bestralingscon-
difies, zoals in hoofdstuk IV zal blijken.



Toen deze celoverlevingscurven bepaald waren, rees de vroag of de gene-
zingskans van de tumer nu ook inderdaad vit de verkregen resultaten voorspeld
zou kunnen worden.

Overlevende fractie

10'7- lucht stikstof
108,
10-3 . : . .
0 2000 4000 6000 8000

Dosis in rads

Figur 4 SCHEMATISCHE VOORSTELLING VAN DE INVLOED VAN HET ZUURSTOFEFFECT
QP DE STRALINGSGEVOELIGHEID VAN CELLEN.

Om deze vraag te kunnen beantwoorden moest een 'curatief' bestralings-
systeem ontworpen worden. in hoofdstuk V wordt aangetoond dat de resultaten,
verkregen met beide systemen, inderdaad met elkacr in overeenstemming zijn.

Omdat de stralingsgevoeligheid van cellen sterk afhankelijk is gebleken
van de aenwezige zuurstofconcentratie fer piaatse en deze op zijn beurt van
de vascularisatie van het tumorweefsel, werd het onderzoek afgesloten met de
bestudering van enkele aspecten van de bloedvatvoorziening ven de tumor
{Hoofdstuk VI1). Hiertoe werd een nieuwe microscopische techniek ontwikkeld
waarbi] gebruik gemaakt wordt van fluorescerende kleurstoffen.

Tenslotte zal in hoofdstuk V1 worden besproken In hoeverre de in dif on-
derzoek verkregen resultaten inderdaad het inzicht kunnen verruimen over de
processen die zich afspelen inmenselijke tumoren onderinviced van eenradio-
therapeutische behandelina.

o
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HOOFDSTUK Il

TRANSPLANTATIE EN GROEI VAN
EXPERIMENTELE TUMOREN

Zoals in het vorige hoofdstuk werd ingeleid, heeft het in dit proefschrift be-
schreven onderzoek onder meer betrekking op factoren, die de genezingskans
van een solide, experimentele tumor na bestraling kurnen beihvloeden.

Om een dergelijk onderzoek te kunnen verrichten is het noodzakelijk over
een geschikfe experimentele tumor te beschikkenen in principe zou men daar-
toe de keuze hebben uit primaire® en(routinematig) getransplanteerde® tumo-
ren. Na overweging van de verschillende mogelijkheden, die in de volgende
alinea'sbehandeld zullen werden, werd besloten tot het gebruikvan een trans-
planteerbare tumor. Een gedeelte van dit hoofdstuk zal gewijd zijn aan eenbe-
spreking van de vele complicerende factoren die bij het gebruik hiervan kun-
nen opireden.

Primaire tumoren

Hef meeste werk op het gebied van de experimentele radiobiclogie van tu~
moren wordt verricht met het doel de verkregen ervaringen toe te passen inde
kliniek. Daarom zou de experimentele radictherapie bi| voorkeur moeten wor-
den beproefd op spontane tumaren, die opireden bij primaten {apen), of even-
tueel bij grote huisdieren zoals honden, konijnen en dergelijke. Het algeme~
ne klinische beeld, zowel ven de gastheer alsvan de fumor, (diegnostiek, stra-
lingsreacties, groeisnelheid, localisatie en grootte van de tumeor) zou dan dat
van de menselijke tumoren zo dicht mogelijk benaderen. Inderdaad wordt reeds
enig werk verrichtop het gebied van de experimentele radiotherapie bij grote
huisdieren (94).

Het behoeft echter geen betoog, dat voor de uitvoering van een uitgebreid
experimenteel programmagrofere groependieren nodig zijn, waarbij tevens de
eis gesteld dienf te worden, dat de te behandelen tumoren onderling geengrote
verschitlen tonen. In de praktijk is men dan aangewezen op het gebruik van
knoagdieren, in het bijzonder muizen en ratten.

Men zou van de beide laafste diersoorten stammen kunnen gebruiken met
een hoge 'spontang’ tumorfrequentie, zoals de C3H muis. Bij een hoog percen-

*[n de literctuur wordt veelal niet duidelitk geroeg naor voren gebracht met welk tumor=type
een bepaald onderzoek verricht werd. Of een tumor spontaan don wel geinduceerd is heeft be-
trekking op de ontstaanswijze van het gezwel. Onafhankelijk dearven kan de aonwezigheid van
een tumor ineen gastheer het gevelgzijn van een primaire groei of van transplantatie ven leven-
de tumorcellen.
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fage van de vrouwelijke individugn van deze stam ontwikkelt zich een mom-
matumor. Toch heeft deze veel bestudeerde tumor ook een cantal bezwaren
voor radiobiologische onderzoekingen: de betnviceding van de tumeorgroei door
hormonale factoren compliceert de interpretatie vande resyltatenenmultipele
tumoren kunnen over het gehele gebied van de 'melklijn' ontstaan, hetgeen
uiterst verwarrend kan zijn bi| de 'follow up' van curatief bestraalde tumaren
(32).

Verder speelt ook een virus (Bittner 'milk agent’) een rol bij het ontstaan
van deze tumoren (83). [n hoeverre dit laatste zou kunnen interfereren met de
resultaten van bestralingsexperimenten, is onbekend.

Een andere mogelijkheid om grote aantallen min of meer gelijksoortige ru-
moren te verkrijgen is door inductie met behulp van straling, chemische car-
cinogenen of virussen, Het tijdstip van onfstaan van deze tumoren heeft men
echter niet goed in de hand. Dearbij is aangetoond dat sommige geTnduceerde
tumoren afwijkende antigene® eigenschoppen bezitten (84) en dit maakt ook
deze methode weinig cantrekkeliijk,

Semenvatiend kon worden vastgesteld dat het gebruik van primaire tumoren
voor quantitatieve radiobiologische onderzoekingen in het algemeen bezwaar-
lijk zal zijn.

Transplanteerbare tumoren

Het onderzoek met transplanteerbare tumoren is daarom op het ogenblik de
beste bencdering voor quantitatieve studies en dit systeem wordt dan ook door
de meeste onderzoekers gebruikt. Transplanteerbare tumoren kunnen zowel af-
komstig zijn van spontane als ven gefhduceerde gezwellen. De transplanteer-
baarheid vande tumorkan somsin de eerste transplantatiegeneraties vrij slecht
zi{n, maar neemt bij de meeste tumoren bi| herhaaldelijk transplanteren toe;
op de duur blijken de meeste transplanteerbare fumoren zich dusdanig te heb-
ben aangepast dat na transplantatie van de gebruikelijke grote tnocula in al-
le gastheren een nieuwe tumor ontstaat. Het mechanisme dat aon deze veran~
deringen ten grondslag ligt is nog niet geheel duidelijk. Cok na langdurig
fransplanteren zijnveranderingen in het groeipatroonen inandere eigenschap-
pen beschreven. De complicaties die daardoor in de [oop van een langdurig on=
derzoek ontstoan, kunnen worden vermeden door de tumorcellen met behulp
van %peciole technieken in te vriezen en bij een femperatuur van ongevesr
-2007C te bewaren (88). Men kan dan zelfs na jaren weer met tumorweefsel
van dezelfde 'ouderdom' experimenteren. )

Afhankelijk van de tumor-gastheer relatie spreektmen over een 'autoloog’,
lisoloog', 'homoloog’, of 'heterolocg' transplantaat**. De definities hiervan zijn

*Op de complicaties die ontstaan doordat een tumor antigenen bezit welke verschillen met die
van de gastheer zal fater worden ingegaon

**De mieuwe nomenclatuur voor deze begrippen wordt neg slechts zelden in de tumor-radiobiolo—
gie gebezigd.
Syngeen = isoloog, allogeen = homoloog, xenogeen of heterospecifiek = hetercloog.
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als volgt: Onder autologe fransplantatie verstaat men het overbrengen van
weefsel in de eigen gostheer, onder isologe fransplantatie het overbrengenvan
weefsel op een dier van dezelfde, ingeteelde stam.(Een proefdierstam kan uit
het cogpunt van de fransplantotie-biclogie als genetisch 'homogeen' worden
beschouwd indien onderling uitgewisselde huidiransplantaties permanent wor-
den geaccepteerd; dit is bij knaogdieren het geval na omstreeks 20 generaties
inteelt.) Homologe transplantatie geschiedt tussen genetisch ntet-identieke in-
dividuBn van dezelfde dierscorten heterologe transplantatie tussenindividu¥n
van verschillende diersoorten.

Om de groei van een homoloog of heteroloog tumortransplantaat fanger dan
een zeer beperkfe periode mogelijk te maken zal aan bepaalde immunolo-
gische voorwaarden moeten worden voldaan, zoals in de velgende bladzijden
zal worden duidelijk gemaakt.

Immunologische factoren

Voor de experimentele tumortherapie wordtisologe transplantatie algemeen
gebruikt. Een dergelijk systeem madkt het soms mogelijk, met stechts enkele
cellen een tumor (leucaemien, escites tumoren) te transplanteren. (51) Het re=
produceerbaar fransplanteren van tumoren met enkele cellen is voor radiobio-
logische studies van groot voordeel, zocls vit de volgende hoofdstukken zal
biijken. .

Een voorwaarde voor eendergelijke optimale transplanteerbaarheid is uiter-
aard dat er géén antigene verschillen bestaan tussen tumor en gastheer, omdat
anders een dergelijk klein inoculum zeer snel wordt afgestoten *. Aan deze
voorwaarde Ts niet zonder meer voldaan door van een fumor vit te goan diein
een individu van een ingeteelde stom is onfstaan. Vrij veel gernduceerde tu=
moren en zelfs spontane tumoren blijken antigene verschillen te vertonen met
de gostheer.

Het controversionele probleem of er tumorspecificke antigenenin menselijke

tumoren aanwezlg zijn en hée men deze zou kunnen aantonen valt buiten het
terrein van dit proefschrift,
In de literatuur is er enkele malen op gewezen dat in een getfransplanteerde
tumor bacterien occult aanwezig zi|n {70). Hoe vaak dit voorkemt en of een
dergelijke infectie van inviced is op eenmogelijke immunologische afweer te-
gen het gehele fransplantaat is onbekend. Regeimatige bactericlogische contrdle
van een fumortransplantatiesysteem lijkt echter in ieder geval gewenst.

In de voigende bladzijden is een beknopte uiteenzetting gegeven van de
problemen betreffende immunologische incompatibiliteit van experimentele tu~
moren t.o.v. de gastheer.

*Onder 'ofstoting’ verstaat men het complex van immunolegische gebeurtenissen welke leiden tot
het niet-canslagn en dus loslaten van het tronsplantaat.
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Transplantatie-antigenen

Doordat transplanteerbare tumoren veelal uit snel prolifererend weefsel be-
staan, kan het lot van zo'n tumertransplantaat essentieel verschillend zijnvan
dat van andere getransplanteerde weefsels zoals de huid of de nier. Ock indien
eenimmunologische reactie van dezijde van de gostheer optreedt kan het voor-
komen dat de tumor aanslaat en doorgroeitf, nl. wanneerde groei van de tumer
sneller is dan de immunologische vernietiging van de entigene cellen van de
gastheer. De oorspronkelijke grootte van het inoculum kan hierbij soms be~
slissend zijn. Succesvolle transplentatie van een tumor in een genetisch niet
identiek milieu is dus mogelijk; het vroegere werk op het gebied van trans-
plantatie van experimentele tumoren, waarbi] met niet-ingeteelde proefdier-
stommen werd gewerkt, toont dit overduidelijk aan (93). . _

Zo is de zeer veel gebruikte Ehrlich ascites tumer berucht vanwege z:gn an-
tigene eigenschappen. De waarde von deze tumor voor quantitatief radiobio-
logisch werk wordt dan ook tegenwoordig sterk betwijfeld (93).

Afstoting en 'enhancement’

Hef effect van voldeende sterke immuunreacties op een antigene tumor zal
dus een afstoting van het fransplantact kunnen zijn. Dit kan zich viten in een
verminderd ‘percentage dieren met tumor’ *, of in een latere regressie vaneen
aanvankelijk goed 'aangeslagen’ tumermassa. Afhankeliik van het type tumor-
weefsel zal de immunclogische recctie die tot afstoting van een transplantact
leidt voornamelitk door humorale of cellulaire ("cell-bound’)  antistoffen ge-
schieden. Merkwaardigerwijze blijkt echter het ontstaan van humorale anti-
stoffen niet altijd tof eencfstoting van hef getransplanteerde weefsel te leiden
en onder bepaalde omstandigheden kan juist een groeibevorderend effect plaats-
vinden: de zogenaamde 'immuncligical enhancement' (67). Deze 'immunolo-
gische groeibevordering' wordi gedefinieerd als progressieve groet van een tu~
mer homotfransplantact waar dit - gezien de aanwezigheid van anfistoffen -
niet verwacht zou worden. Het contact van de tumor met de specifieke anti-
lichamen schijnt de tumor juist te beschermen tegen de klassieke afstotings-
reactie. Dit effect treedt alleenop bij genetisch nief-identieke gastheer-tu-
morsystemen, acngezien anders geen humorale aentistoffen gevormd zullen wor-
den {90).

In verband met het bovenstaande zal hetduidelijk zijndat voor hetverkrij-
gen van reproduceerbare resulfoten met een fumortransplantatiesysteem de hoe-
veelheid getransplanteerd antigeen materiacl steeds gelijk moet zijn, of, wat
veel beteris, het tumor-gastheersysteem geheel vrijmoet zi|n van entigene ver-
schillen.

Vooral na hogere stralingsdoses bestaat een tumor, of celsuspensie daarvan,
uit slechts enkele overlevende cellen in een overmaai gedode cellen. Voor
transplantatie van een gelijk aantal levende cellen is van bestraald tumor-

*In de Angelsaksische |iteratour wordt hiervoor algemeen de uitdrukking 'pereentage tokes' ge-
bruikt.
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Ad 1.

weefsel dus een grotere hoeveelheid nodig. Indien het tumorsysteem afwijken-
de transplantatie-antigenen bezit zal dus de relatieve hoeveelheid antigeen
materiaal bijde verschillende Réntgendoses vari¥ren, Dit maakt dat in eenvoor
radiobiologische onderzoekingen geschikte tumor—gastheer relatie geen onfi-
geen verschil zal mogen bestaan tussen tumor en gastheer, zodat ndch een of -
stotingsreactie, néch groeibevordering de quantitatieve bepaling van de stra-
lingsschade aan de tumor zal kunnen beTnvlceden.

De consequentie hiervan is dat het tumor~gastheersysteem zeorgvuldig on-
derzocht dient te worden op het bestaan van antigene verschillen.

Met aantonen van antigene verschillen tussen tumoren en gastheer

Voor het testen van een tumor op de aanwezigheid van eventuele afwij-
kende transplantafie-antigenen ten opzichie van de gastheer is het gebruike-
[tjk om het gedragven de tumor na inoculatie In een groep onbehandelde die-
ren te vergelijken met dat in een groep dierenwaarvan de immuyunreactivitelt
is gemodificeerd. Dit kan geschieden door eenmogelijke afweerreactie te ver-
sterken door de dieren tegen de tumor fe immuniseren, of juist door eventuele
immuunreacties te verminderen. Een en ender kan op verschillende manieren
tot stand worden gebracht;

1€ door immunisatie van de gastheer

2% door {tijdelijke} onderdrukking van een eventuele immuunreacties

3% door {tijdelijke) bescherming van het inoculum tegen eventueel gevorm=

de anfilichamen

4% door het inoculum in een immunologisch 'afgeschermd’ milieu te enten.
De verschillende procedures zullen achtereenveolgens worden besproken.
Er bestaan diverse methoden om een proefdier te immuniseren tegen mogelijke
(tumer) transplantatie-antigenen. Een van de meest gebruikelijke daarvan is,
om het proefdier één of meerdere malen te inoculeren met 'onschadelijk' ge-
maakt tumorweefsel. Dit 'onschadelijk' makenkan onder meer geschieden door
verhitten of door herhaald bevriezen en ontdooien, maar de laafste joren komt
steeds meer in zwang om hiervoor een hoge dosis Réntgenstralen (10.000 rads)
te gebruiken.
De aldus zwear bestraalde cellen* kunnennog geruime tijd hun metabole func-
tie in stand houden ($0), terwijl toch hun celdelingscapaciteit geinactiveerd
is. De beste immunisatie verkrijgt men door enkele keren achtereen te inocu-~
leren, met tussenpozen van ongeveer een week. Voor tumoren welke van na-
ture gedissemineerd groeien, zoals leuccemie¥n is deze methode von immuni~
safie vrijwel de enige mogelijkheid. Toch iitkt deze wijze van immuniseren -
zelfs al zoumen per keer1 gram antigeen weefsel toedienen - minderefficient
dan de thans fe bespreken manier. Bi| deze methode wordt een proefdier fegen
een tumor geimmuniseerd door de tumer eerstte laten groeien en na hetberei~
ken vaneen zekere grootte (ongeveer 1 gram) te verwijderen, bijvoorbeeld door

*Inde Angelsaksische literatuur worden deze Heavily Rediated of H.R. cellen genvemd. Vanwege
de beknoptheid verdient ook in de Nederlandse literatuur de vitdrukking H.R, ¢ellen de voor-
keur.
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Ad 2.

Ad 3.

afbinden van de tumor(39). Het individu is dan in een zeer intensiet contact
geweest met het antigeen, een toestand die idecal geacht wordt voor het ont-
staan van immuunreacties (57). Ongeveer één & twee weken na het verwijde-
ren van de tumor is de afweerreactie van de gastheer maeximaal, zodat dit het
ti|dstip is waarop de 'ftest' inoculatie dient plaats te vinden. Zelfs een zéér ge-
ringe antfigeniciteit van de tumor ten opzichte van de gastheer zal hierdoor
kunnen resultergn in een afstofing van een vers, klein inoculum.

De afweerreactie van de gastheer ten opzichte van het tumerinoculum kan op
verschillende manieren onderdrukt worden. Het meest wordt hiertoe gebruik ge~
mackt van totale lichaamsbestralingvan het proefdier met een sublethale desis
tussen de 250 en 400 rads vlak voor de inoculatie. Hierdoor wordt naast het
haematopoEtische ook hef lymphoide apparcat grotendeels vernietigd en het
kan enige weken duren, voordat de schade hersteld is. In deze periode is dus
de gastheer nietin staat om voldoende te reagerentegen antigenen en zal men
dus bij hef bestaan vanantigene verschillentussen tumoren gastheer een snel-
tere groel van hef inoculum, resp. een hoger percentage aangeslagen tumoren
na incculatie van minimale hoeveeiheden tumorcellen waarnemen.

Het effect van de totale lichaamsbestraling bestaat echter niet alleen uit

de onderdrukking van de afweerreactie, maar ook uit verstoring van vele an-
dere functies. De algemene conditie van totaal bestraalde dieren zal dus af-
wijken van die van een contrdle groep en wanneer er enig verschil in groei-
snetheid van de tumor gevonden wordt, behceft dit nief persé te betekenen, dat
het tumorsysteem ofwijkende transplantafie—antigenen bezit.
Wanneer men echter na incculetie van een gelijk aantal tumorcellen bi] de
bestraalde dierensignificant méér fumoren vindtdan inde contrdle groep, dient
men op zijn hoede te zijn voor antigene verschillen tussen tumor en gastheer.
Onderdrukking van immuunreacties door toedieningvan corticostersidenis ge-
bruikelijk, onder andere bij heterotransplantatie van tumorweefsel in hamsters.
Uit de kliniek s echterbekend, dat cortison een remmende invloed kan hebben
op de groei van sommige fumoren en het lijkt dus weinig cantrekkelijk, om de-
ze methode te gebruiken voor het onderdrukken van immuunreacties van de
gostheer. Ditzelfde argument geldt in nog sterkere mate voor de cytostatica
zoals imuran, cyclophosphamide etc. die de immuunreactiviteit effectief on-
derdrukken, maar daarnaost een directe invlced op de groei van tumoren heb-
ben.

Bescherming van het inoculum tegen afweerreacties van de gastheer door toe-
voeging ven een overmaat H.R. cellen* kan als één van de verklaringen voor
het 'Révész-effect’ worden gezien (90). Révész toonde aan (eerst bij het Ehr-
lich ascites carcinoom, daarbij bij een Te generatie CzH mamma carcinoom en
bij enkele deor methylcholanthreen geinduceerde tumoren), dat de groei van

*Zwaar bestraaide of H.R. cellen, zie voetnoot blz. 16.
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tumoren gestimuleerd werd door aan hetinoculum een overmeat H.R. cellen toe
e voegen.

Het 'Révész-effect' blijkt niet voor alle tumor-transplantatiesystemen te gel-
den, en de interactie gastheer//inoculum// H.R. cellen stact velerlei inter-
pretaties foe. Behalve een beschermend effect op het inoculum door hetab-
sorberen van eventuee!l antilichaom is ook gesuggereerd, dat in niet-antigene
systemen de H.R. cellen als een 'feeder layer® zouden kunnen dienen voor de
vitale cellen™, of dat ervende zwaoar bestraalde cellen een stimulering van het
metabolisme .van de onbestraalde cellen zou uitgaan (Révész, (20).

Het inoculum kan ook beschermd worden door dit te enten in een milieu, waar-
in de immunologische ofweer nief of minder sterk tot zijn recht komt. Dit is
bijveorbeeld het geval, wanneer de tumor wordt ge¥nt in een diffusiekamer, in
de voorste oogkamer of in de wangzak vande hamster**. Met behulp van deze
technieken is heterofransplantatie mogelijk, het gebruik ervan wordt doorgaans
ock daartoe beperkt.

Grootte van het inoculum

Eerder werd vermelid, dat de grootte van het inoculum een rol kan ispelen
bi{ het al of niet 'aanslaan' van een tumor in aanwezigheid van een zwakke
immuunreactie. Dit houdt in, dat bij het transplanteren van tumorfragmenten
met behulp van een trocar (waarki] doorgaans meer dan een millicen cellen
worden getransplanfeerd), een geringe afweerreactie van de gastheer onopge-
merkt kan blijven. indien men een minimale immuunreactie tegen de tumor op
het spoor wil komen, zal de grootte vanhet inoculum daarom verminderd moe=
ten worden, iets wat meestal geschiedt door verdunning vande = te inoculeren -
celsuspensie. Naarmate het cantal geinoculeerde tumorcellen per dier minder
wordt, zal ook het percentage 'dieren met tumor' afnemen en viteindelijk nul
worden. Men kan uit de op deze wijze verkregen resultaten het aantal cellen
berekenen, dat nodig is om 50% ‘dieren met tumor' op te leveren. Met dexze
‘zogenacmde tumorcel~'titratie’ of 'Hewitt type assay' (54) wordt dus de gemid-
delde gevoeligheid van de proefdierenpopulatie voor het inoculum bepaald. Het
isduidelik dat ook andere dan immunologische factoren {algemene conditie van
de gestheer, celviabiliteit ineen nieuw milieu, etc.) soms vaninvloed zijn op de
minimale grootte van het effectieve inoculum.

Verschillen in gevoeligheid van de proefdieren kunnen worden uitgedrukt
als verschillen in grootte van de tnoculadie nodigzijn om in 50% van de gost-
heren in tumorgroei te resulteren. Een alternatieve mogelijkheid om verschillen
in gemiddelde gevoeligheid op het spoar te komen is deor na te gaan of het
verschijnen van de tumor na inoculatie vertroagd is (93); dit zal bijvoorbeeld

*Een 'feeder layer' wordt gebruikt in de weefselkweek en bestact uit een loag H.R. ceflen op de
bodem ven een kweekbakje. Het is Puck en Marcus (87) als eersten gelukt, om individuele cellen
tot clonen te laten uitgroeien door ze in combinatie met een dergelijke 'metaboc! andersteunen-
de' (stimulerende?) feeder layer te enten, in plaats van direct op de bodem van een bakje.

**Voor referenties zie Tabel Il,



het geval zijnals een gedeelte van de getransplanteerde tumorcellen door gen
immuunreactie geinactiveerd wordt.

Transplantatie technieken

In het eerste gedeelte van dit hoofdstuk werden enige methoden genoemd,
die gebruikt worden om tumorweefsel te transplanteren. Aangezien - voor zo=
ver de auteurbekend ~ in de laatste jaren geen overzichten gepubliceerd zijn
over de verschillende tumertransplantatie-technieken, maar deze toch herhaal-
delifk in dit proefschrift ter sproke komen, lijkt een beknopte samenvatting
hierover op zijn plaats. Eerst zal de aard van het transplanteat besproken wor-
den, doarna de plaats van inoculatie.

Het transplantaat

Tumoren die in ascites~vorm groeien hebben voor quantitatieve transplan-
tatie het grote voordeel dai de cellen tijdens de groei van de tumor in het
proefdier reeds in een vioeibaar medium gesuspendeerd zijn. Hiertoe behoren
onder meer het Ehrlich ascites carcinoom (63) en het P 388 lymphoom (6) die
beide voor radiobiclogische onderzoekingen gebruikt zijn. Transplantatie ge-
schiedt daneenvoudig deor enig ascitesvocht vande donor in eeninjectiespuit
op te zuigen en in de peritoneaalholte van de onfvanger te injiceren. Indien
een ascites—tumorcelsuspensie elders in een gastheer wordt ingespoten ontstaat
ter pleatse een solide tumor (14).

De groei van de meeste experimentele leucaemietin of lymphosarcomen, die
intraveneus of intraperitoneaal worden getransplanteerd, is gewoonlijk niet ge-
localiseerd in het perifere bloed. Er ontstaan enafhankelijk van de plaats van
inoculatie, leucaemische infiltraten in lever, milt en lymphklieren (55, 77).
De leucoemische cellen zijn doaruit zeer gemakkelijk te isoleren, door de le-
ver of milt fijn te knippenen de aldusverkregen brokjes fijn te wrijven ineen
geschikt medivm. Op deze wijze heeft onder meer Hewitt zijn originele expe-
rimenten verricht om de celoverleving van een muize~leucaemie na bestraling
. te bepalen (59).

Voor de transplantatie van solide tumoren is een uitgebreider instrumenta-
rium vereist. De transplantatie van de tumor cls geheel buiten beschouwing ge-
laten is het meest gebruikelijk omde tumorin kleine stukjeste knippen en de-
ze laatste met behulpvan een trocar te implanteren. Andere chirurgische tech-
nieken kunnen natuurlijk ook worden gebruikt. Een originele en eenvoudige
wijze vantransplantatie werd beschrevendoor Feder (37). Deze methode maakt
gebruik van een schoenmakersnaald, die in zijn geheel door de tumor wordt
geregen. In het oog van de noald blijft genoeg tumorweefsel hangen om, wan-
neer de naald vervolgens door de subcutis wordt geregen, succesvolle trans=
plantatie mogelijk te maken.

Een speciale methode omverspreiding van de tumorcellenin desubcutls van
de gaostheer te vermijden werd ontwikkeld door Thomlinson (108). Brokjes tu=
morweefsel werden doartoe verpakt in een soort 'worstje’, bestaande uit een
stukje darm.
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De tot zover beschrevenmethoden voor het overbrengen van solide tumoren
zijn niet geschikt voor quantitatieve iransplantatie; een suspensie van tumor=
cellen is hiervoor wel bruikbaar. in de vorige decennia zijn enkele methoden
gepubliceerd, waarbij op zuiver mechanische wijze het tumorweefsel tot een
suspensie gemaakt wordt. De methode volgens Craigie (25) maakt gebruik van
een soort 'weefselpers'; in de 'cyfosieve' volgens Snell (99} wordt het tumor-
weefsel in een rubber hulsgekneed en vervolgens door een zeef geperst. Het
percentage levende cellen, dat met deze methoden wordt verkregen is gering;
de opbrengst bestaat grotendeels uit cel débris (76). Inoculatie van de tumor-
celsuspensie kan echter geschieden met behulp van een injectiespuit en dit is
een belangrijke vereenvoudiging van de transplantatieprocedure.

