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INLEIDING

In de vorm van een clinisch te herkennen abortus eindigen spontaan
tenminste 109% van de zwangerschappen. Slechts zelden kan in een con-
crete situatie de oorzaak van dit veel voorkomend gebeuren worden aan-
gewezen.

Sedert cnkele jaren houdt men rekening met de mogelijkheid, dat het
ontbrcken van zogenaamd immunologisch enhancement één
der oorzaken van abortus zou kunnen zijn. Het uitgangspunt hiervan
vormt de beschouwing van de zwangerschap als transplantatie-verschijn-
sel. Tot heden werden nagenoeg geen concrete onderzockingen uitgevoerd
om immunologisch enhancement en zwangerschap met elkaar in verband
te brengen.

De berichten omtrent successen op het gebied van orgaan-transplantaties,
lijken — met uitzondering van de niertransplantaties — nagenoeg weg-
geébd te zijn. De euphorie heeft plaats gemaakt voor ecn critische
evaluatie van de transplantatie-reactie. Onderzoek van het transplantatie-
model dat physiologisch voorkomt, te weten de foetus in utero, zou hierbij
van nut kunnen zijn.

Na een literatuurstudie over de meest bekende factoren die abortus zou-
den veroorzaken hebben wij ons ten doel gesteld, om met behulp van
actief en passief enhancement-modellen de werkhypothese te toetsen, dat
een gebrek aan immunologisch enhancement abortus zou kunnen ver-
oorzaken.

Voornoemde cnhancement-modellen werden bij muizen uitgevoerd.
Naast dit dier-experimenteel onderzoek werden menselijke sera op het
voorkomen van cytotoxische antilichamen onderzocht om, ook langs deze
weg, de werkhypothese te toetsen.



Deze studic beoogt een antwoord te geven op de volgende vragen:
1. Kan trofoblast enhancing antilichamen opwekken?

2. Heeft immunologisch enhancement invloed op de handhaving van
de zwangerschap?



HOOFDSTUK I

LITERATUUROVERZICHT AETIOLOGISCHE PROBLEMEN
OMTRENT SPONTANE ABORTUS RESP. PARTUS
IMMATURUS

§ 1. DEFINITIE(S) VAN ABORTUS

Een menselijke vrucht uitgestoten voor het einde van de 28e zwanger-
schapsweek, heeft mecstal geen levensvatbaarheid. HErTIG vermeldde in
1968 dat bij wijze van uitzondering cen immature foctus met cen ge-
boortegewicht van 640 gram bij 24 wk. amenorrhoe in leven bleef.

Bij besprcking van oorzakelijke factoren van abortus gaan sommigen uit
van voornoemde periode van 28 wk. (HEerTIG, 1943, 1944, 1967, 1968;
HorManN, 1969), anderen van 22 wk. amenorrhoe en/of 500 gram
(Javert, 1957; Carr, 1965), respectievelijk van 20 wk. amenorrhoe
(WorLp Heal TH ORGANISATION, 1950; Novak ¢.a.,1967) en van 16 wk.
amenorrhoe (DE Snoo, 1930; KirkeLs, 1966; HoLMER c.a., 1967). In
Nederland rckent men het uitgestoten worden van ecn vrucht nog tot
abortus, indien deze vo6r de voltooiing van de 16e zwangerschapsweek
plaats vindt. Deze grens wordt gesteld, omdat dan de aanleg van de pla-
centa is voltooid en de decidua capsularis juist contact hecft gemaakt
met de decidua vera.

Indien niet anders vermeld, sluiten wij ons aan bij de Nederlandse de-
finitics van abortus (tot 16 wk. amenorrhoe), partus immaturus (16-28
wk. amenorrhoe) en partus praematurus (28-38 wk. amenorrhoe).

§ 2. ABORTUS FREQUENTIE EN FETAL LOSS

In 8-109% van de zwangerschappen trecdt abortus spontaan op ( KIRKELs,
1966 ), niet alleen bij menscn, doch ook bij dieren zoals ratten, konijnen,
fretten, varkens, koeien c¢n merries (HerTiG, 1944). De hoogste fre-
quentie van klinisch herkenbare abortus blijkt zich te bevinden tussen de
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8e cn 12e zwangerschapsweek (Novak, 1967). In het algemeen kan
worden gesteld, dat slechts in de helft van de gevallen van zogenaamde
dreigende abortus, het embryo werkelijk bedreigd wordt c.q. reeds te
gronde is gegaan; in de helft der gevallen van vaginaal bloedverlies in
het eerste trimester van de zwangerschap berust dit op een necrose van
de decidua capsularis zonder enig gevaar voor de vrucht (HEerTIc,

1968).

Dezelfde auteur onderzocht in 1967 samen met J. Rock de inhoud van
uterus en tubae direct na extirpatie bij 211 patiénten met bewezen fer-
tiliteit. Er werden 34 ova opgespoord, 23 normale en 11 z6 abnormaal,
dat levensvatbaarheid uitgesloten moest worden geacht. In de eerste
6 ontwikkelingsdagen, dus voor de implantatie, is het verlies van zwan-
gerschapsproducten, blijkens het afwijkend zijn van 4 van 8 gevonden
gekliefde ova, het grootst. In de ontwikkelingsperiode na implantatie
tussen de 1le en 14e dag (25e-28e cyclus-dag), werden 21 ova opge-
spoord, waarvan 6 afwijkend bleken: fetal loss ruim een vierde van het
totaal.

De conclusie moet zijn dat het verlies aan zwangerschapsproducten min-
stens tusscn de helft en drie kwart ligt. Immers, indien alle morfologisch
abnormale ova alsnog kans zouden zien zich te implanteren, dan kan op
ecen verlies van de helft worden gerekend; in het tegenovergestelde geval
op een verlics van drie kwart. Er zijn geen gegevens bekend aangaande
het implanteren van morfologisch abnormale ova.

Geen rekening werd gehouden met de mogelijkheid, dat ook goede ova
door bepaalde omstandigheden, niet aan implantatie zouden kunnen
toekomen, doordat zij bijvoorbeeld in de vrije buikholte terecht komen,
respecticvelijk er een discongruentie bestaat tussen het ontwikkelings-
stadium van het ovum en de toestand waarin het uterus-slijmvlies zich
bevindt etc., waardoor laatstgenoemde perccntages nog hoger zouden
komen te liggen. Dat ecnmaal geimplanteerd een abortus slechts in 109%
der gevallen wordt opgemerkt, zou verklaard kunnen worden door aan
te nemen, dat in een aantal gevallen, uitstoting plaats vindt rondom de
te verwachten menstruatie.

In vergelijking tot abortus komt partus immaturus relatief zelden voor
(HoLMER e.a., 1967).
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§3. HET HABITUELE KARAKTER VAN ABORTUS

In tegenstelling met dc algemeen aanvaarde opvatting dat slechts dan
gesproken wordt van habituele abortus indien 3 maal achtereenvolgens
cen spontane abortus in de anamnese voorkomt, hebben wij gemeend in
deze studie ons hieromtrent te mogen conformeren aan HErTiG e.a.,
1944.

Zij stelden dat van habituele abortus sprake is, indien minstens 2 maal
achtereenvolgens een spontane abortus heeft plaats gevonden.

Marpas, 1938, bracht het algemene abortuspercentage, door hem ge-
schat op 18%, in verband met habituele abortus. Hij berekende op
statistische gronden de trefkans dat achtereenvolgens cen spon-
tane abortus zou kunnen voorkomen zonder dat van ecn zogenaamde
,,habituele factor” sprake zou zijn.

EastmaN, 1946, werkte deze gegevens nader uit, waarbij hij een ,,habi-
tuele factor” van 0,49 hanteerde zoals HErTIG c.a., in 1944, hadden
aangegeven na analyse van 1000 gevallen van spontane abortus. Uit-
gaande van voornoemde gegevens, kwam EASTMAN tot de navolgende
conclusies: ,,Na 1 maal abortus is de kans van een gunstig beloop van een
volgende graviditeit 86,89+, na 2 maal abortus 63,1% , na 3 maal abortus
16,4% en na 4 maal abortus 1,7%.”

Sreert, 1954, kwam echter op empirische gronden bij bestu-
dering van 121 patiénten met 3 of meer achtereenvolgende spontane
abortus, tot een vecl betere prognose (819 ) voor ecn volgende zwanger-
schap, dan de berekeningen van MaLras en EasTmaN deden veronder-
stellen.

PanNNEKOEK, 1967, trachtte beide gezichtspunten onder één noemer te
brengen door te stellen, dat bij specifiek aetiologische momenten betref-
fende habituele abortus, toevalsfactoren mede een rol kunnen spelen.

In de volgende paragraaf zullen wij onder andere nagaan, in hoeverre
pogingen tot behandeling, welke ,,specifiek” op de oorzaak van abortus
waren gericht, effect sorteerden. In het licht van de daaruit voortvlociende
gegevens lijkt de habituele factor die door HerTIG €e.a., 1944, op 0,49
werd gesteld, beduidend groter te zijn.



§4 AETIOLOGIE VAN SPONTANE ABORTUS

De afwezigheid of dood van het embryo blijkt bij de hellt van abortus-
producten voor te komen (HErTIG, 1968). De oorzaak hicrvan hoeft niet
noodzakelijk in de vrucht zelf te liggen doch kan eveneens, respectievelijk
mede bepaald worden door factoren afhankelijk van dec uteriene om-
geving. De klassicke scheiding in oorzaken van de kant van het ei en die
van de mocder Is, zeker in het individuele geval niet alleen aanvechtbaar,
maar bovendien weinig zinvol en doet onrecht aan dec interactie tussen

beiden (Novak, 1967).

De indeling gebaseerd op ecn scherpe scheiding tussen aanleg- cn ont-
wikkelingsstoornissen (KIrkELs, 1966) lijkt theoretisch niet geheel ver-
antwoord en biedt in het individuele geval geen uitkomst.

Thans volgen een aantal beschouwingen die de betrekkelijkheid trachten
aan tc tonen van de meeste alom erkende ,,causale” momenten voor het
ontstaan van abortus.

A. IET EI ALS OORZAAK VAN ABORTUS

1. Ontwikkelings-anomalieén

Poranp, 1968, zag bij histo-morfologisch onderzoek van 125 gevallen
van spontanc abortus 54 ontwikkelings-anomalieén (439 ). Drie kwart
der anomalieén waren in principe met het leven verenigbaar; waarom
nochtans de enc foetus wél, de andere niet te gronde gaat met dezelfde
afwijking, wordt vaak niet duidelijk. Bij vroege abortus (9 wk.) werden
63 % morfologische afwijkingen gevonden (STrRaTTFORD, 1970). Morfo-
logische veranderingen aan de placenta werden merendeels veroorzaakt
door ophouden van de foetale bloedstroom en zijn veclal geen oorzaak
van de vruchtdood (Fox, 1968; ABact e.a., 1968).

Het lijkt dus raadzaam aan morfologische gegevens niet te veel aetiolo-
gische betekenis toe te kennen voor het ontstaan van abortus.

2. Chromosomale afwijkingen

Of chromosomale afwijkingen ecn oorzakelijk moment vormen, dan wel
een gevolg zijn van het fenomeen abortus, valt tot op heden niet te zeg-
gen (LENz, 1967); temeer daar vele van de gevonden chromosomale
afwijkingen op zich wél met het leven verenigbaar zijn.
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Nadat in 1961 door PENROSE en DELHANTY als eersten een chromosomale
afwijking van een menselijk abortusproduct werd beschreven, verschenen
vanaf 1963 vooral in de Anglosaksische literatuur regelmatig nieuwe be-
richten hierover. CARR, 1965, vermeldt bij een serie van 370 abortus-
producten een positief kweekresultaat van 549 ; de 200 te beoordelen
kweken vertoonden in 229 der gevallen ecn afwijkend karyogram. De
gemiddelde zwangerschapsduur bij gevonden chromosomale aberratics
was 85,9 (= 3,21) dagen, beduidend korter dan die bij de nict afwij-
kenden, welke 106,7 (= 8,97) dagen bedroeg. Binnen het le trimester
daarcntegen, zijn chromosomale afwijkingen gelijkelijk verdeeld (CARrR,
1971). Ook bij de onderzoekingen van KirkELs, 1966 ; Bowen e.a., 1969
en Mikamo, 1970, valt deze trend waar te nemen. Dat spontanc abortus
relatief vaak samengaat met chromosomale afwijkingen valt af te leiden
uit de volgende gegevens van MikaMo:

Spontane abortus: 19 % chromosomale afwijking
Abortus provocatus: 2,8% chromosomale afwijking
Levend geborenen: 0,5% chromosomale afwijking

Ook door PERGAMENT e.a., 1969 werd verband gelegd tussen spontane
abortus en chromosomale afwijking, zij het op statistische gronden. Zij
toonden bij 2 verschillende abortus-producten ecn dubbele chromosomale
afwijking aan (2 maal trisomie), zodat, gezien de kans van véérkomen
van iedere afwijking afzonderlijk binnen de populatie waarin beide spe-
cimina voorkwamen, dit niet op louter toeval kon berusten *).

De abortus-frequentie neemt toe met de leeftijd van de moeder. De fre-
quentie-toename met de leeltijd hangt tevens samen met de toename van
chromosomaal-afwijkendc abortus-producten, doch alleen wat de trisomie
betreft (LEnz, 1967).

De tot heden bij abortusmateriaal gevonden chromosomale afwijkingen
zijn: triploidie, tetraploidie, XO-configuratie en verschillende autosomale
trisomieén, terwijl autosomale monosomieén uiterst zelden worden aan-

getroffen.

Onderzoekers op dit gebied, zover ons bekend, beperken zich tot geven
van beschrijvingen van eventuele chromosomale afwijkingen van abortus-

*) Twee niet gerclateerde evidenten komen voor met cen frequentic welk het
product is van beide afzonderlijke kansen.



producten. Het relatief vaak voorkomen van genoemde afwijkingen geeft
ons inziens niet het recht daaraan in het individuele geval zonder restric-
tie oorzakelijke betekenis toe te kennen.

3. ,,Overrijpheid” van het ei

Indien bij een cyclus-duur van 28 dagen een ovulatie, die tot bevruch-
ting leidt, 6p of vé6r de 14e cyclus-dag plaatsvindt, dan zou deze na be-
vruchting 92% kans hebben van een goede vrucht te worden. Ovulatie
néa de 14e dag geeft bij een cyclus-duur van 28 dagen slechts 50% kans
hiertoe (HErTIG, 1967). Deze nadelige bevindingen bij de zogenaamde
intrafolliculaire overrijpheid waarop ook door JoNGBLOET,
1971, de aandacht werd gevestigd, worden langs dierexperimentele weg
gesteund door proeven bij ratten door Fuco e.a., 1966 en BurcHEr e.a.,
1967, waarbij door middel van pentobarbital (Nembutal) de ovulatie
2 dagen werd uitgesteld waardoor een verhoogde abortus-frequentie op-
trad; in het laatste geval bleek tevens een verhoogde frequentie van
chromosomale afwijkingen te bestaan. In hoeverre echter het gebruikte
barbituraat hier mede debet aan zou kunnen zijn, kan in de gebruikte
procfopstelling niet beoordeeld worden.

GuErrero e.a., 1970, konden retrospectief geen verschil aantonen bij
groepen van abortus en a-terme zwangerschappen in ovulatie-moment en
inseminatie-moment, zodat volgens hen geen verband kan bestaan tussen
folliculaire c.q. tubaire overrijpheid der ova en een hogere
abortus-frequentie.

4. De vaderlijke factor

In geval van habituele abortus is het gebruikelijk een scmen-analyse in
het onderzoek naar mogelijke oorzaken te betrekken.

Joér, 1966, vond in 170 (niet nader gedefinieerde) gevallen van habi-
tuele abortus in 319 semen-afwijkingen van voornamelijk lichte aard;
in slechts 6% der gevallen uitgesproken pathologische afwijkingen: ecn
ernstige oligospermie (minder dan 5 x 108/ml) benevens een abnormaal
hoog percentage (40-909¢) afwijkende spermatozoa. Een aanduiding,
dat pathologisch sperma cen relatie kan hebben tot het véérkomen van
abortus, meende hij verder te mogen afleiden uit het feit dat bij 4 vrou-
wen in hun eerste huwelijk steeds abortus optrad terwijl zij in hun tweede
huwelijk alleen normale zwangerschappen doormaakten.
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Viczian e.a., 1969, onderzochten 2 groepen van 50 mannen in wier
huwelijk bij de ene groep habituele abortus optrad zonder dat zoge-
naamde maternele factoren konden worden opgespoord, terwijl in de
andere groep uitsluitend normale zwangerschappen voorkwamen. In
149 van de ecrste groep bleken meer dan 209 abnormale vormen in
het semen voor te komen terwijl er tevens sprake was van een volgens
hen matige sperma-count (30-60x10/ml), hetgeen wij, gezien hun cri-
teria, menen te mocten betwijfelen. Afwijkende spermatozoa zouden vol-
gens voornoemde publicatie zich in een concurrentie-strijd bevinden ten
opzichte van de normale vormen; alleen indien een toename van abnor-
male vormen gepaard gaat met ecn geringer aantal spermatozoa zou,
in uitzonderlijke gevallen, bevruchting door een afwijkende zaadcel
mogelijk zijn.

Ecn zekere conclusie dat cr ecn sperma-factor bij abortus kan voorkomen
valt uit bovenstaande niet te trekken, te meer, daar het bekend is, dat
bij zeer sterke oligospermie en bij een verhoogd aantal pathologische
vormen, normale zwangerschappen kunnen véérkomen en uitgedragen
worden (Hormann, 1969).

5. De falende progesteron-productie

In de meeste gevallen van dreigende abortus zou de productie van
oestrogenen ongestoord zijn (STOLTE e.a., 1967). Volgens dezelfde
auteurs zou het corpus luteum slechts uiterst zelden falen in zijn funktie.
Ecn eventueel progesterontekort, dat door bepaling van pregnandiol-
uitscheiding indirect kan worden aangetoond, zou dan verklaard moeten
worden door de onvoldoende stimulatie van het corpus lutcum door een
gebrekkige HCG*-productie door de trofoblast, respectievelijk door een
te kort schicten van het chorion bij de overname van de productie van
progesteron.

Het hierboven vermelde onvermogen van het choriale weefsel zou ons

inziens evenzeer ecn gevolg van abortus kunnen zijn als een oorzaak
daarvan. De gevolgtrekkingen ten aanzien van de oorzaak van abortus

* HCG = Human chononic gonadotropn.



uit lage waarden van de pregnandiol-uitscheiding dienen ons inziens in
het individuele geval met de grootste reserve te worden bezien.

B. DE MOEDER ALS OORZAAK VAN ABORTUS
Bij ons huidige inzicht betreffende oorzaken van spontane abortus, is het
slechts zelden mogelijk de moeder zelf ,,verantwoordelijk te stellen. Het
blijken soms invloeden van buiten te zijn die, via de moeder, die de
draagster van de vrucht is, de conceptus bereiken.

Deze studie beoogt geen opsomming te willen geven van alle factoren,
welke ooit als aetiologisch moment voor abortus zijn voorgesteld (zie
hiervoor Hormann, 1969).

Zo zal ondermecr worden voorbij gegaan aan: hyper- en hypothyreoidie.
avitaminosen, niet virale infectie-ziekten, endometritis chronica, cyto-
statica en andere medicamenten en psychogene invloeden.

Slechts die actiologische momenten, welke volgens huidige inzichten met
meer recht in verband gebracht kunnen worden met abortus dan de
juist genoemde, zullen hieronder worden besproken.

Hoe moeilijk het is in een individueel geval van abortus een vastomlijnde
oorzaak aan te geven, moge uit het volgende blijken.

1. Infectie-ziekten

De rol van enige specificke virus-infecties bij de aetiologie van abortus
wordt steeds duidelijker (Barnes, 1968). Het abortuspercentage van
759 welke in de U.S.A. in geval van rubeola wordt opgegeven, berust
voor 209 op spontane abortus; de overige 559, betreft therapeutische
abortus die uitgevoerd wordt, omdat blijkens literatuurgegevens de ver-
wachting van congenitale afwijkingen 15-209, bedraagt (Hormann,
1969). Van voornoemde invloed van virus-infecties is die van rubeola
tot op heden het best gedocumenteerd, waarbij duidelijk is geworden,
dat, naarmate de infectic vroeger optreedt, de schade het grootst is
(BarNEs, 1968).

De invloed van het zcer vroege infectic-moment, met name bij een sub-
clinisch verloop, maakt het nagenoeg onmogelijk een betrouwbare indruk
te krijgen van de mate waarin virus-infecties bijdragen tot het ontstaan
van abortus.
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2. Vaat-nierlijden

De tweede helft van de zwangerschap wordt algemeen beschouwd de
periode te zijn, waarin een solutio placcntae kan voorkomen. JAVERT,
1957, heelt echter aandacht gevraagd voor de mogelijkheid, dat ecn
retroplacentair haematoom, ook vroeg in de graviditeit kan voorkomen
cn wel in nagenoeg 2% van de door hem onderzochte gevallen van
spontane abortus.

Mavras, 1938, zag spontanc abortus relatief vaak samengaan met hyper-
tensie. EAsTMAN, 1946, nam dit eveneens waar; in 179 van de 115 door
hem onderzochte gevallen, bleek hypertensic en/of nephritis voor te
komen.