TABEL i
OVERZICHT BETREFFENDE DE VERSCHILLENDE MOGELIJKHEDEN
Inoculatie Resulterende tumorgroei Auteur
flank solide tumor locaal vele auteurs
staart " Van Dongen
subcutacn oor " Suit en Shalel
schedel " zie hoofdstuk
'venster' " Algire
intramusculair poot solide tumor locaal v.d, Brenk
intramedullair femur solide tumor locacl Ingall
g’ intraperitoneac| - multipele mesenteriale -
3 metastasen
=
2 intraveneus staartvene multipele longmetastasen -
%5 intraoraal trachea multipele longmetastasen Epstein
2 intralymphatisch testis regionale metastasen Wallace
.% intracerebreal - solide tumor intracerebraal  Prince
bl
- nier solide tumor locaal Gullino en
interparenchymateus ovarium Grantham
testis # Young
intraportaal - lever metastasen Fisher
in diffusiekamer (buikhelte)  tumor in kamer Algire
in luchtzok (subcutis) multipele locale tumornoduli  Hewitt
& intraveneus of locaal op multipele noduli op
_g chorio-allantois membraan chorio-allantols membracn Smeulers
Y
% in submucose van de hamsterwangzak solide tumor locaal Goodall
I in voorste cogkamer van knaagdieren " Greene
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Het gebruik van enzymatische procedures voor het verkrijgenvan suspensies
van geisoleerde cellen is de laatste jaren steeds meer in gebruik gekomen
(76,13). Quantitatieve transplantatie is hiermede goed mogelijk en dit is van
veordee| voor radiobiologisch onderzoek met tumoren. In het volgende hoofd-
stuk wordt hierop nader ingegaan.

De transplantatie

Transplantatie van tumorweefsel is een te algemeen gebruikte procedure
in het kankeronderzoek om alle auteurs die hiervan gebruik maakten te kun-
nen noemen. Daarom zal worden volstean met een zo volledig mogelijk over-
zicht van de diverse [ocalisaties waarin solide tumoren werden geinoculeerd,

waarbi| per localisatie slechts naar één representatieve publicatie wordt ver=
wezen.

TOT TRANSPLANTATIE VAN SOLIDE TUMOREN

Ref, Opmerkingen
Quantitatieve trensplaniatie mogelitk.

(29} Groei afhankelijk van omgevingstemp.

(105) Volume meting goed uitveerbaar

(2) Uitwendig zichtbare vascularisatie van de tumor goed
te observeren

(14)

(64) Model voor metastasering in het beenmerg

(35)

(114)

(86) Quantitetieve transplantatie mogelijk.

(49)

(120} Metingen van de weefseldruk in de tumor

(38)

(4) Tumorcellen geisoleerd in gastheer

(53)
Heterotransplantatie van menselijke

(98) tumoren

(44)

(46)
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Deze gegevens zijn gerangschiktin Tabel Il en een korte samenvattende be-~
spreking wordt gegeven in de voigende paragrafen.

Zonder twijfel is demeest gebruikfe locelisatie voor een experimentele so-
lide tumor het subcutane weefsel van de flank.Andere localisaties zijn echter
soms van voordeel. Wanneer het tumorweefsel subcutaanin de staart wordt ge-
ent, blijkt de groeisnelheid van de tumer sterk afhankelijk te zijn van de
remperatuur van de omgeving. Zo vond van Dongen (29) dat de groeisnelheid
van de tumor inde staart foenam wanneer de staart (met fumor) subcutaan werd
geimplanteerd. Als men - zoals ons is gebleken - proefdieren met een tumor
in de staart in een koud vertrek (49C) plaatst, verloopt de groei van de tumeor
dusdanig langzacm, dof deze methode in canmerking komt om een tumor een
half jaar te ‘conserveren'.

Subcutane localisatie in de oorschelp, zoals werd gebruikt door Suit en
Shalek (105) voor een C3H mamma carcinoom, maakt een nauwkeurige volume-
meting mogelijk. Het is ons echter niet gelukt om het rhabdomyosarcoom BA
1112 {zie hoofdstuk 1i1) op deze plaais te laten groeien. De reden hiervoor zou
gezocht kunnen worden in de verschillende afkomst van de tumoren, maar mo=
gelitk speelt zelfs het warme klimaat van Texas hierin een rol!

Veoor naywkeurige externe observatie van het vascularisatie-patroon van tu-
moren ontwierp Algire een systeem, waarin mendoor een venster de tumorgroei
in de subcutis kon volgen. In hoofdstuk VI zal hierop nader worden ingegaan,
evenals op de resultaten, verkregen met de ériginele methode van Guliino en
Grantham. Bij deze laatste methode wordt het tumorweefsel geinoculeerd in het
nier~ of ovarium-parenchym. Dit parénchym wordt geheel door tumorweefsel
vervangen, het voatstelsel wordt echter niet esseniieel aangetost, Het bleek
mogelijk, om de tumeren door één toevoerend en één afvoerend vat van bloed
te latenvoorzien enmetingen te verrichten omtrent de hoeveelheid bloed, wel-
ke de tumor passeert. '

Het is duidelijk dot sommige maligne tumorenregionale 'metastasen’ zullen
vormen na inoculatie in een daartoe gunstige localisatie. Daarentegen is het
echter ook mogelitk om uitzaaiing tegen te gaan, door de tumor in zogenaam-
de diffusickamers te laten groeien. Deze bestaan vit twee schijfjes van milli-
pore materical, die op enkele millimeters afstand van elkaar gevet ziin in een
cylindervormige houder {4). Daar er in deze situatie slechts een humorale- en
géén cellulaire interactie mogelijk is tussen tumor en gastheer, wordt dit sys-
teem soms ook gebruikt ter vermijding van celiulaire immuunreacties.

Voor de volledigheid werden de localisaties, die voor heterotransplantatie
gebruikt worden, tevens in Tabel Il opgenomen.

Dit zijn de choric-cllantois membraanvan een bebroed kippenei, de submucesa
van de wangzak van de hamster en de voorste cogkamer van knacgdieren.

In het volgende hoofdstuk zal ter sprake komen welke von al deze trans-
plantatietechnieken en localisaties werden verkozen voor onze radicbiolo=
gische onderzoekingen.
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Groe[ van tumoren

Vn jwel ieder die op oncologisch geb:ed werkt wordt regelmatig geconfron-
teerd met de verschillende aspecten van de groei van tumoren. Dit geldt met
name voor onderzoekingen waarbij gebruik wordt gemacktvan één van de zo-
juist beschreven transplantatie-technieken, voor volume-metingen aon tumeren
ci dan niet in combinaiie met besiraling en voor bepalingen van de 'latente
periode’ van een tumor. .

In verband met het indit proefschrift beschreven onderzoek is enkele malen
gebruik gemaookt van groeimetingen om o.a. informatie te verkrijgen over de
aanwezigheid van eventuele antigene verschillen tussen tumor en gastheer,
over het tijdstip van verschiining van de tumor na inoculatie ent.a.v. de re-
gressie van de tumor na bestraling.

Het fijkt dus wenselijk om, aansluitend op de bespreking van de verschillen=
de aspectenvan het gebruik van experimentele tumoren in de rediobiologie ook
enkele eig'enschoppe_n van de tumorgreet te belichten. Det de meeste fumoren
met de 1ijd in velume toenemen is bekend en als eenvoudigste madel hiervoor
kan gelden dat alle maligne tumorcellen zich delen, zodra hun metakole con-
ditie dit toestaat. Uit iedere tumorcel zullen 2 cellen ontstaan, hieruit bi] de
velgende delingen 4,8, efc.

Het volume van de tumorzal derhalve exponentiee! met de ti{d toenemen, in-
dien geen andere factoren interfereren. -

In de volgende paragrafen zal nader worden ingegaan op de technieken wel- .

ke worden gebruikt voor het meten van tumergroei en op de vraag of de uit-
" eindelijke groei van een tumor al dan niet exponentieel verloopt.

Meting van het tumorvolume

Er zijn verschillende technieken beschreven om de groei van een tumor te
kunnen meten, in de kliniek zowel als in het dierexperiment.

Wanneer men het volume van eentumor nouwkeurig wil bepalen, is het uit-

. prepareren van de tumor een essentisle voorwaarde. Men kan dan gewicht of
volume bepalen door middel van wegen of dompeﬂen Dit houdt echter in, dat

. men slechts een éénmalige bepaling kan verrichten, waarmede dus de moge-

" lijkheid vervalt om van een individuele tumor de toename in.grootte te meten.
Dit nadeel kan in experimentele systemen soms gecompenseerd worden door het
gebruik van grote aantallen proefdieren, waarin de turmor dan natuurlifk zeer
uniform moet groeien.

Om van individuele tumoren op regelmatige tijden de grooHe in situ te re-
gistreren kan worden volstaan met de bepaling van enkele lengtematen. Het is
ook mogelijk de grootte van {oppervlakkige) subcutane tumoren volumetrisch
te bepalen, bij voorbeeld door het maken van gips~ of plastic replica’s (113).
Ock zijn enkele plethysmografische methoden beschreven, waarbij men de tu-
mor een hoeveelheid vlceistof laatverdringen, waarvan het volume in een ge~
calibreerde pipet kan worden afgelezen (27).

De meeste auteurs echter bedienen zich van een meefsysfeem, waarbi] één
of meer afmetingen van de fumor in millimetersworden bepaald. Sommigen be-
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rekenen dearuit het volume van de tumor, maar veelal wordt eenvoudig als
maatstaf de gemiddelde diameter gebruikt. Voor tumoren, welke min of meerin
een plat viak groeien, zoals huidtumoren of subcutane metastasen van mense-
lijke tumoren, is het gebruikelijk om de oppervlakte in mm? uit te drukken, be-
rekend uit twee loodrecht op etkaar staande diameters. (Deze laatste worden
meestal gemeten met een schuifmaat). Wanneer een tumorvrij kan expanderen
in losmazig weefsel (longmetastase, subcutane enting van een experimentele
tumor), zal de vorm bij benadering bolrond kurnen zijn en wordt de meting van
het volume aanzienlijk eenvoudiger en kan b.v. geschieden door middel van
een kaliber.

Deze methode wordt gebruikt voor het bepalenvan de grootte van longme-
tastasen op een Réntgenfoto (15} of van subcutane tumoren (31).

in de praktijk zal het weinig vitmaken welk meetsysteem men gebruikt; de
moeilijkheid ligt niet zozeerin de metingvan de juiste afstand tussen de gren-
zen van de tumor, maar in de chjectieve bepaling van die begrenzing. De ran-
den van een schaduw op een Rénigenfoto zijn soms vaag en meeilijk te bepa-
len, bij het meten van de grootte van tumoren in situ wordt het overliggende
weefsel {meestal huid en subcutis) altijdenigszins gecomprimeerd en wel door
verschillende onderzoekers in verschillende mate. Het verdient dus canbeve-
ling dat een serie metingen aan een tumor door dezelfde onderzoeker wordt
verricht. Het gebruik van een kaliber met een serie gaten of cirkels bevordert
de reproduceerbaarheid der metingen. )

Er dient de nadruk op te worden gelegd dat bovengenoemde meetmethoden
betrekking hebben op tumoren boven een bepoalde grootte. Aan dit stadium is
echter een periode van groei op microscopische schaal voorafgegaan, Het is
nog niet mogelijk gebleken, in deze periode volumemetingen te verrichten,

Vorm van de groeicurve

Wanneer in een tumor geen differentiatie™ opireedtvan de tumorcellen zal
elke tumorcel zich delen, zodra zijn metabole conditie dit toestaat™™ . Het vo-
lume van een tumorzal verdubbeld zijn, als alle cellen zich éénmaal gedeeld
hebben, De term ‘tumorvolume verdubbelingstijd' wordt meestal gebruikt als
maatstaf voor de snelheid, waarmee dit gebeurt. Deze term spreekf voor zich~
zelf.

Het is dutdelijk, dat indien olle tumorcellen zichregelmatig zouden delen,
de groei exponentieel*** verloopt; per tijdseenhelid zal dan het aantal cellen
toenemen met een constant gedeelte van het aanwezige aantal cellen.

Wanneer men de groei grofisch weergeeft op semi-logerithmische schaal
(log diameter of log velume op de ordinaat, de tijd linecir uitgezet op de ab-
seis), verkrijgt men een rechte lijn. Mayneord (78} was de eerste, die een af~

*De term 'differentictie’ dient.in dit verband te worden gezien als het zich definitief onttrekken
van een zeker gedeelte der tumorcellen can de prolifererende celpopulatie.

**Variaties in de duur van de celdelingscyclus van verschillende cellen in hetzeifde milieu, zo-
als b.v. worden gevonden in weefselkweek zijn buiten beschouwing gelaten.

***Expenentitle groel zal cok gevonden worden, wanneer een constant percentage van de tu-
morcellen regelmatig deelt,
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wiiking van dezeregel vond; in zijn experimenten betreffende het Jensen sar-
coom vande rat verliepde groei niet exponentieel. Wanneer hij de lengte von
de tumor (traject 5 tot 50 mm) op lineaire schaoal vitzette tegen de tijd, vond
hi] een lineair verband. Vic berekeningen kwam hij fot de conclusie, dat ai-
leen de cellen in een oppervickkige laag van de tumor regelmatig in deling
zijn. Men zou in dit verband dus beter kunnen spreken van een groeiende
schil van tumorweefsel. Een lineair verband tussen tumordiameter en tijd werd
ook door andere auteurs gevonden; het meest recente werk van Thomlinson (109)
teont dit zeer duidelijk.

Anderen vinden daorentegen wél een exponentigle toename van het tumor-
volume (of de diameter); o.a. Collins (24) en Breur (15). Beiden verrichten me-
tingen can tumormetastasen (traject 5 tot 100 mm diameter), waarvan de groot-
te was af te lezen op Rontgenfota's. Ook uit het fracie experimentele werk van
Suit c.s. (105), die met behulp van een prepareermicrascoop de volumeveran-
deringen van een muize-tumor in het oor bepaalden (traject 0,1 tot 100 mm3),
blijkt een exponentigle groei.

Er zijn dus discrepanties tussen de ervaringen ven verschillende onderzoe-
kers. in dit verband is een mededeling van Welin c.s. (116) van belang; hij
kon geen antwoord geven op de vraag, of de groei van tumoren (in casu darm-
tumoren, waarven de grootte becerdeeld werd door middel van barium contrast
foto's) lineair dan wel exponentieel met de tijd verloopt. Hij publiceerde een
diagram, waaruit blijkt dat men ook niet kan verwachten significante ver-
schillen te vinden tussen een linedire en een exponentile groeicurve wanneer
de metingen zich uitstrekken over een gebied van 5 tot 60 mm diameter en er
een gemiddelde meet-onnauwkeurigheid van 2 mm is, Beide typen curven kun-
nen elkaar don overlappen. Welin opperfdat een groeicurve een logistische of
een Gompertze curve zou kunnen ziin, een benadering, die - onafhankelijk van
zijn publikatie - ook door Kaalen (66) en Laird (74) werd ontwikkeld™.

Beide curven ** hebben - op lineaire schaal - een min of meer sigmorde

*Na het gereedkomen vandit manuseript zijn nog twee publicaties verschenen, waarin de auteurs
eveneens tot dergelijke conclusies komen:

Steel, G.G. and Lamerten, L.F. Brit. J. Concer 20, 1966, 74.

MceCredie, J.A., Inch, W.R., Kruuv, J. ond Watson, T.A. Growth, 29, 1965, 331.

**Voor de volledigheid volgen hier de formules; -

Exponentittle groei; i_ ekt
v
o
logistische curve; ‘V_r= 1+b
v 1+be <t
o

Gompertze curve; \% . b(1 e kf)

waarin: Vs het bereikte volume uit Vo intijd t; b en k zijn constanten.
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vorm; zi] beginnen exponentieel, maar nahet bereiken van een bepaald volume
neigt het verloop ervan esymptotisch tot een maximum. Het lijkt acnnemeliik,
dat het verloop van het exponentizle gedeelte van de curve grotendeels be~
pacld wordt deor de (maximale) delingsactiviteit van de tumercellen en dat het
afbuigen vande curve het gevolgis van eenacntal beperkende factoren, waar-
van de invloed toeneemt naarmate de tumor groter wordt.

Cok de groei van hetindit onderzoek gebruikte rhabdomyosarcoom BA 1112
bleek niet geheel exponentieel te verlopen. Vooruitlopende op de in het vol-
gende hoofdstuk te bespreken transplantatieprocedures litkt net gewenst om ter
illustratie van het zojuist besprokene de greeicurve van deze tumor te behan-
delen.

De groei van het rhabdomyosarcoom BA 1112

Fen experiment werd verricht met ratten van drie tot vier weken oud. De
inoculatie werd verricht met eensuspensie* van 10.00C tumorcellen in 0,05 cc
vlpeistof volgens Simms in de subcutis van de kop. Na verloop van tijd ont-
stonden hieruit tumoren.

Mat een plostic schiif die was voorzien van een serie gaten, per mm opklim-

Figuur 5 TEKENING VAN EEN PLASTIC MEETKALIBER,
De getallen hebben betrekking op de diamefer van de gaten in mm.

mend van 4 tot en met 16 mm doorsnede (fig. 5) werden de diameters van een
aantal tumoren von verschillende grootte gemeten. Daarna werd het dier af-
gemaakt en de tumor vitgeprepareerd en gewogen. De relatie tussen diame-

*oor de celsuspensietechniek en ploats van inoculatie zie het volgende hoofdstuk.
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Figuur &

RELATIE TUSSEN TUMORDIAME-

TER EN HET GEWICHT VANDE o]
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ter en gewicht van de tumor is weergegevenin fig. 6. Hiervit blijkt dot de deor-
snede van de tumor in het levende dier een redelijk betrouwbare maet is voor
het tumorvolume, respectievelijk het aontal cellen in de tumor (tabel VII}.
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Figuur 7 GROEICURVE VAN TUMOR BA 1112

Cp de ordinaat is aangegeven de gemiddelde diameter van de tumor, tevens het doar-
mede overeenkomende aantel cellen. Het aantal dieren n staat bevenaan vermeld. Cp
de abscis de fijd in dagen, Op dag 0 werden 10.00C cellen geinoculeerd.

In het tweede gedeelte van de curve verloopt de groe! niet meer exponentieel.
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De groeicurve van de tumer wordt weergegeven in fig. 7. De progressieve
toename van hettumorvelume tussende tiende en twintigste dag komt overeen
met een exponenti&le groei. Het is echter duidelitk dat, wanneer de tumeor een
diameter van ongeveer 12 mm beretkt heeft, de groeisnelheid afneemt. Dit sug-
gereert dat de groei van dit rhabdomycsarcoom inderdaad volgens een Gom-~
pertze of logistische curve kan verlopen.

Het verloop van de groei van tumoren na bestraling

Uit de experimenten van Suit en Shalek is het mogelijk gebleken om een
celoverlevingscurve na bestraling te berekenen via de groeicurven van expe-
rimentele tumoren (105). Voorwaarde hiervoor is dat de tumor véér en na be-
straling dezelfde groeisnelheid heeft en dat de volume-toencme exponentieel
verloopt.

Door terugextrapclatie van de curve nd bestraling fot op het moment van
de bestraling kan het overlevende 'vitale volume® worden afgelezen. De over-
levende fractie kan daarna worden berekend door vergelijking van dit volume
met het (gemeten) volume vande tumor op de dag van de bestraling. Men bepaglt
met deze methode dus niet direct het percentage overleving voor de gehele po-
pulatie, maer dat van de groeiende fractie van de tumor. Het lijkt aannemelijk
dat de volumetoename evenredig zal zin met het gehalte aan cellen die tot
ongelimiteerde proliferatie in staat zijn, zodat men de resultaten, verkregen
met de zojuist beschrevenmethode, toepasbaar mag achten op de celoverleving
van de prolifererende fumorcelpopulafie.

Breur gebruikte een modificatie van deze methede om uitklinisch materiaal
- in casu een cantal opde Réntgenfoto zichtbare longmetastasen - de volume-
reductie fengevolge van gefractioneerde radiothercpie quantitatief te meten
(15). Ook de door Breur verwerkte informatie betreft tumoren met exponentizle
groei.

Wanneer de groei van een tumor niet exponentieel verloopt, zoals bijvoor-
beeld die van het door Thomlinson gebruikte transplanteerbare fibrosarcoom
R.1.B.5, zal het niet goed mogelijk zijn om uit de exirapolatie van de groei-
curve na bestraling conclusies te trekken t.a.v. de celover|eving.

Thomlinsor beperkt zich dan ook voor zijnstudie betreffende de inviced van
o.a. hyperbarische zuurstof op destralingsgevoeligheid van tumoren, tot de be-
paling van de zuurstofversterkingsfactor. Dit is een zeer bruikbere benadering;
hij gebruikt de tumorvolumemetingen dus slechts voor de vergelijking van de
verschillende iso~effect doses in afhankelijkheid van de bestralingscondities.

Hetindit onderzoek gebruikte rhabdomyosarcoomBA 1112bleek zich even~
eens minder goed te lenen voor een quantitatieve bepaling van de effecten
van bestraling op de groeiende tumorcelpopulatie door middel van volumeme-
tingen; o.a. bleek dat de groei van de tumor na een locale dosis van 1920
radsin de tweede week na bestraling een relatieve vertraging toonde (fig. 8).
Misschien is dit het gevolg van stralingsschade aan het tumorbed. Terug-
exfrapolatie van het laatste gedeelte van de curve tot het 'overlevende vitale
volume' op de dagvan de bestraling, doet vermoeden dat de overlevende frac-
tie ongeveer 20% bedraagt, in plaats van ongeveer 1%, de waarde, die werd
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bepoald met de tumorceltitratiemethode (hoofdstuk 1V). Dit verschil is zonder
twijfel voor sen belangrijk gedeelte te wijten can het niet voldoen aon de
eerder genoemde eis, dat de groeicurven viéér en na de bestraling evenwijdig
dienen te verlopen. Dacrom werd dan ook voor het onderzoek betreffende de
celoverleving van deze tumor een ander quantitatief systeem verkozen. De
techniek daarvan zal het onderwerp vermen van het volgende hoofdstuk.
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Figuur 8 GROEICURVE VAN TUMOCR BA 1112 VOOR EN NA BESTRALING MET EEN DOSIS
VAN 1920 RADS.

Opdeordineat het volume van de fumoren in procenten van het volume op de dag van

de bestraling. De gemiddelde diameterop dag 0 was 10,5 mm. Het cantal dieren n steat
bovenaan vermeld.

De groeisnelheid in de tweede week na bestraling is geringer dan véér de bestraling.

De groei van microscopisch kieine tumoren

Véérdat een tumor macroscopisch cantogrboar wordh, vindt uiteraard eerst een
zeer belangrijk groeiproces plaatsen de duur hiervan werd door Croigie de pe-
riode van microscopische groei gencemd of P.M.G. (28). Aangezien het tech~
nischnog niet vitvoerbaar is om nauwkeurige bepalingen te verrichten van b.v. de
de celprofiferatie vandeze - slechts uitenkele cellen bestaonde - tumeren, ver-
dientde uitdrukking 'F.M.G.' de voorkeur boven de benaming 'latente periode’.
De P.M.G. kangedefinieerd worden als: de pericde die verloopt tussen-het tijd-
stip van het begin van de autonome groei, metastasering of tijdstipven inocu-
latie tot het moment, wagros de tumor macroscopisch santoonbaar is.

Volgens enkele auteurs (21, 26, 62) kan de P.M.G. gebruikt worden om de
viabiliteit van tumorcelsuspensieste testen. Steeds werd hierbij subcutaaneen
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tumeorhomogenaat geinoculeerd, waarvan het 'incculatie=volume’ werd bepaald
door middel van centrifugeren. De relatie tussenhet 'inoculatie-volume' en de
'P.M.G." (meestal 4 tot 10 dogen) werd empirisch bepaald. Er bleek een lineair
verband te bestaan tussen de logarithme van het 'inoculatie-volume' en de
P.M.G. Het zcl duidelijk zijn, dat deze methode om de viabiliteit van een tu-
morcelsuspensie te testen niet zonder bezwaren is; reeds een geringe verande~
ring van de initizle groei van de geinoculeerde cellen (b.v. ten gevelge van
een vocrafgaande behandeling) kaninviced hebbenop deresultaten.Boverdien
blijkt de P.M.G. soms verkort te worden door de aanwezigheid van een over~
maat zwaar bestraclde celien in hetinoculum (21). Deze zojuist gencemde be-
zwaren hebben ons weerhoudenom voor dit onderzoek de P.M.G. te gebruiken
als quantitatieve maatstaf voor de bepaling van de viabiliteitvan fumorcelsus-
pensies. Het systeem van tumorceltitraties volgens Hewitt (54) leek betrouw-
baorder en dit werd dan ook voor ons onderzeek verkozen.

Het was natuurlijk inferessant om achteraf nc te gaan of er eenverband was
tussen de grootte van het inoculum en de P.M.G. bi| onze tumorceltitraties.
Inderdcad bleek het tijdstip van verschijnen van een tumor wel enigszins af-
hankelijk van het aantal geinoculeerde cellen maar de grote spretding maakte
het weinig aantrekkelijkom de P.M.G. als maatstaf te gebrutken. Toch hebben
berekeningen over de groei in deze periode ons onverwacht een heter inzicht
verschaft over de wijze waarop de tumoreellen zich bij inoculatie in de sub-
cutis verspreiden. Het betreft berekeningen uitgevoerd door Kaalen over de
groeisnetheid van het rhabdomyosarcoom.

De groofte vande tumor werd destijds nog niet gemeten met behulp vaneen
meetkaliber, maar wal stonden gegevens ter beschikking over het aantal ge-
inoculeerde cellen (10, 100en 1000) en het gewicht vande daaruit ontstane
tumoren (100 tot 400 mg). Ook wasde tijdsduur bekend tussen de inoculatie en
het uitprepareren. Het bleek, dat het gewicht niet direct evenredig was met
de grootte van het inoculum, maar met ongeveerde derde machtswortel™ hier-
van, Dit zou verklaard kurnen worden docraan te nemen dot de verdeling van
de geinoculeerde cellen in de subcutis aan dit effect ten grondslag lag.

De tumor kan b.v. multicentrisch beginnen en na verloop van tijd kunnen
de tumoreilandjes conflueren tot één enkele tumor. Een multicentrische oor-
sprong van een {geinoculeerde) tumor is z&ér wel denkbaar; indien b.v. 1000
cellen worden geincculeerd in een suspensie met een volume van 0,1 ml, zul-
len deze cellen fezamenongeveer één honderdduizendste deel von hetvolume
innemen. Er is dus een grote kans dat de cellen sterk verspreid in het weefsel

*De formule, welke Koalen vond is cls volgh:

G, =571 0,2 _0,05T

geldig als T 2> 22 dagen.
Gr is gewicht van de tumeor in mg.

I ic het gantal cellen in het inoculum,
Tis tijd in dagen na Tnoculatic
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gedeponeerd worden. Eerst werd aan de mogelijkheid gedacht, dat de tumor-
cellen zich zouden nestelen can de periferie van de injectie 'quadde!'. Nao
resorbtie van het medium zouden de fumorcellen zich in een plat viak bevin-
den.

Om een inzicht te verkrijgen in de distributie van suspensies in de subcutis
werden enkele experimenten verrichf. De kooldeeltjes van een subcutane in-
iectie van cnverdunde Qostindische inkt bleken zich inderdaad in eenschijfje
mef een doorsnede van omstreeks 8 mm gerangschikt te hebben, Deze localisa-
tie kon voor de stafisticus toch geen goede verklaring vormenen hij sugge~

Figuur ¢ DEMONSTRATIE VAN HET '‘NAALDSPOOR' Bl SUBCUTAME INJECTIE.
In het subcutane bindweefse!l van de kop werd 0,1 ml zeersterk verdunde Qestindische
inkt geinficeerd. De foto foont de binnenzijde van de vitgeprepareerde huid.
De vlceistef van een dergelijke suspensie van kooldeeltjes en water diffundeert in en-
kele secondenver in de losmozige subcutis en wordt dear geresorbeerd. De kooldeeltjes
daarentegen rangschikken zich lineair volgens het nacldspoor.

reerde alsnog de megelijkheid te onderzoekenvan een distributie volgens een
rechte lijn.

Het probleem werd pes opgelost toen het werk van Hewitt onder onze can-
dacht kwom. Hewitt 'inoculeerde’ suspensies van Qosfindische inkt in de sub-
cutis van muizen (52). De Qostindische inkt werd door hem zodanig verdund,

31



dat deze nauwelijks van water was te onderscheiden. Het bleek, dat bij injec-
tie hiervande vloeistof zich als eenquaddel inhet losmazige, subcutane bind-
weefsel verspreidde, macr dot de kooldeelties bii de punt van de nacld ble-
ven. Dit onverwachte effect leek het gevolg te zijn van filtratie; als gevolg
hiervan concentreerden de koolstofdeelties vit desterk verdunde Qostindische
inkt zich en werden tezamen als éénzwarte stip in het subcutane weefsel zicht-
baar. Hiermede was volgens Hewitt een verklaring gevonden voor de algemeen
bekende waarneming, dat tumoren die no incculatie van tumercelsuspensies ont-
staan, meestal vanuit één enkel focus Iijken uit te groeien. Het experiment
werd door ons herhaald en het bleek, dat de kooldeeltjes zich lineair rang~
schikten, zoals de statisticus voorspeld had! Of een puntvormige of een lijn~
vormige verdeling zal optreden wordt bepaald door de injectietechniek. Het
'nacldspeor’ dat doer ons bij inoculatie voor tumorceltitraties gemackt wordt,
is ongeveer 1 & 2 cm lang (fig. %}

Het is ons gebleken, dat het beschreven mechanisme atleen opgeat voor een
suspensie van deeltjes in een niet-visceus medium; wanneer het medium door
de aanwezigheid van colloiden ook moarenigszins visceus is, zoals bij onver~
dunde Qostindische inkt, vindt geen filtratie ploats, maar extensie van het
subcutane weefsel.

Het effect dat cellen in weterige suspensie zich lineair volgens het naald-
spoor in de subcutls verdelenen dat doardeor meerdere tumortjes achter elkear
kunnen ontstaan, maakt dat wanneer solitaire tumoren gewenst zijn de inocula~-
tie met grofe zorg dient te geschieden. Van deze ervaring werd in dit onder-
zoek o.a. gebruik gemaaktbij de inoculatiesvoor de 'curatieve' experimenten.

EE
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HOOFDSTUK il

CELTITRATIES MET
RHABDOMYOSARCOOM BA 1112

Keuze van de tumor

De voordelen van het gebruik van transplanteerbare tumoren voor quanti~
ratief~onderzoek boven andere “typen werden in het vorige hoofdstuk beschre-
ven. In hoofdstuk | werd uiteengezet dat bi| ket begin van dit onderzoek reeds
een cantal gegevens bekend warencover o.a. lymphorde en ascites tumeoren ven
de muis (tabel [), maar dat het zeer de vraag 1s of deze gegevens van toepas-
sing zouden zijn op sclide tumaren. Dit vormde de reden om te zoeken naar
sen solide {experimentele} tumor, die bij voorkeur vergelijkbaar zou zijn met
de z.g. stralingsresistente tumoren bij de mens. Tot dusverre waren clle cel-
overlevingscurven in vive van tumeren bi] mutzen bepaald en omdat het voor
de extrapolafie van dif soort gegevens naar de mens wenselijk is tumoren van
meer dan één dierscort te bestuderen, was het van belang om no te gean of
voor de rat een geschikt fumor systeem kan worden ontwikkeld. Een ander
voordeel van deze diersoort leek, daf een opstelling voor locale bestraling
eenvoudiger te verwezenlijken zou zijn.

Uit het in het voorafgaande hoofdstuk besprokene zal veldoende duidelitk
zijn gebleken dat slechts een tumor, welke ontstaan is in een volledig in-
geteelde proefdierstam en welke daarin getransplanteerd kan worden zonder
dat immunologische complicaties optreden, in aanmerking komt voor een on-
derzoek als hier beschreven. Hiervoor kunnen slechis in eigen laboratorium
ontstene tumoren worden gebruikt omdet introductie van tumoren uit andere
laboratoria op grote bezwaren stuit (o.q. de noodzaok ven de import van de
bijbehorende proefdierstam),

Qorspronkelijk werden twee tumoren van de ingefeelde W.A.G./Ri| rot-
tenstam, een rondcellig sarcoom en een adenocarcinoom, die beide in het Ra-
dichiologisch Instituut TNO aangehouden werden, onderzocht cp hun trans-
plantatie-eigenschappen. Het bleek echter dat de groei van deze tumoren gro-
te variatie toonde als gevolg van immunisaties. Dit maakte het vrijwel zeker
dat deze tumoren op grond van antigene verschitlen onbruikbear zouden zijn
voor ons onderzoek. Het mag dan ook een gelukiig toeval worden gencemd dat
in december 1962 bij een W.A.G./Ri} rat, behorende tot een groep proefdieren
die voor beenmergtransplantatie waren gebruikt, een fumor werd ontdekt die
goed transplanteerbaar bleek binnen deze stom.

De ocorspronkelijke tumor leek gelocaliseerd in de onderkaaksmusculatuur,
De gastheer had emstreeks 8 macnden tevoren een totale lichaomsbestraling

33



ondergacn van 864 rads gevolgd door een transplantatie van beenmerg afkom-
stig van Brofo ratten (7). De tumor werd geregistreerd onder nr BA 1112 en
bleek geschikt voor dit onderzoek. In de volgende paragrafen zullen de his-
tologie van de tumor, de techniek om celien uit het tumorweefsel te isoleren
en een aantal biologische eigenschappen van deze tumer besproken worden.

Histologie

Microscopisch werd de tumor geclassificeerd® als een rhabdomyosarcoom.
Het tumorweefsel is opgebouwd uit bundels spoelvormige myoblasten, die in
diverse vlakkendooreengeweven zijn(fig. 10). In de tumorcellen konden myo-

Figuur 10 MICROFOTO VAN RHABDO-
MYQOSARCOOM BA 1112,
De tumor bestaat uit spoelvermige
myoblasten, welke in bundels
dooreen geviochten zijn.
Haematoxyline=cosineg x 120,

fibrillen en dwarse streping worden aangetoond met behulp van de phosphor-
wolframzuur - haematoxyline kleuring volgens Mallory. Typisch voor de fumor
is het voorkomen von meerkernige reusceilen, De mitotische activiteit Iijkt
heog. De tumor infiltreert op uitgebreide schaal in de omgevende normale

*M.J. de Vries, persoonlijke mededeling.
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weefsels. De primaire tumor was gemetfastaseerd in enkele regionale lymphe-
klieren en de lengen; van de getrensplenteerde tumoren werden nooit metas-
tasen waargenamen. De experimenten, die in dit proefschrift worden beschre—
ven werden uitgevoerd met de 3% tot en met de 20€ transplantatie generatie.
Het aantal passages kon binnen deze grenzen worden gehouden door enkele
malen terug e keren tot vroegere tumorgeneraties, die door invriezen waren
geconserveerd volgens een techniek die beschreven ts voor het bewaren van
beenmerg (88). Het invriezen bleek geen inviced te hebben op de tronsplan-
tatie-etgenschappen van de tumor.,

Onderzoek naar mogelijke antigene verschillen
tussen tumor en gastheer

In het vorige hoofdstuk werd viteengezet dat een tumortransplentatie—sys=-
teem dat gebrutkt wordt voor dit type radiobioclogische onderzoekingen, vrij

TABEL 1l
DE INVLOED VAN TOEVOEGING VAN ZWAARBESTRAALDE CELLEN
OP DE EFFECTIVITEIT VAN HET INOCULUM

Incculum Acntal dieren met tumor

‘vitale' cellen HR* cellen totaal aantal dieren

Experiment A

10° 4/5
103 + 3,3x10° 5/5
102 3/5
102 + 33 x108 3/5
10 2/5
10 + 3,3 x106 0/5

Experiment B

40 25/30

40 + 40x10° 26/28

HR*cellen zijn tumercellenvan het rhabdomyosarcoomdie door bestraling met
9500 rads zijn gesteriliseerd.
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dient te zijn von storende immunclogische invloeden. Het rhabdomyosarcoom
BA 1112 is volgens de in hoofdstuk | beschreven richtlijnen bij herhaling on-
derzocht en zoals uit het volgende blijkt werden géén afwijkingen gevonden
in het gedrag van de tumor die op aonwezigheid van storende antigene facto-
ren zouden kunnen wijzen.

Om na te gaan of er een 'Révész effect’ aantoonbaar was, werd het aantal
dieren dat een tumor ontwikkelde na inoculatie van verschillende aontallen
celien vergeleken met een groep waarbij aan eeninoculum van dezelfde groot-
te een overmaat zwaar bestraalde cellen was toegevoegd (Tabel [UI). Aanslut-
tend werd nog eens een soortgelijk experiment verricht met een groep dieren
die een inoculumontving van 40 cellenof 40 cellen gemengd met 40 millioen
zwaar bestraclde cellen (Tabel 111}, Toevoeging van zwaarbestraalde cellen
blijktgeen significante toename in het cantal dieren met tumer te gevenen
hieruit kan dus geconcludeerd worden dat de tumor géén 'Révész effect' ver-
toont.

Het afbinden van een groeiende tumor ongeveer ¢én week v&dr de titratie,
bleek evenmin van invloed op de percentages ‘dieren met tumor’ (Tabel (V).

TABEL IV
HET EFFECT VAN 'IMMUNISATIE' OP DE EFFECTIVITEIT VAN HET
INOCULUM
Gastheren Aantal cellen in het inoculum
104 103 102 10 1
anbehandeld 5/5 5/5 3/5 1/5 0/5
'geimmuniseerd’  5/5 5/5 2/5 1/5 0/4

De getallen in de tabel geven aan het aantal dieren met tumer t.o.v. het
totaie aantal dieren. De gastheren waren al dan niet geimmuniseerd door bij
hen een groeiende tumor af te binden €én week voor de inoculatie,

Ook wanneer het immuunapparact van de gastheer werd verzwakt deor een to-
tale lichaamsbestraling van 240 rads op de dag véér de Tnoculotie (Tabel V),
bleek het percentage dieren met tumor niet toe te nemen.

Tenslotte werden evenmin overtuigende ofwijkingen gevonden in het groei-
pafroon van de tumor, wanneer een groep proefdieren wos geimmuniseerd door
een (cfgebonden) tumor (fig. 11) of het immuuncppareat was verzwakt door
een totale lichaamshestraling van 384 rads (fig. 12). In de leatste figuur wordt
weliswoar de indruk gewekt dat na de 20e dag enig verschil optreedt, dit is
echter niet significant.
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TABEL V

DE INVLOED VAN TOTALE LICHAAMSBESTRALING OP DE EFFECTIVITEIT
VAN HET INOCULUM

Gastheren Aantel cellen in het inoculum

4% 103 4 x 102 4 %10 4
onbestragld 10/10 3/10 0/10 0/10
bestraald 10/10 4/10 110 0/10

De getallen inde tabel geven can het aantal dieren met tumor t.o.v. het tota~
le aontal dieren. De gastheren ondergingen al dan niet een ‘otale lichaams-
bestraling van 240 rads daags veor de inoculatie.
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Figuur 11 GROEIPATROON VAN DE TUMOR NA "IMMUNISATIE'.
Ordinaat: gemiddelde diameter met stondaard efwijking van het gemiddelde.
Abscis: fijd in dogen na inoculetie van 104 cellen.
Er is geen significant verschil in groei tussen geimmuniseerde~ en contrdiedieren. De
immunisatieprocedure bestond uit het afbinden van een groeiende tumor een week voor
de inoculatie.
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Figuur 12 GROEIPATROOMN VAN DE TUMOR IN BESTRAALDE GASTHEREM (384 rads).
Ordineat: gemiddelde diameter met standeardafwitking von het gemiddelde.
Abscis: tijd in dagen na inoculatie met 104 cellen,
Er is geen significant verschil in groei russen immunologisch verzwakte- en contréle~
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"Klinische" stralingsgevoeligheid

Ten einde een indruk te verkrijgen over de stralingsgevoeligheid (of resis-
tentie) van deze fumor werden enkele dieren met een tumor van omsireeks
15 mm diameter bestraald met een dosis van 30 x 192 rads, gegeven in é we-
ken. Deze bestraling sorteerde slechts een minimaal effect; de toename van
het volume van de tumor {dus de groei) werd slechts fijdelijk geremd. Nagat
een dosis van 5750 rads (6000 R) was bereikt, werd de bestraling begindigd en
de tumor groeide daarna binnen een maand uit tot een ulcererende massa van
enkele centimeters doorsnede.

Volgens dit 'klinische' eriterium was het waarschijnlijk, dat de tumor tot
de stralingsresistente tumoren moest worden gerekend en mogelijk heeft dit
rhabdomyosarcoom zelfs een stralingsresistentie vergelijkbaar met de stralings-~
resistente menselijke rhabdomyosarcomen.

De bereiding van tumorcelsuspensies

Voer de quontitatieve fransplantatie van de tumer is het noodzakelijk over
een methode te beschikken, die voorziet in de behoefte om in een relatief
korte tijd op reproduceerbare wijze een aantal monsters van het (al dan niet
bestraalde) tumorweefsel te verkrijgen met een bekende hoeveelheid cellen.

Zeer bruikbaar doarvoor is een suspensie van levende tumorcellen, geiso-
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leerd uit het fumorweefsel. De concentratie hiervan kan door middel van een
telkamer gemakkelijk worden bepcald en het gewenste aantal cellen kan wor-
den verkregen door verdunning.

Onze ervaringen met de zuiver mechanische verkleining van het (voste)
tumorweefsel, zoals dit jarenlang gebruikelijk was bijvoorbeeld door middel
van de celzeef van Snell of een weefselpers, zijn in overeenstemming met die
van anderen. Een op deze wijze verkregen suspensie bestoat vrijwel geheel
uit dode cellen en celdébris.

Sinds een tiental jaren zijn steeds meer enzymctische metheden voor dit

doel in gebruik gemomen. Het proteclytische enzym trypsine wordt algemeen
gebruikt in de weefselkweek en enkele trypsinisatie-procedures voor het dis-
pergeren van tumorweefsel zijn gepubliceerd (13, 76). Deze voldeden echter
niet aon de eisen van het type experimenten zoals in dit proefschrift beschre-
ven worden, waarbi] soms zeer grote aantallen cellen in een relatief korte
tijd ter beschikking moeten komen, Daarom werd enige candacht besteed aan
verbetering van deze technieken. Teneinde de trypsine zo efficient mogelijk
op het tumorweefsel te kunnen laten inwerken, is her cangewezen om bij het
begin van het dispergeren uit te gaan van een brei van kleine brokjes. Solide
tumoren bevatten vrijwel steeds een aantal taaiere weefselstrengen, die het
fijnknippen met een schaar ernstig bemoeilijken. Daarom werd een eenvoudig
*hakmes'~mechaniek ontworpen, waarvan het gebruik tevens het voordee| heeft
dat het weefsel snel en reproduceerbaar in kieine stukjes wordt gehakt.
Men veronderstelt dat door de trypsine in het medium de infercellulaire kit-
stof* van de weefselbrokjes wordt opgelost. Er is daarna slechts een geringe
mechanische kracht nodig om de tumercellen uit het weefsel los te maken. Dit
gebeurt doorgacns met behulp van een sterke agitatie van het medium, wat
met verschillende methoden kan worden bereikt.

De eenvoudigste van deze, zoals herhaaldelijk pipetteren of schudden van
het medium in een kolf, zijn niet geschikt, wanneer een grote celopbrengst
vereist is. Dit s evenmin het geval bij de elegante methode volgens Boyse
(13), waarbij het medium metde daarin gesuspendeerde tumorbrokjes door mid-
del van een vingerpomp wordt rondgepompt in een sleng van silicenenrubber.
Meadden en Burk (76) gebruikten een magnetische roerder in een frypsinisatie-
kolf (Erlenmeyer met indeukingen), maar onze ervaring leerde daf bij deze
methode teveel schuimvorming optreedi. Een belangriijk gedeelte van de celop-
brengst kan verloren goan in dit schuim,

Het in dithoofdstuk beschreven systeem maokt gebruik van een plotte roer-
der (i.c. scheermesje), welke nouwkeurig in een horizonteal viak roteert.
Hiermede wordt het medium ploctselijk intensief geagiteerd, terwijl de rest
van de vloeistof vrij rustig biijft.

Schuimvorming ontstaat door vermenging van lucht en vleeistof en dus aan
de vloeistofoppervickte. Deze loatste werd zo klein mogelijk gehouden door
de diameter van de halsvan het dispersievat (fig. 13) zodanig te beperken dat

*De somenstelling van de 'intercellulaire kitstof' van deze tumor is niet onderzocht.
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het scheermesje nog juist kan passeren. Daarbij wordt, om ongewenste turbu-
lenfies aan het oppervlck fot een minimum te reduceren, het vat steeds tof
halverwege de gladwandige hals met medium gevuld. In een dergelijk systeem
werd aan phosphaatbuffer de voorkeur gegeven; de ervaring leerde nl. dat bij
gebruik ven een carbonaatbuffer in korte tijd zoveel C0y ontsnapt, dot een
ernstige verstoring van de zuurgroad optreedt.

Apparatuur
Voor het mechanische gedeeite van de celdispersiemethode werd een in-
strument geconstrueerd, dat zowel kan dienen voor het fijnhakken van het tu-
morweefsel als voor het agiteren ven het medium {fig. 13).
sty
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Figuur 13 SCHEMATISCHE VOORSTELLING VAN HET 'DISPERSIE'-APPARAAT,
1 motor, Z wormoverbrenging, 3 excentrick, 4 flexibele as, 5 vijzel, 6 scheermes in
houder, 7 roestvrij stalen as met scheermes, 8 dispersie-vat, 9 snelheidsregelaar.

Het centrale gedeelte van het instrument bestaat uit een moter met regel-
boar toerentcl. Deze motor heeft aan beide aseinden de mogelijkheld tot het
aanbrengen van hulpstukken. Aan de rechterzijde wordt - via een wormover-
brenging ~ een excentriek cangedreven, waardoor een verticale as een oscil-
lerende beweging maakt.

Aan deze as wordt een speciale houder bevestigd, waarin een (roestvrif sta~
len) scheermes past. Dit scheermes mockt aldus een verticale, hakkende be-
weging, waarvan de snelheid regelbaar is.
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Het tumorweefsel bevindt zich onder dit scheermes opeen plaatje van sili-
conenrubber datweer in eenplastic petrischaal ligt. Dit geheel is op de juiste
hoogte instelbaar tijdens het hakken doordat het rust op een (zeer solide) vij~
zel.

Aan de linkerzijde van de motoras is een flexibele as bevestigd, waarvan
het uiteinde verticaal is vastgeklemd. In de boerhouder wordt een {roestvrij
stalen) asje vastgezet, waaraan een roestvrij stalen scheermesje dwars is be-
vestigd. Dit leatste kan vrij renddraaien in een horizontacl viak in het cen-
trum van een glazen vat van het type, zoals dat geleverd wordt bij de Buhler
homogenisator, Een dergelijk glozen vat bestact uit een cylindrische hals en
een bol met 3 keerribben. De afstand van de rand van het scheermes fot de
ribben is engeveer 3 mm, dit geldt zowel voor de 150 ml &is de 400 ml vaten,
die voor deze celdispersiemethode gemaakt werden. Zowel de scheermesjes
in hun houders, als het siliconenrubber en de glazen vaten worden droog ge-
steriliseerd.

Medium

Het medium, daf gebruikt wordt voor het dispergeren van de brokjes tu-
morweefsel ot geisoleerde cellen is een iefs gewijzigde oplossing volgens
Hanks; Tabel V1 geeft de samenstelling. Tevens is in deze tabel de samenstel-

TABEL VI
SAMENSTELLING VAN DE MEDIA

{grammen per liter)

Component 'Hanks met frypsine’ 'Simms'
NeCl 7.4 8,0
Kd 0,2 0,2
CaCly. 6H0O 0,05 0,147
MgCly. 6H,0 0,18 0,20
Ne Hp POy. H,O 0,07} Buffer
Noy HPO4. 2H20 0,75 l Buffer 0,35

K Hy POy 0,05}

Glucose 1,0 i,0
Phenclrood 0,0z 0,05
Trypsine (1/300 NBC) 0,5

pH na het instellen 7,35 7.0
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ling van de oplossing velgens Simms* vermeld, die gebruikt werd voor het her-
suspenderen en verdunnen van de tumercelsuspensies.

De pH van de oplossingen werd op de gewenste waarde ingesteld door toevoe~
ging van een {gering) volume van een oplossing van 0,5M Nag HPOy4. Het
steriliseren geschiedt door de vloeistof met behulp van stikstof onder een druk
van % & | ctmosfeer door een Seitz ashestfilter te persen. De media worden
opgevangen in JnFUSIeFlessen {250 of 100 m! inhoud) en bewaard bij een tem-
perafuur van -20° C tot het ti jdstip van gebruik.

Frocedure

Na het uvitprepareren en wegen wordt het tumorweefsel met een schaar in
stukjes geknipt. Als het type experiment dit noodzakelijk maakt, kunnen deze
tot brokjes van 1 & 2 mm3 worden verkleind met het hakapparaat. Deze proce-
dure duurt slechts enkele minuten. Het tumorweefsel wordf onder het op— en
neergaande scheermes gebracht door de petrischaal te dracdien en door de brok-
jes bijeen te houden met een spateltje. De aldus verkregen tumorbrei wordt
vervolgens inhet dispersievat gebracht en erwordt zoveel medium toegevoegd,
dat het dispersievat tot halverwege de hals gevuld is (fig. 14)

biechemie
invriezen

{trcnsplontutie

centrlfugeren

Figuur 14 SCHEMATISCHE VOORSTELLING VAN DE CELDISPERSIEFROCEDURE.

Het dispergeren gebeurt bij kamertemperatuur en de agitatie van het me-
dium, die daarvoor nodig is, wordt verkregen door het scheermesje in het dis~
persievat gedurende 10 tot 20 minutenmet een snelheid van ongeveer 1200 fot
1600 toeren per minuut te laten roteren.

Er kan een enkele keer schuim onfstaan doordat een fibreuze streng welke
aan het fijnhakken is ontsnapt, can het droaiende mes blijft hangen en zo~
doende de vloeistof teveel in beroering brengt. Een dergelijke streng wordt
verwijderd.

*T.C. Simms X7 solution, dried (Difco).
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Na het dispergeren wordt de inhoud van het vat (zonder de scheermesroer-
der) gedurende 5 minuten met rust gelaten, feneinde de overgebleven weef-
selbrokjes te laten bezinken. Dit is in het bijzonder van belang voor de zé&ér
kleine brokjes van enkele honderden cellen. Deze zouden anders gevangen
worden in de nylon zeef, waardcor de viceistof na decanteren wordt gefil-
treerd en dus verloren gaan voor een volgende dispersie-gang.

De op deze wijze \gerkreggn suspensie van geisoleerde cellen wordt snel
gekoeld rot omstreeks 07 tot 47 C in een kolf, die in ijs staat, Op deze wijze
wordt de eventueel resterende proteclytische activiteit gestopt. Nadat vers
medium is toegevoegd aan de achiergebleven weefselbrokjes wordt doorgaans
een tweede dispersiegang ingezet en de opbrengst daarvan bij die varn de eer-
ste gevoegd. Vervolgens wordt gecentrifugeerd (170 x g gedurende 10 minuten
bij 0° C) en de celopbrengst die zich dan op de bodem van de centrifugebuis
heeft verzameld, wordt geresuspendeerd in ijskoude Simms' oplossing.

Figuur 15 ASPECT VAN EEN CELSUSPENSIE !N EEN TELKAMER,
De donker gekleurde cellen hebben trypoanblavw gesbizrbeerd em werden niet als 'le-
vende cellen' meegeteld.

Indien voor bepaclde experimenten een zeer 'schone' celsuspensie is ver-
eist, kan de duur van de eerste suspensiegang tot 3 & 5 minuten bekort worden
en na het bezinken van de weefselbrokjes de bovenstaande vioeistof worden
weggeschonken, De meeste erythrocyten worden don mede verwijderd.
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Opbrengst

Na toevoeging van ¢ delen 0,02% irypoanblauw in 0,9% NaCl aan &én
deel van een monstervan de suspensie wordt het celoontal bepaaldin een tel-
kamer (fig. 15). Slechts ongekleurde cellen worden als intact beschouwd.

Het gehalte can door trypaanblauw gekleurde cellen hedraagt meeste] 10
tot 20 procent.

De juiste celconcentraties voor tumorceltfitraties worden verkregen door
verdunning inserie inijskoude Simms' oplossing. Meestal bedraagt de opbrengst
van hei rhabdomyosarcoom BA 1112 omstreeks 20 tot 70 millicen cellen per
gram tumorweefsel. Het aantal cellen in het tumorweefsel kan geschat worden
op (5x108) cellen/gram {zie volgende paragrafen) en een gemiddelde cogst
van 20 tot 70 millicen cellen/g betekent, dat de opbrengst ongeveer 10% be-
draagt.

Gebruik van celsuspensies

Wanneer een tumor op de bovenbeschreven wijze tot geisoleerde levende
celler is gedispergeerd, kan de zo verkregen. ceLsuspensne gebruikt worden
voor een groot aantal doeleinden.

Niet clleen heeft een dergefijke suspensie voordelen voar ’rrcnsplantche .
van tumoren maar ook leent deze zich bij uitstek ‘voor bepaalde biochemische -

" onderzoekingen, alsmede voor het invriezen van levende cellen ter conserve-
ring voor een tumorbank.

En hoofdstuk V en VI komen o.a. ter sprake het aontal cellen in het tumor-

- weefsel, alsmede het zuurstofverbruik- van de cellen. Doar beide parameters
van deze tumor zijn bepaald met behulp van celsuspensies, worden deze ex-
perimenten in dit hoofdstuk besproken.

Bepaling van het aantal cellen in tumorweefsel

Van een suspensie met een bekend aantal cellen kan het drooggewicht of
BNA gehalte worden bepaald en b.v. uitgedrukt ineen waarde per(IOé) cellen.
Wanneer overeenkomstige waarden bekend zijn voor de Intacte tumer, ken op
eenvoudige wijze het aaontal cellen per gram tumorweefsel berekend worden.