Een definitie van abortus wordt door beide auteurs echter niet gegeven.
Volgens HoLMER e.a., 1967, zou de vrucht ten gevolge van hypertensieve
toxicose vrijwel steeds zo laat in de zwangerschap sterven, dat van abor-
tus niet mecer gesproken kan worden.

Wij zijn echter van mening dat, hoewel het aandeel niet te becijferen valt,
er zeker invloed moet zijn van een vaat-nierliJden op het ontstaan van
late abortus. Immers biologisch is een scherpe scheiding tussen vroege
partus immaturus en late abortus, ondenkbaar. Vaatlijden speelt even-
cens een rol bij hetgeen hierna wordt besproken.

3. Diabetes mellitus

Algemcen ncemt men aan, dat het optreden van abortus een gevolg kan
zijn van enig~ vorm van diabetes, hetzij manifeste-, latente-7),
of potentiéle*”) diabetes.

*) Als latente diabetes beschouwen wij de vorm waarbij tijdens stress-
situaties (o.a. graviditeit) cen stoornis in de glucose tolerantie test optreedt. Een
uitgesproken vorm hiervan is de diabetes gravidarum.

**) Als potentiéle diabetes beschouwen wij de vorm waarbij onder alle
omstandigheden cen normale glucose tolerantic test voorkomt; het potentiéle
karakter is gebonden aan het voorkomen van familiaire diabetes en/ol stoornissen
in de obstetrische anamnese dic waarschijnlijjk diabetogeen bepaald zijn (,onver-
klaarde”-intra-utericne-vruchtdood, respectievelijk neonatale sterfte; recidiverende
abortus, — partus immaturus, — partus praematurus; missed abortion; congenitale
afwijkingen; hydramnion; macrosomie). Later kan deze vorm overgaan in latente
c.q. manifeste diabetes.
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In het bijzonder zou het ,missed” karakter de relatic met genoemde
stoornis aannemelijk maken.

Volgens meerdere auteurs (Hacrearp, 1961; Constam, 1965; Rust,
1966; MaLins, 1968) zou de fetal-loss bij diabetes de termijn betreffen
na de 28e week. Hoewel HacBarD in 1961 nog stelde, dat de perinatale
sterfte bij in team-verband behandelde diabetes nog 209 bedroeg, is
hierin de laatste jaren duidelijk verbetering opgetreden. SMORENBERG-
ScHOORL e.a., 1970, bereikten een perinatale sterfte van ruim 79 bij 84
zwangerschappen bij 70 diabetische patiénten.

Geldt het bovenstaande voor manifeste diabetes, ook voor latente- en
potenti€le diabetes blijkt behandeling te resulteren in de verlaging van
de fetal-loss, waaronder cen minder frequent voorkomen van (missed)
partus immaturus (late abortion) (VAN DER LINDEN e.a., 1971).

Uit de literatuur zijn weinig quantitatieve gegevens bekend omtrent de
invloed die diabetes heeft op de zwangerschap véér de 16e week.
Insuline-behandeling kon volgens OmErs, 1960, het abortus-percentage
terugbrengen van 199 naar 109, ; BoTeLLA-LLusIA e.a., 1969, zagen cen
vermindering van 399 tot 8.6% tot stand komen onder gcnoemnde
therapie.

Ook onze eigen klinische waarnemingen geven ons de stellige overtuiging
dat in de periode v66r de 16e week, diabetes de zwangerschap in nega-
tieve zin kan beinvloeden.

4. Uterus-anomalieén

Uit ecn verzamelstatistiek blijkt, dat bij circa 409 van de zwanger-
schappen bij patiénten met aangeboren uterus-afwijkingen er een abor-
tus respecticvelijk partus immaturus volgt (DunseLman, 1959). Ge-
noemde auteur geeft in een groep van 118 pati€énten aan, dat door
operatieve behandeling van uterus-anomalieén het percentage fetal-loss
van 709 vé6r de operatie daalt tot 119, na de operatic.

Wij mencn echter enige bedenkingen naar voren te moeten brengen
aangaande het vermeldc succes van de ingreep. De indicatie tot operatie
werd namelijk in een niet onaanzienlijk deel der gevallen (409;) ge-
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vormd door een voorgeschiedenis van slechts één respectievelijk twee maal
voorkomen van abortus.

5. Uterus myomatosus

De bevinding bij autopsie, dat 209, van alle vrouwen boven 30 jaar cen
of meer myomata hebben, bestempelt deze tumor tot de meest frequente
van de uterus (Novak e.a., 1967). Dezelfde auteurs berichtten, dat hoe-
wel myomata tijdens de zwangerschap meestal groter worden en het niet
ongebruikelijk is dat zij dan tevens degeneratieve kenmerken vertonen, de
zwangerschap z€lf, ook bij grote tumoren, nagenoeg steeds normaal
doorgang vindt.

Hoewel het uit mechanisch oogpunt gezien waarschijnlijk lijkt dat uterus-
myomen oorzaak zouden kunnen zijn van abortus, blijkt dit in de praktijk
zelden het geval te zijn (Hormann, 1967).

6. Traumata

Dc algemeen heersende mening, dat traumatische invloeden zoals die
kunnen voorkomen in het moderne verkeer en bij sport-beoefening, een
abortus kunnen veroorzaken, berust meestal op een misvatting. Bij ana-
lyse van 1000 spontane abortus bleek er in 13 gevallen van een ernstig
trauma sprake te zijn. In slechts één der gevallen kon cen mogelijk ver-
band tusscn het trauma en de abortus aannemelijk worden gemaakt.
Slechts 1 van de 13 zwangerschapsproducten bleek namelijk niet te voren
reeds afwijkend te zijn geweest (HERTIG e.a., 1943).

In een concrete situatie blijkt het veelal onmogelijk te zijn, een bepaalde

aetiologische factor voor het optreden van abortus verantwoordelijk te
stellen.
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HOOFDSTUK II

ZWANGERSCHAP ALS SYN-TRANSPLANTAAT

§1 LITERATUUR GEGEVENS

A. TERMINOLOGIE

De Engelse taal zal worden gebezigd, indien voor cen bepaald begrip
geen goed Nedcrlands equivalent voorhanden is; wel zullen combinaties
van Engelse en Nederlandse termen worden gebruikt. Het pogen tot
vertalen van internationaal aanvaarde nomenclatuur, leidt ons inziens
eerder tot verwarring, dan tot verheldering.

Transplantatievormen (Tabel I).

Donor (D) = organisme waaruit cellen, weelsel ol een orgaan worden
verwijderd voor transplantatie.

Recipient (R) = Acceptor = organisme dat voornocmd materiaal
ontvangt.

B. TRANSPLANTATIE-REACTIE

1. Inleiding

Een transplantatie-reactie is cen reeks van gebeurtenissen, welke ver-
oorzaakt wordt door een reactie van de acceptor op het vreemde antigeen
van de donor. In het algemeen zal het transplantaat, als gevolg hiervan,
geheel of gedecltelijk te gronde gaan.

De transplantatie-reactic is ecn integrerend deel van de immunologie,
in het bijzonder van de vertraagde hyperallergie en heeft nauwe betrek-
kingen tot de genetica, de embryologie, de cyvtologie en de tumor-immu-
nologie (RAMSEIER, 1969).

Het immunologisch karakter van voornoemde reactie, dat in wezen
voornamelijk cellulair bepaald is, gaat phylogenetisch, gezien het voor-
komen onder andere bij amphibieén en visen, zeer vroeg terug in de
evolutie en is hoogst waarschijnlijk van oudere oorsprong, dan de reactie
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TABEL I

Engels Nederlands Omschrijving uitvoering
Autologous Autoloog D en R: hetzelfde
(WoobRrurF, 1968) individu

- autograft - - auto-transplantaat -

Isogeneic Isoloog Den R: identieke gemelli;

(WoobrurF, 1968) binnen dezclfde

- isograft - - iso-transplantaat - zuiver ingcteelde
stam

Syngeneic* Synloog D cn R: binnen dezelfde
soort in 1e-graad

- syngraft - - syn-transplantaat - relatie (bv.
moeder-kind)

Homologous Homoloog D en R: binnen dezclfde

(Jap, 1971) niet ingetcelde

- homograft - - homo-transplantaat - stam (bv.
Wistar-ratten-
stam)

Allogeneic Alloloog D en R: binnen dezelfde

(WoobrurF, 1968) soort (bv. )

- allograft - - allo-transplantaat - ratten onderling)

Heterologous Heteroloog Den R: binnen dc7(:lfde

(REEMTSMA, 1965) phylogcne.tlsch(-

- heterograft - - hetero-transplantaat - grocp (P“ma[(‘“;
knaagdieren;
hoefdiercn etc.)

Xenogeneic Xenoloog D en R: phylogenetisch

(REEMTSMA, 1965)

- xenograft -

- xeno-transplantaat -

ver van clkaar
verwijderd (bv.
hond — varken)

*

allogeneic, terwijl

Mepawar, 1962, stelde voor de term homologous te vervangen door
syngencic door hem identick werd gesteld met

isogeneic. Wij meenden voornoemde termen te moeten handhaven, cchter met
een gewijzigde begripsinhoud, zodat donor-recipent relaties nader konden worden

aangeduid.

TRANSPLANTATIEVORMEN
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die humorale antilichamen opwekt (MEepawar, 1958). Naarmate de

evolutie voortschrijdt, wordt de immunologische response verfijnder
(SMmrTH, 1968).

De fundamentele functie van het immunologisch systeem is niet alleen
gericht tegen binnendringende micro-organismen, doch vermoedelijk ook
via cellulaire immuniteit tegen aberrante celdifferentiaties ( MOLLER,
1971) en via humorale antilichamen tegen fout gesynthetiseerde proteine-
moleculen (GiUNTHER, 1969) in het lichaam zelf. Dit recente inzicht is
geheel in overeenstemming met de vroege phylogenetische ontstaanswijze.

Ook ontogenetisch kan reeds vroeg cen immunologische response op-
treden. De menselijke foetus is in de 20e zwangerschapsweek reeds in
staat met IgG en IgM te reageren op een antigeen-stimulus (vaN FurTH,
1965; Bonvini, 1970). Het immunologisch apparaat is dan echter nog
niet in staat transplantaat afstoting te veroorzaken (LA PLANTE ea.,
1969). Contact met transplantaat-antigenen wekt dan veeleer immuun-
tolerantie op (MILLER, 1968).

Het mechanisme van de transplantatie-reactie bestaat uit een aantal
componenten. Aan de hand van gegevens ontleend aan recente onder-
zoekingen zullen eerst deze componenten behandeld worden.

2. Antigeen, betrokken biyj transplantatie-reactie

Alleen kernhoudende cellen bevatten transplantaat-antigenen (MEDA-
WAR, 1959), die behalve buiten op het celmembraan (MG6LLER, 1961),
ook op subcellulair niveau aanwezig kunnen zijn. OzErR en WALLACH,
1967, toonden voornoemde antigenen zowel op het celmembraan als op
endoplasmatisch reticulum aan. Deze antigenen kunnen zowel cellulaire
als humorale immuniteit induceren ( MEDAWAR, 1959).

Op moleculair niveau blijken transplantaat-antigenen ecn onderdeel te
zijn van nict oplosbare (membraan)-lipoproteinen (Davies e.a., 1968),
waarvan een oplosbare glycoproteinenfractie het actieve bestanddeel is.
De zuivering op membraanfragmenten kon bereikt worden door papaine
digestie (LEVENTHAL c.a., 1971) of behandeling met ultra-geluid (Koene
e.a., 1971; Kanan, 1971) als eerste stap. Het resulterend materiaal (mol.
gew. £ 50.000) kan zowel specifieke antilichamen binden (Kanan,
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1971), als een prikkel vormen voor het immunologisch systeem om deze
specifieke antilichamen te vormen. Met voornoemd materiaal bleek ver-
snclde huidtransplantaat-afstoting opgewekt te kunnen worden bij
muizen (KoENE, e.a., 1971). Bij de mens kon dit materiaal specificke
cvtotoxinen uitlokken (LrveNTHAL, e.a., 1971).

Het vermogen van transplantaat-antigencn, zowel cellulaire als humorale-
immuniteit op te roepen, zou op verschillen in structuur van membraan-
lipoproteinen berusten (RaMse1Er, 1968); deze verschillen betreffen
physisch-chemische eigenschappen (Ramseier, 1969). Hoewel nog niet
gcheel uitgezocht is, welk van beide componenten van het glycoproteine,
het suiker- of het ciwit-gedeelte, de antigeen-eigenschap in zich draagt,
lijkt het volgens SANDERSON, e.a., 1971 het meest waarschijnlijk, dat de
polvsacchariden-groepen de binding met antilichamen verzorgen. Vol-
gens cen hypothese van dezellde auteurs geeft een genetische informatie
een bepaalde peptide-volgorde aan het eiwit-molecuul, dat de hieraan
verbonden glycosiden ruimtelijke en enzymatische stabiliteit verleent. De
functic van het antigeen om antilichamen op tc wekken zou deze sta-
biliteit nodig hebben. De andcre functie van het antigeen, het binden
van antilichamen, heeft deze stabiliteit echter niet nodig. Voornoemde
stabiliteit lijkt ook cen onmisbare factor om de antilichamen de mogelijk-
heid tot «vtotoxische activiteit te geven (MorLLEr, 1971).

De distributie van menselijke transplantaat-antigenen werd door Lucas,
1971, bepaald op lymphocyten, nier-cellen, lever-cellen cn fibroblasten.
De antigecn-dichtheid van verschillende cellen is wissclend ; lymphocyten,
de kleinste der vier onderzochte ccl-typen, hebben de hoogste quantiteit
aan antigecn-determinanten per ccl. Mect behulp van binding-ratio’s
tussen 123 J-immuun-monospecifieke gezuiverd IgG-verbindingen en 141 -
nict immuun gezuiverde IgG-verbindingen konden per cel 50-100 anti-
geendeterminanten worden vastgesteld. Deze relatief lage bezetting van
transplantaat-antigencn is voldoende om cen immunologische reactie
op te roepen. In tegenstelling hiermee kunnen erythrocyten dan pas tot
immunologische reactic (agglutinatie) overgaan, indien minstens 20.000
antigeen-plaatsen per cel bezet zijn.

Dc aard van de antigenen wordt bepaald door cen genetische informatie
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vanuit de chromo~omen. Omdat het grootste deel van de transplantaat-
antigencn voorkomt op alle kernhoudende cellen, kan de antigenen-
bepaling van leucocyten gebrutkt worden voor weefscltypering van or-
ganen. Transplantaat-antigenen op leucocyten kunnen door middel van
serologische testen worden aangetoond: Leuco-agglutinatie-
test (Dausser, 1958; vaNn Roop e.a., 1959; PayNE, 1962; JENSEN,
1962; van Roob c.a., 1963 ; CEPPELINI e.a., 1964; JENSFN, 1964 ; PAYNE
e.a., 1964; van Roop c.a., 1966) en cytotoxische-test (TEra-
SAKI e.a., 1964; ENGELIRIET e.a., 1965; KissMEYER-NIELSEN c.a., 1967;
MittaL ea., 1968). Met behulp van de muxed-lymphocyte-culture
(M.L.C.) *-test (BacH, 1964; BaIN e.a, 1964; HIRSCHHORN e.a., 1964;
MovynuiaN e.a., 1965; Bach, 1968; Bacue.a., 1971) kunnen voornoemde
antigenen tevens op lymphocyten worden kenbaar gemaakt. Eerst na ge-
bruikmaking van computers ter analyse van gegevens uit voornoemde
testen bij grote familic-studics, konden aanvankelijk 12 allclen voor
menselyjke transplantaat-antigenen worden aangetoond (van Roop e.a.,
1965).

Verdere analyse zowel bij muizen waar het genetisch onderzoek kan
worden bevorderd, door gebruik te maken van zuiver ingeteelde stam-
men, als bij mensen, hebben tot heden twee uiterst complexe systemen
van overerving aan het licht gebracht.

Het zogenaamde H-2 systeem bij muizen (SHRFITLER c¢a, 1969) ver-
toont in opzet bijzonder veel gelijkenis met het menselijke HL-A systeem
(DAviEes c.a., 1968).

De tot heden bekende transplantaat-antigenen van het HL-A systeem
bij de mens, blijken zich op twee nauw-verbonden sub-loci op één auto-
soom te bevinden (van Roopb, 1969), zodat deze en bloc overerven

(Dausset, 1971). Deze antigenen zijn mutueel exclusief, waarbij twee
groepen te onderscheiden zijn van allelen, die betrekking hebben op cen

* MLC = In vitro biycenbrengen van lymphocyten van 2 (incompatbele)
donoren Onder nvloed van antigeen-informatie zal blast-vorming, verhoogde
mitose en versterkte 'H-thymidine-incorporatic optreden by cellen van het andere
mdividu.

One-way-methode = het voorbewerken van lymphocyten van een der partyen
(bv. met behulp van mitomycme-C) waardoor de antigeen-informatie behouden
blyft van genoemde donor, doch eventuele responsc alleen voor andere party
mogelyk blyft.
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der genoemde sub-loci. DausseT, 1971, vond voor het eerste sub-locus elf
allelen, voor het tweede zestien, terwijl KissmMevErR-NIELSEN e.a., 1971,
voor het eerste sub-locus slechts negen, doch voor het tweede negentien
allelen vonden; beiden verwachten hiervan nog cen uitbreiding.
Antigenen van het AB-O systeem zn 66k transplantaat-antigenen
(CepPELINI, 1963 ; DausseT, 1966; van Roop, 1969).

Samenvattend kan gesteld worden, dat zover onze kennis tot heden reikt,
één bepaald persoon wat zijn transplantaat-antigencn betreft, door zes
allelen kan worden getypecerd: vier allelen van Let HL-A systeem op één
autosomen-paar cn twce allelen van het locus van het AB-O systeem
(DausseT, 1971).

Bij muizen zi)n buiten het reeds besproken H-2 systeem nog zwakke zo-
genaamde non-H-2 antigencen bekend (BiLLinguaMm e.a., 1963; HiLpe-
MANN, 1971), waarvan een gedeelte geslachts-gebonden blijkt te zijn.
In onafhankelijke publicaties stelden zowel EichwaArD e.a. als HauscHkA
in 1955 als eersten de mogelijkheid, dat een zwak transplantaat-antigeen
zich bij muizen op het Y-chromosoom kon bevinden; dit werd door
BirLiNGiiaM e.a., 1965 en S veRs e.a., 1967, bevestigd. Volgens BaiLEy,
1953, zou ook het X-chromosoom van de muis in zeldzame gevallen een
transplantaat-antigecn kunnen bevatten.

De expressic van histocompatibele antigenen™) is in één
individu niet voor alle weefsels gelijk; zo zal cen huidtransplantaat deze
duidelijker manifesteren dan leverweefsel (BarnEes, 1968; CaINg, 1971);
op spermatozoa blijkt deze expressie z6 zwak te zijn, dat pas recent deze
antigeren hierop konden worden aangetoond (lkrLrous e.a, 1970).

Tumor-specificke transplantaat-antigencn blijken verborgen zich op
tumorcellen te kunncn bevinden (HErisTroM e.a., 1965; 1969; 1970);

*) = Transplantaat-antigenen Voor de mens 7zyn tot nu toe allecn die van het
HL-A systcem cn AB-O systeem bekend Indien cen der zogenaamde leucocyten-
groepen wél by de donor, doch nict by de acceptor aanwezig 1s, spreckt men van
sterke histocompatibele barriére

De muis vertoont cen sogenaamd major-system het H-2 systeem, dat analoog
aan het HL-A systcem rcagcert Van een swakke histocompatibele
barriére wordt gesproken, indien het verschil tussen donor en acceptor
alleen non-H-2 antigenecn betreft
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deze zouden gedemaskeerd kunnen worden door behandeling met neur-
aminidase, waardoor een veronderstelde mucopolysacchariden-laag ver-
wijderd wordt (Santorp, 1967; Currie e.a., 1968; Liprman, 1968;
Hausk e.a., 1970). Het later te bespreken mcechanisme van immunolo-
gisch enhancement wordt ook verondersteld ecn rol te kunnen spelen bij
tumoren om antigenen-expressie-blokkade te bewerkstelligen, ecn con-
ditie, die het tumoren mogelijk zou maken het auto-immuun-systecm nict
ter cigen destructie, maar ter zelfbescherming aan te wenden (Kadiss,

1970; HeLLsTROM, 1971).

In de embryologische ontwikkeling, blijken transplantaat-antigenen reed.
vroegtijdig aanwezig te zijn. Op foetaal weefsel konden bloedgroepen-
substanties .\ en B bij ecn graviditeit van 6 wcken amenorrhoe *) wor-
den aangctoond (SzuLman, 1964).

HL-A antigenen konden behalve bij 10 weken amenorrhoe ((CEPPELINI
e.a., 1971) ook reeds bij 6 wcken amenorrhoe (SEIGLER e.a, 1970) op-
gespoord worden.

3. Cellen, betrokken bij transplantatie-reactie

— Passenger-leucocytes zijn afkomstig uit de graft. Zoals cerder vermeld
bevatten deze cellen transplantaat-antigenen en kunnen dus sensibilisatic
op afstand induceren b.v. in graft-bed, in regionale lympheklicren (StrIN-
MULLER e.a., 1971).