De resultaten van enkele experimenten ter bepaling van het aantal cellen
in het tumorweefsel zijn gerangschikt in Tabel VII. DNA werd bepaald* met
difenylamine volgens Dische (28},

De berekende celaantallen, welke werden gevenden met beide technieken,
bevinden zich in dezelfde orde van grootte. Bij de beoordeling van de resul~-
taten, dient echter in aanmerking genomen fe worden, dat de celsuspensies
nog wel enig'celgruis' zullen bevetten en dot het fumorweefsel een onbeken-
de (bij deze tumor waarschiinlijk geringe) hoeveelheid intercellulaire sub-
stantie zal bevatten, alsmede een wisselende hoeveelheid bloed en necro-
tische substantie.

“De bepaling werd verricht door H.M  Klouwen en AM.W. Appelman
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TABEL VI
HET AANTAL CELLEN IN HET TUMORWEEFSEL, BEREKEND NAAR GEGE~
VENS OVER DROOGGEWICHT EN DNA-GEHALTE VAN TUMOR EN
TUMORCELSUSPENSIES

Celsuspensie Tumor Berekend
Exp. Aantal cellen Drooggewicht Gewicht Drooggewicht aantal cellen
(x 109) {mg per 106 (mg) 7 (mg per grem tumer) (x 107)
celien) per gram tumor
i 250 0,28 1525 169 &0
" 400 0,23 " " 73
I 715 C,38 371 191 50
o 825 0,38 " " 50
DNA (mg per DNA (mg per
108 cellen) gram tumor)
[t 186 0,0163 500 77 47
" 174 ¢,0158 " ¥ 52
" 124 0,0135 " “ 56
Y 26 0,0135 1701 7.5 55
v 160 90,0159 595 7,0 44

Het gemiddelde cantal cellen per gram tumorweefsel zoals getchelleerd in de laatste kolom is
54 x 107. lLv.m. erkele enzekerheden {o.a. het bloedvoiume van de tumar in situ en de hoeveel=

heid Intercellulaire substantie} wordt als bencdering cangenamen 5 x 168 cellen per gram tumor-
weefsel,

Daoarom werd als benadering het gantal cellen per gram tumorweefsel ge-
schat op 5 x 108, Deze waarde is redelitk in overeenstemming met de (zeer
grove} schattingen die gebruikt worden in de theoretische radiobiologische li=
teratuur, waarin meestal zonder meer wordt aangenomen, dat een fumor fussen
de 108 en 107 cellen per gram bevat.

Bepaling van het zuurstofverbruik van de tumorcellen
Zoals eerder werd opgemerkt, is de zuurstofconcentratie in het tumorweef-
sel van groot belang voor de stralingsgevoeligheid. De zuurstofconceniratie in
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een weefsel is o.a. afhankelijk van de zuurstofconsumptie van de cellen (zie
hoofdstuk VI}. Daarom werd het zuurstofverbruik van enkele celsuspensies van
het rhabdomycsarcoom bepaald in een Warburg-apparaat. Het suspensiemedium
was de met phosphoat gebufferde oplossing volgens Simms, de temperatuur 37°C.
De resultaten staan gerangschikt in Tabel VIil; het gemiddelde zuurstof ver~
bruik is 0,023 102 per 106 cellen per minuut.

TABEL VI
HET ZUURSTOFVERBRUIK VAN TUMORCELLEN VAN HET
RHABDOMYOSARCOOM IIN SUSPENSIE

Exp. Totaal acntal cellen Concentratie Zuyurstofverbruik

in de suspensie x 100 {oantal cellen/ml)  {p109/106 cellen/min)

| 300 100 0,026
i 210 70 0,032
ik 600 200 0,016
& 300 100 0,021
u 150 50 0,026
v 270 90 0,02
" 270 90 0,023
" 135 45 0,023
n 135 45 0,030
% 330 110 0,020
" 165 55 0,023
n 300 100 0,015
" 150 50 0,019

Zuurstofverbruik gemiddeld: 0,023 p102/106 cellen/minuut.

Deze waarde bevindt zich in dezelfde orde van grootte als de gegevens
van Warburg (115); een aantal van de getallien die door Greenstein (47) wer-
den verzameld zijn iets hoger,

De conclusie lijkt gerechtvaardigd, dat de zuurstofconsumptie van de cel-
len, afkomstig van dit rhabdomyosarcoom, weinig verschilt van de waarden die
opgegeven zijn voor andere tumoren.
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Tumorceltitratie in vivo

De overleving van tumorcellen ne Réntgenbestraling, zoals bepaald met
behulp van guantitafieve transplantatie, zal het onderwerp vormen voor het
volgende hoofdstuk. Voor quantitatieve transplantatie is het noodzakelijk een
maatstaf te beziiten waarmee de 'viabiliteit' van de tumorcellen wordt ge-
meten. Hiervoor wordt meestal gebruik gemaakt van het systeem volgens He~
wift (54), waarin het aantal cellen wordt bepaald, dat nodig is om in de helft
van de proefdieren een tumor te doen ontstaan.

Daar deze 50% waarde zelden van tevoren nauwkeurig bekend is, wordt een
cantal groepen dieren met zodanig opklimmende celdoses geinoculeerd, dat
verwachf mag worden daf de percentages van dieren met tumor von de ver-
schiilende groepen fussen de 0 en 100% zullen varigren.

Deze procedure wordt algemeen ‘celtitratie’ genoemd en voor de experi-
menten, die in dit proefschrift beschreven worden, zijn voor de (cnbestraalde)
celinoculaties aantallen gebruikt van 1, 4, 10, 40, 100, 400 of 1000 cellen
per dier (5 tot 10 dieren per celdesis).

In de volgende paragrafen zal nader worden ingegaan op de berekenings-
methode ter verkrijging van de 50% waarde. Het is echfer duidelijk, dat de~
ze methode vereist dat grote aantcllen proefdieren nauwkeurig en snel met
verschillende cantallen cellen geinoculeerd kunnen worden.

Met het oog opeen mogelijke teruggengvan de viebiliteitvan de tumorcellen
door een te langdurig verblijf in vitro, werd de duur van de gehele celsuspen-
sie~ en transplantatieprocedure beperkt tot maximaal 4 vur.

Als volume voor injectie van de celsuspensie werd 0,1 ml gekozen; het maxi-
mum acntal cellen dat zich in 0,1 ml kan bevinden, zonder dat de suspensie
te visceus wordt, bedreagt ongeveer 1 millicen; dit is een concentratie die bij
sommige bestraiingsexperimenten onvermijdelijk is.

De procedure van de inoculatie moet eenvoudig ziin en voor dit rhabdo~
myosarcoem werden de volgende mogelijkheden beproefd: intracerebraal, in-
traperitoneaal, intraveneus, subcutaan. Subcutane injectie werd verkozen om-
dat deze het snelste kan worden verricht en omdat het proces van de fumor-
groei in de overige localisaties moeilijk is te volgen.

Als plaats voor de enting werd de kruin van de rattekop gekozen.

De inoculafie in het subcutane bindweefsel op de kop voldeed aan de eisen
van efficientie bi| de injectie en voorzag in de mogelijkheid om de groel van
de fumor te kunnen volgen. Tumeoren die op deze plaats ontstaan, lenen zich
bovendien bijzonder goed voer locale besiraling.

_ Fig. 16 toent de kop van een rat, nadat dacrop een tumer van 12 mm dia~
meter was gegroeid. Het js duidelijk, dat de inspectie van de rattepopulatie
op aanwezigheid van tumor veel eenvoudiger is, dan na inoculatie in de flank
van de proefdieren. Voor het ‘aanhouden’ van de tumor werd gewoonlijk ech-
ter wel de flank gebruikt; de tumoren kunnen hier veel groter worden zonder
daot het proefdier daarvan hinder ondervindt.
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Bepaling van de ED50
Zoals reeds werd vermeld in vorige poragrafen van dit heofdstuk, wordt als
maatstaf véor de vicbiliteit van de tumorcellenveelal gebruikt de 'Effectieve
(cel) Dosis' die nodig is om in de helft van het aantal gostheren een tumor te
doen ontstaan.
Figuur 16 EEN SUBCUTANE TUMOR VAN
OMSTREEKS 12 MM DIAMETER.
Deze tumor is na inoculatie in het

subcutane bindweefse! van de kop
gegroeid,

De E Dsg kanin verband met deze onderzoekingen gedefinieerd worden als
het aantal tumorcellen dat na subcutane inoculatie op de kop binnen 100 do-
gen bi] 50% vor de proefdieren een tumer doet ontstaan en wordt uit de re-
sultaten van de celtitroties berekend. De termijn van 100 dagen werd cange-
houden, nadat uit de inleidende experimenten was gebieken dat zelfs uit de
kleinste inocula na 80 dagen geen tumor meer te verwachten was.

Voor de berekening van de E Dgq werd de methode volgens Litchfield en
Wilcoxon (75) gevolgd. Hierbij werdt gebruik gemaakt van een ingenieus
systeem von nomogrammen; met een minimumaan rekenwerk wordt de heteroge-
miteit getest von de afwijkingen fen opzichte van de (probit) lijn, waarna de
E D50 met de betrouwbaarheidsgrenzen kan worden berekend. Het is met deze
methode everneens mogelijk om de getallen van verschillende experimenten
bijeen te voegen en daarop €én enkele berekening uit te voeren. Bij de ver~
gelijking van de resultaten van meerdere experimenten wordt tevens getest of
de heltingenvande probitlijnen significant verschillen. De verhouding van de
ED50 wearden wordt met deze methode eenvoudig berekend, alsmede het 95%
betrouwbaarheidsgebied hiervan.

De E D, waarde toonde tijdens de duur van het onderzock van omstreeks
2 joar enige variabiliteit, iefs wat gezien de ingewikkelde proefopstelling
geen verwondering weki. Een overzicht hiervan wordt gegeven in Tabel 1X:
gemiddeld kan de E Dgq voor dit tumor-gostheersysteemop ongeveer 30 cellen
worden geschat. Voor de tumorcelfitraties werden evenveel maniifke als
vrouwe ke ontvangers gebruikt van een feeftijd van 4 & Sweken (gewicht 50 tot
100 gram). Er werd nooit enige invioed van het geslacht op de fumorgroei
waargenomen.

Wk ok ok %
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TABEL [X
FLUCTUATIE IN ED50 WAARDEN OVER EEN PERIODE VAN 2 JAAR

Maand en jaar ED 5 Aantal experimenten
A-M-J 1963 40 cellen 5
J-A-5 " 37 0" 8
O-N-D " 13 1
J-F-M 1964 mo" 6
A- M- ] " [ 5
J-A~-S " 1 @ 6
O~ N=-D " 70 12
J-F 1965 25 " 5

De dieren die gebruikt werden voor de ‘curatieve' experimenten die in
hoofdstuk V worden besproken, waren enkele weken ouder in verband met de
tijd welke voor de - te bestralen - tumoren nodig wasom tof de gewenste dia-
meter uit te groeien.
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HOOFDSTUK iV

BEPALING VAN DE STRALINGSGE-
VOELIGHEID VAN DE CELLEN VAN HET
RHABDOMYOSARCOOM

Inleiding

Toen in 1962 met de voorbereidingen voor dit onderzoek werd begonnen,
was in de literatuur slechts één gegeven te vinden over de stralingsgeveelig-
heid van cellen von solide tumoren en wel in een artikel van Hewitt (61),
waarin enkele experimenten worden vermeld, die hij verichtte met een solide
rondcellig sarcoom. Uit die gegevens trok Hewitt de conclusie, dat de cel-
overleving na bestraling van het sarcoom in vive veel overeenkomst toonde
met de eerder door hem op overeenkomstige wijze bepacalde waarden van een
onder anoxische condifies bestroalde muizeleukaemie,

In de loop van dit onderzoek kwamen nog twee publicaties ter beschikking,
van resp. Powers en Tolmach {85} en Cliften en Draper (21). De eersten be-
paalden met behulpvan tumorceltitraties een celoverlevingscurve van een so-
lide lymphosarcoom, in casu het ‘Gardner’ lymphosarcoom van de muis.

Het onderzoek van Clifton en Draper werd verrichf met twee adenocarci-
nomen van de muis. Deze onderzoekers verkregen de celoverlevingseurven van
deze tumoren uit berekeningen, waarbij als criterium voor de celviabiliteit de
P.M.G. werd gebruikt na enting van verschillende hoeveelheden tumorcellen.
Deze lactste werden bepaald uit de hoematocriet-waarde van een tumorcel-
suspensie, die was bereid met de 'cytosieve' methode volgens Snell,

Tenslotte bleek uit eenvoorlopig rapport van Kallman {(68) dat hij celover~
levingscurven heeft gemaakt vaneen CylH sarcoom. Hij gebruikte een iets ge-
modificeerde titratiemethode, waarbi| per gastheer 4 inocule® werden gegeven.

De belangrijkste gegevens, die door genoemde auteurs verkregen werden,
ziin in tabel Xvermeld en zullen in de bespreking acn het eind van dit hoofd-
stuk worden vergeleken met de resultaten, verkregen met het rhobdomyesar-
coom.

*Wanneer meerdere inocula per proefdier kunnen worden gegeven betekent dit een belangrijke
besparing ean proefdieren. in dit onderzoek werd echter de voorkeur gegeven aon één inoculum
per proefdier, omdat bij de multipele~inocculatictechnick het regelmatig voorkomt dat éénzelfde
proefdier zowel 'negatieve inocula' herbergt als grote tumoren. Dit heeft als consequentie dat
men ~ om het proefdier niet onnedig te doen lijden ~ gencodzackt ishet dier of te maken en vrij
ingewikkelde correcties in rekening te brengen. Deze correcties hebben beirekking op de kans
dat naderhand tdch nog een tumor uit cen 'negatief incculum' zou zijn ontstaan.
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In hoofdstuk 1 werd viteengezet dot de stralingsgevoeligheid van cellen in
sterke mate afhankelitk is van de zuurstofspanning. Daarom werdende experi-
menten, die werden verricht om celoverlevingscurven te verkrijgen van het
rhabdomycsarcoom, in drie groepen verdeeld:

1. Bestraling van de tumorcellen in anoxisch milieu (in sity en in vifro)
2. Bestralingvande tumorcellenin eenmilieumet voldoende zuurstof (in vifro)
3. Bestraling van de tumorcellen in hun natuurlifke miliev irn het fumorweef-

sel (In vivo).
Methodieken

Bestralingsopsteiling _

Vaor de bestralingen, die voor de uitvoering van bovengenoemd programma
noodzckelijk waren, werd gebruik gemackt van een General Electric 'Maxi-
tron’ Réntgenapparcat. De ancdespanning bedroeg 250 kVp, stroomsterkte 30
mA, halveringsdikte van de straling 2,1 mm Cu*, doseringssnelheid tussen de
40 en 200 rads per minuut. Er werd steeds gebruik gemaakt van maximale te-
rugstrooiing, waartoe een onderlaag van omstreeks 15 cm masonite werd toe-
gepust. De inhomogeniteit in dosisverdeling in het tumorweefsel was in deze
opstelling geringer dan 5%. De toegediende Réntgendosis werd gemeten met
een Baldwin 'lonex' dosimeter. Doartoe werd de Tonisatiekemer van de desi-

meter &f nacst de tumor gelegd, of op een andere representatieve positie in de
R&ntgenbundel.

Berekeningsvoorbeeld

In het vorige hoofdstuk is behandeld, hoe berekening van de ED5Q een
maatstaf oplevertvoor de viabiliteit van een tumorcelsuspensie. Wanneer daor
de bestraling een zeker gedeelte van de tumorcellen is geinactiveerd, zal, om
hetzelfde percentage dieren met tumor te verkrijgen, een groter aantal cellen
nodig zijn.

De overlevende fractie na bestraling werd berekend volgens de volgende
formule:

. EDsq onbestraalde tumorcellen
overlevende fractie =

EDsp bestrealde tumorcellen

Figuur 17 geeft de verschuiving van de EDgn waarde na bestraling weer. Het
is op deze wijze mogelijk om per R&ntgendosis de overlevende fractie ven de
tumorcellen te berekenen en aldus een celoverlevingscurve te bepalen,

*Bepaald deor J_J. Broerse.
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TABEL X
LITERATUURGEGEVENS OVER CELOVERLEVINGSCURVEN VAN SOLIDE TUMOREN
BEPAALD MET BEHULP VAN QUANTITATIEVE TRANSPLANTATIETECHNIEKEN

Auteur Ref. Tumor
en en
Jaar (Proefdier)
Hewitt en Wilson {61) rondcellig sarcoom
1961 (CBA)
Powers en Tolmach (85) CaH ED
{Gardner lymphosarcoom)
1964 (C;H)
Clifton en Draper (21) MTG-B resp. 755
(beide mammatumeren)
1965 (C4H x Coy BLIR, resp. (DBF,)
Kallman (68) KHT sarcoom
1965 (C5H)

Bestraling van de tumorcellen in anoxisch milieu
(in situ)

Wanneer een identieke zuurstofconcentratie vereist is voor aile cellen die
zich bevinden in eendergelijk heterogeen gevosculariseerd milieu als dat van
een tumor, kan deze tcestand het eenvoudigst verkregen worden door middel
van een - inzekere zin - 'negatieve’ benadering, nl. door het onttrekken van
alle zuurstof acn het milieu. Daarom werd de eerste celoverlevingscurve be-
paald door bestraling vende tumorcellen ineen anoxisch milieu. Dit geschied-
de volgens de methode die door Fewitt {60) werd aangegeven en die gebruik
maakt van het feit dat in een doed dier snel een volledige anoxie van het tu-
morweefsel onistaat t.g.v. het zuurstofverbruik vende tumorcellenzelf, De
proefdieren werden 10 minuten voor de bestraling met aether gedood; na de
bestraling werd de tumor uitgeprepareerd en een celsuspensie gemackt. Voor
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Localisatie Testmethode Resultaten
en en
Tumorgrootte (ED5p)
subcutaan fitratie overlevende froctie
overeenkomstig met die van
‘anoxische’ leucoemie cellen
5-10 mm @ 5 cellen (D37 380 R)
subcutaan titratie celoverlevingscurve heeft
2 componenten met
1~2 cm @ 2-5 cellen resp. Da7 110 en 260 rads
subcutaan latente D37 in vivo resp.
periode
100-400 mm? 352 en 319 rads
subcutaan tifratie Dy7 in lucht en stikstof resp.
10mm @ 15-140 124 en 398 rads
cellen

de tumorceltifratie werden de ontvangers geincculeerd zoals beschreven werd
in hoofdstuk I11.

De resultaten zijn weergegeven in figuur 18. De onbestraalde {confréle)
ED50 bedroeg 32 cellen, De curve die (op het oog) door de punten werd ge-
trokken, levert een D37 op van ongeveer 380 rods en een extrapolatiegetal N
van omstreeks 10.

Deze D37 waarde van 380 rads ligt zeer dicht bij die, welke door Hewitt
en Wilson (60) bepcald werd voor een muize~leucaemie {380 R).

Het extrapolatiegetal en dus de schouder van deze overlevingscurve 1s waar-
schijnlijk wel verschillend (N=2voor de leucaemie tegen N ongeveer 10 voor
dit rhabdomyosarcoom). Het is echter duidelijk, dat tengevelge von de aan-
zienlijke spreiding van de resultater geen nauwkeuriger aonwijzingen kunnen
worden verkregen over de vorm van de schouder.

Bestraling van de tumorcellen in vitro

Daar het onwaarschijnlijk geacht moet worden datin het solide tumorweef-
sel een foestand bereikt kan worden, waarin alle fumorcellen voldoende zuur~
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stof ter beschikking krijgen (zie hoofdstuk V1) werd besloten enkele bestra-
lingsexperimenten te verrichten met tumorcellen in suspensie. De bedeeling
was, deze tumorcelsuspensie te bestralen, nadat de zuurstofconcentratie in de
suspensie volledig in evenwicht was gebracht met die van de lucht. De con~
centratie van de suspensie was ongeveer 70 x 10° cellen per ml. Inleidende
experimenten foonden echter aan, dat wanneer een dergelijke suspensie be-
straald werd in een plafte petrischaal, aanzienlijk meer cellen de bestraling
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Figuur 17 VOORBEELD VAN EEN BEPALING VAN DE OVERLEVENDE FRACTIE NA BESTRALING
{HET *N2' PUNT VAN FIG. 20)
De overlevende fractie wordt berekend volgens de formule:

ED50 onbestraalde tumorcellen

overl. fr.=
EDsp bestraclde tumorcellen.

overleefden danmenzou verwachten. Dit deed vermoeden, dat tdch niet alle
cellen voldoende zuurstof ter beschikking kregen doordat het zuurstof ver-
bruik van de tumorcellen onvoldeende werd gecompenseerd door de diffusie
van zuurstof deor de suspensie. De onderste cellen van de ongeveer 2 mm dik-
ke laag waren dus hoogstwaarschijnlijk anoxisch.

Daarom werd in de definitieve experimenten gebruik gemaakt van een op-
stelling, die een Intensieve gaoswisseling mogelijk mackt*. De celsuspensie be-
vond zich daarbij in een plastic flesje, dat onder een geringe elevatie was
vastgeklemd en langzaom werd rondgedraaid om de lengte~as (fig. 19).

*G.J. Berendsen, persconlijke mededeling.



Tijdens het draaienbevochtigde de celsuspensie voortdurend de wanden van
de fles. De lucht hierin werd doorlopend ververst (60 tot 80 ml/min) door een
luchtstroom die het midden van de fles bereikte door een injectiencald, die
centraal door de stop was gestoken.

Figuur 18 OVERLEVINGSCURVE VOOR 10
AMOXISCHE CELLEN VAN HET N
RHABCOMY OSARCCOM BA N
1112; BESTRALING VAN DE TU-
MOR IN SITU [N HET DODEDIER. 1 N
Bij elk punt is het 25% betrovw-=
baarheidsgebied aangegeven door
een verticale lijn. De curve werd
op het oog getrokken.

D37 2380 rads, Nas 10.
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Ne de bestraling werden de suspensies op de gebruikelitke wijze verdund
- en de gewenste aanfallen cellen in ontvangers geinoculeerd.

De verkregen punten na bestraling zijn vitgezet in figuur 20; de lijn werd
op het cog door de punten getrokken, De onbestraalde (contréle) ED50 be-
droeg 13,5 cellen.

DeDgyvan het exponentitle gedeelte van de curve bedraagt omstreeks 120
rads. Dit betekent dat, vergeleken met de zojuist beschreven 'anoxische' D37
waarde van 380 rads, de zuurstofversterkingsfactor voor dit tumorsysteem on-
geveer 3 is.

Indeze serie proeven werd &én experiment verricht, waarbi| de lucht door
stikstof was vervangen; het verkregen punt is op de figuur aangegevenals 'N2',
envaltzeer fraai op de in de vorige paragrafen behandelde 'anoxische' curve.

Anderhalf jaar loter werden met enkele acanvullende experimenten neg 2
punten bepaald. De contréle ED5g waarde hiervan bleek 52 cellen te bedra~
gen; de overlevende fracties na doses van respectievelijk 1440 en 2880 rods
werden, evenals het 'Na' punt, uitgezet in de grofiek von fig. 20. De drie
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punten tonen géén significante verschillen met de celoverleving, zoals be~
paald in het dode dier. Dit mackt aannemliik, dat Hewitt's methode, om vol-
ledige anoxie van het tumorweefsel te bereiken door eerst tien minuten na de
dood van het dier te bestralen, inderdaad betrouwbaar is.

Figuur 19 SCHEMA VAN DE OPSTELLING
VOOR INTENSIEVE GASWIS- ot
SELING VAN DE CELSUSPENSIE
GEDURENDE DE BESTRALING.
Deflacen droait [angzaam om zijn
lengte~es, zodat de celsuspensie
de wanden bevochtigt, De luchtin
de flocon wordt voortdurend ver-
verst {60 ml per minuut).

Figuur 20 OVERLEVINGSCURVE VCOOR 1t N
GOED GEOXYGEMNEERDE CEL- N
LEN VAN HET RHABDOMYO- VN
SARCOOMBA 1112 NA BESTRA- v
LING VAN CELSUSPENSIES. T,
De curve werd op het oog getrok-
ken, D37 120 rads, N=10.
Bovendien is in de figuur de
'anoxische' curve van figuur 18
onderbroken aangegeven, de pun-
tenwelke nabij deze curve liggen
werden bepocld door hestraling
onder stikstofdoorleiding. 102 \
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Bestraling van de tumorcellen in vivo

Teneinde eenindruk te verkrijgen over een mogelijk acnwezige 'anoxische'
celpopulatie in de tumor in het levende dier, werd een aantal experimenten
verricht, waarbij de tumer in vivo werd bestraald.

De tumoren, die voor deze experimentenwerden gebruikt, waren steeds ge-
localiseerd in het subcutane weefsel van de kop. Slechts tumoren die minder

56



dan 1 grom wogen werden gebruikt; het gemiddelde gewicht (van de 150 tu-
moren) was 0,4 gram. De tumor die Ts afgebeeld in figuur 16 is representatief
veor zowel| de localisatie als voor het gewicht. Er werd nauwletiend veor ge-
zorgd, dat de bloedvoorziening van de tumoren tijdens de bestraling ongestoord
was.

De dierenwerden daarom nief genarcotiseerd, maar op hun plaats gehouden
door fixatie van de poten met plakband, of door hen te bestralen in een goed
geventileerde platte perspex kooi. Het bestralingsveld werd doorgaans beperkt
tot het craniale deel van het lichoam. De dieren konden de kop vrijelijk be-
wegen binnen een beperkt gebied, waarbinnen de afwijking van de gemeten
Rentgendosis niet groter dan 5% wos. Na de bestraling werd op de gebruike-
lijke wijze een celsuspensie van de tumoren gemaakt die in de gewenste ver-
dunning werd geinoculeerd.

Figuur 21 QVERLEVINGSCURVE VAN CEL~ 10 ‘\
LEN VAN HET RHABDOMYC- Y
SARCOOM NA BESTRALING IN VN
VIVO. VN
Het gemiddelde gewicht van de Tl \\
bestraalde tumoren was 0,4 gram, AN R (N
Bij clk puntis het 25% betrouw-
baarheidsgebied sangegeven door
een verticale lijn.
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De onbestraalde (contréle) ED5Q voor deze groep experimenten was 30 cel-
len: de verkregen punten zijn uvitgezet in figuur 21. Het is duidelijk, dat de
punten zich dicht bij de ‘anoxische' curve bevinden. Deze woarneming kan
het best verklaard worden door aan te nemen dat de tumoren een zekere hoe-
veelheid 'anoxische' cellen bevatten. Het gehalte acn anoxische cellen werd
voorieder punt (dus bij de verschillende Réntgendoseringen) berekend volgens
de formule:

% anoxische cellen = 100 overl, fr. (vive)=overl.fr.{vitro ox ).

overl. fr.{anox)~overl.fr.(vitro ox).
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Wegens de eerder genoemde onzekerheden omtrent het juiste verloop van
de vorm van de schouder van de -in de vorige paragrafen behandelde - over-
levingscurven, werd het gewogen gemiddelde bepaald voor de drie punten die
zich ter hoogte van het rechte gedeelte van de curve bevinden. Dit betreft
dus de in vivo waarden voor de doses van 1920, 2880 en 3840 rads. Voor de
bepaling van het 'gewicht’ per punt werd de N waarde van de berekenings-
methode van Litchfield en Wilcoxon gebruikt. De definitie hiervan is 'het to-
tale aontal dieren dat gebruikt werd tussen de 16 en 84 procent verwacht ef-
fect', dus binnen de standaardafwijking van de ED50. Het op deze wijze ver-
kregen gewogen gemiddelde van het gehalte 'anoxische’ cellenbedraagt 15%.

De overlevingscurve die door de punten van figuur 21 is getrokken, werd
berekend overeenkomstig de grofiek van Hewitt (56), waarbij in dit geval
werd cangenomen dat 15% van de cellen volledig anoxisch waren.

Uit deze in_vivo overlevingscurve blijkt duidelijk, dat de overievende
fractie van de cellen van deze kleine tumoren bij doses, hoger dan ongeveer
1000 rads, grotendeels wordt bepaald door de aanwezigheid van - slechts-
15% anoxische cellen.

Bespreking van de resuitaten

Dit rhabdomyosarcoom is volgens klinische maatstaven (zie hoofdstuk 111)
waarschijnlijk als stralingsresistent te beschouwen. Het wes dearom enigszins
verrassend dot de D37 vande celoverlevingscurve van de anoxische cellen van
deze fumor vrijwel gelijk bleek te zijn aan de wearde die door Hewitt en Wil-
son (60) werd gevonden voor een muize-leucaemie (lymphosarcoom). Aange-
zien lymphosarcomenkiinisch gewoonlijk als zeer stralingsgevoelig wordt be-
schouwd, rijst de vraag of het verschil tussen de zogenoamde stralingsgevoelige
en resistente tumoren wel berust opverschillenin Dgy waarden van deshetref-
fende celoverlevingscurven.

Inderdaad blijkt, dat wanneer de D37 waarden van dit rhabdemyosarcoom
worden vergelekenmet de getallen van tabel X, de onderlinge verschillen niet
groot zijn. Ook wanneer men de D37 waarden van tabel | (hoofdstuk 1), ver-
kregen met zeer viteenlopende systemen beziet, kan men zich niet aan de in-
druk onttrekken dat de vorm van de meeste celoverlevingscurven meer geken-
merkt is door overeenkomst dan door opvallende verschillen.

Men dient echter niet uit het cog te verliezen dat, ock al moge er in cl-
gemene zin overeenkomst zijnin de vorm van de celoverlevingscurvenvan ver~
schillende celtypen, voor de resultaten van-de radiotherapie ook kleine ver-
schillen van groot belang kunnen zijn.

Deze verschillen kunnen bijvoorbeeld bestaan in de vorm van de schouder
van de celoverlevingscurvenen het gehalte anoxische cellen in verschillende
weefsels.

Overde consequentiesvan de vormvan de schoudervan de celoverlevings-
curve op de klinische stralingsgevoeligheid wordt in hoofdstuk VIl nader in-
gegaan. Het zijvoldoende hier op te merken dat de mate van herstel van stra-
lingsschade van cellen in de periode tussen twee fracties bij gefractioneerde
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radiotherapie, bepalend is voor de vorm van de schouder; hoe groter het Intra-
cellulaire herstel, hoe groter de schouder.

Het is dus waarschijnlijk, det - noast anoxie - niet zozeer de D37 van de
celoverlevingscurve, als wel de vorm ven de schouder een maat is voor de
stralingsresistentie van een tumer onder gefractioneerde bestraling.

Het vri] hoge extrapolatiegetal N van ongeveer 10 van dit rhabdomyosar-
coom kan in deze richting wijzen en dat is dan in overeenstemming met de
eerder genoemde minimale resultaten, die werden verkregen toen deze tumar
aan gefractioneerde bestraling werd onderworpen,

Een tweede belangrijk punt ter bespreking betreft de resultaten, welke zijn
of te leiden uit de in vivo curve. In verband met de veronderstelling, dat van
grotere tumoren de kans op een inferieure bloedvoorziening groter is, werden
slechts tumoren gebruikt met een gewicht van minder dan één gram. Toch blitkt
uit de resultaten, dat angeveer 15% van de cellen in deze kleine tumoren
(gemiddeld 0,4 gram) als volledig anoxisch beschouwd moeten worden. Deze
voorstelling van zaken is sterk gesimplificeerd, daar men moet aannemen, dat
er in feite een geleidelijk ofnemende zuurstofspanningsgradient vanuit de
capillairen in het weefsel bestaat. Beter kan men dus spreken over een sterk
verlaagde zuurstofontspanning in het milieu van meer dan 15% van de cellen.
Op de verschillende aspecten van de zuurstefvoorziening in tumoren wordt in
hoofdstuk VI nader ingegaan.

Omirent het gehalte anoxische cellen in solide tumoren zijn in de litera-
tuyr nog niet veel gegevens gepubliceerd. Slechts de schattingen van Hewitt
en Powers en Tolmach zijnvoor vergelijking ter beschikking, alsmede medede-
lingen die kortgeleden werden gedaan door van Putten en Kallman (89) en
Clifton c.s. (20).

De conclusie van Hewitt wos, dat het door hem bestudeerde sarcoom gro-
tendeels uit anoxische cellen bestaat, terwijl de resultaten ven Powersen Tol-
mach doen vermoeden dat het door hen gebruikte solide lymphosarcoom onge-
veer 1% anoxische cellen bevat. Zoals werd vermeld, is het gehalte can
anoxische cellen van het in dit onderzoek bestudeerde rhabdomyosarcoom on-
geveer 15%. Van Putten en Kallman vonden eveneens 15% anoxische cellen
in het door hen bestudeerde C3H sarcoom.

Berekeningenvan Clifton c.5. wezen uit dat ongeveer 20% anoxische cellen in
de door hen onderzochte solide transplantabele muize-carcinomen aanwezig
zijn.

Er zijn nu dus enige waarden bekend overde percentages cnoxische cellen
die « metbehulp van quantitatieve transplantatietechnieken - insolide tumeo-
ren werden gevonden. Deze waarden (resp. ongeveer 100%, 20%, 15% en 1%
anoxische cellen), tonen onderling nogal grote verschillen maar dit doet niets
af aan het feit dat clle onderzochte tumoren een meetbaar gehalte can anox«
ische celien bevaiten, De genezingskans van de tumorenna éénmalige bestra-
ling zal daardoor grotendeels worden bepaald.

In het volgende hoofdstuk wordt nader ingegaan op de genezingskans van
het rhabdomyosarcoom na bestraling.

L
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HOOFDSTUK V

DE GENEZINGSKANS VAN HET
RHABDOMYOSARCOOM NA
BESTRALING

Inleiding

In het vorige heoofdstuk werd voor het rhabdomyosarcoom de relatie bespro-
ken die werd gevonden tussen de Rénigendosis en de fractie overlevende cel-
len, waarbij gebruik werd gemackt van een techniek van quantitatieve irans-
plantatie.

In de theoretische radiobiologische literatuur wordt meestel zonder meer
een model van een celoverlevingscurve geextrapoleerd naar een overlevende
fractie van b.v. 1011 om hiermede de Rdntgendosis te schatten welke minder
dan 6én cel ineen bepaalde tumor in leven zou laten. Een 90% genezingskans
zou eerst danbereikt worden wanneer gemiddeld per tumor 107! cel zou over-
leven, aangenomen dat één intacte cel tot een tumor ken uitgroeien (118).

Verificatie van deze zuiver theoretische extrapolatie leek echter gewenst,
vooral omdat bij het experimentele onderzoek van langdurige fractionerings=~
regimes, quantitatieve transplantatie hiervoor niet bruikbaar zal zijn. Het is
nl. niet te verwachten deat uit een tumor die f.g.v. gefractioneerde bestraling
in regressie is, nog op quantitatieve schaal tumorcellen voor transplantatie te
isoleren zijn. Daarbij zou de inferpretatie van de resultaten op grote moeilijk-
heden stuitenwegens gebrek aan informatie over het aantal afgevoerde cetlen.
Men is daarom dus cangewezenop een andere methode van quantitatief onder-
zoek en wel opdie van de 'curatieve' bestraling, waarbi| het natuurlijk nood-
zakelijk is dat de resultaten, verkregen met beide systemen na enkelvoudige
bestraling eerst met elkaar vergeleken zijn. Deze vergelijking zal het onder-
werp vormen van dit hoofdstuk, waarin de term 'curatieve' bestraling of 'cura-
tieve' dosis gebruikt zal worden in verband met experimenten, die de bepaling
van de genezingskans van een tumor na locale Réntgenbestraiing tot doel heb-
ben.

Een acntal van de factoren welke de genezingskans van een tumor na &én-
malige bestraling zullen kunnen betnviceden zijn in de vorige hoofdstukken
reeds ter sproke gekomen; dit zijn o.o. de stralingsgevoeligheid van de tu-
morcellen, de zuurstofvoorziening van het tumorweefsel en het aantal tumor-
cellen det aanwezig is in de tumor.

Hoewel veel onderzoek is verricht over de reactie van experimentele tu-
moren op bestreling is het toch opvallend dat dit maar weinig werkelijk be-
trouwbare resulfaten heeft opgeleverd. Gedeeltelijk is dit te wijten aan het

60



feit dat zelfs tot op heden nog wordi geexperimenteerd met fumoren die af-
wijkende anfigenenbezitten f.o.v. de gastheer. Bovendien zijn bij veel van
de onderzogkingen onbevredigende criferia gebruikt zoals tumor'regressie’,
waarmee de vermindering van het volume van een tumor na bestraling wordt
bedoeid.

Het al dan niet snel slinken van de tumormassa na bestraling is grotendeels
afhankelijk van de processen die de afvoer van dood ceimaferical beheersen
en wordt nauwelijks betnviced door een (gering) aontalin het tumerweefsel
overlevende cellen, Suit, Lindberg en Fletcher {103) vonden dan ook géén
correlatie tussen de snelheid ven fumorregressie en de genezing van tumoren
in hun studies met het C3H adenocarcinoomvan de muls en met menselijke tu-~
moren.

De literatuurgegevens die samengevat zijn in Tabel X| hebben daarom al~
leen betrekking op di& publicaties waarin de 'genezing’ van de tumor als eri-
terium werd gebruikt,

De betrouwbaarste maatstaf om de reactie van een tumor in een curatieve
opstelling te woarderen wordt verkregen door bepaling von de Réntgendosis
waarbi] de helft van de bestraalde fumoren geneest. De meest gebruikte term
hiervooris de TCD5p of '50% Tumor Cure Dose'. De vitdrukking TCD50* wordt
indithoofdstuk gebruikt als betrouwbaarste maat voor heteffect ven curatieve
bestraling.

De hoogste waarden, welke in de tabel stacn vermeld, zijn die van Gold-
feder (43). De reden waarom bi{ de tumoren met een dosis van 10.000 R slechts
regressie van 80, respectievelijk 74% van de fumoren bereikt werd, is uit het
artikel niet geheel duidelijk. Mogelijk zijn de bestralingsopstelling en/of de
dosimetrie niet perfect geweest. Een dosis van 2 x 5000R zou nacr onze erva-
ring een aanzienlijk grotere schade acn de bestraalde huid moeten geven dan
uit een foto in het artikel blijkt. De laagste TCDgy waarden vit de tebel zijn
gepubliceerd door Kallman (69). Opmerkelitk is dat één van de door hem be-
studeerde tumoren gedurende vele jaren getransplanteerd is. Men zou op grond
hiervan kunnen vermoeden dat antigene verschillen debet zijn aan deze lage
TCD

De overige TCDgq, waarden bevinden zich fussen de 4230 en 6200 rads en
zowe! Cohen en Co5hen als Suit en Shalek proberen de TCD3g te correleren
met het aantal overlevende cellen in de tumor,

Uit de gegevens van Cohen blijktduidelijk dat ook deze tumor afwijkende
antigenen bezit. Door de proefdieren te immuniseren wordt de TCD50 lager;
door de immunologische afweer van de proefdieren te verzwakken wordt de
TCDgp hoger. De D3y van de tumorcellen werd door hem geschat door de
TCD5p van tumorfragmenten na bestraling in vitro €n van tumoren invivote
bepalen.

*Sommige outeurs gebruiken de uitdrukking 'T D' (of 30% tumar cel dosis) in plaats van EDgg
voor de waardering van de viabiliteit von de timorcelien bij celtitraties. Dit ken echter wrij
verwarrend zijn en men kan beter de uitdrukking ED5p en TCD350 naast elkear gebruiken voor de
waardering van respectievelijk tumorceltitratie en tumorgenezing en de term TD50 vermijden.
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Hetverschil dat hij vond bedroeg 2400 rads en hij berekende dearmee op grond
van het verschil in volume tussen de tumorfragmenten en de in vive tumoren
een Day van 390 rads. Tevens schatte hif dat in deze tumoren ne bestraling

TABEL X1

LITERATUURGEGEVENS BETREFFENDE EXPERIMENTELE CURATIEVE BESTRALING

Auteur Tumor
en Ref. en Gebruikte
Jaar (Proefdier} doses*
Suit e.s. (106) Adeno Ca 5500 R
5500 R
19460 (C5H)
A. Cohen en L. Cohen (22) Adeno Ca 4200 - 7500 rods
1960 (CaH)
Goldfeder (43) DBAH 10.000 R
1962 {DBA)
# DBAG 10.000 R
(DBA)
Suit en Shalek (105) Adeno Ca 4465 ~ 5550 rads
1963
(CgH)
" (106) Adeno Ca=*** 3300 - 9400 reds
(C3H)
Kallman (69) S M TR onbekend
" S M T L]
€ ...
" H 134 “
{C,H)
1964 3

dror
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De gebruikte stralingskwaliteiten ontlopen elkear niet veel en varittren tussen de 140 kV en

250 kV R¥ntgenstraling.

De door de auteurs opgegeven fumorgrostte is hier vermeld; bij sommigen was dat de dia-

meter, bi] anderen het volume van de tumer,



dan 25 cellen overbleven. Dit door hem genoemde ‘critical cell number' is
identiek aande in dit proefschrift gebruikte term 'E Ds5g'. In het door hem be-
studeerde tumor-gastheersysteem blijkt het 'crifical cell number’ ofhankelijk

Tumor
rootte®* T¢C DSO o Criteria en opmerkingen
"~ 10 mm @ 85% "eure"
"cure™ = 90 dagen na bestraling nog vrij van
) -15mm @ tumor
42% "cure"
0 mm @ 5560 R Indien D37 op ongeveer 390 rods wordt geschat
(% ancxische cellen is onbekend) dan bedraagt het
critical cell number” 25 cellen.
80%
12~15mm @ complete + waarschijnlijke regressie
(langer dan & maeanden na bestraling.)
74%
3 T
+6 mm 4975 rads indien
1 cel overleeft (en n=2) denisde D - 306 rads
10 cellen overleven ™ " " % ® 354 rads
3 100 cellen overleven ™ ™ " % ™ 424 rads
00 mm 6200 rads indien 1 cel overleeft w300 rads
3
40 mm
4230 rads spontane mammatumoren
" "cure" indien
2730 rads 4e en Se passcge van memmatumoren langer dan
" 100 dagen na
2000 rads !cmg doorgetransplanteerd besh’allp_g
isoloog hepatoom tumorvel|

o H

T C Dgg of 50% Tumor Genexzings Dosis.

**** Spontene tumoren; alle andere in de tabel vermelde tumoren waren getranspianteerd.
**¥Ex*Hepatoom; olle andere in de tabel vermelde tumeren betreffen memmatumoren.
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te ziin van de immuunreactiviteit van de gastheer.

De systemen van Suit en Shalek zijn mogelijk wel vrij van storende immu-~
nologische factoren. Zij deden experimenten met spontane C3H adenecarcino-
men en met isologe transplantaten {de eerste passage)van deze fumoren in het
oor. De TCDgy van de 4,6 mm3 grote transplantaten was 4975 rads. Uit een
dergelijk curatief experiment kan viteraard niet zonder meer een D37 afgeleid
worden, omdat het minimum aantal cellen dat nog tot een recidief aanleiding
kan geven onbekend is. In tabel Xi zijn daarom de door hen veronderstelde
aaniallen overlevende cellen weergegeven, evenals de daaruit volgende D37
waarden. Er is een goede overeenkomst fussen de D37 woarde van omstreeks
306 rads voor de getransplanteerde tumor en de D3y van 300 rads voor de
spontane adenccarcinomen, indien in beide gevc[fen waordt cangenomen dat
&én cel overleeft bij de TCD350.

Uit hef voorgaande is duidelijk gebleken dat, wil men zich een oordeel
vormen over de celoverleving na bestraling van een solide tumor, die in sity
blijft, niet alleen de 'Tumor Genezings Dosis' bepaald dient te worden, maar
ook het minimum cantal tumorcellen, dat tot een recidief canleiding kan ge-
ven.

Zoals in devorige hoofdstukken werd beschreven kan voor het door ons be~
studeerde rhabdomyosarcoom deor middel van tumorcelfitraties nauwkeurig de
relatie bepaald worden tussen het aantal geinoculeerde tumorcellen en het
percentage dieren met tumor dat hiervit resuiteert.

Uitgaande vande gedachte dat er een verband bestaat tussende uitkomsten
van de fumorceltifraties en het aanial overlevende cellen dat in bestraalde
tumoren aanleiding kan geven tot een recidief, werd ter bepaling van dit ‘cri~
fische cantal cellen’, ncast de serie experimenten betreffende de curatieve
bestraiing, een gelijk aantal tumorceltitraties verrichi.

Methodieken

Teneinde storende factoren, in het bijzonder eventuele periodieke varia-
biliteit, zoveel mogelijk uit te sluiten, werden de proeven zo geregeld, dat op
de dag van de bestraling van een groep proefdieren met tumor, een even oude
groep dieren werd getitreerd met een onbestraalde (contréle) tumorcelsuspen-
sie. Deze suspensie werd tevens gebrutki om een nieuwe groep proefdieren te
inoculeren, opdat de tumoren die zich hieruit ontwikkelden omsireeks twee
weken |ater bestraald konden worden. Een schema van de proefopstelling wordt
weergegeven in figuur 22

De - te bestralen - proefdieren werden geinoculeerd met eensuspensie van
10.000 cellenin 0,05 ml Simms' oplossing. De plaats van inoculatie was, zoals
gebruikelijk, het subcutane bindweefsei van de kop tussen de oren. Er werd
naar gesireefd om de verspreiding van de tumercellen in het subcutane weef-
sel te beperken, opdat circumscirpte tumoren zouden ontstoan. Deartoe werd
het te injicieren volume zo gering mogelijk gehouden: 0,05 ml werd gebruikt
als compromis tussen het minimale volume, dat reproduceerbaar geinjiceerd
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kan worden en de hanteerbaarheid wat betreft de injectie ven grote aantallen
dieren in korte tijd.

10000 '
cellen [;‘;I;.g:‘\ % GENEZEN
T

2 100

25 — el
weken  pESTRALING  999€"

% NIET GENEZEN

50
PROEFDIEREN
% MET TUMOR
25 —r ——

weken TITRATIE ~ 999en
% ZONDER TUMOR

Figuur 22 SCHEMA VAN DE PROEFOPSTELLING VOOR EEN PARALLEL-EXPERIMENT VOOR
CURATIEVE BESTRALING VAN RHABDOMYOSARCOOM BA 1112 EN CELTITRATIE,
Deze procedure werd voor alle 13 experimenten teegepast in een continue reeks, zodaf
dezelfde celsuspensie kon dienen voor zowel de inoculatie van de te bestralen dieren
als voor de tumor celtitratie van een vorige groep.

Vooral in de eerste experimenten bleken de tumoren toch een enkele maal
een strengvorm te hebben, of een klein uitlopertie naar achteren te vertonen.
Om deze multifocale localisotie zoveel mogelijk tegen te gaan werd nader-
hand een hulsje om de naald aongebracht, zodat deze niet verder dan 1 & 2
mm in de subcutis kon doordringen.

De bestralingsopstelling is eenvoudig en is weergegeven in.figuur 23, Het
proefdier ligt in een lichte pentothal anesthesie op een steltafel. Hierdoor is
het mogelitk een nauwkeurig begrensde tengentigle bestraling van tumor en
schedeldak in fe stellen. Als hulpmiddel voor het instellen wordt gebruik ge-
maakt van een vizier, waarven het gemarkeerde centrum nauwkeurig is gericht
op het focus van de Rontgenbuis. De onderzijde van de Réntgenbundel is of-
gedekt met lood, zodat slechts datgene, dat boven de centraalstraal (*horizon')
uvitsteekt bestraaid wordt. De vitbreiding van de R&ntgenbundel noar de nek-
zijde van het dier wordt tevens door een verticaal deel van het diaphragme
beperkt; dit is echter niet op de figuur aangegeven. Wanneer de hoogte van
de steltafel zois ingesteld, dat slechts de tumor en een gedeelte van het sche-
deldek bestraald zullen worden, wordt een doorlichtscherm in de bundel ge-
schoven, zodot de juiste positie van het proefdier gedurende de gehele bestra-
ling gecontroleerd kan worden. De ionisatickamer van de 'Baldwin® lonex do-
simeter bevindt zich boven de tumor en ontvangt dezelfde dosis als de tumor.
De stralingskwaliteit is 300 kVp Réntgen, 10 mA (Philips-MuUller industrieel
apparaat, type MG 300), het filter bestond in de eersie experimenten uit 1
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mm Cu (HVD 2,7 mm Cu). Naderhand werd dit ter verhoging van de doserings-
snelheid gewijzigd in 0,6 mm Cu + 1 mm Al (HVD 2,0 mm Cu).*

diefrogma

It
ionisatiekgmer

— e — —=—=)

™

venster

Figuur 22 OPSTELLING VOOR CURATIEVE BESTRALING.
Slechts datgene, wet boven de centraalstrac] vitkomt werd? bestraald, De instelling ge-
beurt met een vizier, confinue contrdle gedurende de bestraling is mogelijk door mid-
del van eendoorlichtingsscherm. De dosis wordt gemeten met behulpvan een tonisatie=
kemer vlak boven de tumor.

De dosisverdelingin de tumoren werd nagegaan door middel van een phon-
toom opstelling, bestaande uit zowel aan de voor- als can de ochierzijde van
de ianisatickamer bevestigde plaatjes masonite van een dikte, overeenkomen~-
de met de te bestralen tumoren. De afwijking van de homogeniteit in dosis-
verdeling bleek geringer dan 5%. De focus-huidafstand was 18 cm, de dose-
ringssnelheid inde beschreven opstelling bedroeg tussen de 384 en 627 rods/mi-
nuut. De gebruikte doses varieerden van 1920 rads tor 6720 rads. Ondanks
de hoge sfralingsdoses welke in deze opstelling werden gegeven, was het door
de hoge doseringssnelheid toch mogelijk om de duur van de bestralingenin
dezelfde orde von grootte te houden als van de in het vorige hoofdstuk be~
schreven experimenten.

In de beschreven bestralingsopstelling is het onvermijdelifk, dat de oor~
schelpen vanhet proefdier worden meebestraald. Dit houdt in det na een Rént-
gendosis van 3000 rads en hoger de oorschelpen tengevolge van bestralings-
schade sterk vervormd worden. Derhalve werden de proefdieren voor de indi-
vidueele registratie niet door een occrmerk, maar door een subeutcaninde
poten geinjiceerde quadde!l Qostindische inkt gemerk:.

*De halveringsdikte werd bepacld door J.J. Broerse en M.AJ. Stuart.
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De diameter van elke bestraalde tumor werd gemeten en geregistreerd op
‘de dag van bestraling.

De meeste auteurs, die in tcbel XI worden genoemd, gebruikten voor hun
bestralingsopstelling een kokervormige loodafscherming om de muizen, met
daarin een gat, waardeor de fumer naar buiten kon worden gebracht. Deze
lactste werd doorgaons gefixeerd met plokband; soms werd aan de fumor nog
getrokken door middel van een forceps. Het is duidelijk, dat een goede bloed-
veorziening van de tumor in een dergelijke opstelling moeilijk te garanderen
is. Een belangrijk voordeel vanonze bestralingsopstelling is, dot de bloedvoor-
ziening van de tumor volledig enbelemmerd is en dat gedurende de bestraling
de juiste instelling fluoroscopisch gecontroleerd kan worden.

Het is een nadeel van vrijwel elke opstelling veor locale bestraling, dat
een lichte narcose van het proefdier onvermijdelijk is. Pentothal (5 mg/100
gram lichcamsgewicht) voldeed hiertoe het beste en wordt ook door de mees-
te auteurs, die in tabel Xl worden gencemd, gebruikt.

De invloed van de narcose op b.v. de oxygenatie van het tumorweefsel kan
niet onderzocht worden door het ontbreken van betrouwbare meetmethoden.
Tumorceltitraties in combinatie met bestreling (hoofdstuk 1V) zijn voor het aan-
tonen van een geringe variatie van de zuurstofconcentrafie te onnauwkeurig
en polarografische zuurstofmeting® is niet goed ultvoerbaar in tumorweefsel
van ongenarcotiseerde dieren. Een mogelijk nadeel zou kunnen Zijr dat door
de narcose gedurende de bestraling de bloeddruk enigszins daclt, hetgeen de
oxygenatie van het fumorweefsel zou kunnen befnvioeden. De zuurstofcon-
sumptie van de proefdieren is doarentegen geringer door het ontbreken van de
normale activiteit en de roze huidskieur fijdens de narcose wijst op een vol-
doende mate van oxygenatie van het circulerende bloed.

Erwerdenin totaal 13 experimenten verricht. Tabel XII geeff een overzicht
van het aantfal dieren, dat nief bestraald is wegens afwezigheid van een agn-
foonbare tumor, en het aantal dat overleden is tengevolge van de narcose of
andere complicaties. Een gering aantal van de dieren overleed na de bestra-
ting, mogelijk tengevolge van afkoeling gedurende de narccse.

Opmerkelijk is, dat ondanks de zorgvuldige insteiling van de proefdieren
voor de bestraling, toch een aantel dieren een recidief buiten het bestralings-
veld foonden. Deze 'missers' zijn geheel homogeen over het materiaal ver-
spreid en het is onwacrschijnlijk dat zij inviced kunnen hebben op de uitein-
delitke resultaten, De meeste 'missers' werden ontdekt bij de wekelijkse in-
spectie van de bestraalde dieren. Meestal bevond zich dan een tumorknobbel
achter de oren en duidelijk buiten het bestralingsveld. De uitbreiding van dit
laatste is herkenbaar aan de epilatie van de bestraalde huid. Bij enige twiifel
werd het dier als ‘niet genezen' geadministreerd.

Nedat de 'follow up'-periode van 100 dagen ne de bestraling van het
laatste experiment was versireken, werden de getalten van de aantallen gene-

*Voor een bespreking hierven zie hoofdstuk VI,
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zen en niet~genezen dieren en de resultaten van de tumorceltitraties verzo-
meld en hiervan werden probitanalyses gemaakt.*

TABEL XII
OVERZICHT VAN HET AANTAL PROEFDIEREN, GEBRUIKT
VOOR DE CURATIEVE BESTRALINGSEXPERIMENTEN

Genezen 114

MNiet~genezen 249

Niet bestraald wegens afwezigheid van tumor op dag

van bestraling 28

Overleden t.g.v. norcose en/of complicaties + dieren

welke bewogen hebben tijdens de bestraling 53

Dieren met tumor buiten bestralingsveld (*missers') 25

Overleden zonder voldoende informatie binnen 100

dagen na bestraling 6
Resultaten 475

Wanneer een proefdier 100 dagen na bestraling vri] van tumor was, werd
het dier als genezen beschouwd (fig. 24). Het verloop van de symptomen na
bestraling was als volgt. De eerste weken na de bestraling met doses boven de

Figuur 24 FOTO VAN EEN RAT WAAR-
VAN DE TUMCR DOCR EEN
CURATIEVE BESTRALING IS5 GE-
NEZEN.