- Macrophagen en lymphocyten zouden mogelijk de code tot anti-
lichamen-productie, zowel voor immuno-globulinen (Jackerts, 1967;
MITSUHASHI e.a., 1968; BELL e.a., 1969; RoELANTS e.a., 1969), als voor
cellulaire transplantatic-immuniteit (SABBADINI e.a., 1968; Ramming
e.a., 1969) via R.IN.A. (messenger-R.N.A.) overbrengen. Deze experi-
menten kunnen echter niet geheel contaminatic van R.N.A.-extracten
met oorspronkelijke antigeen-complexen uitsluiten. Na binnenkomst in
de bloed- of lymphecirculatie zal antigeen door middel van phagocs tose,

*) De duur van de mensehjke /wangerschap wordt in weken amenorrhoe aan-
gegeven Een menstruatie-cyclus van 4 weken wordt hierby als uitgangspunt ge-
nomen. Het conceptie-moment valt samen met 2 weken amenorrhoe, terwiyl de
innesteling 1 week later geschiedt (IHor MR caa., 1967).
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opgenomen worden door cellen van het reticulo-endothe-
liale systecem, waardoor betere cn gespecialiscerde verwerking van
antigeen door het immuun-systeem mogelijk wordt (Sreirs, 1967; Bos,
1967; MILLER, 1968). De laatstgenoemde rol voor macrophagen is alleen
duidelijk bewezen voor inductie van humorale immuniteit.

- Kleine lymphocyten, zijn cellen van 5-8 #m doorsnede, met
een hoge kern-plasma ratio, welke de voornaamsten in aantal zijn in
lympheklicren, zuivere lympho-epitheliale organen, bv. tonsillen, appen-
dix, platen van Peyer, milt, thymus en beenmerg. Ze komen ruim voor
in bloed en peritonaeaal vloeistof en maken 959 uit van de lympho-
cyten der lymphe-vaten. Deze cellen ofschoon morfologisch tot één groep
gerckend, zijn bijzonder heterogeen in functie en levensduur (MILLER,
1968). Zij zijn voorlopers van alle immunologische reacties, zowel hu-
moraal als cellulair (RusseLL c.a., 1970).

-~ Immuun-competente ccllen behoren tot de kleine lympho-
cyten, zijn competent om aan ecn immuun-proces deel te nemen, doch
zijn nog nict door antigenen geactiveerd (MILLER, 1968).

- Antigen-sensitive- of antigen-responsive-cells kunnen met het trans-
plantaat zelf in direct contact treden (MEDAwAR, 1938); dit zijn cellen
die zclf geen antilichamen produceren, maar met transplantaat-antigeen
aanleiding geven tot de vorming van een groot aantal cellen zogenaamde
immunologisch geactiveerde cellen of effector-cells. Met
betrekking tot een eventuele humorale antilichamenproductie zijn deze
ccllen z6 gespecialiseerd, dat ze slechts één, ten hoogste (doch zeer zel-
den) twee verschillende antilichamen kunnen maken (MILLER, 1968).
Voornoemde antigen-sensitive-cells kunnen kleine ductus thoracicus
lymphocyten zijn, die na contact met graft-antigeen, migreren naar onder
andere lympheklieren en milt (STROBER e.a., 1965).

- De kortlevende kleine lymphocyten (4-5 dagen) heb-
ben een hoge mitose activiteit (Bos, 1967). Deze kortlevende cellen ma-
ken 959 uit van de kleine lymphocyten in de thymus (MILLER, 1968).
Kortlevende klcine lymphocyten komen verder voor in bloed en in lym-
phatische organcn. Zij kunnen wellicht follikel-lymphocyten voor antigen-
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trapping en kortlevende exsudaat-lymphocyten voor specifieke antigeen-
verwerking worden (Bos, 1967).

- De langlevende klecine Iymphocyten vormen de pool
van recirculerende Iymphocyten en zijn ook immuun-com-
petent. Deze cellen recirculeren vanuit bloed door lymphoide weefscls
naar lymphe ¢n terug naar bloed ( MiLLER, 1969).

- Bcenmerg-stam-cellen delen hemihomo-hemiheteroplastisch,
dit wil zeggen dat zij zowel stamcellen kunnen produceren met dezelfde
cigenschappen, als wel de mogelijkheid hebben tot differentiatic in 4 cel-
lijnen (erythropoétisch, myelopoétisch, thrombopoctisch en lympho-
poétisch) ; de morfologische karakteristiek is niet bekend (BENNETT e.a.,
1967; Dicke, 1970). Volgens laatstgenocmde auteurs is de beenmerg-
stamcel verantwoordelijk voor (re)-populatie van haemopoetische weef-
scls, daaronder de lymphatische organcn, na becnmergtransplantatie in
lethaal bestraalde recipi€énts. Beenmergstamcellen worden beschouwd
voorlopers te zijn van de recirculerende lymphocyten, nadat ze 6f de
thymus zijn gepasseerd Thymus-derved-cells = T-cells of het bursa Fa-
bricius-equivalent Bursa-derwed-cells = B-cells (M1111R, 1968 ; MOLLER,
1971). De hier genoemde functic van de bursa Fabricius bij vogels, zou
bij zoogdiercn worden waargenomen door lymphatische organen langs de
tractus digestivus (tonsillen, appendix, platen van Pever) (Bos, 1967),
doch geheel bewezen is dit laatste niet (MILLER, 1968).

Ongestimuleerde lympheklicren bevatten in de cortex velden van
kleine lymphocyten en gebieden waar kleine lymphocyten dich-
ter voorkomen, de zogenaamde lvmphe-follikels. In de milt ko-
men voornoemde cellen voor in de witte pulpa. Hier bestaat dit weefsel
uit strengen van kleine lymphocyten, de zogenaamde periarterio-
laire lymphocytenscheden (p.a.ls.), waarin op afwisselende
plaatsen verdichtingen voorkomen (follikels) (Bos, 1967; MILLER,
1968).

Wanneer lympheklieren gestimuleerd worden door transplantaat-anti-
genen, worden de recirculerende kleine (thymus-derived) lymphocyten
tot grote pyroninophiele cellen (blasten) getransformeerd. Biy allo-trans-
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plantatie is de plaats van deze transformatie het centrale deel van de
corticale velden van de regionale lympheklieren (BiLLiNGHAM c.a., 1963;
RAMSEIER, 1969) en de p.a.ls. van de milt (MILLER, 1968). Aldus ont-
staat de specifiek cellulaire reactie (Bos, 1967).

Transplantaat-antigenen roepen ook humorale antilichamen op. De
plasma-cellulaire reactie zou volgens laatstgenoemde auteur
ontstaan, nadat antigeen voor humorale immuniteit (verwerkt via ma-
crophagen) dec bursa dependent kleine recirculerende lymphocyten in de
perifere schorsvelden der lympheklieren tot plasma-blasten zou
induceren, waarna accumulatie van plasma-cellen voornamelijk in
de mergstrengen plaats gaat vinden. In de milt zou voornoemde reactie
zich in p.a.ls. voordoen, waarna plasma-cellen in de rode pulpa terecht-
komen. Ook anderc lymphoide cellen dan de plasma-cel, kunnen hu-
morale antilichamen produceren (Harris e.a., 1966). Tijdens vroege
pre-blast-phase van de immuun-response, bleek het onmogelijk
morfologisch (zelfs submicroscopisch) aan te geven, of ecn reagerende
cel behoorde tot de plasma-cel-lijn of tot de specifiek-cellulaire compo-
nent ( VELDMAN, 1970).

Na antigeen-stimulering, zowel voor cellulaire als humorale response, ver-
schijnen blast-cellen in lymphe-follikels van lympheklieren en milt. Deze
reactie wordt follikel-centrum-recactie genoemd. Ten gevolge van vele
ccldelingen ontstaan hier zogenaamde gernunal centers (Bos, 1967).
Omdat na cen tweede zelfde antigeen-stimulering voornoemde germinal
centers verhoogde celdeling laten zien en nieuwe centers snel worden
gevormd, vermoedt men, dat in de germinal centers memory cells worden
gevormd ( MILLER, 1968). Bjj transplantatie is de immune-memory af-
hankelijk van het histocompatibele verschil (zie § 1.B.2.) tussen donor
cn acceptor; bij kleine antigeen-verschillen bedraagt deze minstens 3
maanden (HiLpEmann, 1971), terwijl in geval van een groter verschil
(bv. allo-transplantatie) deze 1 jaar of langer duurt (RaMsFIrRr, 1969).
De lange levensduur van de geactiveerde kleine, recirculerende lympho-
cyten, maakt deze immune-memory mogelijk (BiLLINnGHAM e.a., 1963).

4. Niet celgebonden antilichamen, betrokken bij transplantatie-reactie
Zoals eerder vermeld, volgt op stimulering door middel van transplantaat-
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antigenen in cen incompatibele gastheer ecn reactic, die zowel cellulair als
humoraal bepaald is. Deze humorale antilichamen kunnen zowel in lym-
phocytotoxische als leuco-agglutinatie-test in vitro worden bepaald. In het
algemeen zal de recipiént na een allo-transplantatie geconfronteerd wor-
den met een groot aantal verschillende antigenen. Men kan dus ver-
wachten, dat het antwoord op cen dergelijk transplantaat veelvoudig is,
zowel wat betreft specificiteit als hoeveelheid antilichamen die worden
gevormd (RusseLL e.a., 1970). De betekenis van circulerende anti-
lichamen Dbij de transplantatie-reactic is nict altijd duidelijfk (Russrri
c.a., 1970) en was vroeger omstreden (Ramsrirr, 1969). Indien deze
antilichamen (immunoglobulinen) een rol spelen bij de transplantaat-
afstoting, lijkt het aannemelijk, gezien hun complement-fixerend vermo-
gen, dat het IgM ¢n IgG zullen zijn (Ovary e.a., 1966). Naar aanlei-
ding van bevindingen in vitro, meende GovaerTs, 1964, dat er ecn
synergisme zou bestaan tussen humorale en cellulaire antilichamen wat
betreft het cytotoxische effect; dit samengaan werd ook door STRAUS c.a.,
1971 met behulp van een in situ-modcl aannemelijk gemaakt.

Een duideclijk effect van humorale antilichamen kon worden aangetoond
op endothecl-ccllen van getransplanteerde organen, in geval vanhy per-
acute afstoting (KissMEYER-NIELSEN e.a., 1966; PorTrr, 1967;
Mac DoNaLp e.a., 1970).

De rol dic humorale antilichamen spelen bij het fenomeen immuno-
logisch enhancement :zal later apart worden besproken.

5. Hormonen, betrokken bij transplantatie-reactie

De structuur en functie van normaal lymphatisch weefsel, wordt sterk
beinvloed en gereguleerd door endocrinc organen als de adenohypo-
physe (LunpiN, 1958), de schildklicr (LErnsTROM, 1965) en de
bijnieren (WHrTE, 1947). Het vertragend cffect van corticoste-
roiden op dec transplantatie-reactie mag, als algemeen bekend ver-
ondersteld worden en vindt dan ook ruime toepassing in dc transplan-
tatie-chirurgie (van Bekkum, 1969).

In experimentele studies kon enige verlenging van transplantaat-overle-
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ving bereikt worden zowel met synthetische progestativa (Hut-
KA c.a., 1965) als met oestradiol (SiMMmons c.a., 1968).

De centrale plaats van de thymus bij de transplantatie-afweer werd
door MILLER, 1962, aangegeven en in verband gebracht met de oor-
sprong van immuun-compctente cellen. Niet alleen bij talloze diersoor-
ten, doch ook bij de mens is aangetoond dat verwijdering of onontwik-
keld blijven van de neonatale thymus (Syndromen van DiGceorge en
Wiscott Alderich) een duidelijk verminderde immuun-competentic ver-
oorzaakt (GoLDsTEIN e.a., 1970). Een celvrij thymus-extract, nog niet
gcheel chemisch gezuiverd, recent geintroduceerd als het hormoon thy-
mosine, zou op meerdere punten aangrijpen in het immunologisch
gebeuren: in de thymus het immuun-competent maken van lymphoide
stamcellen en perifeer zou cen aanvullende activiteit op de immuun-
competente cel ter verhoging van de immunologische capaciteit plaats
kunnen vinden; beiden zowel ten aanzien van humorale als cellulaire
immunitcit (Go1DSTEIN e.a., 1970). Ecn hormonale thyvmus-activitcit op
immunec-cffcctor-cells, kon in vitro en 66k door middel van graft-versus-
host (G.v.H.)"-reactic worden aangetoond (BurLEsoN c.a., 1971).
Ten slotte bleek thymosine in staat immuun-gesupprimeerde muizen ver-
hoogde afweer te bezorgen ten opzichte van bepaalde tumoren zoals het
door virus te induceren Moloney-sarcoom (Harpy e.a., 1971). Het
grotere aantal tumoren dat ontstaat na neonatale thymectomie zou ook

berusten op verminderde immuun-competentie (METcaLF, 1966; Law,
1969).

6. Mechanismen, betrokken by transplantatie-reactie

Bij het onderzoek van mechanismen die de transplantatic-rcactic bege-
leiden, is vooral de huid vaak orgaan van keuze gewccest, omdat ten-
gevolge van ontbreken van immuun-competente cellen in dit orgaan,
hier steeds sprake is van ecn 7uivere reactic van recipient ten opzichte

*

G +v.H -reactie = de reactte van mmuun-competente cellen van cen
transplantaat ten opzichte van antigenen van de gastheer De reactic han allecn
tot ontploonng komen 1ndien de gastheer immuun-incompetent (gemaaht) 1s voor
het antigeen van de donor Voomoemde cellen worden dan nret opgeruund door
het immunologisch systeem van de gastheer celf.
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van de graft (RaMseiEr, 1969). Aanvankelijk gedraagt de allograft zich
als een autograft (Mrpawag, 1958). Zowcl macroscopisch als microsco-
pisch blijkt, dat allologe huidtransplantaten primaire vascularisatie onder-
gaan door middel van end-to-end anastomosen van vaten van de graft
met die van het graft-bed. Van 24 tot 48 uur af bestaat er tot 5 4 6 dagen
na de transplantatie een royale bloedvoorziening van het transplantaat
(RaMsEIER, 1968). Hierna worden allologe huidtransplantaten donker
van kleur, hard en gezwollen. Microscopisch valt oedeem op, alsmede
massicve infiltratic van mononucleaire cellen in het corium. De bloed-
circulatic cn lymphedrainage komt tot stilstand cn het epitheel raakt los
van het onderliggend bindweefsel; binnen 3 of 4 dagen is de allograft
totaal verwoest ( MEDAWAR, 1958).

Bij ecn second-set *-reactie is de infiltratie in vergelijking met een first-
set heviger ¢n vroeger; na 3 dagen bestaat er reeds stase van bloed- en
lymphe-circulatie in de graft (RocEers, 1959). De interne histopatholo-
gische veranderingen zijn ischemisch van oorsprong (MEDAWAR, 1959).

De scheiding tussen humorale cn cellulaire response bij de transplantatie-
reactie is artificieel, zeker, nu het steeds duidelijker wordt, dat in be-
paalde phasen van de graft-afstoting, humorale antilichamen mede een
rol spelen (RusseLL e.a., 1970). Alleen om de discussie te vereenvou-
digen, handhaven wij voornoemde scheiding.

Zoals cerder vermeld, kan antigeen-informatie in het Ivmphoide svsteem
terecht komen, via antigen-sensitive-cells (STROBER e a., 1965); bij uit-
zondering zou dit ook via vrij moleculair antigeen kunnen
geschieden (NaJarIaN e.a., 1966). De afferente baan van antigeen-infor-
matie lijkt bij voorkeur de lymphe-drainage te zijn, zoals MEDAWAR in
1948 reeds aantoonde met verlengde overleving van allologe huidtrans-
plantatics in de voorste oogkamer en op hersenweefsel (gebieden waar
lymphe-afvloed physiologisch ontbreekt).

Dat tenminste bij nier-transplantaties de mogelijkheid bestaat dat anti-

* second-set = cen tweede graft brengen n cen acceptor, die te voren

reeds door een transplantaat van gelyjhe antigeen-specificitert werd gesensibiliseerd.
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geen-informatie via de bloedbaan wordt overgebracht, lijkt de cnige ver-
klaring voor de experimenten van HuME en Ecpanr, 1955, dic sensibili-
satie opwekten in afwezigheid van lymphatische verbindingen.

De karakteristicke veranderingen in het lymphoide weefsel voor zowel
cellulaire als humorale response werden eerder beschreven (zie: § 1.B.3.)
evenals de invloed van thymosine hierop (§ 1.B.5.).

Een zeer vroeg, zo nict cerste, resultaat van antigeen-immuun compe-
tente cel-contacten kan de granulotactische activiteit zijn
(RaMSEIER, 1969). BLooM e.a., 1966, toonden in vitro aan, dat de inter-
actie van antigeen met slechts enkele lymphoide cellen voldoende was,
om ecn oplosbare stof vrij te laten komen, die migratie van peritoneale
macrophagen kon verhinderen. Het secundair deelnemen van zeer vele
lymphoide, nict-immuun competente cellen van de gastheer aan de
transplantatie-reactie, wordt ook waarschijnlijk gemaakt door proeven
met behulp van G.v.H.-modcllen (BrenT c.a, 1966; 1967).

Volgens MILLER, 1968, zou contact tussen antigeen zowel met lymphoide
effector-cells als met immuun-macrophagen lyosomale enzymen vrijma-
ken en daardoor uiteindelijk de celdood kunnen bewerkstelligen. Macro-
phagen zijn vaak in veel groter aantal aanwezig dan lymphoide effector
cells. Deze ellector-cells, gestimuleerd in de regionale lympheklieren,
migreren vanuit efferente lymphebanen, via de bloedbaan, naar de graft

(PorTiR c.a., 1964).

De mechanismen waarlangs de transplantatic-rcactie verloopt, zijn in
detail niet bekend: Morier, 1971, heeft op het laatste Wereld-Trans-
plantatie-Congres een hypothese ontvouwd, die tracht, naar aanleiding
van de laatste bevindingen, waaronder vele experimenten in vitro, een
brug te slaan tussen beide lymphoide systemen, die van de humorale ¢n
dic van de cellulaire immuniteit: B-cells en T-cells (zie: § 1.B.3.) kunnen
beiden met antigeen reageren, de eersten met inductie van humorale -
de laatsten met cell-mediated-immunity. In beide gevallen zouden me-
mory-cells ontstaan (zie: § 1.B.3.).

Verschillende receptoren van ecn antigecn zouden tegelijk zowel een
T- als een B-lymphocyte kunnen binden. De T-cell krijgt dan een
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trigger-function op de B-ccll-activiteit. De binding van antigeen aan de
B-cell zou doelmatiger worden onder invloed van de T-cell dic aan het-
zelfde antigeen gebonden is. Hoewel de vorming van humorale anti-
lichamen over het algemeen burca-dependent is, blijken toch bepaalde
humorale antilichamen tegen sommige bacterie-antigenen alleen gevormd
te kunnen worden bij aanwezigheid van de thymus.

T-cells hebben bovendien (aldus de hypothese) specifieke receptoren
om Dbepaalde TFc-fragmenten™ tc kunnen binden. Een trigger-
function van de B-cell op de T-cell wordt als volgt voorgesteld. Indien de
B-cell immunoglobulinen produccert die het soort Fc-fragment bevat,
dat kan binden met de T-ccll, dan zou deze laatste ecn verhoogde res-
ponse, namelijk cyvtotoxische activiteit, kunnen bewerkstelligen. Wordt
evenwel een immuun-globuline geproduceerd, zonder Fec-fragment, of
met een ['c-fragment, dat niet in staat is met de T-cell te binden, dan
ontstaat in plaats van triggering een antibody feedback suppression of te
wel: immunologisch enhancement.

C. IMMUNOLOGISCH ENHANGEMENT

Ondcr immunologisch enhancement (kortweg enhancement genoemd)
verstaat men het tijdelijk uitstellen van een transplantatie-reactic in cen
incompatibele situatie onder invloed van humorale antilichamen dic ge-
richt zijn tegen de graft (BiLiiNgHAM c.a., 1956; MOLLER, 1963; HELL-
STROM e.a., 1965; Kariss, 1966; Woobrurr, 1968). Het vermogen van
de gastheer om immunologisch te reageren ten opzichte van de antigenen
van de graft blijft echter bestaan, wat zich uit in cen normale second set
responsc (Harasz, 1963; McKEenzir, 1971; Russerr, 1971). Het feno-
meen van cnhancement blijkt zich duidelijk te onderscheiden van im-
muun-tolerantie ™, ofschoon volgens LEVEY, 1971, er een gemeen-
schappelijk mechanisme aan ten grondslag lijkt te liggen.

* Fc-fragment is dat deel van cen immuno-globuline, dat complement kan
binden; het kan door pepsine-digestic gedegradeerd worden (van Bekkuy, 1969).
**Immuun-tolerantie = specifiek en systematisch onvermogen van het
immunologisch apparaat te reageren op bepaalde antigenen, doordat deze dieren
te voren (in cmbryonale fase, c.q tijdens de zecr vrocge postnatale fase) aan
deselfde stimuli waren blootgesteld (BriLincay c.a., 1959).