Het bestraclde gebied is duidelijk
herkenbaar aan de epilatie,

b

3500 rads onfstaat epilatie en desquamatie van de bestracide huid, tevens
wordt de tumormassa geheel geresorbeerd. Na omstreeks €én & twee maanden
is de huid genezen, zij het dat er eenpermanente epilatie is onfstaan. Een tu-
morrecidief kondigt zich het eerst aan doordat er midden in het geépileerde
gebied een minuscuul subcutaan knobbeltje ontstaat, Dit groeit in de daarop
volgende dagen langzaam uit en de huid ter plaatse geat ulcereren: er ont-
staat een tumor-uleus. in enkele twijfelgevallenwerd dit tumeor-uleus histolo-
gisch onderzocht en steeds werdbi| histologisch onderzoek tumorweefsel aan~
getoond. Meestal werd echter het dier verder geobserveerd en het feit, dat een
tumorrecidief was ontstaan, werd dan duidelijk vit de voortdurende progressie
van het uleus. Wenneer de uitbreiding ven het tumor-ulcus, met zijn opgewor-
pen ronden de grens van het bestraalde gebied overschreed, was een snelle

*Afdeling Bewerking Waarnemings vitkomsten. = T.N.O,
Dr. E.F. Drion en Th.J. ven Goudzweard,
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tumorgroeil inde onbestraalde subcutishet gevolg. Het verschil in aspect tussen
genezen en niet-genezen dieren is gewoonlijk zo duidelijk dat hierover geen
twijfel mogelijk is.

TABEL X111
RESULTATEMN VAN DE CURATIEVE SESTRALING VAN TUMOREN VAN
4 t/m 15 MM DIAMETER
(in de kelommen; aantal genezen/totaal)

& DOSIS IN RADS

o

I 6720 6240 5760 5280 4800 4320 3840 3360 2880 2400 1920
< 4 5/5 7/ &/7 /10 1/3 /3 91 /50 043
g5 1A 3/3 5/8  2/2 /% 0/z 1/3 0/3 0/ 0/3
& 6 2/2 77723 02 /4 0/ 02 04 0/2 0/ 0/2
37 545 3/5 3/7 1/6 0/5 0/3 0/4 01 0/2 0/
58 44 5/ 2/5 /5 03 03 04 07 0/2 043
=9 57 0/1 57 /5 0% 06 0% 07 0/ 011 0N
510 3/3 3/3 0/ 0/1 0/a 01 07 0N
BN 20 0/1 0/3 11 /2 0/2 01 01

5§12 0/1 0N o/l 0/2 0/2  0/2

Tz N 0/2 01

£ 14 oA

=15 01 0/

23/25 18/21  27/46  16/3 6/50 1/26 2/3 0/25 1/28 0415 016

genezen 92% B&% 59% 52% 12% 4% &% 0% A% 0% 0%
tumoren

De resultaten van 13 experimenten worden weergegeven in tabel X1, De
diameter van de bestraglde tumoren varieerde van 4 tot 15 mm, Een aantal tu~-
moren was ten fijde van de bestraling nog net met de vinger te voelen alsof
het een subcutaan strengetje of zandkorrel betrof. Deze zijn apart vermeld
in tabel X1V als zandkorrel-grote tumoren. De regressieiiin van de probit=
berekeningenvantabel Xilt wordt weergegeven in figuur 25, die van de zand-
korrel - grote tumeoren in figuur 26. De T C D gp van de eerste groep is 5460
rads, van de tweede 5208 rads. Dit verschil is niet significant.

De probit-regressielijn van de tumorceltitraties wordt weergegeven in fi-
guur 27. De EDgg is 51 cellen, dus een inoculum van 51 cellen zal in 50%
van de proefdieren een tumor ter plaatse van het inoculum doen ontstaan bin~
nen een termijn van 100 dagen.

De overlevende fractie van de fumorcellen na ‘curatieve' bestraling, b.v.
na de TCDgjy, kan berekend worden volgens de volgende formule:

Gem. aant. cellen, nodig voor 50% 'dieren met tumor’

overlevende fractie = -
Gem. aant. cellen, canw. in de bestraclde tumoren

(TCD 50)

Van deze breuk is de teller gelitk aan de ED5Q, de noemer is als volgt te be-
rekenen: De gemiddelde diameter van de bestraalde tumoren was 6,9 mm. Deze
gemiddelde diameter werd berekend voor de groep ven tumeren met het gene-
zingspercentage tussen de 10% en 90%. Dit komt overeen met de R3ntgendoses

.
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van 4320 toten met 6720 rods. De relatie tussen de gemeten fumordiameter en
het gewicht is bekend (figuur 6, hoofdstuk 11), en zocls in hoofdstuk 11 werd
TABEL X1V
RESULTATEN VAN DE CURATIEVE BESTRALING VAN
ZANDKORREL~GROTE TUMOREN

Dosis in Aantal genezen
rads - . totaal
6240 5/6
5760 8/1
5280 2/6
4800 1/6
4320 2/6
3840 1/4
3360 175
2880 0/3
2400 0/1
1920 01

vermeld, wordt het aantal cellen in het tumorweefsel geschat op 5 x 108 cei-
len per gram. Een tumor van 6,9 mm doorsnede zal 50 mg wegen en dus 2,5 x
107 cellen bevatten.

De overlevende fractie wordt dan;

overlevende fractie (TCDSO) = 555'67 =2 x 107

Deze waarde s in figuur 28 weergegeven.

Het leek aantrekkelijk, enkele waarden van de overlevende fractie bij an-
dere curctieve doses te berekenen. Hiertoe dient aangenomen te worden, dat
er een zekere overeenkomst bestaat tussen de probit-regressielijnen van figuur
25 en figuur 27. Het is nl. eenredelijke veronderstelling dat het aantal tu-
morcellen, dat na bestraling overleeft in een zeker percentage niet-genezen
tumoren, gelijk zal zijn can het aantal tumercellen, dat nodig is om hetzeifde
percentage dieren met tumor te geven bij de celtitraties. Hiermede is dan het
aantal overlevende cellenin de tumoren bekend en kanvia deze weg de over-
levende fractie tumorceilen per R&ntgendosis berekend worden, mits tevens het
gemiddelde aantal cellen in de bestraalde tumoren bekend is.
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Als voorbeeld moge gelden de berekening voor de Rénigendosis van 6240
rads.

Voorbeeld:

Dosis 6240 rads; genezen 86%

niet -genezen 14%

Om 14% dieren met tumor te verkrijgenis blijkens de grafiek in fig. 27 een
onbestraald tnoculum van gemiddeld 2,8 cellen nedig.

Er wordt dus aongenomen dot naeen dosisvan 6240 rads gemiddeld 2,8 cel-
len in de tumor overleven. De gemiddelde deorsnede van de tumoren, die met
6240 rads bestraald zijn is 6,19 mm, dit betekent een gemiddeld gewicht van
34 mg. Het gemiddelde celoantal van de tumoren, die met 6240 rads bestraald
zijnis dus 34 x S x 105 cellen =17 x 108 cellen.

99,96+
A ]
hd 4
] 4
g 9
=4
a5

-3 (25)®
§ %0 (zl)e
[~4 -
-
om p
5 % |
£
<
2
& 10

5

1

(PR LI Til - : S
2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Dosis in rods

Figuur 25 RELATIE TUSSEN RONTGENDOSIS EN GENEZINGSKANS VAN DE TUMOR,
De gegevens stoan vermeld in Tebel XI5, gemiddeld bedroeg de diameter van de bew
straclde tumorené,? mm. De getallen tussen hockjes geven het totele aantal dieren per
punt aan. De lijn werd berekend met behulp van probit-analyse.
De TCD50 bedraagt 5460 rads. Het $5% betrouwboarheidsgebied von de TCDsg is
tevens ¢angegeven,

Het omcirkelde puntkon bi{ de probit~analyse worden verwijderd zonder dat de TCDs5p
waarde hierdoor werd beinvioed.

De overlevende fractie zal zijn: 28
r

(6240 rads) 17 x 106~

Opovereenkomstige wijze werden de waarden voor 6720, 5760, 5280, 480C
en 4320 rods bepaald en de overlevende fracties uifgezet op semi-logarith-
mische schaal (zie figuur 28).

overlevende fractie 1,6 x 10~7
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Figuur 26 RELATIE TUSSEN RONTGENDOSIS EN GENEZINGSKANS VAN DE ZANDKORREL -
GROTE TUMOREN.
De gegevensstaan vermeld in Tabel XiV. De getallen tussen haokjes hebben betrekking
op het totale cantal dieren per punt. De lijn werd berekend met behulp van probit=
analyse.
De TCDsp bedraagt 5208 rads.
Het 95% betrouwbaarheidsgebied van de TCDgp 1s tevens aangegeven.
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De overlevende fractie van de tumorcellen von de 'zandkorrel'-grote tu-
moren kenslechts geschat worden, daar een nauwkeurige bepaling van het ge-~
wicht van deze tumoren niet mogeliik is. Door een aantal van deze tumortjes
zorgvuldig uit te prepareren en gezamenlijk te wegen, kon het gewicht per ty-
mortje op ongeveer & mggeschc’r worden. Het aantal cellen in deze tumoren
zal aldus omstreeks 3 x 10° bedragen.

De overlevende fractie van de tumorcellen bii de TCD50 zal dan zijn:

1 fracti -3 71075
overlevende rcche(T c DSO)_S <106 X

Deze waarde is dus slechts een benadering. De TCDgq is 5208 rads (fi~
guur 26) en de overlevende fractie is uitgezet in figuur 28.

Daaruitblitkt, dot de overleving van tumorcellen in deze minuscule tumor=-
tjes op ongeveer dezelfde wijze afhankelijk isvan de dosis als die van grotere
tumoren.

Bespreking van de resultaten

in de inleiding van dit hoofdstuk werd het probleem gesteld, of de dosis-
effect relatie van tumorcellen na bestraling, zoals bepaald werd met quanti-
tatieve transplantatie, ook geldig zou zijn tot in het gebied van de curatieve
bestraling. In dit hoofdstuk werd de dosis-effect relatie in het curatieve ge-
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Figuur 27 RELATIE TUSSEN DE GROOTTE VAN HET CEL-INOCULUM EN HET PERCENTAGE
DIEREMN, DAT BINNEN 100 DAGEN EEN TUMOR ONTWIKKELDE,
De getalien tussen hockjes hebben betrekking op het totale aantal dieren per punt. De
lijn werd berekend met behulp van probit-analyse.
De EDgy bedraagt 51 celien.

Het $5% betrouwbsarheidsgebied van de EDgp is tevens aangegeven.
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bied nader uitgewerkt en om de gegevens, die met beide systemen werden ver-
kregen te kunnen vergelijken, werdende resultatenvan beide groepen experi-

Figuur 28 RELATIE TUSSEN DE 'CURA- oy A
TIEVE' RONTGENDOSIS EN DE
OVERLEVENDE FRACTIE -+
A Punten welke werden berekend

uitde genezingspercentages bij
verschillende R¥ntgendoses als
vermeld in tabel XIII.

e Overleving  von  cellen van
zandkorrel - grote tumeoren, be-
rekend it de TCDgg en EDjgp
wacrden.

B Additionecel berekend punt. Dit
werd verkregen door de TCDSO -7 A
en EDggwaarden vande probii- 3
analyse (fig. 25 en fig. 27} te
gebruiken en heeft betrekking
op alle tumoren van tabel XIII 3
(gemiddelde dicmeter van 6,9 g 2000 4000 6000 8000

Ovarlevende fractie

mm). Dosls in rods

menten op één diagram (figuur 29) samengevoegd.

Het bovenste gedeelte van dit diagram (tot een overlevende fractie van
1074) is afkomstig van figuur 21 uit hoofdstuk 1V. Het gearceerde gedeelte
geeft de extropolatie weer van het gebied tussen de '15% en 100% anoxische
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Figuur 29 VERGELIJKING VAN DE "CURATIEVE" RESULTATEN EN DE CELOVERLEVINGSCUR-
VEN, ZOALS BEPAALD MET BEHULP VAN QUANTITATIEVE TRAMSPLANTATIE. De
onderbroken lijnen zijn aofkomstig van figuur 21, het gearceerde gedeelte beteft de
extrapolatiec vanhet gebied tussende "15% en 100% anoxische” curven, Tevens zijn de
"curatieve” punten ven figuur 28 op dit diagram uitgezet,
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curven' tot ver beneden het nivecu van een overlevende fractie van 1074, De
bovengrens betreft aldus de extrapelatie van de celoverlevingscurve van de
anoxisch In situ bestraalde tumor. De lets lager gelegen, evenwiidige grens is
die van de celoverlevingscurve, verkregen na bestraling ven de fumor in_vivo.
Wenneer men de punten, die werden verkregen met curatieve bestraling {of-
komstig van figuur 28), vergelijkt met genocemde celaverlevingscurven, dan
valt het op, dat deze punten liggen in het gearceerde gebied dat begrensd
wordt door de beide geextrapoleerde curven. De conclusie lijkt dus gerecht-
vaardigd, dat de genezingskans nc éénmalige bestraling inderdaad voorspeld
kan worden deor exirepoletie van een celoverlevingscurve dievia een tumor-
celtitratiesysteem verkregen is.

Ondanks de goede overeenstemming tussen de resultaten, verkregen met
beide experimentele systemen, blijven er nog een aantal vragen onbeantwoord.
In de eerste piaats kan over de juiste vorm van de schouder van de celoverle~
vingscurve vanditinvivo tumorsysteem nog steeds geendefinitief oordeel wor-
den gegeven. Wel suggereren de punten, verkregen met het ‘curatieve' sys~
teem, dat het extrapolatiegetal N inderdaad vrij hoog is. Met het tumorcelti-
tratiesysteem werd gevonden, dat kleine tumoren van dit rhabdomyosarcoom
ongeveer 15% onoxische cellen bevatten. De met het 'curatieve' systeem ge-
vonden punten doen vermoeden, dot het gehalte anoxische cellen van de be-
siraalde tumoren iets hoger geweest is. Men dient echter niet uit het cog te
verliezen, dat de bepaling van de overlevende fractie vande 'curatieve' ex~
perimenten berekend werd uit een groot aantel parameters, te weten: tumor-
diemeter, relatie tumordiameter-gewicht van de tumor, het aantal cellen per
gram tumorweefsel en het cantal cellen, nodig voor een bepaald percentage die-
ren met tumor. Al deze parameters hebben hun eigen onzekerheden. Een stan-
daard afwijking is daarom nauwelijks te berekenen en hetisderhalve niet goed na
te gaan of het percentege anoxische celleninb.v. de zendkorrel « grote tumoren
significant groter is dan dat in de overige tumoren.

De zandkorrel - grote tumoren werdenmede in dit onderzoek betrokken om-
dat het van belang leek om vast te steilen bi] welke tumorgrootte voor het
eerst anoxische gebieden voorkomen. Hat wes immers eerder gebleken (hoofd-
stuk |V) dat tumoren met een gemiddeld gewicht van 0,4 g reeds duideliik aan-
toonbare anoxische gebieden beveatien. Het is uit de figuur op te merken, dat
de stralingsgevoeligheid van de zandkorrel ~ grote tumoren niet essentieel of-
wiijkt van die van de overige onderzochte tumoren. Dit zou verkleard kunnen
worden door aan te nemen dat zeifs deze minuscule tumortjes reeds een insuf-
ficiente bloedvoorziening bezitten. De resultaten van dit onderzoek wekken
dus de indruk dat - althans bi| deze tumor-geen aanwijzingen te vinden zijn,
dat er een minimale tumorgrootte bestaat, waarbij géén of een gering gehalte
anoxische cellen aanwezig is. De vraag rijst, of het bezit van een zeker ge~
halte anoxische cellen soms inherent is can elke tumorgroei. De verschillen-
de facforen, die de zuurstofvoorziening van fumorcellen beinvloeden, zulten
dearem in het volgende hoofdstuk aan een uitvoerige beschouwing worden on-
derworpen.

* * B ok *x
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HOOFDSTUK VI

VASCULARISATIE EN OXYGENATIE
VAN TUMOREN

Inleiding

In de voorgaande hoofdstukken is meermelen naar voren gekomen, dat een
gedeelte van de tumorcellen wvan het rhobdemyosarcoom BA 1112 in vive
anoxisch is. Vrijwel clle cellen in het lichaam worden van zuurstof voorzien
via het bloedvatensysteem en de aanwijzingen dat in de door ons bestudeerde
tumor een meetbaar percentage anoxische cellen canwezig is, alsmede de con-
sequenties daarvan voor de stralingsgevoeligheid van de tumor, maken een na-
dere beschouwing van de vascularisatie van tumoren noodzakelijk.

Het blijkt uit de literatuur datin de lcaiste decennia de vascularisatie van
tumoren steeds méér in de belangstelling is gekomen; zowel voor de dicgnos-
tiek van gezwellen (arteriogrofie}, maar ook vanwege de betekenis van de
zuurstofspanning voor de stralingsgevoeligheid van cellen.

Nearmate men dieper inging op de eigenaardigheden van de vascularisatie
van tumoren wijzigde zich het inzicht hierover. De algemeen gehuldigde op~
vatting 'tumoren hebben een uitstekende bloedvoorziening' was gebaseerd op
de sterke neiging tot bloeden van veel tumeoren en wijzigde zich in de tegen-
overgestelde overtuiging, fe weten 'tumoren hebben een inferieure bloedveor-
ziening'l {91)

Met alle moderne metheden van onderzoek zijn ofwijkingen in de vaseula-
risatie van tumoren gevonden eneen overzichtvan de literatuurgegevens wordt
in tabel XV gegeven. Aan de hand van de in deze tabel vermelde fechnieken
worden de docrmede aongetoonde anomaliegn achtereenvolgens besproken.

Daar de in de tabel gerangschikte onderzoekmethoden géén van alle bruik-
baar zijn voor de bestudering van de 'microcirculatie’ in tumoren, werd hier-
voor een nieuwe fechniek ontwikkeld. Het hoofdstuk zal worden besloten met
een bespreking van de inzichten die met behulp van deze techniek over de
vascularisatie van tumorweefsel werden verkregen.

Macroscopische onderzoekingen
Arteriografie

Wenneer men in de Rntgendiagnestiek bloedvaten zichtbaar wil maken,
wordt een Réntgencontroststof in een toevoerende arterie geinjiceerden in de
duarop volgende seconden een serie R¥ntgenfoto's gemaakt, Deze methode
wordt arteriografie gencemd en is onder meer in gebruik voor de diagnostiek
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van tymoren, in het bijzonder ven die, welke in de extremiteiten, hersenen of
nieren” zetelen.

Doordet een serie foto's snel achtereen gemaokt wordt, kan een indruk ver-
kregen worden vande passage-snelhelid van het bloed in het onderzochte or-
goan, Het blijkt enerzijds {30} dot in sommige tumoren een deel van het con-
trast direct van de arterigle nour de veneuze phase gaat; dit wijst op het be-
staan van arterio~veneuze shunts. Anderzijds is er vaak 'pooling', waarbij het
contrast zich (tijdelijk) ophoopt in verwijde bloedvaten of sinusoiden. Dit
lactste werd ook door McAlister bij experimentele tumoren aangetoond (79).

TABEL XV
LITERATUUROVERZICHT BETREFFENDE BLOEDVATAFWIJKINGEN N TUMOREN

Methode van Anestomasen Avaseulaire gadeeiten Dilatatie

onderzock
= Arferiografie Contrast direct van | Contrast~crme gedeelten | Contrast~ophopingen
£ arterieele noor ("pocling")
] veneyze phase
3 Dos Santos (30) McAlister (79) Dos Santes (30)
g Kleurstofdiffusie "Blanke" gedeelten
= Goldacre en Sylvén (42)
- Polaregrefic Plactsen met geringe p02
8 Cater (19}
2 Te hoog zuurstef-
K gehalte van veneuze
£ Veneuze POy bloed
o Bierman (12)

Directe Observatie Grotere intercapiliaire Crregelmatig netwerk

afstend in cervix epitheel § van verwijde capiliairen
< bij "carcinoma in situ"
‘é Kolstadt {72) Algire (2)
§ Histolagie Ancstomosen en Gedeelten zonder Verlengde, verwijde
% kruisverbindingen capillairen en gekronkelde capillatren
¥ van capillairen
Thomlinson en Gray (110)
Urbach (3112} Urbach (112) Urbach {112}

Kleurstofdiffusie

Door Goldacre en Sylvén (42) werd gevenden, dat een infraveneus geinji-
ceerde kleurstof {lissamine groen) niet tot in het centrale gedeelte van de door
hen onderzochte experimentele tumoren doordrong. De kleurstof verdeelde zich
we| homogeen in de perifere gedeelten van de tumer, waarschijnlijk tevens in
de extravesculaire vioeistof. Na enige uren bevatten deze perifere gedeelten
geen kleurstof meer, maar wel bleek dat een rest hiervan geconcentreerd was
in een wvri] smalle ring welke gelegen was tussen het centrale en het perifere

*H, Abramsgebruikt epinephrine om de niervaten te laten contraheren; deordat de bloedvaten van
een tumor niet op epinephrine reageren worden deze beter selectief zichtbaar op een Ryntgen-
fote (1).



gedeelte van de tumor. De verklaring, welke Goldacre en Sylvén hiervoor ga=
van, was daf de kleurstof het centrale gedeelte van de tumor niet kon bereiken
door afwezigheid van bloedvaten aldaar. In het perifere deel waos de diffusie
homageen maar werd in enkele uren weer vitgewassen. De kleurstof wos in-
middels ongeveer 150 u diep in het niet-gevesculeriseerde gebied gediffun-
deerd en was hier geabsorbeerd door de necrotische massa. Hierdoor was een
vrij scherp begrensde ring ontstaan op de grens van levend en dood weefsel.

Ook Griffiths (48), die scortgelijke onderzoekingen deed met operatiepre-
paraten van menselijke darmiumoren, kwam tot de conclusie, dat de kleurstof
niet tot in het centrale gedeelte van de tumeren doordringt.

Physiologische onderzoekingen

Bepaling van het zuurstofgehalte van het veneuze bloed

Bij een aantal patienten met tumereninverschillende delen van het lichaem,
waaronder lever en nier, werden door Bierman metingen verricht van de zuur-
stofspanning in het bleed von de regionale vaten. Bierman vond een geringer
verschil in zuurstofspanning tussen het arterigle en het veneuze bioed indien
het desbetreffende orgaan tumorweefse! bevatte. Dit wijstop de aanwezigheid
van arterio-veneuze shunts of verminderd metabolisme. De bevindingen van
Gullino en Grantham met hun fraaie experimentele systeem™ (waacrin het mo-
gelifk is om de circulatie in de tumor door slechts 6&n enkel aan- en afvoe-
rend bloedvat te laten verzorgen), zijn hiermede volledig in overeenstemming
{50). De zuurstofconsumptie van deze 'fissue-fsolated' tumoren (waarender
hepatomen} bleek soms een factor 15 minder te bedragen dan die van over-
eenkomstige gezonde weefsels (bijvoorbeeld lever).

Ook zij komen tot de conclusie, dat er abnormaliteiten in de zuurstofop-
name van een tumor bestaan, welke te wiiten kunnen zijn aan een verminderd
verbruik van zuurstof door de tumorcellen of aan inferieure uitwisselingsmo-
gelijkbeden.

Polarografie

Meting van de zuurstofspanning in tumorweefsel met behulpvan polarogra-
fie werd door Cater geintroduceerd (19). Voor plaatselijke metingen in het
weefsel wordt meestal gebruik gemackt van een dunne electrode van goud of
plotine woarvanslechts de punt vrij ven isolatie is. Met behulp van een elec—
trisch circuit kon de stroomsterkte worden gemeten welke door de electrode
guat, wanneer dagrop een spanning van = 0,6 Volt wordt gebracht. Deze stroom-
sterkte blijkt evenredigte zijn aan de zuurstofspanning van het weefsel woar-
in de punf van de electrode zich bevindt. Hoe eenvoudig de methode ook is,
de kans op hetmeten ven artefacten in plaats ven de zuurstofspanning is groot
en de methode is meermalen aan critiek onderhevig geweest (102, 36).
Een bezwaar is b.v. dat de ijking van de zuursiof-electrode dient te geschie~
den in nauwkeurig hetzelfde medium ols waearin de meting geschiedt. Daarbij

*Zie hiervoor blodzijde 22.
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zou de plocts van de electrode ten opzichte van de bloedvaten, clsmede de
schade die door het inbrengen in het weefsel wordt veroorzaakt bekend moe~
ten zijn voor elke meting. Het is duidelijk, daf aan géén van deze voorwacr-
den is te voldoen bij een tumor In situ en men dient enigszins voorzichfig te
zijn met de interpretatie van de metingen.

Descndanks isuit een groot cantal metingen zowel in menselijke (19} als in
dierlijke (65} tumoren gebleken, dat er in vrijwel alle tumoren gebieden be-
stoan waarin de zuurstefspanning cbnormaal laag is.

Microscopische onderzoekingen

Directe observatie

In de jaren '40 werd door Algire een techniek ontwikkeld om tumorweefsel
dat in de subcutis van de muis was geimplanteerd te kurnen observeren door
een 'venster' (2). Ock Algire beschreef een abnormaal vaatsysteem, bestaande
uit onderling verbonden verwijde capillairen met vele efferente en offerente
vaten (3). Door metingen volgens de methode van Chelkley schatte Algire het
volume van het vaatstelsel in procenten van het tofale volume van de tumor,
Deze waarde bleek soms hoger dan vijftig grocent te zijn. Een nadeel van deze
methode von directe observatie is, dat her niet uitgesloten geacht moet wor-
den dat deze vascularisatie-index slechis betrekking heeftop die vaten welke
zichtbaar zijn aan de buitenzijde van de tumor.

De methode werd door Goodall ¢.s. (44) enigszing gemodificeerd en gebruikt
voor de observatie van tumortransplantaten in de wangzak van de hamster.
Goodall meent, dat er specifieke verschillen in vascularisatiepatroon bestaan
tussen op deze wijze getrensplanteerde melanomen, haemangiopericytomen en
mammacarcinomen. De betekenis hierven is nog moeilijk te scharten, ock al
omdatgeen gegevens bekend zijnover de inviced van immunologische factoren
endus afweer van de gastheer op de vasculaire crchl’rec%uur van een gangesla-
gen fumorfransplantaat.

Directe observatie van de bloedvaten van de cervix uteri bij patienten met
candoeningen hiervan werd verricht door Kolstadr (72) met een colposcoop.
Qok hij vond onregelmatige vaten en ontdektfe tevens dat de intercapillaire
cfstend in carcinomoteus epitheel vergroot was t.o.v. die in normaal cervix-
epitheel.

Histologie

Abnormeliteiten van de capillaire architectuur van menselijke huidtumoren
werden beschreven door Urbach en Graham,(112). Zij kleurden de capillair-
wanden in maligne melancmen, plogtepitheslcarcinomen en basaliomen met
de alkclische phesphatase fechniek volgens Gomori. Hierdeor worden alile
bloedvatwanden gekleurd, onafhankelijk ven de vullingsgraad. Deze laatste
is altijd onzekerdoor het wegvallen vande druk bi| het uitprepareren en door
het krimpen van het preparact bij fixatie.

Urbach en Graham venden in deze tumoren een toencme van het aantal
zichthare capillairen t.o.v. het normale weefsel. Deze waren verwiid en had-
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den een gekronkeld verloop, alsmede zeer veel onderlinge cnastomosen.

Het is de verdienste van Thomlinson en Giay geweest er op te wijzen dat
er een 'crifische afstand' kan bestaan, waarop de zuurstofspanning in het
weefsel tot nul is gedoald doordat de zuurstofdiffusie over enige afstand van
de capillairen onvoldoende is om het zuurstofverbruik van de cellen te com~
penseren. Deze hypothese werd door hen zowe!l van histologische -~ als van
theoretische zijde belicht (110).

Sommige plaveiselcel-carcinomen van de bronchi bestaan uit strengen tu-
morweefsel omgeven door stroma. Thomlinson vond daot wenneer de diameter
van deze strengen tumorweefsel een zekere waarde overschreed er steeds in
het centrum necrose bestond. De wanddikte van de aldus ontstane cylinders
van intact tumorweefsel was opmerkelijk constant en op grond van de resulta-
ten van een groot aantal metingen kwam Themlinsen tot de slotsom dat de
breedte van de laag intact fumorweefsel, gelegen tussen omgevend stroma en
centrale necrose, 140 - 180 u bedroeg. Het leek connemeliijk, dat de diffusie
van zuurstof niet verder reikte dan deze ofstand en Thomlinson en Grey heb-
bendeze gedachte nader uitgewerkt (zievolgende paragrafen) met behulp van
een theorefisch model.

Vasculaire architectuur

Omtrent de ontstoonswijze van het vasculaire patroon van de verschillende
typen tumaren zijn geen betrouwbare gegevens bekend; dacrom zullen de ver-
schillende tot zover besproken facetten enigszins gegenercliseerd worden sa-
mengevet, Ter illustratie wordt in fig. 30 een sterecscopische microfoto weer-
gegeven van een gedeelte van het vasculaire patroon van het rhabdomyosar-
coom BA 1112,

Tijdens de initigle groei van een tumor of metastese in een crgaen zal het
daarin aanwezige vaatnet enige tijd aan de metabole eisen van de tumorcel-
len kunnenvoldoen. indien echterde tumor buiten eendergeliijk vaatnet groeit

Figuur 30

DRIE-DIMENSICOMNALE FLUORESCENTIE-MICRQFOTO VAN EEN GEDEELTE VAN
HET VASCULAIRE PATROCN VAN RHABDOMYOSARCOOM BA 1112,

Vele van de in Tabel XV en in de tekst vermelde

afwitkingen zijn op deze foto te bekennen.

Het weefsel werd in transparant medium ingebed

(41). De bloedvatenzijn 'in vivo' gemarkeerd door

middel ven een intraveneus geinjiceerd fluore- (‘

chroom-dextran conjugaat. Deze foto's zijn ge- \ -7 J
menteerd volgens de methode van Becker (10). Voor N ——

het stereoscopisch zien dient een spiegeltie ver~ ) £ S
tikeal tegen de rechterzijde van de neus te wor- 7 ‘

den geplaatst op een hoogte van ongeveer 15 cm / !

midden boven het gebied tussen de beide foto's. I’ of

Het linkercog ziet dan direkt de linker foto, het / o
rechtercog de rechter foto via despiegel. Wanneer 7 ~

voor het oog beide merktekens samenvalienziet men 7 ~
tevens het bloedvatpatroon steresscopisch, (x 60, — —_—
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of infiltreert, ontstaat daar ter plactse een nieuw bloedvatensysteem dat infe-
rieur is zowel in opbouw als in functie. Bestaande capillairen gaan zich ver=
wijden, worden langer en krijgen vack een gekronkeld verloop. Lintvormige,
uitgerekte capillairen en veneuze sinusoiden ontstaan tengevelge van de ex-
pansie van het omgevende tumorweefsel. In de centrale gebieden in de tumer
zullen deze vaten veak geheel gecomprimeerd worden, zodat er gebieden ont-
stagn zonder bloedvoorziening.

Om de tumor heen ontstoat een vitgebreid net van (gedilateerde) capillai-
ren met veel arterio~veneuze anastomosen. Differentiatie in arteriolen en
venuloe zal meestal ontbreken. Dit vaatnet zal functioneel reeds insufficient
zijn, maar kan bovendien na verloep van tijd worden afgesloten deor com-
pressie of ingroei van tumorweefsel. Een en ander houdt in dat, wanneer men
in een histolegische coupe een bloedvat aantreft, het allerminst zeker is dat
de circulatie in dat vat intensief genoeg was om can de metabole eisen van
het omringende tumorweefsel te kunnen voldoen. Het is duidelijk, dat de vas-
cularisatie van een tumor door vele verschillende oorzoken insufficient kan
zijn en dat als consequentie doarvan het te verwachten is dat een aantal tu-
morcellen slecht van zuurstof worden voerzien.

Zuurstof-diffusie

Zoajs eerder gencemd presenteerden Thomlinson en Gray tn 1955 een -
klassiek geworden - studie, welke het inzicht heeft verruimd over de relotie
tussen zuurstofspanning in de bloedvaten en die van het omringende weefsel.

Naar aenleiding van de histologische waarnemingen van Thomlinson (zie
vorige paragrafen) werd door Gray langs zuiver theoretische weg de diffusie
van een metcboliet in een cylindervormige massa metobool actief weefsel be-
rekend.

De berekeningen ven Thomlinson en Gray betroffen voornamelijk de ‘eri=
tische lengte' van de straal van een weefsel cylinder waarbij de zuurstefspan~
ning inhet centrum juist tot nul is gedacld. Deze 'critische afstand’ is vanzelf-
sprekend onder meer afhankelijk van de initigle zuurstofconcentratie in het
omgevende stroma en van de diffusiesnelheid von de zuurstof in het weefsel.
Bovendien is de -~ reeds eerder gendemde - zuurstofconsumptie van de cellen
in het weefsel ven essenticel belang; naarmate de zuurstofconsumptie groter
is zal de ‘critische ofstand’ afnemen. Doar-de diffusieconstante van zuurstof
in tumorweefsel onbekend is hebben Thomlinson en Grey deze geschat op ba-
sis van gegevens, die in de literatuur waren opgegeven voor water en spier—
weefsel. De veneuze zuurstofspanning (40 mm Hg) werd als de initigle concen-
tratie genomen en clswaarde voor de zuurstofconsumptie van het weefsel werd
het gemiddelde van een aantal metingen gebruikt die door Warburg waren ge-
publiceerd voor dertien verschillende tumoren (1135).

Zi] berekenden dat de critische afstend ongeveer 145 pzou bedragen. Dit
is een wacrde die goed vergelijkbaar is met de door Thomlinson verrichte me-
tingen in histologische coupes, waarbij een afsiand van 160 1 ot 180 u gevon-
den werd tussen omgevend stroma en cenfrale necrose (Fig. 31.).
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Figuur 31 SCHEMATISCHE VOORSTELLING VAN DE OPBOUW VAN TUMORWEEFSEL,
In de cirkel: het weefsel is anoxisch indien de ofstand tot de capillairen groter is dan
de ‘critische afstand’.

Dat gebieden met necrose ontstaan behoeft niet direct het gevolg van lo-
cale anexie te zijn, De cbnormale vascularisatie kan ook leiden tot een te-
kortschieten van de diffusie van nutrignten en tot een versterkte accumulatie
van katabolieten als melkzuur. Dit loatste heeft een daling van de zuurgraad
ten gevolge hetgeen tot celdood zou kunnen leiden.

Het behoeft geen betoog, dat de berekeningen welke gebruikt werden door
Thomlinson en Gray voor de diffusie in een cylindervormige weefselmassa ge-
wijzigd dienen fe worden voor andere geometrische verhoudingen. Uit fig. 30
blijkt dat deze verhoudingen zeer gecompliceerd kunnen zijn.

De andere factoren zijn eveneens moeilijk voor een fumor in vive te be-
palen; er bestaan b.v. geen betrouwbare gegevens over de diffusieconstante
vanzuurstof in tumerweefsel, de zuurstofconsumptie van de tumorcellen in vi-
vo (speciaal bij lage zuurstofconcenfraties) en de zuurstofeoncentratie in de
bloedvaten van de tumer. De enige beschikbare maatstaf voor de beocordeling
ven vasculaire verhoudingen in tumorweefsel blijft dearem voorlapig de cri-
tische ofstand van ongeveer 150 1, er mee rekening houdende dat deze fussen
de 100 p en 200 p zal kunnen varigren, ‘

Eigen onderzoek betreffende de diffusie van
kleurstoffen

In hoofdstuk IV werd beschreven dat in het door ons bestudeerde rhabdo-
myosarcocm 15% anoxische celtlen werden gevonden. In de vorige paragrafen
werd besproken dat de verklaring hiervoor kan zijn dat de zuurstofvoorziening
van de fumorcellen vanuit de capillairen onveldoende Is om het zuurstofver-



Figuur 32

Figuur 33



een vriesmicrotoom bij een temperatuur van -20° C gesneden. De nog steeds
bevroren coupes worden door middel van vriesdrogen gedehydreerd en vervol-
gens zonder verdere kleuring gemonteerd in een fluorescentie-vrij medium.*

De aldus verkregen preparaten worden door een fluorescentie~microscoop be-

keken.

Resultaten

In de zojuist beschreven opstelling hebben de kleurstoffen zich in het le-
vende dier noar de ploatsen begeven waar zij met het fluorescentie-micro-~
scoop worden gevonden. Het patroon, dot wordt verkregen met deze fluores-
centie-techniek toont zeer veel gelijkenis met het histolegische beeld zoals
dat door Thomlinsen en Gray werd gevonden.

Een voorbeeld hiervan is weergegeven in fig. 32. Het is duidelijk dat het
necrotische weefsel zich op enige afstand van de capillairen bevindt, Dexze
‘critische afstend' kan worden geschat op ongeveer 100 p tot 125 p. Dat deze
afstand enigszins ofwijkend is van de deor Thomlinson en Gray aangegeven
waarde van 145 uis niet verwonderlijk, doar er zonder twijfel tussen de diver-
se tumarsoorten enige verschillen zullen bestaan in de reeds eerder besproken
physiologische parameters. Daarbij zijn er aenwijzingen dot de penetratie van
kleurstof in vive een gevoeliger indicatoris voor het opsporen van necrose dan
de gebrutkelijke histologische technieken (73). Ondanks het feit dat het ge-
bruik van deze techniek een goede indruk geeft van de circulatie-verhou=
dingen op microscopische schaal, kan het verkregen patroon toch niet zonder
meer gelijk geacht worden met dat van de diffusie von zuurstof uit de capil-
lairen. Wel is het redelijk om aan te nemen dat de distributie van zuurstef in
het weefsel in grote lijnen zal overeenkomen met het patroon van de diffusie
vande fluorochromen; geen zuurstof in de necrotische gedeelten, wil zuurstof
in de omgeving van de capillairen.

De diffusie vankleurstof uit een capilleir geschiedt overigens niet volgens
een radiair afnemende gradient. Vooral in fig. 33 is een fijn netwerk zicht-
baar van smalle rode lijntjes, uitgaande van de bloedvaten.

Figuur 32 FLUQRESCENTIE-MICROFOTO VAN EEN PERICENTRAAL GELEGEN GEDEELTE
VAN EEN 14 MM GROTE TUMOR VAN RHABDCMYOSARCOOM BA 1112,
In de necrotische gebieden is het (groen gekleurde) fluorochroom Blankopher G gecb-
sorbeerd, de vasculaire circulatie werd zichtboar gemoakt door middel van een infra=
veneuze injectie Kiton-Rhodamine. De levende tumorcellen bevinden zich in het
{ongekleurde) gebied tussen capillairen en necrose,

Figuur 33 FLUORESCENTIE~-MICROFOTO VAN HET CENTRALE GEDEELTE VAN EEN ZAND-
KORREL-GROTE TUMOR VAN RHABDOMYOSARCOOM BA 1112,
De gebruikte in vivo kleurtechniek isdezelfde als voor figuur 32, Er bestaat nog géén
necrose, wil is de extravasculaire circulatie duidelijk zichtbaar. Het vasculaire pa-
troon van deze minuscule tumor toont reeds heterogeniteiten.

*Uvivert mountant (Gurr.)
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Het is vrijwel zeker dat deze configuratie de extravasculairg stroming
weergeeft enals zodanig een visuele representatie is van het reeds door Star-
ling beschreven mechanisme (101). Dit houdt in dat tengevelge van verschil-
len in bloeddruk en colloid-osmotische druk van het plasma can de arteritle
zijde vande capillairen vocht vit de bloedbaan treedt. Dit zal na passage van
het weefsel aan de veneuze zijde van de capillairen weer worden opgenomen
in het bloed. In hoeverre het zuurstoftransport dezelfde regels volgt is onbe-
kend. De snelheid van de extravosculaire stroom zal in de orde van grootte
ven 1y tot 10 p per seconde liggen. Deze waarde kon werden geschat door
observatie van het (bevroren!) diffusiepatroon op verschillende fijden na de
intraveneuze injectie van het fluorochroom.

Voor zover waarneembaar dringt de extravasculaire viceistofstroom eigen-
Itjk nooit door tot in de necrotische gebieden. Dit is in dit systeem zeer goed
te bepalen doorde gebruikte kleurstoffen volledigversehillend van kleur zijn:
necrotisch weefsel wordt blauw-groen en de vesculaire en extravasculaire cir-
culatie rood.

Het {ijkt niet oncannemelijk dat de distribuie van metabolieten in het
(tumor) weefsel voor een deel vic de extravasculaire vloeistof~stroom ge-
schiedt.

Alsverkiaring voor het ontstaan van 'anoxische’ gebieden zou kunnen wor-
den gepostuleerd dat - overeenkomstig het model van Thomlinson en Gray -
de 'anoxische' cellen verder dan de 'critische afstand' van een capillair lig-
gen, maar dat door de exfravasculaire streming het milieu, waarin deze cellen
leven, toch nog enigszins wordt ververst. Accumulatie van katabolieten zoals
bijvoorbeeld melkzuur zou dan in mindere mate optreden en necrose zou in
die gebieden niet behoeven voor te komen.

Het is duidelijk, dot wanneer een tumorcel niet in anoxisch milieu kan le~
ven, er ook geen anoxische cellen gevonden kunnen worden.

Volgens de zojuistbeschreven hypothese zau het gehalte anoxische cellen™ in
een tumor dus niet zozeer bepaald worden door de functie van het bloedvaten~
net, maar door andere mechanismen welke het de tumorcellen mogelijk moken
zich te handhaven in een anoxisch milieu. Wanneer dit milieu door de extra-
vasculaire stroming voldoende wordt ververst, is het niet onmogelijk dat de tu-
morcellen deze anoxie gedurende lange tijd zullen kunnen verdragen en dat
als consequentie hiervan het aantal anoxische cellen hoog zal zijn.

Bii de 'curatieve' bestraling van de zandkerrel-grote tumoren {vorige hoofd-
stuk) werd gevonden dat de stralingsresistentie von deze minuscule tumeren
vrij hoog wos. Dit zou verkleard kunnen worden deor een relatief hoog per-
centage anoxische cellen. Daarom werd de in dit hoofdstuk beschreven tech-
niek gebruikt om het vasculaire patroon van deze tumoren nader te onderzoe-
ken.

*Hoewe! in deze beschouwing steeds gesproken is van anoxische tegenover goed-geoxygencerde
cellen, dient niet uit het cog verloren te worden dat de stralingsresistentie van de tumor even-
goed verklaord ken worden door de aanwezigheid van 15% volledig anoxische cellen als door cen
veel hoger percentage cellen met een sterk verloogd gehelte aan zuurstof.
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Ondanks de technische moeilijkheden om een dergelijk kiein object met

het vriesmicrotoom fe snijden, is het gelukt om van een serie tumertjes brutk=
bare preparaten™ te maken. De drooggevroren coupes werden verkregen volgens
de in de vorige poragrafen beschreven techniek en waren nooit geheel vlek
maar vri] sterk gegelfd. Technisch is het nog niet mogelilk gebleken deze vi-
terstfragiele coupes tijdens het monteren volledig te strekken. Daarmede ver=-
viel ook de mogelijkheid om de verkregen indrukken quantitatief te verifigren
door metingen oan coupes van fumoren met bijvoorbeeld verschillende diame~
ter. Wel was echter duidelijk dat ook bij de zandkorrel « grote tumoren reeds
heterogeniteitenin hetvasculaire patroon aanwezig waren (fig. 33) en hoogst-
waarschijnlijk was de critische afstond op een aantal plaatsen overschreden.
MNecrose werd echter niet gevonden. Dit lactste steunt de eerder gencemde
hypothese (blz. 86) dataan het ontstaan van necrese en van anoxische gebie-
den in tumorweefsel verschillende mechanismen ten grondslag liggen, die ech-
ter beide afhankelijk zijn van de bloedvoorziening. Necrose zou ontstaan door
het ontbreken van extravasculaire stroming, anoxie door een wanverhouding
tussen het zuurstofverbruik van de cellen en de distributie van zuurstof welke
laatste weer ofhenkelijk is van de intercapillaire ofstanden.
Volgens de zojuist beschreven eriteria is het dus aannemelijk dat ook in deze
minuscule tumorties de voorwaarden voor het ontstaan van anoxische gebieden
reeds aanwezig zijn. Dit is geheel in overeenstemming met de waargenomen
hoge stralingsresistentie van deze tumoren.

* ok ok k%

*H. Galjoerd en J. Buys {Medisch-Biologisch Laboraterium, RVO = TNO) vervaardigden deze
coupes.,

87



HOOFDSTUK Vi

INTERPRETATIE VAN EXPERIMENTEEL
VERKREGEN GEGEVENS EN HET
BELANG DAARVAN VOOR DE
KLINISCHE RADIOTHERAPIE

Het begrip "stralingsgevoeligheid”

De uitdrukking ‘strolingsgevoeligheid' werdinde vorige hoofdstukken vele
malen gebruiki en dit noopt tot een nadere bespreking van de verschillende
aspecten van dit begrip. Aan de hand van deze bespreking weordt in dit hoofd-
stuk getraecht mef behulp van de experimenteel verkregen gegevens, aangevuld
metenkele hypothesen, een interpretatie te geven van de klinische ervaringen
betreffende stralingsgevoeligheid of stralingsresistentie van een weefsel. In
zijn algemeenheid duidt het begrip gevoeligheid von een weefsel of van een
organisme op de beinvloeding van 4én of meerdere functies daarvan nu de
toediening van een stimulus. Eén van de klinisch gevaarlijkste - en daarem
belangrijkste ~ functies van maligne tumorweefsel is de progressieve groei.
Aan deze progressieve groei ligt een celdelings proces ten grondslag dat zich
aan de normale regulatie mechanismen van het tichaam heeft ontrokken.

Het is dus volkomen juist om het in het laatste decennium geintroduceerde
begrip 'sterilisatie door bestraling' als criterium te henteren voor stralingsscha-
de aan tumorcellen en biochemische, histologische of volumetrische criteria
slechts dan te accepteren indien deze informatie kunnen verschaffen over de
quantitatieve aspecten van het sterilisatieproces van de tumorcellen.

Celoverleving

Wenneer een tumor nc een 'curatieve' stralingsdesis téch nc verloop van
tijd een recidief toont, betekent dit, dat één of meerdere maligne cellen de
bestraling hebben overleefd en dat de stralingsdosis hoger had dienen te zijn
om een definitieve vernietiging van clle tumorcelien te bereiken. Het spreekt
vanzelf daf, om de grootte van deze desis te kunnen voorspellen, een aantat
gegevens beschikbaar dienen te zijn over de dosis-effect relatie fussen Rént-
gendosis en het aantal daardoor gesteriliseerde tumorcellen. Met andere woor-
den: van een te behandelen tumor zou - alvorens de therapie te beginnen -
zowel de celoverlevingsecurve van de tumorcellen bekend moeten zijn als een
aantfal andere parameters (zoals de verdeling van de zuurstofconcentratie) die
van invloed kunnen zijn op de dosis-effect relatie.

Ditonderzoek had tot doel de factoren te analyseren die de genezingskans
van een solide maligne tumor na éénmalige bestraling befnvloeden. Daarom
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werd een experimenteel model gezocht waarmede zowel de celoverlevingscur-
ve als de ‘curatieve' dosis~effect relatie te bepalen waos. Een transplanteer—
baar rhabdomyosarcoom van de rat, dat volgens klinische maatstaven als stra=
lingsresistent werd beschouwd, voldeed aan de eisen die aan een dergelijk fu-
morsysteem werden gesteld. Van dit rhabdomyosarcoom werden eerst met be-
hulp van quantitatieve fransplantatie de celoverlevingscurven na bestraling
bepaald onder verschillende condities van oxygenatie. Naderhand bleek de
genezingskans van deze tumor na éénmalige bestraling inderdaad in overeen-
stemming te zijn met de verwachtingen op grond van de eerder gencemde cel~
overlevingsecurven.

Uit een groot aantal tumerceltitraties, die voor deze experimenten werden
verricht, bleek dat de gemiddelde gevoeligheid van de proefdieren voor het
tumercelinoculum engeveer 30 cellen bedroeg en dat deze waarde niet signi-
ficantwas te betnvloeden door een aantal medificaties van de immunologische
relatie tussen tumer en gastheer. Of een overeenkomstige tumercel-gastheer
relatie ook bij menselijke tumoren acanwezigis, blijfteen open vraag die ten-
gevelge van het ontbreken van de juiste onderzoekmethoden de eerste jaren
nog wel onopgelost zal biijven. Het zij voldoende op te merken dat de cel-
overlevingscurve na experimentele curatieve bestraling, zoals weergegeven
in fig. 29, niet essentieel zal worden beinviced indien b.v. een factor 10
minder cellen in de tumor zou overlevendon werd afgeleid uit de tumorcelti-
traties. Dit rechtvaardigt dus een vergelijking van de uit ons model verkregen
informatie mef de klinische ervaringen.

Uit onze resultaten blijkt det de D37 waarde van het rhabdomyosarcoom

BA1112voor bestraling onder anoxische condities ongeveer 380 rads bedraagt,
onder goed geoxygeneerde condities ongeveer 120 rads. Deze getallen zijn
goed vergelijkboar met de door Whitmore en Till (117) verzamelde gegevens
over in de literatuur opgegeven D37 woorden van een groot aantal sterk it~
eenlopende celtypen.
Gemiddeld bedroagt hiervan nl. de D37 waoarde voor bestraling in lucht on-
geveer 130 rads. Opvallend is ook de grote overeenkomst met de 'anoxische’
D37 waarde van ongeveer 380 R die vooreenmuize-leucaemie werd gevonden
door Hewitt en Wilson (40). Doar tumoren van het laatst gencemde type in de
klinische praktijk algemeen bekendstaan als zeer stralingsgevoelig is het on-
waarschijnlijk dot verschillen in klinische stralingsgevoeligheid te verklaren
zullen zij{n uit verschillen in D37 waarde. Dit maakt het noodzakelijk andere
parameters in beschouwing te nemen, zoals het aantal anoxische cellen in de
tumoren en het extrapoiatiegetal N.

Invioed van anoxie

Het hoge percentage anexische cellendeat in het rhabdomyosarcoom BA 1112
werd cangetoond kan verantwoordelijk worden gesteld voor het feit dat een
dosis van meer dan 3000 rads .nodig was om de helft van de tumoren te gene-
zen (fig. 29). Dit is volledig in overeenstemming met de theoretische voor-
spelling dat de zuurstofveorziening van het tumorweefsel van veel meer be-
tekenisisvoor de genezingskans van{een) tumordanzijnvolume, c.q. het aan-
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tal te vernietigen tumorcellen (40, 58). Algemeen wordt aangenomen dat ge-
zonde weefsels géén of althans weinig anoxische cellen bevatten, zodat deze
weefsels daardoor stralingsgevoeliger zouden zijn dan tumoren, waarin immers
een zeker gedeelte van de tumercelpopulatie door anoxie wordt beschermd!

Om deze ongunstige verhouding van het gezonde weefsel ten opzichte van
het tumorweefsel fe verminderen zijn de loatste jaren een cantal technieken
ontworpen, waarvan sommige reeds worden toegepast zoals het gebruik van
stralingsbeschermende stoffen, radiosensitizers en zuurstof onder overdruk en
het gebruik van straling met eenhoge L.E.T. (11). Een originele benadering
van het probleem van de anoxische celpopulatie werd onlangs door enkele En-
gelse laboratoria geintreduceerd. Menwil met behulp van een enciroob levend
micro-organisme (Clostridium butyricum) de anoxische celpopulatie vernieti-
gen, zodat de overblijvende cellen maximaal stralingsgeveoelig zijn! {Lajtha,
persoonlijke mededeling).

Gezonde weefsels

Alvorens over fe gaan op een bespreking van de verschillende aspecten van
de gefractioneerde radiotherapie dient nog een opmerking gemackt te worden
omirent de sterk éénzijdige informatie welke de celoverlevingscurve (met als
parameters Dg7 en extropolatiegetcl N) geeft over de stralingsgevoeligheid
van een weefsel,

De celoverlevingscurve heeft nameliik slechts betrekking op de sterilisa-
tie van cellen. Dit proces behoeft echier niet gepaard te gaan met beschadi-
gingven andere functies van de cellen van het weefsel. Er zijn in het lichaem
diverse weefsels die voor een goede functie vrijwel geheel onafhankelijk zijn
von de celproliferatie,

Dit zijn bi] de volwassen mens bijvoorbeeld de porenchymeellen van de
lever, zenuwcellen en spiercellen. Quantitatieve experimentele gegevens over
de siralingsbeschadiging van deze weefsels op basis van celoverleving ontbre-
ken nog en volgens de radiologische ervaringen wordt de functie van deze
weefsels niet direct merkboar betnviced door bestraling, als de dosis niet te
hoog is. Het is echter niet onmogelijk dat - vooral de late - stralingseffecten
in sommige van deze weefsels geweten moeten worden can sterilisatie van an-
dere cellen dan de parenchymeellen, waarbijin de eerste pleats gedacht moet
worden aan het biloedvatendotheel. Wanneer men zou veronderstellen dat de
endotheelcelien can eenregelmatig proces van vervanging - en dus celdeling -
zouden deelnemen, betekent dit da? na verloop von fijd endotheel~defecten
zouden kunnen onfstaan tengevolge van mislukte celdelingen,

Het is algemeen bekend dat de late stralenbeschadiging o.a. gekenmerkt
is door degeneratieve veranderingen van de bloedvaten,

Invioed van fractionering

Tot zover betrof de bespreking van de verschillende factorer die de stra-
lingsgevoeligheid van een weefsel bepclen slechis de sterilisotie van cellen
na éénmelige bestraling. Wanneer echter -zocls gebruikelijk is in de kliniek -
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de bestraling niet in één keer, maar daarentegen gefractioneerd wordt toege-
diend, worden nog andere factoren van belang en wel in de eerste plaats de
vorm von de 'schouder' van de celoverlevingscurve, veelal uitgedrukt als het
‘extrapolatiegetal’ M.