Onder 7cer speciale condities han immuun-tolerantic ook by volwassen dieren
worden opgewcekt (high-zone-tolerance) (CaLxg, 1971; Ilrrisrrévw c.a., 1971;
Livry, 1971).
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Bepaalde cxperimenten van I'LEXNER en JoBIING in 1907 bij ratten uit-
gevoerd, worden gewoonlijk aangehaald als het eerste voorbeeld van
positieve beinvloeding van de groei van maligne tumor-transplantatics
door middecl van te voren geinjiceerde tumor-celsuspensies. Deze suspen-
sies betroffen dezelfde tumor, doch waren te voren gedurende ecn half
uur bij 56° C verhit geweest. Casey, 1932, beschreef gelijksoortige expe-
rimenten bij konijnen en introduceerde de term: Enhancement of ma-
hgnancy. In 1952 kwam Kariss tot de bevinding, dat voorbewer-
king om vermeerderde tumor-groei te krijgen, ook kon geschicden met
andere cellen dan van tumor-weefsel; doch de gedevitaliseerde ccllen
mocsten wel van dezelfde zuivere stam afkomstig zijn als dic van de

tumor,

Dat transplantaat-antigenen ¢n nict tumor-specifieke antigenen cen rol
speelden, werd in hetzelfde jaar eveneens door ALLEN e.a., duidelijk ge-
maakt, die als eersten enhancement bij ander dan tumorweefsel opwek-
ten. Deze experimenten betroffen huidtransplantaties bij konijnen, die
voorbehandeld warcn met homogenaten van bevroren full thickness huid;
de gemiddelde overlevingsduur werd hierdoor van 7 dagen opgevoerd tot
23 dagen Ten dotte kon KavLiss, 1957, bij muizen aantonen, dat het
cnhancement effect via serum over te dragen was op andere diercn,
zodat hij als eerste het belang van humorale antilichamen bij het tot
stand komen van cnhancement aangaf. Hierna werd een onderscheid
gemaakt in acticf- ¢n passief-enhancement.

Niet vitaal weefsel blijkt de humorale response te bevoordelen boven de
ccllulaire response (SNELL e.a., 1960). Hocwel levend weefscl in hoofd-
zaak ecn cellulaire response geeft, worden toch ook humorale antilicha-
men gevormd, die bij passieve overdracht enhancement kunnen geven
(BaTcHEIOR ¢.a., 1962; Kar1ss, 1966; OckNER, 1970). De milt wordt
als zeer belangrijk aangegeven bij de productie van enkancing antibodies
(FERRER, 1968a; 1968b). Ook oplosbaar sub-cellulair antigeen-materiaal
van hmphocyten kan dienen om cnhancing antibodies tc inducecren
(WiLsoN e.a., 1971).

Zodra het belang van humorale antilichamen werd onderkend (KatLiss,
1957), ontstonden 2 theoricén dic een verklaring zochten voor het feno-
meen cnhancement: de periferc- ende centrale-theorie.



De eerste zocht de verklaring in het ,,coaten” van het transplantaat door
niet cyvtotoxisch werkende humorale antilichamen (blocking antibodies),
die dc antigeen-plaatsen van de graft bezet houden, waardoor de vorming
van cellulaire immuniteit zou worden voorkomen. Dit competitie effect
aan de oppervlakte van de cel werd vooral door in vitro-experimenten
gesteund (MOLLER, 1963 ; MOLLER, 1965; HELLSTROM e.a., 1965; MoRr-
Rr1s, 1971).

Antilichamen die in wezen wel cytotoxisch zijn, zouden toch het effect
van blocking-antibodics kunnen vertonen indicn de concentratie van
iso-antigenen aan de oppervlakte van het transplantaat laag is. Door de
rclaticf grote afstand van antigeen-determinanten aan de oppervlakte
van de cel, zal complex-vorming van complement (C’) met IgG
antilichamen niet kunnen plaatsvinden (MOLLER e.a., 1962; FERRER,
1968; BrUNNER, 1968; HELLSTROM e.a., 1969; PARkER e.a., 1969).
Aan de hand van een model waarbij arsanilzuur aan schapen-ervthro-
cyten en aan specifiek IgG werd verbonden, kon Linscorr, 1970, dit
laatste fraai illustreren. Door OcknNer, 1970, werd aangetoond dat het
mechanisme van enhancement niet op blokkeren van C’ berust, daar
nict C’-bindende fractics van immunoglobulinen, toch enhancement
kunnen veroorzaken; pepsine-digestie van Fc-fragmenten van immuno-
globulinen deed cvenecns het enhancement-vermogen behouden (Bat-
CHELOR, 1970).

Er zijn goede argumenten om aan te nemen, dat ecn zekere vorm van
specifieke vermindering van cellulaire response (centrale theorie), een
rol speelt bij enhancement (Russerr, 1971). In 1960 toonden SNELL
c.a., reeds aan, dat het overplaatscn van een enhanced-sarcoom in een
ander dier van dezelfde zuivere stam, ecn prompte transplantaat-afsto-
tings-reactic veroorzaakte. De halfwaardetijd van antilichamen gebondcen
aan het oppervlak van cellen is erg gering (AMos e.a., 1970; RusskLL,
1971), terwijl vrij circulerende enhancing antibodies eveneens kort zou-
den bestaan (HeLLsTROM e.a., 1965). Nochtans blijkt, dat passief over-
gebrachte enhancing antibodies 6 weken vé6r het inbrengen van de graft,
toch nog effect sorteren (RYDER e.a., 1969). Passief enhancement kan
soms met zllke geringe hoeveclheden antisecra worden opgewekt, dat het
onwaarschijnlijk lijkt, dat alle antigeen-plaatsen worden bezet (Hauvcn-
TON c.a., 1969). SNELL c.a., 1960, zagen met behulp van de neutralisatie-

30



test volgens WINN, 1960, dat passief overgebracht antiserum de cellulaire
immuniteit onderdrukte. Kleine lymphocyten blijken hieraan mee te docn
(Takasucr e.a., 1968). De regionale lympheklieren van een enhanced
skingraft blijken in tegenstelling tot die van ecn normaal huidtransplan-
taat kleiner te zijn en minder cellen te bevatten, die bovendien een ge-
ringere specifieke immuun-competentie vertonen (McKEnzIE e.a., 1971).

Enhancing antiserum moct gericht zijn, tegen alle antigencn-specifici-
tciten van dc enhancing graft (MOLLER, 1963). Indien wel tegen sterke,
maar niet tegen zwakke transplantaat-antigenen gericht, zal toch snelle
afstoting plaatsvinden, zoals experimenten van Russerr, 1971, uitwezen.
Fractionering van antiserum toont volgens VoisiN e.a., 1969, aan,
dat 7 S v | (IgGy) en IgA eventueel enhancement kunnen geven;
7S Yy 2 (IgGy) alleen in lage dosering iets enhancement kan opwekken,
terwijl in hogere dosering, vooral cytotoxische activiteit zou bestaan.
Evenals Ovary, 1966, ziet voornoemde auteur weinig tot geen enhance-
ment activiteit bij IgM.

Enhancement moct als cen tijdelijk effect worden beschouwd (Ha-
Lasz, 1953); nadat passief ingebrachte antilichamen zijn verbruikt, zou
een actieve productie van humorale antilichamen
moeten worden aangenomen, om langere overlevingsduur bij immu-
nologisch enhancement, te kunnen verklaren (FRENCH e.a., 1969).

Samenvattend kan gesteld worden, dat de immunologische response
waarbij enhancement optreedt berust op een dubbelc balans
(RusseLr, 1971). De ecrste bestaat uit een evenwicht tussen humorale
en cellulaire immuniteit, terwijl de tweede balans een evenwicht is tus-
sen cytotoxi~ch- cn enhancing-effect van genoemde humorale antilicha-
men (Fig. 1).

Op verschillende punten kan deze dubbele balans worden beinvloed,
zowel in positieve als in negatieve zin. Zo zullen sera met een geringe
cytotoxische activiteit eerder enhancement geven (KaLiss, 1966;
ALEXANDER, 1968), terwijl verhoging van cytotoxische activiteit door
specifieke stimulering van het immunologisch apparaat door middel van
Restim (= lipiden-fractie van haaien-lever extract) het enhancement-

31



Humoral
Response

Cellular
Response

Enhancin, Cytotoxicit:
Effect % ¥ 4

Fig. 1. Een immunologische reactie kan schematisch opgevat worden als een dub-
bele balans. Het immunologisch enhancement kan een onderdeel van de humorale
response vormen. Naar: P. S. Russell; Transpl. Proc. 3: 962, 1971. (Publ. met
schriftelijke toestemming van de auteur).

effect kan doorbreken (LeMPERLE, 1966). De verlaging van humorale
antilichamen productie door splenectomie blijkt ook het enhance-
ment fenomeen te verminderen (FErRRER, 1968).

Enhancement is tot heden opgewekt na transplantatie van: tumoren
(Kariss, 1957), huid (BirLincuam e.a., 1955; Harasz, 1963 ; McKen-
ZIE e.a., 1971; JEEKEL e.a., 1971), nieren bij ratten (OckNER, 1970a;
1970b) en bij malaria-infectie ( JERUSALEM e.a., 1971).

Niet bij alle diersoorten slaat de balans even gemakkelijk uit in de rich-
ting van enhancing-bevorderende factoren. Zo werd reeds vermeld, dat
niertransplantaties bij ratten konden worden enhanced (OckNER, 1970a;
1970b), terwijl bij mensen, humorale antilichamen die gericht zijn tegen
het niertransplantaat, nog nooit een bevorderend effect hebben teweeg-
gebracht (Russerr, 1971). Er ontstaat dan een neiging tot hyperacute
afstoting (zie: § 1.B.4.). In het laatste geval blijken de humorale anti-
lichamen eerder een cytotoxisch dan een enhancing activiteit te bezitten.

D. TRANSPLANTATIE-IMMUNOLOGISCHE ASPECTEN VAN INTACTE
ZWANGERSCHAP, ABORTUS EN CHORIOCARCINOMA

Ter verklaring van het probleem van de foetus als syn-transplantaat wer-

den door MEDAWAR, 1953, 3 mogelijkheden naar voren ge-

bracht: Antigeen-immaturiteit van foetaal weefsel, de onmogelijkheid

van de moeder tijdens de zwangerschap immunologisch te reageren en

een anatomische scheiding tussen foetus en moeder.
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Latere onderzoekers hebben hieraan nog alternatieven toegevoegd en
tevens verder getoctst aan experimentele uitkomsten. Literatuur-overzich-
ten betrcflende deze materie zijn veelvuldig verschenen (VAN DER WERF,
1963 ; BreNT, 1966 ; BLIIRMAN e.a., 1968; GAUTRAY e.a., 1968; CURRIE,
1969; Simmons, 1969; Ursacu, 1970; Soromon, 1971).

1. Is ket foetale weefsel antigeen?

In § 1.B.2. werd reeds vermeld, dat SE1GLER, 1970, bij de menselijke foe-
tus bij 6 weken amenorrhoe HL-\ antigenen kon aantonen; bij muizen
konden histocompatibele antigenen reeds bij 4 dagen zwangerschap
worden kenbaar gemaakt (Tyan c.a., 1962). Bij zowel mensen als proef-
dieren werd dit, zowel in vivo als in vitro op iets latere tijdstippen van de
zwangerschap bevestigd (Unr e.a., 1962; Preun, 1967; KoreN e.a.,
1968 ; HELLLSTROM c.a., 1969; KoreN e.a., 1970; CeppeLINg, 1971).

2. Kan de moeder reageren ten opzichte van foetale antigenen?

Ecn algemcne geringe onspcecifieke vermindering van reactiviteit
werd alleen in onphysiologische doseringen met behulp van steroide hor-
monen bij uitzondering vastgesteld (zie: § 1.B.5.); tijdens de zwanger-
schap wordt 4f ecn normale afstotings-reactie gezien na allo-transplan-
tatie ( MrDAWAR e.a., 1956; Woobprurt, 1958), 6f een iets verminderde
(HesLop c.a., 1954; .ANDRESEN e.a., 1962).

Het nagaan van het speccificke reactie-patroon van de moeder, dat
wil zeggen, haar reactiviteit ten opzichte van de vaderlijke antigenen als
cventuele uiting van beinvloeding van het zwangerschapsproduct op haar,
is veel complexer.

Allereerst kan vermeld wordcen, dat de zwangerschap zéIf niet wordt aan-
getast door voorafgaande immunisatic van de moeder met vaderlijke
antigenen ( MiTcHIsoN, 1953 ; MEDAWAR e.a., 1956; LaANMAN e.a., 1962).
Omgekeerd echter, blijkt wel degelijk een beinvloeding van de vrucht op
de mocder, welke zich uit in cen verminderde specifieke reactiviteit ten
opzichte van de kinderlijke, respecticvelijk vaderlijke antigenen (BREYERE
c.a., 1960a; 1960l; ANDERSON, 1964; KaLIss e.a., 1964; PorRTER e.a.,
1964 ; BREYERE, 1967; DavID e.a., 1967; ANDERSON, 1969).

Bovendien kan stimulering van de rcgionale lympheklicren tijdens de
zwangerschap worden vastgesteld. Het gezamenlijke gewicht der regio-
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nale lympheklieren van de uterus bedraagt het viervoudige na interstrain-
zwangerschap in vergelijking met intrastrain-zwangerschap. Deze ge-
wichtstoename is analoog met die, na allologe huidtransplantaties c.q.
lymphoide cellen, in utero (BeEr e.a., 1971).

3. Is de uterus een ,bevoorrechte” transplantatie-plaats’

Tot voor kort werd de uterus, daar deze prompte afstoting van allologe
transplantaten bewerkstelligde, algemeen opgevat als een niet geprivile-
geerde transplantatie-plaats (Popra e.a., 1964; Currlik, 1969) cn in deze
zeker niet vergeleken kan worden met de voorste oogkamer cn hersen-
weefsel (zie: § 1.B.6.) (BiLLINGHAM, 1964).

BeEr en BiLLiNgHAM, 1970, ontdekten echter met proeven bij ratten, dat
om zelfs iso-gralts te laten aanslaan, de uterus onder ocstrogenen-
invloed moest staan; 6f exogeen toegediend door middel van oestra-
diol, 6f door het transplantatie-moment te kiezen tijdens de prae-implan-
tatie-fase van de zwangerschap (deze laatste vond plaats in de andere
uterus-hoorn).

Indicn aan bovengenoemde kriteria werd voldaan, bleek (BEeer e.a.,
1971) dat zelfs allo-grafts sterk verlengde overleving vertoonden (meestal
tot aan het einde van de gelijktijdige graviditeit), indien getransplanteerd
in het cavum uteri; dit in tegenstelling met b.v. huidtransplantaten ter
hoogte van de thorax, die prompt werden afgestoten tijdens graviditeit.
Merkwaardigerwijs blijkt echter, volgens dezelfde auteurs, dat genoemde
intra-uterine allo-transplantaties verder wél transplantatie-immuniteit
uitlokten. Dit laatste werd nagegaan door de immunologische activatie
der lymphoide cellen aan de hand van second-set-response en G.v.H.-
reactiviteit te testen. Spermatozoa, waarvan pas recent bekend is, dat ze
transplantaat-antigenen bevatten (FeLLous e.a., 1970), induceren bij de
rat, in het uterus lumen gebracht, wel transplantatie-immuniteit, doch
niet, indien deze subcutaan worden geinjiceerd.

De conclusie moet zijn, dat de zwangere uterus cen uiterst
bevoorrechte plaats is voor allo-transplantaties, terwijl
deze plaats tegelijkertijd bijzonder geschikt is, om transplantatie-anti-
genen-informatie aan de mocder mede te delen.
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4. De immunologische barriére tussen moeder en kind

Zoals gezegd is de foetus antigeen en is de moeder duidelijk in staat hierop
te reageren. Desondanks wordt de uterus-inhoud ten tijde van de gravi-
diteit niet afgestoten.

De grens tussen foetus cn moeder wordt bij haemochoriale placentae ge-
vormd aanvankelijk door de scheiding trofoblast-decidua, later
trofoblast-moederlijk bloed (Amoroso, 1964). Ten tijde
van implantatie bestaat, althans bij konijnen, de trofoblast uit een on-
gedifferentieerd syncytium, welke onder onbekende invloed gaat differen-
ticren in geordende cellulaire componenten, waarvan het syncytium niet
langer invasief is, doch voornamelijk absorptie eigenschappen krijgt ( GLE-
NISTFR, 1966). De syncytotrofoblast zou, volgens electronen-microsco-
pisch onderzoek, bij menselijk trofoblastwecfsel vanaf de 10e week ver-
richt, veel complexer zijn dan de cytotrofoblast (TiGHE e.a., 1967). V4dr
de implantatic wordt het ovum, ook immunologisch, beschermd door de
zona pellucida (Simmons e.a., 1966; Orps, 1968; HEYNER e.a,,
1969). Gedurende de eerste uren van nidatie treedt ecn fusie van pro-
toplasma op, tussen trofoblast- en moederlijk weefsel (GLENISTER, 1965;
LAR<EN e.a., 1967) en kon moederlijk D.N.A. in foctaal trofoblast worden
aangetoond (Galassi, 1967). Genoemde materiaaluitwisseling zou wel-
licht het startsein kunncn geven aan trofoblastveranderingen, waardoor

immunologische herkenning door de moeder wordt voorkomen (JoNEs
e.a., 1969).

a. Is er een intrinsicke afwezigheid van transplantaat-antigenen
op trofoblast?

Proeven met getransplanteerde ova (21, dag) en ectoplacentaire conus
(7Y, dag) bij muizen onder nierkapsels, waarbij alleen trofoblast-ele-
menten (giant cells) zich konden handhaven, deed dit vermoeden (Sim-
MONS e.a., 1962; 1963; 1964; 1967a; 1767b). Deze verklaring kan niet
worden volgehouden, gezicn latere bevindingen van dezelfde onderzoe-
kers (Simmons, 1969). HuLka e.a., 1968, transplanteerden bij hetzelfde
dier na het te gronde gaan van onder het nierkapsel geimplanteerde trofo-
blast-elementen, opnicuw ecn ectoplacentaire conus, waarna het trofo-
blast weefsel versneld te gronde ging. Transplantaat-antigenen op mui-
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zen-trofoblast kan ook met behulp van immuno-fluorescentie worden
kenbaar gemaakt (KoReN e.a., 1969).

b. Maskeert fibrinoid de transplantaat-antigenen op trofoblast?

Kirey e.a., 1964, beschouwden de perifcer van de trofoblast aangetroffen
laag, die bij histologisch onderzock kleurt als fibrine, als barriére voor de
zich daar achter bevindende foctale transplantaat-antigenen. Voornoemd
materiaal bleek uit zure muco-proteinen tc bestaan, die rijk waren aan
siaal-(N-acety] neuramine-)zuur (BRADBURY e.a., 1965). Volgens Cur-
RIL en BagsHawe, 1967; 1968, zou de betekenis van het fibrinoid ge-
zocht moeten worden in de relatief sterke negatieve lading aan de cel-
wand ten gevolge van de aanwezigheid van siaalzuur-groepen, waardoor
lymphocyten, dic zelf 66k cen negatieve lading hebben, zouden worden
afgestoten.

Behandeling met neuraminidase roept specificke transplantaat-
antigeniciteit te voorschijn bij de trofoblast (Currik c.a., 1968). Ook bij
bepaalde tumoren die fibrinoid vertonen, kan na bewerking met genocmd
enzym een analoog verschijnsel opgerocpen worden (Currlie c.a., 1967;
Santorp, 1967; Currlik c.a., 1968), terwijl behandeling van tumoren
met zure mucopolysacchariden, cen onderdrukking van antigenen-expres-
sie kan veroorzaken ( Lirpman, 1968).

In tegenstelling met de grocp van Kirey, hebben Simmons, 1966, cn
MARTINEK, 1971, een discontinuitcit van de fibrinoid-laag vastgesteld.
Bij niet haemochoriale placentac is fibrinoid afwezig (WynN, 1967).
Hoewel duidelijk dunner (factor 1/20), blijkt materiaal als fibrinoid
nagenoeg steeds voor te komen aan de periferie van celmembranen (b.v.
darm-epitheel) waarvan het inducticve vermogen tot transplantaat-im-
muniteit, buiten twijfel staat (Wynn, 1969).

Als conclusie van het voorafgaande kan ons inziens gesteld worden, dat
fibrinoid hoogstens een co-factor zou kunnen zijn, doch nooit alléén de
verklaring kan vormen, voor de immunologische bescherming van de
foetus.

5. Immunologisch enhancement en bescherming van zwangerschap
In 1893 beschreef SciimorL als cerste de versleping van trofoblast buiten
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de uterus, ecn gebeurcn, dat physiologisch genoemd kan worden sinds
TroMAS e.a., 1959, aantoonden, dat vanaf de 18e zwangerschapsweek
de mensclijke placenta per ml veneus bloed, minstens 1 trofoblast-cel
afvoert. Laatstgenoemde auteurs suggercerden, evenals BILLINGTON,
1970, dat dit proces zou kunnen dienen om de moeder langs immunolo-
gische weg ongevoelig tc maken voor foetale transplantaat-antigenen.
Deze beinvloeding van de moeder werd reeds ten dele besproken (zie:
§1.D.1.).

Indien ova (214 dag) van één bepaaldec muizenstam achtereenvolgens
bij hetzclfde dier cctopisch worden getransplanteerd, dan ontstaat ecn
steeds kortere overleving van trofoblast ter plaatse. Skingrafts daarcntegen
gaan later te gronde, indien zij echter dezelfde antigcnen-specificiteit
bezitten als voorafgaande getransplanteerde ova (KirBy, 1968; 1969).
Multipariteit bleek cen tumor-groei bevorderend effect te veroorzaken
bij muizen, indicn het getransplanteerde sarcoom van de vaderlijke stam
is. Dit fenomeen bleck nict passief overdraagbaar, wat volgens de auteurs
zou kunnen berusten op zeer korte hallwaardetijd van dec betreffende
antilichamen (KALIss e.a., 1964).

Dezc specificke bevordering van tumorgroei door zwangerschap werd ook
door andere onderzockers waargenomen (DPoRTER c.a., 1964; BREYERE,
1967). Eerst nadat Currir, 1969, cen modificatic aanbracht in de ex-
perimenten van Katiss e.a., 1964, onder andere door herhaalde serum-
injecties na transplantatic van dec tumor, gelukte het hem de reeds ge-
nocemde specificke bescherming passief over te dragen op andere muizen,
zodat het enhancement-karakter van zwangeren-sera kon worden aan-
getoond. Deze scra konden in vitro een daling veroorzaken van de in-
vloed van lymphocivten op target-cells (colony-inhibition test) cn dus

ook langs deze weg de enhancement-eigenschap aantonen (HELLSTROM
e.a., 1969).

Heterologe antisera ten opzichte van placenta-homogenaten kunnen de
zwangerschap byj proefdieren abortief doen afbreken (TyrLrr, 1961;
BreNT, 1966a; 1966b). De passief getmmuniseerde dieren vertonen te-
vens pathologische veranderingen in lever en nicren. Indien echter als
antigeen trofoblastwecfsel wordt gekozen en zuivering wordt toegepast
op het heterologe serum, dan blijft het abortief vermogen van dit serum
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bestaan. De kruisreacties, dic resulteerden in afwijkingen van andere
organcn, blijven dan nagenoeg gcheel achterwege (Koren e.a., 1970).
Ons zijn echter heden geen gegevens uit de literatuur bekend, die ecn
verband kunnen aantonen tussen het voorkomen van humorale anti-
lichamen cn abortus buiten voornoemde experimentele situatie.

Dat immunologisch cnhancement een rol zou kunnen spelen bij de be-
scherming van de foetus als syngraft, is pas zeer recent in de literatuur
naar voren gekomen (Currig, 1969; Anrons, 1971).

Deze studie beoogt het volgende te onderzocken:

1. Kan trofoblast enhancing antilichamen opwekken?

2. Hecft immunologisch enhancement invloed op de handhaving van
de zwangerschap?

Transplantatie-immunologische aspecten van choriocarcinoma werden in
ecn vroegere studie reeds uitcengezet, waarnaar wij kortheidshalve refe-
reren (VAN DER WIRF e.a., 1970).

§ 2. ONDERZOEK MUIZEN-TROFOBLAST
A. INLEIDING
1. Doel van het onderzoek
Uit de voorafgaande literatuur-studie is gebleken, dat de trofoblast
ecn slcutelpositie inneemt bij het zich immunologisch handhaven ten op-
zichte van de moeder. Het nu volgende onderzoek werd verricht om
nader inzicht te verwerven in de morfologic van de muizen-troloblast,
zowel in ,natuurlijke”- als in ,,ectopische”-situaties. Autcurs die reeds
gelijkvormige experimenten hebben verricht, spreken uitsluitend van
eventuele trofoblast-overleving, doch vermelden geen naderce specificatie
van de trofoblast (Fawcert, 1950; SiMmMons ¢ a., 1962; 1963; 1964;
KirBY, 1966; SiMmMoNs c.a, 1967a; 1967b; HuLka e.a., 1968; Kirny,
1968; KorEN c.a., 1968; ZFILMAKER c.a., 1969). Ecn uitzondering dient
worden gemaakt voor AVERY e.a., 1969, die reeds een morfologische be-
schrijving gaven van verschillende trofoblast-componenten, na cctopische
transplantatie. Ecn svstematisch onderzock werd echter niet verricht.

Het lag tevens in de bedoeling om trofoblast, welke na ectopische trans-
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plantatie van ova c.q. ectoplacentaire conus ontstond, te gebruiken als
basis-materiaal voor immunisatie-proeven (zie § 3). Het bleek echter,
dat het aantal cellen te gering was om voldoende antigecn te kunnen
verzamelen. Daarom werd voor genoemde proeven trofoblast-materiaal
van 7V, dag zwangerschap gebruikt.

2. Routine materiaal en methoden

a. Bepaling zwangerschapsduur en verdere muizen-fok-gegevens

Dc experimenten werden verricht met muizen uit 2 inbred strains:
C57Bl/6] * en C3H/He] **. Variaties werden aanvankeljk aange-
bracht in verdeling licht-donker per etmaal, aantal dagen waarop man-
netjes bij wijfjes werden gelaten, aantal muizen dat met mannetjes in
contact werd gebracht. De dieren kregen steceds ongelimiteerd water en
voeding met pellets (R.M.H.-B, Hope Farms N.V., Woerden/Holland).
Tenslotte werd een constant en zo hoog mogelijk dekkingspercentage be-
reikt met de volgende maatregelen:

Er werd uitgegaan van een vijfdaagse werkweek, zodat een weekindeling
van 5 dckkingsdagen kon worden opgesteld. Op minimaal 60 foetus per
dag kon worden gerekend, waarvan de zwangerschapsduur bekend was.
Daartoc werden 2 fokbatterijen (groep A en B), ieder met 56 laden
die elk 3 ¢ ¢ bevatten, opgesteld. Er werd minimaal 12 uur licht per
etmaal gegeven. Dekking van 1 & op 3 ¢ 2, 2 tot maximaal 3 dagen
achtereen, waarna ? 2 4 tot 5 dagen buiten d' d werden gehouden.

Het begin van de zwangerschap werd aangenomen een
halve dag v66r het vaststellen vanecn vagina-prop ***. De betrouw-
baarheid van het ontstaan van zwangerschap, benevens de ,,opbrengst”
aan foetus na het vinden van een vagina-prop, kan afgelezen worden uit
Tabel 11, waar een periode van 51 fok-dagen wordt vermeld.

De zwangerschapsduur van muizen bedraagt normaal 18-21 dagen; de

* Afkomstig wit. Radiologisch Instituut, TN O, Ryswyk ZH

** Afkomstig wit The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, US A
*** Witte tot gele, harde vulling in dc vagina, bestaande uit gestold sperma en
vagina-secreet (Fig. 2)
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Fig.2. Vagina-prop: witte tot gele, harde vulling in de vagina, bestaande

uit gestold sperma en vagina-secreet.

TABEL II

vagina-prop

geen vagina-prop

Zwangerschap 478 (85,79,) 109
Geen zwangerschap 80 (14,3%)

Fokdagen 51
Gemiddeld aantal foetus/zwanger dier 7,7
Gemiddelde ,,opbrengst”/dag aan foetus van dieren,

waarbij een vagina-prop werd vastgesteld 72,6

PRODUCTIE MUIZEN-FOETUS EN BETROUWBAARHEID VAN VAGINA-PROP
ALS PARAMETER VOOR ONTSTAAN VAN ZWANGERSCHAP
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geslachtsrijpe periode valt tussen 2 en 14 maanden ouderdom (RucH,
1968).

b. Enige transplantatie-genetische gegevens betreffende gebruikte
muizen-stammen
Weefsel van de G3H/HeJ-stam verschilt van C57Bl/6 J-stam volgens het
H-2 systeem (zic § 1.B.2.).
Gezien de kaart die SuritirLer c.a., 1969, samcenstelden, is in hoven-
genoemde situatic het incompatibele allel: H-2% met in dit
allel de incompatibele specificiteiten: 1; 3; 8; 11; 25; 32, Een dergelijk
groot verschil zal in onze studic met HARD MODEIL worden aangeduid.
Indien (C3H/He] x C57Bl/6])F; als donor wordt gebruikt ten op-
zichte van ecn C57Bl/6] acceptor, bestaat er ecn even grote histocompa-
tibele barriérc, omdat het histocompatibiliteits-allel co-dominant wordt
overgeérfd (RaMsEIFR, 1969).

De C57Bl/6]-stam heeft dc eigenschap, dat een zwak (non-H-2)-anti-
geen zich op het Y-chromosoom bevindt (zic: § 1.B.2.). Transplantatic
binnen de C57B1/6J-stam, waarbij mannelijk weefsel bij vrouwtjes wordt
getransplanteerd, zal in onze studic met SOFT MODEIL worden aan-
geduid.

c. Gebruikte narcose en doden der muizen

Aether-narcose werd tocgepast bij: transplantatic; gipsverwijdering;
retro-oculaire bloedafname.

Luxatie van halswervels was de methode om de diercn te doden met
uitzondering van die met huidtransplantatics. De laatsten kregen een
lethale dosis aether ter voorkoming van beschadiging van het graftbed
door trckspanning.

d. Histologische coupes

Na fixatie van het materiaal in Carnoy, werden op de gebruikelijke
wijze coupes van * 6 um dikte vervaardigd en gekleurd met Hema-
toxylinc Eosine. Voor de fixatie van het 7Y, dag zwangerschaps-
produkt prefereerden wij Susa-oplossing. Het fixatiemiddel werd in
het uterus-lumen gespoten, waarna de aparte uterus-segmenten in ecn
overmaat Susa werden overgebracht. Simultane intraluminale e¢n nor-
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male fixatic met Susa, voorkomt het krimpen van waterrijke embryonale
weefsels (deze fixatie diende alléén voor coupe voor fig. 25 en 26).

De in § 3. vermclde huid-coupes waren van dezelfde dikte cn kleuring;
als fixatiemiddel werd formaline 49 gebruikt.

B. LICHT-MICROSCOPISCH ONDERZOEK VAN MUIZENPLACENTAE BIJ
VERSCHILLENDE ZWANGERSCHAPSDUUR

1. Materiaal en methode

Vrouwelijke muizen van de stam C57Bl/6] werden gepaard met manne-

lijke dieren van de C3H/HeJ-stam. De foetus (C3H/He] x C57B1/6])

Fy heeft transplantatie-antigenen, die volgens het H-2 systeem verschil-

len van de moeder (zie: § 2.A.2.c.).

Op zwangerschapsdagen 7V, 9Va, 1214, 17V4, 19V, werd trofoblast-
weefsel bestudeerd. Direct na het verwijderen van de zwangere uterus,
werd door tractie met 2 scherp gepunte pincetten aan de uterus-wand,
hierin een kleine laesie aangebracht, waardoor de decidua met inhoud
in toto naar buiten kon stulpen. De coupes van foetaal weefsel bevatten
dus steeds nagenoeg de gehele decidua. In principe werden zoveel coupes
bestudeerd, dat een indruk werd verkregen over de totale morfologische
variatie van trofoblast op genoemde zwangerschapsmomenten.

2. Bevindingen

- Trofoblast, 71, dag.

Het weefsel bevat cel-kernen van verschillende grootte en vorm. Trofo-
blast-kernen kunnen nagenoeg even groot zijn als die van het omgevende
decidua-weefsel, 6f grotere afmetingen hebben tot ruim 4 maal die van
laatstgenoemd weefsel. De cel-grenzen zijn bijzonder vaag, zodat hier
geen onderscheid te maken valt tussen cyto- en syncyto-trofoblast. Het
meest opvallende van de grote cellen is het agressicve karakter ten
opzichte van het omgevend weefsel en de zeer sterke phagocytose-
activiteit (Fig. 3A). De grote cellen kunnen worden opgevat als pri-
miticve reus cellen.

In dit stadium is de trofoblast nog een ,zuiver trofoblastweef-
sel”, dat wil zeggen, er is nog geen ingroei van mesenchymale elemen-
ten, die het ontstaan van het foetale placentaire vaatbed inluidt. Het
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placenta-weefsel vormt een min of meer conus-vormige structuur in de
decidua en wordt daarom ECTOPLACENTAIRE CONUS genoemd
(zie ook figuur 25 t/m 27).

— Trofoblast, 9%, dag.

Mesenchymale elementen worden nu tussen trofoblastweefsel aangetrof-
fen. De labyrinth-placenta is in wording. Lacunae, gevuld met moeder-
lijk bloed, gemakkelijk te herkennen aan de kernloze erythrocyten, kun-
nen worden begrensd aan de buitenkant van het placentaweefsel door
grote langwerpige cellen met scherpe grenzen (Fig. 3B). Ook deze cellen

Fig. 3A. Trofoblast in situ, 7% dag.  Fig.3B. Trofoblast in situ, 97 dag.
Primitieve reus cellen, agressief ten op-  Primitieve reus cellen in overgangs-sta-
zichte van de decidua en met sterke  dium naar latere reus cellen. H.E. 128x.
phagocytose-activiteit. H.E. 128x.

moeten worden opgevat als primitieve reus cellen, gezien hun kleurbaar-
heid, toenemende differentiatie van nucleoli en hun vorm, die een geleide-
lijke overgang vertoont naar die van de latere reus cellen der trofoblast.
Deze primitieve reus cellen hebben nog een sterke phagocyterende eigen-
schap. Meer centraal, waar genoemde mesenchymale elementen verschij-
nen, ontwikklt zich de spongio-trofoblast.

- Trofoblast, 121, dag.

De opbouw van de placenta is nu volledig. Afgezien van de decidua, be-
staat ze uit het centrale labyrinth waar foetale capillairen en moe-
derlijke bloedruimten vlak tegen elkaar aanliggen, met er tussen een
uiterst dun laagje trofoblast (Fig.4). Meer naar perifeer is de spongio-
trofoblast gelocaliseerd. Aan de uiterste buitenkant bevinden zich reus
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cellen of giant cells die, hoewel in mindere mate, nog blijken te phago-
cyteren (Fig.5).

Fig. 4. Trofoblast in situ, 12V4 dag. Moederlijke en foetale capillairen (de laatsten
met kernhoudende erythrocyten), gescheiden door een dun laagje trofoblast in de
labyrinth-placenta. H.E. 410x.

- Trofoblast, 17V, dag.

Het aandeel van het labyrinth-gedeelte is duidelijk toegenomen. Het
dunne laagje trofoblast blijkt een gelaagde opbouw te hebben wat
reeds bij 12V, dag, zij het in mindere mate, werd gezien. De giant cells
vertonen kenmerken van degeneratie zoals: kernpycnose, karyolyse en
cytolyse (Fig. 6). Necrobiotische cellen worden opgeruimd door mono-
cytaire en histiocytaire elementen.
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Fig 6. Trofoblast in situ, 17% dag. Reus cellen met degeneratieve kenmerken. Ne-

crobiotische cellen worden opgeruimd door monocytaire en histiocytaire elementen.

H.E. 256x.



- Trofoblast, 197 dag.

De bovengenoemde gelaagde opbouw van de trofoblast in het labyrinth
is hier het fraaist te zien (Fig. 7). De spongio-trofoblast heeft nu een
gering aandeel in het totaal van de placenta en omvat slechts 3 deel.
Er zijn nagenoeg geen giant cells meer aanwezig. Serie-coupes van af-
zonderlijke placentae laten in dit stadium maximaal 2 sterk gedegene-
reerde reus cellen per placenta zien.

Fig. 7. Trofoblast in situ, 19% dag. Gelaagde opbouw van de trofoblast in het
labyrinth. H.E. 410x.

3. Discussie en conclusies

Kirsy e.a., 1965, geven in een morfologische studie van de muizen-
placenta aan dat deze volledig identiek is aan de haemo-tri-cho-
riale placenta van de rat. De fotografische gegevens die voornoemde
publicatie verstrekt maken dit ons inziens echter niet duidelijk. Met name
kan niet worden nagegaan of de syncytotrofoblast-laag, dic bij ratten,
zoals de zeer uitvoerige publicatiec van FRANKE, 1969 duidelijk maakt,
ook bij de muis grenst aan de foetale, en niet zoals bij de mens, aan de
maternele zijde. Ook Bjorkman, 1970, geeft hierover geen uitsluitsel.
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Bij vergelijking van illustratieve gegevens uit voornoemde publicaties
kregen wij tevens de indruk, dat het basaal-membraan van het endotheel
van de foetale capillairen bij de muis zowel electronen- als lichtmicrosco-
pisch dichter cn tevens onregelmatiger is dan die bij de rat.

Mitosen werden door ons bij trofoblast-cellen niet waargenomen.

Het aanvankelijk agressieve karakter van primitieve giant cells, die een
voorpost bij de innesteling lijken te vormen, gaat later in de zwanger-
schap verloren. De levensduur van deze trofoblast-cellen blijkt nagenoeg
steeds omstreeks 17 dagen te bedragen. Voor de stelling dat de vermelde
degeneratieve veranderingen een gevolg zouden zijn van ecn immunolo-
gische response van de moeder, zijn ons inziens, althans morfologisch,
geen argumenten te vinden.

Dat giant cells bij het consolideren van de nidatie een belangrijke rol
spelen, lijkt aannemelijk, gezien hun overlevingskans in een onphysiolo-
gische omgeving, waarbij ook de afgebakende levensduur duidelijk blijft
bestaan.

De hierna volgende experimenten mogen dit verduidelijken.

C. MICROSCOPISCH BEELD VAN HET GEDRAG VAN TROFOBLAST-PRLCURSORS
IN RECIPROKE ALLO-T{-RELATIE
1. Handhaving trofoblast-elementen na transplantatie van ova (2V; dag)
onder de merkapsel
a. Materiaal en methode
(C3H/He] x C57Bl1/6])F, ova werden bij 2% dag zwangerschap uit
de tubae gespoten met behulp van verwarmd (37° C) Hanks’ solution,
nadat uterus en adnexa uit het moeder-dier waren genomen en de tubae
vrij waren geprepareerd (Fig. 8A; 8B; 8C). Ova werden opgevangen
in een horloge-glas met verwarmd (37° C) Hanks' solution (Fig. 8D) cn
opgezogen in een uitgerekte Pasteur-pipet (binnen diameter = 250 um)
(Fig.9; 10). Deze pipet was bevestigd in een micro-manipulator en ver-
bonden via een extreem drukvaste polyethyleen slang met ecn tuber-
culine-spuitje op micro-schroef. De zuiger, slang en Pasteur-pipet waren
tevoren met paraffine liquidum gevuld, terwijl de punt Hanks’ solution
bevatte. Het ovum werd tussen 2 luchtbelletjes, die als macroscopische
markering dienden, opgezogen en na tunneling onder het nierkapsel van
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Fig. 8A. Uterus en adnexa bij 2V dag zwangerschap. Links werd het begeleidende
vet-weefsel reeds verwijderd.

Fig. 8B. Vrij geprepareerde tuba (10 mm) aan naald.

Fig. 8C. Doorspuiten van tuba (2V2 dag zwangerschap).

Fig. 8D. Ovum na doorspuiten van tuba bij 2V4 dag zwangerschap (8 blastomeren
met daaromheen de zona pellucida). 238x.

Fig. 9. Uitgerckte Pasteur-pipet (binnen diameter # 250 um) met 4 ova, waarvan
3 bevrucht blijken, 2V, dag tevoren (aangegeven met pijl).



Fig. 10. Opzuigen van de ova.

een ? C57Bl/6] acceptor gebracht (Fig. 11). Hiertoe werd onder asep-
tische voorzorgen een = 7 mm lange incisie enkele millimeters onder en
evenwijdig aan de ribbenboog in de betreffende flank gelegd. Met 2
stompe pincetjes werd achter de nier omgegaan, zodat deze uit de wond
kon worden geluxeerd en boven op de huid kwam te liggen. Tijdens trans-
plantatie werd de nier met verwarmd Hanks’ solution vochtig gehouden.
Na terugplaatsen van de nier in situ werd de buik in 2 lagen gesloten
met zijden (0000)-hechtingen, die doorlopend werden gelegd.

Een haemorrhagische zwelling na enige dagen, verraadde de plaats waar
eventueel trofoblast-woekering was opgetreden (Fig. 12).

De hier gebruikte techniek van de ova-transplantatie is een modificatie
van de door Fawcert, 1950; Simmons e.a., 1962 en Kirsy, 1962, ge-
publiceerde methoden.

De ova werden bestudeerd respectievelijk 7, 10, 15, 17, 19 dagen na
transplantatie; er werden van iedere periode minstens 3 muizen onder-
zocht.
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Fig. 11. Het ovum (2V, dag) is getranspiantcerd onder het nierkapsel. Als mar-

kering dienen beide luchtbelletjes, waartussen zich het ovum bevindt.

Fig. 12. Een hemorrhagische zwelling, enige dagen na ovum-transplantatie, ver-

raadt de plaats waar trofoblast-woekering is opgetreden.
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b. Bevindingen

— Trofoblast, 9, dag (7 dagen na transplantatie).

Het transplantaat bestaat nagenoeg uitsluitend uit trofoblast reus cellen
die omspoeld worden door erythrocyten van de acceptor.

De giant cells phagocyteren sterk en hebben haemosiderine opgeslagen.

De kernen bevatten grote nucleoli (Fig. 13).

Fig. 13. Trofoblast na ovum-transplantatie, 9% dag. Reus cellen phagocyteren sterk
en hebben haemosiderine opgeslagen. De kernen bevatten grote nucleoli. H.E. 128x.

- Trofoblast, 12V, dag (10 dagen na transplantatie).