'Elkind type' herstel

Door Elkind werd aangetoond dat indien een stralingsdosis in 2 of meer frac-
ties word! gegeven, het effect - vitgedrukt als het percentage overlevende
cellen - minder is dan wanneer de totcle dosis ineens wordt toegediend (33).
Dit betekent dus dat in de overlevende cellen op de één of andere wijze een
gedeelte van de sublethale stralingsschade werd hersteld in de periode fussen
de twee bestralingen. Indien deze periode lang genoegis (onder weefsetkweek-
condities meestal 4 tot 12 uur), blijkt de celoverlevingscurve als het ware weer
met een initieele schouder te beginnen. Bi| gefractioneerde radiotherapie zou
de vormvan de resulterende celoverlevingscurve don bepaald worden deor een
repeferende reeks schouders waardoor een belangrijke vermindering van het
stralingseffect ontstaat (fig. 34). Noarmate de celoverlevingscurve van een

Overlevende fractie
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Figuur 34 THEOQRETISCHE OVERLEVINGSCURVEN VOOR ANOXISCHE
TUMORCELLEN.
Indicn de dosis in fracties van 200 rads wordt toegediend zullen
aanzienlijk meer cellen overleven (naar Hewitt 56).

tumor een grotere schouder heeft (en dus een hoger extrapolatiegetal) zal dit
Elkind type herstel belangrijker zijn en zal de tumor resistenter blitken tegen
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gefractioneerde radiotherapie. Het lijkt aonnemelijk dat de combinatie van
hethoge extrapolatiegetal en het betrekkelijk hoge percentage anoxische cel-
fen van het rhobdomyosarcoom BA 1112 grotendeels verantwoordelijk is voor
de minimale therapeutische resultaten welke werden verkregen toen de tumor
aan een gefractioneerde bestraling werd onderworpen.

Het is te verwachten dat ook in de kliniek de stralingsresistentie van tu-
moren vack door de zojuist beschreven factoren zal worden bepacld.

Uit bovengenoemde overwegingen zou men de indruk kunnen krijgen dat -
ter vermijding van het Elkind type herstel van de tumorcellen = voor het ste-
rifiseren van een tumor een éénmalige dosis Rontgenstralen de voorkeur ver-
dient boven een gefractioneerde therapie. Het dient echter niet uit het cog
verloren te worden dat het Elkind type herstel zeker niet de enige factor is die
de gehele reactie van weefsels op gefractioneerde bestraling bepoalt! Ook de
snelheid van afvoer van dode cellen en de regeneratiesnelheid van het weef-
sel kunnen geacht worden een belangrifke invioed te hebben op het klinische
gedrag ven een tumor op bestraling. Hoewel over laatstgenoemde mechanis-
men vrijwel geen quantitatieve gegevens beschikbaar zijn, moet het toch wel
waarschijnlijk worden geachtdatde in de kliniek onfwikkelde fractionerings-
methoden door dit soort factoren mede worden bepaald.

De sinds de eeuwwisseling opgebouwde klinische ervaring mockt gebruik
van verschillenin reactie tussen maligne tumoren en gezonde weefsels op be-
straling. Dit verschil komt in het bijzender bij gefractioneerde bestraling fot
viting. Er bestcat nog steeds geen éénsluidende verklaring voor deze klinische
ervaring enwaarschijnlijk heeft de klinicus grotendeels op gevoel en ervering
juistdie behandelingsschema's geselecieerd, die resulteerden in de beste com-
binatie van een aantal nader te bespreken factoren.

Repopulatie

Gedurende een klinische bestralingskuur, die meestcl enige weken dyurt,
zullen zonder twijfel veranderingen plaatsvinden in de samenstelling van zo~
wel de bestraalde tumoren als normale celpopulaties. Als theoretisch model
vande reactie van gezond weefsel op gefractioneerde bestraling wordt meest-
al de huid genomen en hoewel de voorstelling van de - nader te beschrijven -
gang van zaken nog steeds op zuiver hypothetische gronden berust, kan een
bespreking hiervan toch niet achterwege blijven.

Het theoretische model gaat uit van de volgende gedachtengang: stel dat
per dosis straling de levende celpopulatie van de huid juist tot de helft is ge-
reduceerd, dan zal dit aantal weer volledig zijn cangevuld nadat alle overle-
vende cellenzich éénmaal hebben gedeeld. Indien dit proces van repopulatie
voltooid is véér de volgende stralingsdosis wordt toegediend, zal dit proces
zich eindeloos kunnen herhalen zonder dot de huid daarvan blijvende schade
ondervindf. Dit zou bijvoorbeeld de verklaring kunnen vormen voor de klini-
sche ervaring, dat bij bewegingstherapie waarbijde huid per oppervlakte~een-
heid een zeer geringe 'dagdosis' ontvangt, deze inderdaad vack nauwelijks
beschadigd wordt. Als steun voor deze hypothese wordt vack aangevoerd dat
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gezonde weefsels door hunintensievere celdelingsactiviteitde opgelopen scha-
de sneller zullen kunnen repareren dan de tumoren (34).

Voor de fumor zouden andere processén van meer belang zijn. Een tumor
heeft zich per definitie aan de regulatie-mechanismen van de celdeling ont-
trokken en veak wordt aangenomen dat de gemiddelde delingsfrequentie in
menselijke tumoren geringer is dan die van sommige gezonde weefsels waaron-
der beenmerg en huid (34}). Repopulatie gedurende gefractioneerde radiothe-
rapie kan dus een ondergeschikte rol spelen ten opzichte van andere, nader te
bespreken, factoren. '

Wanneer een tumor de eerste stralingsdoses heeft ontvangen zal daardoor
een belangrijk gedeelte van de goed-geoxygeneerde cellen zijn gesteriliseerd
ende meeste van deze cellen zullen definitief te gronde gaan tijdens de eerste
(mislukte) celdelingen. De resten van deze cellen zullen, behalve door de
lymphbkanen, worden afgevoerd viade extravasculaire viceistofstroom, gedeel-
telitk misschien door phagocytosis. Alc resultaat hiervan zal de tumermassa in
regressie gaan, wacrdoor de anatomische en physiclogische verhoudingen in
het tumorweefsel zich zullen kunnen wijzigen.

‘Verbeterde oxygenatie

Vooral de lcatste joren is steeds meer de aandocht van de radiobiologen
gericht op de besiudering van dit soort mechenismen, daar men een verklaring
zocht voor het feit det het therapeutisch effect van gefractioneerde bestra-
ling op tumoren in de kliniek effectiever was dan men in eerste instentie zou
verwachten op grond van de eerder beschreven combinctie vananoxieen
Elking type herstel.

Verondersteld wordt dat ten gevolge van regressieve processen in het fumor-
weefsel na bestraling de zuurstofvoorziening van de resterende fumorcellen
geleidelijk zou verbeteren. Als steun voor deze hypothese zijn enkele aan~
wijzingen gevonden (11). Door deze - in humane tumoren nog niet voldoende
‘bewezen - verbeterde zuurstofveorziening van de maligne ceilen tijdens ge-
fractioneerde radiothercpie, zou een tumor dus fijdens de behandeling tang-
zamerhand siralingsgevoeliger kunnen worden.

De stralingsgevoeligheid van een tumor voor gefractioneerde bestraling zal
dus - indien de zojuist geschetste mechanismen inderdaad een rol spelen ~ niet
alleen afhankelijk zijn van de vorm van de celoverlevingscurve van deze tu~
mor, maar ook van andere factoren, waaronder de groeisnelheid van de tumor.
Ock klinische gegevens wijzen in deze richting (15).

Optimale fractionering; verdere ontwikkeling van het
onderzoek
De radiobicloog, die de klinicuswil bijstaon in zijn pogingen om de radio-

therapeutische resultaten te verbeteren, beschikt thans nog niet over voldoende
informatie. Wat betreft de tumoren is het van belang te weten of de celover-
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levingscurven van menselijke tumoren enderling essentigle verschillen zullen
vertonen, specical in de vorm van de schouder.

Verfijning van de bestaande weefselkweektechniekenzal waarschijnlitk in de
nabije toekomst een bepaling van overlevingscurven van direct uit menselijke
tumoren geisoleerde cellen mogelitk maken.

Tevens verdient de vascularisatie - en dus oxygenatie - van turioren de
volle aandacht; informatie hierover zal het beste verkregen kunnen worden
door een gecombineerd physiologisch-morphologisch onderzoek, gebruikma-
kende van polarografische metingen met behulp van een zuurstof-electrode
waarvan de positie naderhand morphologisch weordt geverifieerd.

Metbehulp van zuurstefmetingeninvivo zou aldus een indruk kunnen wor-
denverkregen over een verbeteringvande oxygenctie van tumoren in het ver-
loop van een bestralingskuur.

Daarncast zal een uitgebreide studie over de delingssnelheid van de tumor-
cellen, b.v. met behulp van rodio-isotopen, inlichtingen kunnen verschaffen
over het te verwachten regressie- of regeneratiepatroon van een tumor na be-
straling. :

Wanneer tenacnzien van al deze factoren voor elke tumor voldoende ge=-
gevens zijn verzameld, is het waarschijnlijk mogelijk geworden om aan te ge-
ven hoe groot de minimale tumordosis per fractie dient te zijn in relatie tot
het optimale tijdsinterval tussen de fracties. Men dient echter niet uit het cog
te verliezen dat dan nog slechts vitsluitend op de reactie van de tumor op be-
straiingis geleten die van de gezonde weefselsbuiten beschouwingis gelaten:
Naar aanleiding van hetin dit hoofdstuk besprokene zou van de ‘eritische' ge~
zonde weefsels tenminste onderzocht dienen te worden of de voor sterilisctie
gevoelige cellen in deze weefsels zich voldoende qualitatief en quantitatief
kunnen herstellen tussen de - voor de tumorgenezing optimale ~ fracties.

Voor de bestudering van celoverleving in de menselitke epidermis is on-
langs een originete klinisch bruikbare methode aangegeven (23). Voor de ove-
rige weefsels, waaronder hetbloedvatendotheel, dienende onderzoekmethoden
nog te worden ontwikkeld.

Zoals uit de leatste poragrafen duidelijk bleek resteren er -ondarks de
vooruitgang in de analyse van de verschiilende in dit proefschrift besproken
factoren - nog vele onbekende variabelen, welke zich in het bijzonder doen
gelden bij gefractioneerde radiotherapie. In de toekomst zal het de taak zijn
van zowel klinici als rodiobiologen om gezamenlijk af deze factoren te bestu-
deren zodat de klinicus het optimale behandelingsschema en het maximaal be-
reikbare therapeutische effect op een meer exacte wijze kan voorspelien dan
thans mogelifk is.

% Kk R ok ok
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SAMENVATTING

Dit proefschrift betreft onderzoekingen die werden verricht om fot een
analyse te komen van de factoren die van invlced kunnen zijn op de gene~
zingskans van een radioresistente tumor na bestraling.

[  Genezing van eenkwaodaardige tumor door bestraling kenslechts  worden
verkregen door sterilisatie van de maligne cellen en daarom werd bij dit on-
derzoek veel cendacht besteed aan de bepaling van de dosis-effect relatie
tussen R¥ntgendosis en percentage niet gesteriliseerde - en dus overlevende -
cellen. Voor de bepaling van de celoverlevingscurven werd enerzijds gebruik
gemaakt van een systeem van celtitraties, anderzijds van een opstelling wear-
bi] de 'genezing' van de tumor als criterium werd gebruikt. De bedoeling van
het onderzoek was om deze informatie te verkrijgen voor een solide tumor, bij
voorkeurvan het stralingsresistente type, omdet f.a.v. zulke tumoren betrouw-
bare gegevens in de literatuur ontbraken.

[l Uit een overzicht van de literatuur bieek, dat indien dit scart bialogische
festsystemen - die dus gebruik moken van celtitrafies = niet geheel vrii zijn
van iriterfererende immuunreacties, de verkregen resultaten uitermate verwar=
rend kunnen zijn en een juiste interpretatie daarvan dikwijls onmogeiijk is.

HI  Nazorgvuldigeselectie vande beschikbare transplanteerbare tumeoren bleek
slechts het rhabdomyosarcoom BA 1112, dat isoloog is met de W.A.G./Rij rat-
tenstem, aen de hoogste eisen te kunnen voldoen en deze tumor werd daarom
voor dit enderzoek gebruikt. Volgens klinische criteric kon deze tumor als
stralingsresistent worden beschouwd.

Teneinde de stralingsgeveeligheid ven de maligne cellen ven deze tumer
nauwkeurig te kunnen bepalen, werd eerst een methode ontwikkeld om deze
cellen onbeschadigd uit het fumorweefsel te isoleren. Hiertoe werd gebruik
gemaakt van een gecombineerde mechanische en enzymatische methode; de
levende tumorcellenwerden door middel van het enzym frypsine in een speci~
aal roerappdreat gedispergeerd. Met de aldus verkregen cellen werden - al
dan niet in combinatie metbestralingsexperimenten - tumorceltifraties verricht.
Deartoe werden proefdieren dieals gastheer dienden onderhuids op de kop in-

gespoten met bepaalde aantallen cellen en het percentage dieren, dat binnen
een termijn van 100 degen ter plaatse van de injectie een tumor vertoonde,
werd gebruikt voor de berekening van de ED5p; dat is dig celdosis, welke na
inoculatie zal resulteren in 50% dieren met tumor. De contréle {onbestraalde)
ED5p varieerde enigszins gedurende de periode van ongeveer 2 jaar waarcver
de experimenten zich uitstrekten (11 tot 80 cellen). De ED50 van bestraclde
cellen werd mede bepaald door de Réntgendosis en kon oplopen tof meer dan
100.000 cellen.

IV De 'anoxische' celoverlevingscurve werd bepeaald door bestraling van de
tumor in hef dode dier met doses van 480 tot 3840 rads.
Een D37 waarde van ongeveer 380 rads werd gevonden en een extrapclatie-
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getal van omstreeks 10. Deze D37 wearde is van dezelfde orde van grootte als
die welke door anderen voor een muize-leucaemie was bepaaid. Deze bevin~
ding suggereert dat de celoverlevingscurven van stralingsresistente en stra=
lingsgevoelige tumoren overeenkomstige Dy7 waarden zullen bezitten. Het ex-
trapolatie getal N & 10van de celoverlevingscurve van hetrhabdomyosarcoom
is echter waarschijnlijk wel hoger dan dat van de diverse muize=leucaemietn.
Door tumorcellen in suspensie te besiralen onder doorleiding van lucht werd
de 'goed-geoxygeneerde' celoverlevingscurve bepaald. Uit de aldus verkregen
gegevens werd de zuurstof—versterkingsfactor berekend, deze bleek 3 te bedra~
gen. Deze waarde is voor allerlei andere bislogische systemen eveneens ge-
vonden. Deor bestraling met doses van 480 tot 3840 rads van tumoren met een
gemiddeld gewicht van 0,4 gram (2 x 108 cellen) in het levende, niet genar-
cotiseerde dier, werd de in _vive curve bepaald. Uit de drie curven, te weten
de 'anoxische', de 'goed geoxygeneerde' en de in vive curve, kon worden af~-
geleid dat deze kleine tumoren reeds 15% anoxische ceilen bevatten.

V  De opvatting det de stralingsresistentie van een dergelijke tumor hierdcor
in belangrijke mate zal worden beinvioed werd gesteund door de resultaten
van een serie 'curatieve' experimenten.

Deze proeven werden verricht om na te gaen of de resultaten, verkregen
met behulp van tumorceltitraties, aanwijzingen zouden kunnen geven over de
genezingskans van de tumor na éénmalige bestraling. Daartee werd een grote
serie experimenten verricht woarin de tumor locaal werd bestraald met hoge
doses, die varieerden van 1920 tot 6720 rads.

De Rénfgendosis welke in 50% van de proefdieren de fumor deed genezen
{T C D 50} bedroeg 5460 rads veer de grote groep van tumoren met een diame=
tervan4 t/m 15 mm (gemiddelde diameter 8,2 mm)} en 5208 rads voor zandkorrel-
grote tumoren. In een contrdle serie werd door middel van tumorceltitraties de
EDj50 bepaald; deze bedroeg 51 cellen. Het aantal cellen in tumoren van 6,9
mmwerd geschatop 25x 106, dat van de zandkorrel-grote tumoren op 3 x 106,
Met behulp ven deze gegevens was het mogelijkde overlevende fractie van de
tumorcellen na bestraling te berekenen; deze bedroeg respectievelijk 2x 1076
en1,7x1073, Het bleek mogelitk voor andere Réntgendoses (en dus genezings-
percentages) de bijbehorende overlevende fracties te berekenen. De resultaten
bleken inderdaad in overeenstemming te zijn met wat verwacht mocht worden
op grond van extrapolatie van de eerder genoemde 'in vivo' celoverlevings-
curve.

De conclusie lijkt dus gerechtvaardigd dat de genezingskans van solide tu-
moren na éénmalige bestraling voorspeld kan worden vit gegevens, verkregen
met quantitatieve transplantatietechnieken. Opmerkelijk wos dat waarschijn-
litk het gehalte anoxische cellen in de minuscule zandkorrel ~ grote tumeren
in dezelfde orde van grootte ligt als dat van de grotere bestraalde tumoren,

De belangritke inviced welke dit percentoge anoxische cellen blijkt te
hebben op de stralingsgevoeligheid van de tumor als geheel, leidde fot nader
onderzoek naar de oorzack van deze anoxie. Daar de zuyurstofconsumptie van
de tumorcellen van het rhabdomyosarcoom weinig bleek te verschillen van de
waarden die opgegeven zijn voor andere tumoren, diende de ocorzaak von de
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aanwezigheid van cnoxische gebieden in het tumorweefsel gezocht te worden
in de vascularisatie van de tumor.

Uit de Iiteratuur bleek reeds dat de vascularisatie van tumeren op vele ma=
nieren abnormacl en insufficient kan zijn en daf het te verwachten is dot op
0,1 & 0,2 mm afstend van een capillair de zuurstofspanning tot 0 is gedaald.
Deze geringe afstand meckte het noodzakelijk de circulateire verhoudingen
in het fumorweefsel op microscopische schaal te bestuderen en daartoe dien-
de eerst een nieuwe techniek te worden ontwikkeld. De beste oplossing hier~
voor werd gevonden door gebrutk te maken van fluorescerende kleurstoffen die
intraveneus of intraperitonecal in het levende dier kunnen worden ingespoten,
waarna zij zich via de bloedstroom over de weefsels verdelen. Doordat fluo-
rescerende kleurstoffen in zeer geringe concentraties kunnen worden oange-
toond is het mogelijk na toepassing van speciale histologische rechnieken {w.o.
vriesdrogen) een indruk te verkrijgen over de bloedcirculatie in de capillairen
van de tumor. Doarbij kunnen eok necretische gebieden reeds in het levende
dier gekleurd worden met fluorochromen.

Het bleek dat er aanzienlijke heterogeniteiten in het bloedvatpatroon van
het rhabdomyosarcoom aanwezig waren, alsmede centraal gelegen necrotische
gebieden. De afstand van de capillairen fof de grens van de necrotische ge-~
bieden bedroeg ongeveer 100 w tot 125 4. Qok de zandkorrel - grote tumeren
toonden duidelijke hefterogeniteiten in het capillairnet, overigens zonder dat
reeds necrose in het weefsel was can e tonen. Deze bevindingen steunen de
veronderstelling dat inderdaad een belangrijk gedeelte van de tumorceilen
cnoxisch is, in overeenstemming dus met de conclusies verkregen via de cel-
overlevingscurven, Tevens werden met deze speciale microscopische techniek
configuraties gevonden die werden toegeschreven aan de extravesculaire siro-
ming en de hypothese werd geponeerd dat de anoxische, magcr toch levende
tumoreellen, slechts denkzi] deze extravasculaire siroming hun metabolisme
in stand kunnen houden.

De verschillende varichelen die kunnen optreden bij gefractioneerde be-
streling en de rol hiervan ten aanzien van de differentiegle stralingsgevoe-
ligheid tussen tumor en gezohde weefsels vormden het volgende punt van be-
spreking. Dit betrof o.a. het intracelluleire herstel, regeneratie von celpopu-
laties en veranderingen In de vascularisatie en oxygenatie van tumoren.

Ten aanzien van de stralingsgevoeligheid van niet-prolifererende gezonde
organen werd de suggestie gedaoan dat bepaalde weefsels zoals het bloedvat-
endotheel in deze organen w2l aen vernieuwing ~ endus proliferatie - onder~
hevig zijn en dat dientengevalge de stralingsgevoeligheid ven bloedvat-
endotheelcellen bepalend zou kunnen zijn voor de late stralingsschade die in
deze organen cptreedt.

Tenslotte werd besproken welke facteren nog onderzocht dienen te worden
voordat acn de radioloog een op radiobiclogische gegevens gebaseerd behan-
delingsschema kan worden voorgesteld.
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SUMMARY

This thests deals with investigafions concerning the cnalysis of factors
influencing the cure rate of a radioresistant tumour after irradiation,
A malignant fumour can only be cured by irradiation after sterilization of the
malignant cells; much attention was therefore paid to thedetermination of the
dose~effect relation, i.e. the relationship between the X-ray dose and the
fraction of cells surviving the treatment. The cell survival curves were deter-
mined by Hewitt's assay as well as by experiments in which the cure rate of
the tumour was the criferium. The main purpose of these investigations was to
obtain this kind of infermation from a solid tumour, preferable a radioresistant
one, because no reliable pubiished data concerning experiments with that type
of tumour were available.
A surveyof the literature showed that this kind of biclogical assay - employing
tumour cell titrations - can give rather confusing results if immunological
factors play @ rele and this can make their interpretation rather difficult.
After careful selection of various available tronsplantable tumours a rhab~
domyosarcoma (the BA 1112, isologous in the WAG /Rij strain of rats) met the
requirements and was used for these invesiigafions. According fo clinical
criteria this tumour could be assumed to be radioresistant. To be able to deter~
mine Tts radiosensitivity, o methed, permitting the isolation of the malignant
cells from the solid tumour tissue had first to be devised. To this end o com-
bined mechanical and enzymatic technigque was employed in which the living
tumeur cells were dispersed by trypsinization in a special mixer. The isolated
cells were used for tumour cell tfitrations, also aofter prior irradiation of the
intaet tumour or of the cell suspensions. The host animalswere inoculated sub-
cutaneously on the head with graded numbers of cells and the percentage of
animals showing o tumour at the site of inoculation within 100 days was used
for the calculation of the EDsp i.e. the number of inoculated cells resulting
in 50% tumour 'takes',
The {unirradiated) control EDg) value showed some seasonal variations between
11 and 80 cells, the mean value was in the order of 30 cells.
The ED5p of the irradiated cellsobviously dependedon the X-ray dose receiv-
ed and approached values of 100,000 cells or more.
The 'anoxic' curvewas cbtoined by irradiation of the tumour cells in the decd
animal with doses from 480 to 3840 rads. The D37 value (the usual paremeter
for the slope of the cell survival curve) was found to be about 380 rads. The
extrapolation number (indicating the intercept of the extrapolated cell survival
curve with the ordinate} was approximately 10. These figures, when compared
with results obtained by others with a murine levkoemia, suggest that the D37
value of the survival curves for cells from radicsensitive and radioresistant fu-
mours are similar, although there seem to be differences in the extropolation
numbers.
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The 'well oxygenated' curve was obtained by irradiation of aerated tumour

cell suspensions. An oxygen enhancement ratio of 3 was found which is in the
range of the valuesusually obtained for biolegical systems. By delivering doses
between 480 en 3840 rads _to small tumours with an average weight of 0.4 g
{containing approx. 2 x 108 cells) in the living, non-anaesthetized animals,
the cell survival curve of the in vivo tumour was estimated. From the shape
of the various curves it was deduced that 15% of the cells of these small tu~
mours had probably been in an anoxic state at the time of irradiatien.
The assumption that such a proportion of anoxic cells has a considerable in~-
fluence on the radiosensitivity of tumours was further supported by the results
of aserles 'cure rafe' experiments. These experiments were performed to ver-
ify whether the results, obtained by tumour cell titrations would agree with the
tumour cure rate after irradiation. To this purpose a large series of experiments
was performed in which the tumour was irradiated locally with high doses of
A-rays, ranging from 1920 to 6720 rads. The X-ray dose resulting in 50%
'cures' was 5460 rads, for o group of tumours with @ mean diameter of 6.9 mm
and 5208 rads for a group of ‘'sand-grain' sized tumours. |n separate experi-
ments the EDgq was determined by tumour cell titrations. The average number
of cells in the first group of tumourswas about 25 x 106 cells, the 'sand-grain'
sized tumours contained approximately 3 x 106 cells. Using these data, the
velues of the surviving fractions after irradiation could be caleulated to be
2 %1076 and 1.7 x 10-5 respectively. The conclusion seems justified that the
cure rate of selid fumours after a single dosis of X~rays can indeed be predicied
by data, obtained from cell fitrations of irradiated tumours. |t was noteworthy
that the proportion of anoxic cells in the tiny ‘sand-grein' sized tumours was
apparently of the same mognitude as that in tumours of a tenfold larger size.

Since the oxygen consumption of the tumour cells of the rhabdomyosarcoma
proved to be in the same range as the values published for various other tu-
mours, the reason for the presence of anoxic areas in the tumour tissue should
be sought in the vescularization of the tumour. Published datashow that the
vascularization of tumours is likely fo be abnormal and insufficient in many
different ways and that o zero oxygen tension may be expected at a distance
of 0.1 to 0.2 mm from the capillaries.

The microscopical study of the vascular relations in the tumour tissue required
a refined technique which had to be developed. Application of fluorescent
dyes was most suited to this purpose; they were injected either intraperito-
neclly or intravenously in the living animals and thus distributed by the blood
stream to the verious tissues. By freeze-drying and preparation of cryostat sec-
tions the fluorescent dyes could be demonstrated in very low concentrations
meking it possible to study several aspects of the microcirculation in the tu-
mour fissue. These observations revealed a considerable heterogeneity in the
vascular pattern of the rhabdemyosereoma as well as the presence of centrally
located necrotic aress. The distance from the capillaries to the border of the
necrotic areas was about 100 to 125 p. The ‘sand-grain' sized tumours alse
showed heterogeneity in the capillary network, however without any apparent

100



vi

necrosis. These findingsseem to support the idea that a proportionof the living
tumour cells can indeed exist under hypoxic conditions, due to on insufficient
vascular supply whichwould be in accordance with the conclusions drawn frem
the cell survival curves. With the fluorescent microscopic technique certain
pafterns were observed which could only be attributed to anextravascular
circulation and the ossumption was made that anoxie but nevertheless living
tumour cells, can maintain their mefabolism because of this fype of extra~-
vascular supply of nuirients and removal of catabolites.
The final point of discussion was concerned with variables which may be op-
erative during fractionated radiotherapy and the possible role they may play
in determining the difference in radiosensitivity between tumour and normal
tissues. The main factors concerned are likelyto be the intracellular repair of
radiation dumage, the rate of regeneration of the cell populction and changes
in tumour vaseularization and oxygenafion. With respect to the radiosensitivity
of normal tissues consisting of cells whichshow hardly proliferation, one should
remember that for instance certain censtituents of these tissues, e.g. the blood
vesse| endothelium, may be prone fo renewal and thus fo proliferation. Conse-
quently, the late damage of such fissues or organs may well depend upon the
radiosensifivity of these very structures.

in conclusion a survey was made of certain factors which should be ap-
proached experimentally before any treatmentschedule based on radicbiolog=~
ical data con be proposed to the radiotherapist.
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