Voor overzicht zie I'ig. 14.

De cellen vertonen een zeer sterke agressiviteit, waarbij niertubuli-cellen
worden omsloten door trofoblastcel-uitlopers (Fig. 15).

De niertubuli-cellen vertonen op deze plaatsen tekenen van celdegene-
ratie.
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Fig. 14. Trofoblast na ovum-transplantatie, 12V, dag. Overzicht, H.E. 40x.

Fig. 15. Trofoblast na ovum-transplantatie, 12%, dag. Sterke agressiviteit van een
reus cel, die een niertubulus omsluit; de tubuli vertonen tekenen van cel-degeneratie.

H.E. 410x.
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- Trofoblast, 17, dag (15 dagen na transplantatie).

De cellen zijn duidelijk minder in aantal, terwijl de kleurbaarheid van de
kernen afneemt (Fig. 16). De bloedmeren zijn coagula geworden waarin
onspecifick granulatie-weefsel groeit.

» e

Fig. 16. Trofoblast na ovum-transplantatie, 17V2 dag. De kleurbaarheid der kernen
neemt af. H.E. 256x.

- Trofoblast, 19 dag (17 dagen na transplantatie).

Er zijn nog slechts enkele gedegenercerde giant cells aanwezig (Fig. 17).
In bloedcoagula bevindt zich onspecifick granulatie-weefsel met iets meer
lymphocyten dan na 15 dagen.

- Trofoblast, 21, dag (19 dagen na transplantatie).

Om het gehele haemorrhagisch gebied, worden in totaal nog 2 giant cells
aangetroffen, beiden sterk gedegenercerd.

Subcapsulair treedt op verschillende plaatsen een accumulatie van lym-
phocytaire elementen op (Fig. 18). Fibroblasten en onspecifieck granu-
latie-weefsel groeien in het coagulum.
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Fig. 17. Trofoblast na ovum-transplantatie, 19% dag
cellen zijn nog aanwezig. H.E. 256x.

Fig. 18. Trofoblast na ovum-transplantatie, 214 dag. In totaal worden slechts

2 reus cellen gevonden, beiden sterk gedegenereerd. Subcapsulair accumulatie van
lymphocytaire elementen. Fibroblasten en onspecifick granulatie-weefsel groeien
in het coagulum. H.E. 256x.
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2. Handhaving trofoblast-elementen na transplantatie van ectoplacen-
tawre conus (7 dag) onder de nierkapsel

a. Materiaal ¢n methoden

(C3H/He] x C57Bl/6])F, foetus werden bij 7V2 dag zwangerschap
met decidua uit de uteri verwijderd (zie ook § 2.B.1.). Ecn gedetailleerde
beschrijving van de techniek om ectoplacentaire conus te verkrijgen, staat
vermeld in § 3.A. Dc acceptor-nier ( ¢ C57Bl/6]) werd & vue gebracht
(zie: § 2.C.1.a.) en na tunncling onder de kapsel werd aan een dur
glazen <taafje dc ectoplacentaire conus, die = 0.2 mm lengte heeft, ter
plaatse gebracht. Hierna werd de nier in zijn oorspronkelijke ligging tc-
ruggeplaatst, waarna de buik op gebruikelijke wijze werd gesloten.

Deze techniek werd nagenoeg ongewijzigd overgenomen van SIMMONS

ea., 1962.

De ectoplacentaire conus werd bestudeerd respectievelijk 2, 5, 10, 12,
14 dagen na transplantatie; er werden van icdere periode minstens 3

muizen ondecrzocht.

b. Bevindingen

- Trofoblast, 9% dag (2 dagen na transplantatic).

Trofoblast reus cellen vertonen phagocyto.e en hebben contact met elkaar
via dunne cytoplasma-uitlopers; hiertussen liggen eryvthrocvten van de
host (Tig. 19).

- Trofoblast, 12Y, dag (5 dagen na transplantatie).

Ecn groot coagulum met aan de rand cnkele giant cells met vele nucleoli
wordt gevonden. Vele kernen vertonen karvolyse. Er is op-lag van hac-
mosiderine in de cellen als uiting van phagocytose. Aan de hap clzijde is
cen monocytaire reactie tc zien.

- Trofoblast, 17V dag (10 dagen na transplantatic).

Aan de periferie van het coagulum, aan de kant van de niertubuli, zijn
nog giant cells. Deze vertonen minder degeneratie dan die na 124 dag.
Slechts matige phagoc tose wordt waargenomen (Fig. 20).
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Fig. 19. Trofoblast na ectoplacentaire conus-transplantatie, 9% dag. Reus cellen
phagocyteren en hebben contact met elkaar via dunne cytoplasma-uitlopers. H.E.
256x.

Fig. 20. Trofoblast na ectoplacentaire conus-transplantatie, 17%2 dag. Matige
phagocytose van reus cellen, die tekenen van degeneratie vertonen. H.E. 256x.
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- Trofoblast, 19, dag (12 dagen na transplantatie).

Een enkele sterk gedegenereerde giant cell (kernpycnose en karyolyse)
is overgebleven (Fig.21). Het coagulum vertoont een binnendringen
van fibroblasten.

- Trofoblast, 21, dag (14 dagen na transplantatie).
Aan trofoblast is nog slechts een sporadisch voorkomende rest van een

giant cell (kernpycnose en karyolyse) te zien (Fig. 22).

S+ &4

Fig. 21. Trofoblast na ectoplacentaire conus-transplantatie, 19%, dag. Een enkele
sterk gedegenereerde reus cel is overgebleven. Het coagulum vertoont binnendringen
van fibroblasten. H.E. 340x.
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3. Discussie en conclusies

Zowel na ova- als na ectoplacentaire conus-transplantatie zijn de giant
cells, die aanvankelijk in kleinere voorstadia kunnen voorkomen, de enige
trofoblast-elementen, die zich gedurende een bepaalde periode kunnen
handhaven. Na ovum-transplantatie vertonen de reus cellen aanvanke-
lijk een grotere agressiviteit dan dezelfde cellen bij normale zwanger-
schap; na ectoplacentaire conus-transplantatie wordt juist het tegen-
overgestelde gezien. Er werden geen mitosen waargenomen. Nagenoeg
dezelfde degeneratieve kenmerken werden zowel in normale als in ecto-
pische situaties gezien; niet alleen ouderdom, doch ook een gebrek aan
voeding, lijkt een rol te spelen. In deze morfologische studie werden geen
aanwijzingen gevonden dat giant cells door fusie zouden ontstaan; dit
is geheel in overeenstemming met de bevindingen van AVERy e.a., 1969,
die proeven verrichtten met *H thymidine op trofoblast-cellen, na ovum

(3V, dag)-transplantatie.

Fig. 22. Trofoblast na ectoplacentaire conus-transplantatie, 21%2 dag. Een spora-
disch voorkomende rest van een reus cel. H.E. 256x.

58



Dec vaste overlevingsduur van trofoblast blijkt ook na transplantatie na-
genoeg gelijk te zijn aan de normale zwangerschapsduur van muizen
(18-21 dagen).

Na 19 dagen na ovum (24 dag)-transplantatie ¢n na 14 dagen na ecto-
placentaire conus-transplantatic, werden geen trofoblast-elementen meer
in de host waargenomen.

Dat host-factoren wel cnige rol spelen in de overlevingsduur van trofo-
blast, hebben Koren e.a, 1968 duidelijk gemaakt door zuivere trofoblast
in vitro te kweken, waarbij zij een overlevingsduur van 30 dagen konden
bewerkstelligen.

De subcapsulaire mono-histiocytaire infiltratic, die in de hierboven be-
schreven transplantatie-experimenten voorkwam, kan worden opgevat
als ecn aspecificke reactie op drukverhogende invloeden van het hacmor-
rhagisch gebied op de kapsel. Nergens werd door leucocy taire elementen
duidelijke affiniteit gezien tot trofoblast, tenzij deze reeds z6 gedegene-
rcerd was, dat ze samen met coagulum-resten werd opgeruimd.

Een typisch cellulaire response, dic ecn immunologische achtergrond
zou kunnen hebben, werd nict waargenomen. Dit sluit echter humorale
mechanismen niet uit.

De bevindingen van deze vergelijkende series zijn niet in tegenspraal
met de hypothese, dat immunologisch enhancement een rol zou kunncn
spelen bij de bescherming van de vrucht.

§ 3 ONDERZOLK OVER HET VERMOGEN VAN MUIZLIN-TROFOBLAST
TOT HET OPWEKKEN VAN IMMUNOLOGISCH ENHANCEMENT

A. OPZET PROEFOPSTLLLING, MATERIAAL EN METIIODLN

Het eventuele vermogen van de trofoblast tot het opwekken van immu-
nologisch enhancement werd nagegaan in één model voor actief en twee
modcllen voor passief enhancement.

Ecen cnhancement-fenomeen kan relatief gemakkelijk door ecn zwakke
immunologische barri¢re opgeroecpen worden (BiLLINGHAM c.a., 1965;
Hipemann, 1971): wij kozen het in § 2.A.2.c. genoemde soft
model

Als antigeen werd intra-strain C57B1/6J ectoplacentaire conus (7Y2 dag)
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gebruikt in actieve (exp. 1), zowel als in passieve proeven (exp. 2);
in de laatsten werden ook sera van intra-strain zwangere C57B1/6] mui-
zen (7Y, dag zwangerschap) ter vergelijking aangewend (exp. 3),
terwijl als controle, sera van volwassen maagdelijke ¢ ¢ C57Bl/6] dien-
den (contr. 2+3).

Schematisch werden deze experimenten afgebeeld in Fig. 23.

In de hierna volgende tabellen worden slechts de dieren aangegeven, die
de proeven hebben doorstaan en niet aan andere oorzaken (bv. narcose )
ontijdig zijn gestorven.

first set /* first set first set/*
second setf second set /-

[ACTIEF ENHANCEMENT ?] [ PASSIEF ENHANCEMENT 7 |

exp. 1 exp. 2 exp. 3 contr. 2+3

oz ==
"z K
20x ez A
homogenaat
6xi.p. (\al/ekeli_jks) Nz A=>
A E.plac. conus
Wz K = (¢Bl.x &'Bl)
¥z > \ 7%dg,. (3600x)
V/ e /<> 0= 10 volw.
/% c:> 9 Bl. muizen
| ) o Bl. skingraft
. = N t
b'aanv?nv;gme bloeda;r/;;ne bij bloedafname 7 staart hu%i
na 7?@" ZW&"S:"SC"‘GP c. s =serumv.Eplac.conus
e "7 voorbew. ¢ Bl. muizen
-
M, S. Z.§ = serum v. zwangere
e Bl. muizen (7%d)‘
10xL_J2,2ml
M.S. = Sserumv.maagdelijke
ip. (schema) i p.(schema) i,p,(schema) volw.  Bl. muizen
Bl. = Cs?Bl./6)- muis
i.p. = intraperitoneaal
first setf 0,2 ml serum inj.
secondset /2 | schema= i.p.dag: -1;0; + 1;43;+5,

+0349,+11;413; 415420

_ dagv. first set
dag skin - graft

Fig.23. Schema van proefopstelling van onderzock over het vermogen
van muizentrofoblast tot het opwekken van immunologisch enhancement.

Huidtransplantaties werden verricht geheel volgens ecn werk-
wijze beschreven bij vaN pDER WERF, 1963; de laatstgenoemde auteur
geeft tal van redenen aan, waarom staarthuid als graft de voorkeur ver-
dient. Wij namen steeds 3/4 x 3/4 ¢cm donor-huid van volwassen
dieren. Donoren onder de leeftijd van 2 maanden zijn z6 jong, dat hun
huid na transplantatic eerder te gronde gaat, doordat dan de haar-
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follikelcellen een hogere mitose activiteit bezitten. De beoordeling wordt
dan tevens bemoeilijkt door afwisselende groei- en rustphasen der haar-
follikels (Craesson e.a., 1970).

Second set (§1.B.6.) werd steeds 1 week na ,afstoting” aan de
hetero-laterale zijde uitgevoerd. Bij de gemodificeerde soft model skin-
grafts (§ 3.C.) werd op de dag dat ,,afstoting” werd vastgesteld, de graft-
rest met een randje van == 4 cm acceptor-huid uitgesneden cn histo-
logisch onderzocht. De wond werd door middel van geknoopte zijden
(0000)-hechtingen gesloten.

Bij experiment 1. werden 1 week na de laatste voorbewerking met ecto-
placentair conus-materiaal de huidtransplantaties verricht.

Bij experiment 2. werd tussen 1 week en 3 weken na de laatste voor-
bewerking met ectoplacentair conus-materiaal, steeds om de dag 0.2 ml
bloed per muis afgenomen, waarna verbloeding (Fig. 24) plaats vond.
De opbrengst aan serum per muis, kon hiermee bijna vervijf-
voudigd worden (de gemiddelde opbrengsten staan bij de respectievelijke
experimenten vermeld). In andere gevallen hebben wij de dieren steeds

Y T

Fig. 24. Bloedafname uit de retro-oculaire veneuze plexus.
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laten verbloeden. In de onderscheiden grocpen werden sera gepooled en
bewaard bij —20° C totdat ze in het verdere beloop van de experimenten
nodig waren.

Met de eerste injectie ectoplaccntair conus-materiaal werd tevens 0.1 ml
Freunds adjuvant * toegediend.

Ectoplacentaire conus werd in cen kleine homogenator
volgens POTTER in Hanks’ solution gehomogeniscerd. Per muis wer-
den steeds wekelijks 20 conussen in 0.3 ml Hanks’ solution intra peri-
toneaal ingespoten; totaal 6 maal.

Daar gebruik werd gemaakt van het zwakke transplantaat-antigeen cp
het Y-chromosoom, kan verwacht worden dat de helft van de conus-
sen tot eventuele immunisatie zal leiden (nl. die van de mannelijke foe-
tus).

Het verkrijgen van ectoplacentaire conus wordt geillustreerd aan de hand
van Iig. 25 t/m 31C.

Fig. 25. = foetus (7V, dag) in de uterus.

Fig. 26. = coupe van Fig. 27.

Fig. 27. = schema van ecen foetus 7V, dag oud.

Fig. 28. = zwangere uterus 7%, dag in situ.

Fig. 29. = wvrij gepreparecrde zwangere uterus 7V4 dag.

Fig. 30A. = uitstulpen van de decidua door aangebrachte lacsie in dc
uterus-wand.

Fig. 30B. = stomp verwijderen van deel van de decidua om de ecto-
placentaire conus a vue te brengen.

Fig. 30C. = cctoplacentaire conus a vue.

Fig. 31A. = foetus (0.8 mm) + ectoplacentaire conus (0.2 mm).

Fig. 31B. = idem (vergr. 78x).

Fig. 31C. = foetus en cctoplacentaire conus gescheiden.

* T'reunds adjuvant (compleet), Difco Laboratories, Detroit, Michigan,

US.A.
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circ.sp.l.

long.sp.l:

serosa

Fig. 25. Foetus (7% dag) in de uterus. H.E. 24x.
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oetus met ectoplacentaire conus: 7% dag. H.E. 160x.

Fig. 26. 1



primitieve
reuscellen

o
SRARE
LACRARS
N
142

cytotrofoblast

ectoplacent
holte

amnion
holte

proamnion

holte exocoeloom

dooierzak
holte

| proamnion
holte

primitief -
streek

trofoblast entoderm
[:] ectoderm

mesoderm

Iig. 27. Schema fig. 26.
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Fig. 29. Vrij geprepareerde zwangere uterus, 7% dag.
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Fig. 30A. Uitstulpen van de decidua door aangebrachte laesie in de uterus-wand.
Fig. 30B. Stomp verwijderen van deel van decidua om ectoplacentaire conus a vue
te brengen.

Fig. 30C. Ectoplacentaire conus a vue, 7% dag.
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7

31A. Foetus (0.8 mm) + ectoplacentaire conus (0.2 mm), 7V, dag.

F
Fig. 31B. Idem (vergr.90x).
Fig. 31C. Foetus en ectoplacentaire conus gescheiden.

De vrijgeprepareerde ectoplacentaire conussen bestaan nagenoeg uit-
JO (oo O
sluitend wit trofoblast-cellen hetgeen blijkt uit een coupe die gemaakt

werd van een 3-tal conussen tesamen (Fig. 32).

Schema van serum-injectie bij passief enhancement
proeven:

Op dag -1; 0; +1; +3; +5; +7; +9; +11; +13; +15; +20 werd
0.2 ml serum 1i.p. toegediend. Dag 0 = dag van huidtransplantatie. De
laatste injectic werd op dag 20 toegediend, omdat bij het ongemodifi-
ceerde soft model first set, de frequentie van ,afgestoten” grafts vanaf
20 dagen overleving zeer sterk gaat toenemen (zie Fig. 51).
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Fig. 32. Trofoblast-cellen uit vrij geprepareerde ectoplacentaire conussen (coupe

0.5 pm, ingebed in Epon). Methyleen-blauw 560x.

B. NUANCERING VAN HET BEGRIP ,,AFSTOTING IN NIET GEMODIFICEERDE
SOFT MODEL SKIN GRAFTS

1. Inleiding

De bepaling van het eindpunt van de transplantatie-afstoting geeft bij

het soft model (zie: § 2.A.2.c.) soms moeilijkheden (Hauschka e.a.,

1962).

Daar wij dit model als parameter zouden gebruiken, trachtten wij hier-

van een beter inzicht te krijgen door reeksen op te stellen van huidtrans-

plantaties zowel in het soft model als in het hard model en deze zowel

macroscopisch als microscopisch morfologisch te analyseren; dit zowel in

first set als in second set.

2. Hard model first set
Er werd onderzoek verricht respectievelijk 2, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 18 dagen na transplantatie.

Zodra macroscopisch de kleur van het transplantaat donker rood tot
zwart is geworden (Fig. 33) en de graft tevens , korstig” aanvoelt, blijken
microscopisch irreversibele veranderingen te zijn opgetreden en wordt
door ons als afgestoten beschouwd. Dit kan men omstrecks de 7e-8¢
dag na transplantatie verwachten. Rondom de graft bevindt zich een
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Fig. 33. Juist afgestoten huidtransplantaat in hard model first set. Het transplan-
taat is donker rood tot zwart van kleur en voelt , korstig” aan.

Fig. 34. Demarcatie-lijn rondom afgestoten huidtransplantaat in hard model first
set. H.E. 40x.
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Fig. 35. Detail van fig.34. De demarcatie-lijn bestaat voornamelijk uit poly-
nucleaire granulocyten. H.E. 380x.

duidelijke demarcatie-lijn (I'ig. 34), die voornamelijk uit polynucleaire
granulocyten bestaat (Fig. 35). De haarfollikels en -schachten blijken
het meest gevoelig en tonen minstens 1 dag eerder reeds infiltratie van
genoemde leucocyten benevens degeneratieve veranderingen; versterkte
lymphevat-tekening is daar tevens te zien (Fig. 36).

Gedurende enkele dagen blijft deze toestand morfologisch nagenoeg sta-
tionair, behalve dat in het graft-epitheel vaak bullae gevuld met sereus
vocht verschijnen. Omstreeks de 13e dag wordt de graft, die intussen
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Fig. 36. Rest van een haarfollikel, infiltratie van leucocyten en versterkte lymphe-
vat-tekening in het hard model first set. Deze microscopische veranderingen gaan
aan de macroscopische tekenen van afstoting vooraf. H.E. 410x.

Fig. 37A. Uitstoten van de graft als sequester in het hard model first set.

Fig. 37B. Microscopie van fig. 37A. Het host-epitheel heeft het defect reeds geslo-
ten. Er bevindt zich bindweefsel op de plaats waar eerder het transplantaat zich
bevond. H.E. 20x.



een sequester is geworden, uitgestoten (Fig. 37A); daaronder heeft host-
epitheel het defect reeds gesloten. Er bevindt zich bindweefsel op de
plaatsen, waar eerder het transplantaat zich bevond (Fig. 37B).

Na enige dagen treedt retractie van het bindweefsel op, zodat macrosco-
pisch een litteken wordt gezien (Fig. 38).

Fig. 38. Litteken enige dagen na uitstoten van het huidtransplantaat in het hard
model first set.

3. Hard model second set

Er werd onderzoek verricht respectievelijk 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 dagen
na retransplantatie. Deze laatste geschiedde steeds 1 week na macrosco-
pische afstoting van de first set aan de heterolaterale zijde.

Omstreeks de 4e dag na retransplantatie is de bodem van de graft reeds
sterk geinfiltreerd met histiocyten, bestaat er al een fibroblasten-reactie
aldaar en zijn alleen nog vage resten van haarfollikels en haarschachten
te zien, echter zonder infiltraties; macroscopisch blijkt dan de graft nog
fraai en zacht. Ongeveer 2 dagen later is het transplantaat donker rood
tot zwart geworden en wordt afgestoten. Hierna duurt het globaal 3 da-
gen, voordat het host-epitheel kan overgroeien; dit blijkt dan pas te ge-
beuren nadat een goede vascularisatie in de graft-bodem en in het on-
specifick granulatie-weefsel tot stand is gekomen.

Het vroege effect van de second set response lijkt voornamelijk vascu-
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lair bepaald te zijn om de navolgende redenen. Het oppervlakte epi-
theel krimpt zeer vroeg. De haarschachten laten atrofie zien zonder dat
leucocytaire elementen in de buurt zijn. De graft z¢Ilf vertoont geen cel-
lulaire infiltratie.

Onvoldoende diffusie van voedingsstoffen en zuurstof uit het graftbed
en het ontbreken van revascularisatie, die bij de first set regel is (zie
§ 1.B.6.), lijkt hier de zeer snelle graft-dood te veroorzaken.

4. Soft model first set
Er werd onderzoek verricht respectievelijk 4, 8, 12, 16, 17, 19, 22, 23,
24, 25, 30, 37, 38, 105 dagen na transplantatie.

Fiz. 39. Huidtransplantaat in het soft model first set, Revascularisatie is nog niet op
gang gekomen. In het graftbed staan de vaten open. H.E. 236x.
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Op de 4¢ dag na transplantatie blijken vaten in het graftbed open te staan,
doch de revascularisatie zelf hoeft nog niet op gang te zijn gekomen
(Fig. 39). Enkele dagen later is er een versterkte lymphevat-tekening in
de derma van het transplantaat te zien, terwijl tevens nieuwe capillairen
worden gevormd (Fig. 40). De haarfollikels zijn sporadisch met 1y m-
phoide cellen geinfiltreerd.

Fig. 40. Versterkte lymphevat-tekening in de derma van het transplantaat, in het

soft model first set. De revascularisatie is op gang gekomen terwijl tevens nieuwe
capillairen worden gevormd. H.E. 380x.

Weer enige dagen later, omstreeks de 12e dag, zijn enkele lymphoide
cellen tussen de epidermizcellen gedrongen, terwijl deze laatsten volledig
intact blijven (Fig. 41).

Een iso-transplantaat van gelijk geslacht als de acceptor heeft, hoewel
minder, op dit tijdstip een zelfde soort cellen tussen de epidermiscellen
(Fig. 42).

Ons inziens zouden genoemde lymphoide cellen wellicht INFORMA-
TIEVE CELLEN kunnen zijn, die antigeen informatie van de graft
opnemen, om deze centraal te vergelijken met het eigen genen-patroon
om zo al dan niet de immunologische response in gang te zetten.



Fig.41. Informatiev e cellen in het soft model first set? Lymphoide cellen
tussen intacte epitheel-cellen. H.E. 380x.

ig.42. Informatieve cellen in het controle transplantaat? H.E. 380x.
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De haarfollikels en haarschachten worden ook hier het eerste aangetast.
De 16e dag na transplantatic vindt hierin reeds duidelijke infiltratie
plaats en is de follikel al grotendeels gedestrueerd (Fig. 43).

Fig. 43. Haarfollikel + haarschacht nog slechts als een ,;schim” aanwezig in het
soft model first set, 16¢ dag na transplantatie. Ter plaatse sterke lymphoide infil-
tratie. H.E, 236x.
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Fig. 44. Sterke lymphoide infiltratie in het corium en duidelijke lymphevaten in
het soft model first set, 25¢ dag. Macroscopisch kan het transplantaat nog intact
lijken. H.E. 236x.

Hoewel op de 25e¢ dag macroscopisch de graft eventueel nog geheel in-
tact kan zijn, blijkt er dan toch reeds sterke lymphoide infiltratie in het
corium te zijn opgetreden, vaak met duidelijke lymphevaten (Fig. 44).
Macroscopisch kan het transplantaat enige zwelling gaan vertonen,
waarbij tevoren de haarvacht meestal verloren is gegaan en de basale
laag van de epidermis lymphoide cellen bevat die enige destructie ter
plaatse lijken te veroorzaken. (Fig.45). Opvallend is, dat de plaatsen
van vroegere haarschachten dienen om als banen te fungeren om
lymphoide cellen van de bodem naar perifeer te geleiden.

Geleidelijk aan gaat het typische reliéf van het huidtransplantaat ver-
minderen, waarbij de derma eerst rondom de vroegere haarschachten
en later ook op andere plaatsen gebiedjes van bindweefsel gaat bevatten
ter vervanging van de collagene vezel-structuur.
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Tenslotte is het reliéf geheel verloren gegaan en wordt de oppervlakte
glad, glanzend en vaak ingezonken. Arbitrair stelden wij,
dat hiermede de graft was ,,afgestoten”, hoewel dit laatste begrip
in dit model algemeen foutief wordt gebruikt, daar er geen uitstoting
doch RESORPTIE van gedeelten van de graft plaatsvindt. Bij vervolgen
blijkt, dat zelfs tot na 100 dagen nooit een echt epitheel-defect ontstaat
en de grotere keratine korrels, die typisch bij mannelijk staarthuid voor-

Fig. 45. Destructie in de basale laag van de epidermis, in het soft model first set.
H.E. 380x.
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Iig. 46. Soft model first set, ongeveer 100 dgn. na ,afstoting”. Resten van colla-
gene vezels van de graft. Hiertussen gebieden van bindweefsel o.a. op plaatsen van

vroegere haarschachten. H.E. 128x (opname met gepolariseerd licht).

komen, steeds in de perifere epidermislaag van de graft blijven gehand-
haafd. Onze conclusie is dan ook, dat ter plaatse van de transplantatie
het donor-epitheel blijft bestaan terwijl ook resten van collagene graft-
vezels van het corium achterblijven (Fig. 46; Fig. 47).

Macroscopisch lijkt het echter of intussen littekenweefsel is ontstaan,
doch dit blijkt dus schijn (Fig. 48).

5. Soft model second set

Een week na het moment van glad worden van de graft werd aan de
heterolaterale zijde een nieuwe graft geplaatst. Er werd onderzoek ver-
richt respectievelijk 4, 5, 6, 7, 8, 12, 13, 17, 19, 21, 27 dagen na retrans-
plantatie. Evenals in het hard model first set, zien wij ook hier dat de
graft donker rood tot zwart van kleur gaat worden en dan tevens korstig
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aanvoelt (Fig. 49). Dit kan men vanaf de 8e dag na retransplantatie ver-
wachten.

Ongeveer 4 dagen voor de macroscopische kleurveranderingen zijn alleen
de perifere gedeelten van de haarschachten nog intact. De rest is dan
sterk met cellen geinfiltreerd en is gedestrueerd. De epidermis bevat in
het basale gedeelte intra-cellulair granulocytaire infiltratie. De derma
vertoont enige infiltratie van leucocytaire elementen, voornamelijk aan
de grens met het graft-bed.

Fig. 47. Detail van fig. 46, doch geen gepolariseerd licht. Kruisstructuur van col-
lagene vezels; dunne laag donor-epitheel. H.E. 256x.
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Fig. 48. Wit, glad, glanzend aspect van een transplantaat in soft model first set,
ongeveer 100 dgn. nadat het werd ,,afgestoten”. De gelijkenis met een litteken is
schijn.

Fig. 49. Juist afgestoten huidtransplantaat in het soft model second set. Het trans-
plantaat is donker rood tot zwart van kleur en voelt ,korstig” aan.



Een tot twee dagen later zijn de haarschachten totaal gedestrueerd waar-
na de exfoliatie wordt ingezet, doordat op de grens van epidermis en
derma, locale gebieden met infiltratie van granulocyten de lytische dege-
neratie begeleiden (Fig.50). Langs de intussen ontstane demarcatie-lijn
van voornamelijk granulocyten op de grens tussen graft en graft-bed
begint het host-epitheel naar centraal toe te groeien en wordt de graft
als sequester uitgestoten.

De reactie lijkt morfologisch sterk op die van het hard model first set.

6. Aangelegde criteria betreffende afstotings- c.q. resorptie-momenten
van de grafts

Bij het soft model first set zal over ,afstotingsmoment” worden
gesproken om het algemene spraakgebruik hieromtrent te volgen, doch
bedoeld wordt resorptie-moment. Daar in vergelijking met de
andere modellen de correlatie macroscopie-microscopie veel mo ei-
lijker ligt bij het soft model first set, werden de microsco-
pische criteria onderverdeeld in 3 sub-groepen.

Voor gebruikte criteria zie tabel II1.

. £ o 2 S "
Fig. 50. Begin van exfoliatie in het soft model second set. Op de grens van epider-
mis en derma verschijnen locale gebieden met infiltratie van granulocyten, die de
lytische degeneratie begeleiden. Deze microscopische veranderingen gaan aan de
macroscopische tekenen van afstoting vooraf. H.E. 300x.
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TABEL III

Aard  Macro- Mi -
. icroscopie
model scopie
Hard Donkerrood- Sequester
model  zwart;
first ,.korstig”
set
Hard Donkerrood- Sequester
model  zwart;
second ,.korstig”
set
Resorptie
Beschrijving Totaal  Sub- Partieel
totaal
Soft Kaal; ont- Perifere cpith.: vlak, vlak, vlak,
model breken reliéf; intact intact intact
first glad, glan-
set zend cn/of Haarfollikels + als
hoom- haarschachten: afwerzig afwerzig ,,schimmen”
schilfers aanwezig
Rest collagene
vezels corium: =309, =509, 509,
Soft Donkerrood- Sequester

model  zwart;
second |, korstig”
set

,» AFSTOTINGS”’-CRITERIA IN VERSCHILLENDE SKIN-GRAFT-MODELLEN

7. Vergelijking range ,,afstotings-momenten” in verschillende skin-graft-
modellen (macroscopisch)

In de tabellen IV t/m VI werden ,alstotings-momenten” van 3 skin-

graft-modellen opgenomen: Hard model first set, soft model first set en

soft model second set. Het betreft respectievelijk 55, 106 en 29 transplan-

taties. De gemiddelde overlevingsduur en de Mean

Survival Time (M.S.T.") werden tevens aangegeven.

*) M.S.T. = Dag na transplantatie waarop juist 50% van de grafts zijn afgestoten
(MEbpAwAR, 1958).
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TABEL IV

»Afst.”-dag Aantal muizen
8 10
9 12 Totgal aantal 55
10 13 Gem. overlevingsduur (dg.) 10.2
11 6
12 8 Range (dg.) 8-14
1 t MS.T 10
14 2 A

M.S.T. = Mecan Survival Time (zie tckst pag. 84).

AFSTOTINGS-MOMENTEN HARD MODEL FIRST SET

ONGEMODIFICEERD
TABEL V
»Afst.”-dag Aantal muizen »Afst.”-dag Aantal muizen

12 1 37 2
16 1 38 5
19 3 39 5
20 2 40 3
21 1 41 5
22 2 42 5
23 3 43 1
24 4 44 3
26 2 45 2
27 4 46 3
28 4 47 2
29 5 48 3
30 4 49 2
31 2 50 1
32 2 51 1
33 4 60 1
34 7 72 1
35 6 79 1
36 2 88 1

Totaal aantal 106

Gem. overlevingsduur (dg.) 359

Range (dg.) 12-88

MS.T. 35

MST. =

Mean Survival Time (zie tckst pag. 84).

,»AFSTOTINGS”’-MOMENTEN SOFT MODEL FIRST SET

ONGEMODIFICEERD



TABEL VI

»Afst.”-dag Aantal muzen

8 2

10 6 Totaal aantal 29
11 3

12 10 Gem overlevingsduur (dg) 175
ii 3 Range (dg ) 8-20
18 1 MST 12
20 1

MST = Mecan Survival Time (zic tekst pag 84)

B AFSTOTINGS’’~-MOMENTEN SOFT MODEL SECOND SET
ONGEMODIFICEERD

Fig. 51 laat zien dat de range waarbinnen in het soft model first
set ,afstoting” plaatsvindt zeer groot is, terwijl bij het hard
model first set deze het kleinst is. Er werden perioden van 5 dagen

%grafts juist

,afgestoten”
20 106 muizen = soft model First set
(3 gsgz/ 29 muizen— soft modelsecond set
6:26- = 55 Muizen ---seeeem = hard model first set
. : = absolute aantallen
60 )
}
]
]
50 |
]
: ]
H 1
401 i @9
H 36%
g
304
201
10
) () (1)
1% 1% 1%
610 1620 2630 3640 4650 5660 76680 8690
115 2125 3135 4145 5155 175

afstotingstyd (dagen)

I'g 51 Vergelyking range van ,,afstotings-momenten” mn verschiliende skin-graft-
modellen



vergeleken waarin de grafts werden ,,afgestoten”, te beginnen bij dag
6 t/m 10 enz. Daar het ons te doen was om beide soft models 1n deze
met het hard model te vergelijken, hebben wij het hard model second set
niet opgenomen, daar deze ndég vroeger lag in het afstotingsmoment cn
nog binnen ecn kleinere range lag dan het hard model first set.

8. Hustologisch onderzoek van een groep van 18 macroscopisch
»afgestoten” transplantaten in het soft model first set

Volgens criteria aangegeven in tabel III, werden de histologische be-

vindingen vermeld van een willekeurig groepje van 18 als macroscopisch

»afgestoten” gekwalificeerde transplantaten (soft model first set) in

tabel VII.

TABEL VII
Muis No. Microscopie Muis No Microscopie

231 sub-totaal 240 sub-totaal
232 sub-totaal 313 totaal
233 totaal 314 particel
234 totaal 315 totaal
235 totaal 316 partiecl
236 totaal 317 totaal
237 sub-totaal 318 tolaal
238 totaal 319 partieel
239 totaal 320 sub-totaal

Totaal aantal 18

Totaal 10 (569%)

Sub-totaal 5 (289%)

partiecl 3 (169,)

VERDELING MICROSCOPISCHE SUB-GROEPEN BI]J ,,AF%TOTING”
BIJ 18 MUIZEN SOFT MODEI FIRST SET
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C. RESULTATEN VAN GEMODI}ICEERDE SOIT MODEL SKIN GRAITS

1. Invioed van Freunds adjuvant en Hanks’ solution op de transplantaat-
overleving in het soft model

11 Volwassen maagdelijke ¢ C57Bl/6J-muizen kregen 0.1 ml Freunds

adjuvant in 0.3 ml] Hanks’ solution i.p. toegediend, waarna wekelijks

1 injectie i.p. 0.3 ml Hanks’ solution gedurende 5 weken.

1 Week later kregen deze dieren een & C57B1/6]-skin graft (Tabel VIII).

TABEL VIII
Muis No »Afst ’-dag Microscopie

217 27 particel

218 27 totaal

219 29 sub-totaal

220 27 totaal

221 42 sub-totaal

222 26 totaal

223 48 totaal

224 19 totaal

225 13 totaal

226 25 totaal

228 18 totaal
Totaal aantal 11 Microscopie
Gem overlevingsduur (dg ) 274 Totaal 8 (739%)
Range (dg) 13-48 Sub-totaal 2 (189%,)
MST 26.5 Particel 1 (99%)

MST = Mean Survival Time (s1e tekst pag 84)

INVLOED FREUNDS ADJUVANT + HANKS’ SOLUTION OP SKINGRAIT
OVERLEVING IN SOFT MODEL FIRST SET
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2. Actief enhancement experiment: Immunisatie d.m.v. ectoplacentaire
conus-homogenaten

Fig. 23 (pag. 60) laat in experiment 1. schematisch de proefopstelling

zien.

8 Volwassen maagdelijke 2 C57Bl/6]J-muizen werden met ectoplacen-

tair conus-materiaal voorbewerkt, waarbij aan de eerste injectie tevens

0.1 ml Freunds adjuvant was toegevoegd (zie pag. 62).

Een week later kregen deze dieren een & C57Bl/6]-skin graft.

De overlevingsduur, de gemiddelde overlevingsduur en de M.S.T. staan

vermeld in tabel IX.

TABEL IX
Muis No. »Afst.”-dag Microscopie

127 12 totaal

129 15 sub-totaal

130 15 totaal

131 22 totaal

132 34 totaal

133 18 totaal

134 33 totaal

136 28 sub-totaal
Totaal aantal 8 Microscopie
Gem. overlevingsduur (dg.) 22 Totaal 6 (759%,)
Range (dg.) 12-34 Sub-totaal 2 (259,)
MS.T. 18 Particcl —

M.S.T. = Mean Survival Time (sic tckst pag. 84).

ACTIEF ENHANCEMENT EXPERIMENT (exp. 1)
IMMUNISATIE D.M.V. FCTOPLACENTAIRE CONUS-HOMOGENATEN
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3. Passief enhancement experiment: Serum na voorbewerking met
ectoplacentaire conus-homogenaten (C.S.)

Figuur 23 (pag. 60) laat in experiment 2, schematisch de proefopstelling

zien.

20 Volwassen maagdelijke ¢ C57Bl/6]-muizen werden met ectoplacen-
tair conus-materiaal voorbewerkt (zie pag. 62), waarbij aan de eerste
injectie tevens 0.1 ml Freunds adjuvant was toegevocgd (zie pag. 62).

Een week later werd een aanvang genomen met parti€le bloedafname,
waarvan het serum werd bewaard (zie pag. 61). Er werd in totaal
29.4 ml serum verkregen (gemiddelde opbrengst/muis: 1.4 ml serum).

Vervolgens werden bij 10 andere volwassen maagdelijke ¢ C57Bl/6]-
muizen bovengenoemd serum volgens schema toegediend waarvoor 22 ml
benodigd was (zie pag. 68). Op de dag van de tweede serum-injectie
(dag 0) kregen deze laatste dieren een d C57Bl/6] skin-graft.

Een second set (zie pag. 61) werd geplaatst 1 week na ,afstoting” first
set; bij de 3 transplantaten, die een overlevingsduur van >100 dagen
vertoonden, werd de second set verricht 1 week nadat de niet afgestoten
graft was uitgesneden. Dit laatste gebeurde op 108 dagen na transplan-
tatie.

De overlevingsduur, de gemiddelde overlevingsduur en de M.S.T. staan
vermeld in tabel X,

4. Passief enhancement experiment: Serum van 7Y, dag zwangere
muizen (Z.S.)

Figuur 23 (pag. 60) laat in experiment 3. schematisch de proefopstelling

zien.

Van 100 C57Bl/6] muizen, die voor de eerste keer zwanger waren van
een & C57Bl/6]-muis, werd bij 712 dag zwangerschap in totaal 32 ml
serum na totale verbloeding verkregen (gemiddelde opbrengst/muis:
0.32 ml serum).

Vervolgens werden bij 10 volwassen maagdelijke ¢ C57Bl/6]-muizen
bovengenoemd serum volgens schema toegediend, waarvoor 22 ml be-
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TABEL X

MUIS | »AFSTOTING” FIRST SET AFSTOTING SECOND SET
no. Microscopie »Afst.”-dag Microscopie Afst.-dag
241 partieel > 100 uitgestoten 9
243 sub-totaal 30 sequester 10
250 partieel > 100 scquester 10
251 totaal 41 sequester 10
252 totaal 30 —
259 totaal 40 uitgestoten 10
261 totaal 42 sequester 9
269 partieel 35 -
270 totaal 54 sequester 9
278 intact >100 sequester 8

Totaal aantal 10 Totaal aantal 8

Gem. overlevingsduur (dg.) 57.2 Gem. overlevingsduur (dg.) 9.4

Range (dg.) 30-100 Range (dg.) 8-10

MS.T. 41 MS.T. 9

MICROSCOPIE:

Totaal 5 (509,)

Sub-totaal 1 (10%,)

Partieel 3 (30%,)

M.S.T. = Mecan Survival Time (zic tckst pag. 84).

Uit onderzock wegens technische problemen.

PASSIEF-ENHANCEMENT EXPERIMENT (exp. 2.)
NA VOORBEWERKING MET ECTOPLACENTAIRE CONUS-HOMOGENATEN (C.S.)
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nodigd was (zie pag. 68). Op de dag van de tweede serum-injectie
(dag 0) kregen deze laatste dieren een & C57Bl/6] skin-graft.

Een second set (pag. 61) werd geplaatst 1 week na ,,afstoting” van de
first set.

De overlevingsduur, de gemiddclde overlevingsduur en de M.S.T. staan
vermeld in tabel XI.

TABEL XI

MUIS | »ATSTOTING” T'IRST SET AFSTOTING SECOND SET
no Microscopie »Afst ’-dag Microscopie Afst -dag
244 totaal 21 uitgestoten 14
246 particel 35 uitgestoten 9
253 partieel 28 sequester 8
254 totaal 55 scquester 9
255 totaal 49 sequester 9
262 sub-totaal 37 sequester 11
264 totaal 37 —
271 particel 26 sequester 14
281 particel 45 —
282 totaal 39 _

Totaal aantal 10 Totaal aantal 7

Gem overlevingsduur (dg ) 37 2 Gem overlevingsduur (dg.) 106

Range (dg) 21-49 Range (dg) 8-14
MST 37 MST. 9
MICROSCOPIL

Totaal 5 (509,)

Sub-totaal 1 (10%)

Parucel 4 (409,)

MST = Mean Survival Time (71e tekst pag 84)

— = Uit onderzock wegens techmsche problemen.

PASSIEF-ENHANCEMENT EXPERIMENT (€xp. 3)
SFRUM VAN 71, DAG ZWANGERE MUIZEN (Z S.)
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5. Controle passief enhancement experiment: Serum van volwassen
maagdelijke vrouwelijke muizen (M.S.)

Figuur 23 (pag. 60) laat in controle experiment 243 schematisch de

proefopstelling zien.

Van 100 volwassen maagdelijke ¢ C57Bl/6]J-muizen werd in totaal
34 ml serum na totale verblocding verkregen (gemiddelde opbrengst/
muis: 0.34 ml serum).

Vervolgens werd bij 10 volwassen maagdelijke 2 C57Bl/6]-muizen
bovengenoemd scrum volgens schema tocgediend waarvoor 22 ml be-
nodigd was (zie pag. 68). Op de dag van de tweede serum-injectie
(dag O) kregen deze laatste dieren een & C57Bl/6] skin-gralt.

Een second et (pag. 61) werd geplaatst 1 week na ,,afstoting” first set.

De overlevingsduur, de gemiddelde overlevingsduur en de M.S.T. staan
vermeld in tabel XII.

D. DISCUSSIE EN CONCLUSIES

Figuur 52 geeft een overzicht van de resultaten van de enhancement
experimenten in het soft model first set, die werden vermeld in § 3.C.
(Fig. 23; tabellen IX t/m XII).

De afzonderlijke first set experimenten (exp. 1; exp.2; exp. 3; contr.
2+ 3) zullen hierna worden vergeleken met de wijze van afstoting in het
ongemodificeerde soft model first set (tabel V en I'ig. 51).

De second et experimenten (exp. 2; exp. 3; contr. 2+3) zullen met het
ongemodificcerde soft model second set worden vergelehen (tabel VI en
Fig. 51).

Statistiscch onderzoek werd, tenzij anders vermeld, verricht volgens
Wilcoxon-toetsen (één- of tweezijdig), die gevoelig zijn voor mediaan-
verschuivingen; M.S.T. (zie pag. 84) werd als centrummaat voor de
groepen genomen.

Indien de overschrijdingskans p kleiner is dan 59¢ (p 0.05), dan wordt
het toets-resultaat als significant beschouwd. Alle uitspraken die berusten
op statistische toetsing, zijn voorzien van een overschrijdingskans.
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TABEL XII

MUIS ~AFSTOTING” FIRST SET AFSTOTING SECOND SET
no. Microscopie »Afst.”-dag | Microscopie Afst.-dag
249 totaal 39 sequester 11
256 totaal 48 —
257 sub-totaal 31 —
265 sub-totaal 35 —
266 partieel 48 sequester 9
267 sub-totaal 29 uitgestoten 9
274 totaal 41 sequester 9
275 particel 35 uitgestoten 11
276 totaal 26 sequester 11
285 totaal 40 —
Totaal aantal 10 Totaal aantal 6

Gem. overlevingsduur (dg.) 37.2

Gem. overlevingsduur (dg.) 10

Range (dg.) 26-48 Range (dg.) 9-11
M.S.T. 35 MS.T. 11
MICROSCOPIE:

Sub-totaal 3 (30%)

Totaal 5 (50%)

Partieel 2 (20%)

M.S.T. = Mean Survival Time (zie tekst pag. 84).
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CONTROLE PASSIEF ENHANCEMENT EXPERIMENT (contr. 2 + 3):
SERUM VAN VOLWASSEN MAAGDELIJKE VROUWELIJKE MUIZEN (M.S.)
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Fig. 52. ,,Afstotings-momenten” bij enhancement-experimenten na trofoblast-voor-
bewerking.

Voor wat de afstotings-momenten in het soft model betreft, konden de
individuele waarnemingen op 2 dagen nauwkeurig worden bepaald; in
het hard model konden deze op 1 dag nauwkeurig worden bepaald.

Experiment I, first set, vertoont een versnelde afstoting in verge-
lijking met soft model first set (p = 0.001). Zoals reeds eerder werd ver-
meld, werd met de eerste injectie ectoplacentaire conus-homogenaten,
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tevens 0.1 ml Freunds adjuvant toegediend. Freunds adjuvant
(in Hanks’ solution) blijkt niet alleen het immunologisch apparaat voor
humorale immuniteit gevoeliger te maken — reden waarom dit werd
toegepast in cxperimenten 2 en 3 — doch lijkt ook de celgebonden immu-
niteit te stimuleren. Dit laatste moet ons inziens de conclusie zijn van de
resultaten van § 3.C.1., waar verkorte transplantaat-overleving werd ge-
zicn in vergelijking met het ongemodificeerde <oft model first set (p> =
0.01). De verkorte overlevingsduur van de transplantaten in experi-
ment 1, zijn mogelijk terug te voercn op Ireunds adjuvant tocdiening
tijdens de eerste injectie van ectoplacentaire conus-homogenaten.

Het niveau van de overlevingstijden van de transplantaten in beide laatste
groepen (exp. 3; contr. 2+3) vertonen geen significant +erschil

(p2~0.30).

Experiment 2, first set, vertoont 3 transplantaten met cen over-
levingsduur van meer dan 100 dagen. De groep van 10 muizen vertoont
een significant verlengde overlevingsduur van de transplantaten in ver-
gelijking met het soft model first set (p[rechtséénzijdig] = 0.01).

Experiment 3, first set, vertoont geen verschil in afstotingstijden
in vergelijking met het soft model first set (p[rechtséénzijdig] >0.25)
evenalsde controle van experimenten?2en3 (p: 040). Het
blijkt, dat serum verkregen van muizen die voor de eerste maal zwanger
waren gedurende 714, dag, in dit experimentele model althans, geen ver-
lengde skin-graft overleving heeft bewerkstelligd gezien de macro-
scopische criteria van afstoting.

Microscopisch onderzoek van de skin-grafts nadat deze waren
»afgestoten”; werden tevens vermeld in tabel VII t/m XII. In tabel I1
werden 3 subgroepen aangegeven waarin de microscopische bevindingen
werden samengebracht. Aangenomen kan worden, dat ,totale” afstoting
later zal plaatsvinden dan ,,partiéle” afstoting.

Van 18 muizen uit de ongemodificeerde soft model first set groep zijn de
microscopische gegevens bekend (tabel VII).

In experiment 2, first set (tabel X)), bleef het transplantaat van één muis
intact. Dec microscopische gegevens van de andere skin-grafts uit deze
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groep (9) werden in de analyse betrokken. Verder zijn ook de microsco-
pische re-ultaten van de Freunds adjuvant grocp (tabel VIII), van
experiment 1 first set (tabel IX), van experiment 3 first set (tabel XI)
en van de controle groep van de experimenten 2 en 3 (tabel XII) ver-
meld in tabel XIII. De aantallen in de groepen werden ingedceld naar
totale, subtotale, respectievelijk particle microscopische afstoting.

Er is geen aanleiding om te onderstellen dat de verdeling naar histolo-
gische ,,afstoting” van de 6 groepen verschillend zou zijn (X*-toets,
p>0.50).

Verwacht mag worden dat de gevonden verschillen tussen de groepen
met betrekking tot macroscopische ,,afstotings”’-momenten niet door
de microscopische verschillen in afstoting geintroduceerd zijn.

Bij tabel VII dicnt vermeld, dat de macroscopische ,,afstotings”-momen-
ten niet represcntatief blijken te zijn voor de gehele groep ongemodifi-
ceerde soft model first set grafts (p 0.01).

TABEL XIII
MICRO- GROEP
SCOPIE
LAFSTO- Soft model Freu.nds Exp 1 Exp 2 FExp.3 Controle
TING” f1rst set adj. exp 2+3
ongemodi- groep
[iceerd

TOTAAL 10 8 6 5 5 5 39
SUB-
TOTAAL 5 2 2 1 1 3 14
PARTIEEL 3 1 0 3 4 2 13

18 11 8 9 10 10 66

VERDELING VAN 6 GROEPEN MUIZEN NAAR 3 MICROSCOPISCHF
,, AFSTOTINGS’-CRITERIA IN SOFT MODEL FIRST SET
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Second-set afstoting blijkt zich bij de experimenten 2 en 3 en de
controle-groep hiervan (tabel X t/m XII) binnen nauwe grenzen tc
voltrekken. Tussen de 3 groepen worden, zoals verwacht, geen verschillen
in afstoting geconstateerd (toets van Kruskal-Wallis, p>0.50) ; worden
deze 3 groepcn tesamen genomen en vergeleken met het ongemodificeerde
soft model second set, dan blijkt de afstoting zich versneld voor te doen
(p2 <0.01).

Deze bevindingen zijn geheel conform die van Harasz, 1963; McKEnN-
zig, 1971 en RusseLL, 1971 (zie pag. 28), die stelden, dat na immuno-
logisch enhancement de second set response niet wordt vertraagd. Dat
nochtans bij de ongemodificeerde groep soft model second set het af-
stotings-patroon vertraagd is, vergeleken met de second set van de passief
enhancement experimenten (exp. 2; exp. 3; contr. 2 en 3), kan wellicht
verklaard worden, doordat bij de ongemodificeerde groep de resten
van de first sct niet werden uitgesneden, zodat bein-
vloeding op de second set response hiervan denkbaar is.

Uit bovenvermelde experimenten lijkt het aannemelijk, dat trofoblast
in staat is tot opwekken van immunologisch enhancement.

Dat wij met sera van zwangere muizen alleen (exp. 3) geen immuno-
logisch enhancement hebben kunnen opwekken, zou verklaard kunnen
worden door enerzijds de korte immunisatie-tijd (7% d.) en anderzijds
door de mogelijk sterke affiniteit van de snel groeicnde trofoblast voor
cnhancing antibodies,

Skin-grafts zijn mogelijk een minder gevoelige paramcter voor trofoblast,
dat wellicht zelf gemakkelijker tot enhancement kan komen.
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HOOFDSTUK III

VERGELIJKEND SEROLOGISCH ONDERZOEK NAAR
LYMPHOCYTOTOXISCHE ISO-ANTILICHAMEN
BIJ DE VROUW T.O.V. DEE ECHTGENOOT EN VERDELING
VAN DE BLOEDGROEPEN VOLGENS HET
AB-O SYSTEEM BI] BEIDEN

§ 1 LITERATUURGEGEVENS

A. INLEIDING

Humorale antilichamen kunnen ecn onderdeel van de transplantatie-
reactie zijn (zie Hfdst. II, § 1.B.4.).

Zoals recds uitecngezet, is een gedecelte van genoemde antilichamen cyto-
toxisch van karakter en kunnen deze door cyvtotoxische testen serologisch
worden aangetoond (zie Hfdst. 11, § 1.B.2.).

De hierna volgende literatuurgegevens zijn alleen bedoeld om het onder-
zoek vermeld in § 2 van dit hoofdstuk te verduidelijken. Volledigheid
wordt derhalve niet nagestreefd.

B. CYTOTOXISCHE ANTILICHAMEN

Humorale antilichamen die in aanwezigheid van complement cel-dood
kunnen bewerkstelligen, worden cvtotoxisch genoemd. De testen die ge-
noemde antilichamen in sera aantonen bestaan uit de volgende compo-
nenten: target cells (lymphociten) + te onderzoeken serum
(cvtotoxische antilichamen) + complement + trypaan-blauw.
Deze laatste stof kan passief alleen dode cellen binnendringen cn wordt
daarom als indicator van de reactie gebruikt.

Cytotoxische iso-antilichamen kunnen worden opgewckt bijvoorbeeld

99



door bloedtransfusies, orgaan- transplantatie en zwangerschap (ENGEL-
FRIET, 1966).

C. COMPLEMENT (c’)

Deze term betreft een groep serum-factoren, die deelnemen aan een cyto-
toxisch reactie-systeem (MavEr, 1961). Bij 56° C. gedurende 30 min.
wordt complement volledig geinactiveerd. Het werkingsmechanisme van
genoemde C’-factoren is buitengewoon gecompliceerd en kan worden
vergeleken met die van de bloedstolling. In beide gevallen speelt het zo-
genaamde cascade-fenomeen een rol: een seric van reactics
waarvan het product van een reactic dient als catalysator van de vol-
gende reactie. In totaal zijn 11 verschillende factoren bekend (Lach-
MANN, 1968).

De werking van complement bij hemolyse van ervthrocyten komt

fundamenteel overecn met die op gesensibiliseerde kernhoudende
cellen (Winn, 1965).

Complement kan alleen dan tot complex-vorming met antilichamen
overgaan, indien deze laatsten zich op nict te grote afstand van elkaar
aan antigecn-determinanten hebben gebonden (zie Hfdst. II, § I.C.
pag. 30). De plaats van complement-activering is het Fc-fragment
(zie pag. 28) van de betreffende antilichamen (Lacumann, 1968).

Electronen-microscopische onderzockingen van HuMpHREY en Dour-
MASHKIN, 1965, gaven aan, dat membraan-openingen (80-100 A) een
morfologisch resultaat zijn van complement-activiteit op het cel-mem-
braan. Verlies van kleine ionen, zou het osmotisch evenwicht van de cel
z6 verstoren, dat zwelling en destructie van de cel het gevolg zou zijn.

Het complement van verschillende diersoorten bindt niet stceds alle
complement-bindende antilichamen even goed. Zo kunnen kippen- en
ecnden-antilichamen geen zoogdier-complement binden, terwijl ander-
zijds het complement van een zelfde diersoort niet noodzakelijkerwijs zich
het beste hoeft te binden aan eigen antilichamen (Lacumann, 1968).
Hoewel cavia-complement algemeen wordt gebruikt bij serologisch onder-
zoek, blijkt konijnen-complement vaak effectiever te zijn (EaTon, 1970).
Op empirische gronden werd door KissMEYER-NIELSEN cn KJERBYE,
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1967, de voorkeur gegeven aan een mengsel van U4 menselijk —~C’ cn
I, konijnen-C’ om te worden toegepast in de lymphocytotoxische test.

Als indicator voor complement-fixerend vermogen wordt vaak het he-
molytisch systeem gebruikt: schaap-ervthrocyten +
antischaap-crythrocyten — konijnenserum + comple-
ment.

Bij titratie van C’ wordt 50 % hemolyse als eind-criterium
gehanteerd (Rapp, 1964). De bepaling van 509 hemolvse kan met
veel grotere nauwkeurigheid worden vastgesteld cn is veel beter reprodu-
ceerbaar dan 1009 hemolyse. Dit laatste kan afgeleid worden uit de
liniaire representatic van de hemolyse bij C’-titratie die cen S-vormige
figuur vertoont met 50% hemolyse centraal en asymptotische benade-
ringen tot 0 en 1009 hemolyse (Caskey, 1963). De sterkte van C/ wordt
dan ook uitgedrukt in eenheden C’Hso *

Daar de genoemde publicatic van Casty, 1965, ecn gestandariscerde
werkwijze beschrijft van vele laboratoria in U.S..\., zal hierna gerefercerd
worden aan de als zodanig genoemde L.B.C.F.-Method (Labo-
ratorium Branch Complement Fixation Mecthod).

D. ANTICOMPLEMENTAIRE ACTIVITEIT
Indien sera te lang bewaard blijven bij —20° C. zou de mogelijkhcid bec-
staan dat aspecificke binding van C” aan genoemde sera gaat toecnemen,
zonder dat van antigeen-antilichamen interactic sprake is (MiTTAIL, €.a.,
1968). Dit verbruik van complement wordt anti-complementaire
activiteit genocmd.

Het treedt voornamelijk op indien agregaten van IgG aanwezig zijn cn
in mindere mate indicn fibrine aanwezig is (LacHMANN, 1968). Vindt ecn
procedure plaats, waarbij de pH van het serum daalt onder 6.0, dan
wordt eveneens anticomplementaire activiteit waargenomen (Rict,
1965). Daar trypaan-blauw een sterk anticomplementair effect veroor-
zaakt, voegt men deze indicator van de cytotoxische test pas toe nadat
de binding van evcntuele antilichamen met antigecn en complement

* 1 Eenheird C'Hso 15 de hoeveelheid C” die het ,,Master-system™ (333x10" gesen-
sibiliseerde schaaperythrocyten in 5 ml buffer met complement) juist 509, hemo-
lyseert,
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heeft plaatsgevonden (ENGELIRIET, 1966). Fen theorctisch wellicht te
verwachten vals negatieve uitslag van de cytotoxische test ten gevolge
van mogelijke anticomplementaire activiteit van de te ondcrzoeken sera,
kan mect ecn overmaat aan C’ worden voorkomen (MiTTal e.a., 1968).
De door ENGELIRIET, 1966, aangeraden two step procedure van de cyto-
toxische test (= eerst binding eventuele antilichamen aan antigeen, dan
afdraaien van het te onderzocken <erum en vervolgens C’ toevocgen) kan
allecn in een macro-mcthode worden toegepast en niet in ecn
micro-mcthode, die heden algemeen gebruikt wordt.

Er zijn ons geen gegevens uit de literatuur bekend, die de invloed van
verschillende soorten complement op eventuele anticom-
plementaire activiteit van sera vermelden.

E. ZWANGERSCIIAP AIS STIMUIUS TOT OPWEKKING VAN CYTOTOXISCHE
ANTILICHAMEN
Zwangerschap is een effectieve stimulus tot vorming van humorale anti-
lichamen, gericht tegen leucocvten, een situatie volledig analoog aan de
inductie van Rhesus-antilichamen (vanN Roobp e.a., 1969).
In een vorige studie (van pDEr WERF, 1971) toonden wij aan, dat ecn
cerste zwangerschap recds bij 672 week amenorrhoe aanleiding kan
geven tot de vorming van cytotoxische antilichamen gericht tegen de
vaderlijke lymphocyten. Indien men aanneemt, dat antigecen minstens
I week voor het verschijnen van cytotoxische antilichamen, moet zijn
aangeboden (OvErwLG e.a., 1969), betekent dit, dat van de menselijke
foctus reeds 214 week na innesteling de genoemde stimulus kan uitgaan.
OvVERWEG cn ENGELIRIET testten 116 primipara op voorkomen van cyto-
toxische antilichamen ten opzichte van de cchtgenoot. In 15 gevallen
(13%) werden antilichamen aangetroffen: in 1 geval bij 24 weken,
in 4 gevallen allecn na de graviditeit, terwijl de rest bij 28 weken of
later pas kon worden aangetoond.
Anrons, 1971, onderzocht genoemde antilichamen bij 50 primi-gravidae
ten opzichte van een panel van lymphocyten-donoren, dat 18 leuco-
cyten-groepen 1ertegenwoordigde. Hij vond lymphocytotoxische anti-
lichamen bij 24-34 wcken amenorrhoe in 109, durante partu in 229,
1 week post partum in 289, 4 weken post partum in 309 en in het
navelstrengbloed in 69 van de gevallen. In dcze groep kon geen relatie
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aangetoond worden tussen foeto-maternale transfusie (me-
thode volgens Kleihauer: 2 foetaal Hb-cellen/10% moederlijke erythro-
cyten) en aanwezige leucocyten antilichamen.

GoobMaN e.a., 1967, vergeleken het voorkomen van cytotoxische anti-
lichamen bij zwangeren van verschillende pariteit. Getest ten opzichte
van een panel van 10 lymphocyten-donoren: Primi-para: in 25% posi-
tieve reactie, na 3e en 7e zwangerschap respectievelijk in 55% en 689
positieve reacties.

TerasaklI e.a., 1970, onderzochten een groep van 574 zwangere vrou-
wen op het voorkomen van cytotoxische antilichamen getest ten opzichte
van een panel van 20 donoren. Na de tweede zwangerschap vertoonden
25% cn na de zesde zwangerschap vertoonden 509 van de vrouwen
antilichamen. Moeders met antilichamen kregen in een significant hogere
frequentie kinderen met congenitale afwijkingen, vergeleken
met de groep zonder aantoonbare antilichamen. Genoemde onderzoekers
vonden geen verband tussen abortus en voorkomen van cytotoxische
antilichamen bij de vrouw.

Dat zwangerschap een cffectieve stimulus tot vorming van cytotoxische
antilichamen kan zijn, valt ook op te maken uit het relatief grote risico
dat multiparac hebben om niertransplantaten acuut af te stoten (TERA-
SAKI e.a., 1968; PaTEL e.a., 1969). Bij een zwangerschap na niertrans-
plantatie is het gevaar van sensibilisatic en daardoor afstoting van het
transplantaat buitcngewoon reéel (MicHIELSEN, 1969).

§ 2. ONDERZOLK NAAR DE INVLOED VAN ABORTUS,
RESPECTIEVELIJK PARTUS IMMATURUS OP HET ONTSTAAN VAN
CYTOTOXISCHE ANTILICHAMEN

A. INLEIDING

Verschillende soorten humorale antilichamen die een relatic vertonen
met de transplantatie-reactie, kunnen in menselijke sera worden onder-
zocht (zie Hfdst. II, § 1.B.4.). Wijj kozen de cytotoxische anti-
lichamen tot object van onderzoek, omdat deze, van genoemde anti-
lichamen het meest gevoelig en het best reproduceerbaar getest kunnen
worden (vaN Roobp e.a., 1969).
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TERASAKI e.a., 1964, introduccerden als eersten een micro-methode ter
bepaling van genoemde antilichamen, zodat slechts geringe quanta te
onderzoeken sera benodigd zijn. Deze methode heeft nog aan betrouw-
baarheid gewonnen, doordat KissMEYER-NIELSEN c¢n KjErBYE, 1967,
modificaties aanbrachten aangaande de zuivering van lymphocyten, dic
de target cells voor de reactie zijn. Voornoemde bepalings-methode die
heden bijna algemecn toegepast wordt, werd ook door ons gebruikt.

Een theoretisch nadecl van de micro-methode, die onder olie moet plaats-
vinden om verdamping van de uiterst kleine reactie-volumina te voor-
komen, is het feit van de one step procedure: Nadat het te
onderzoeken serum bij de lymphocvten-suspensic is gevoegd, kan na
incubatie v66r de tocvoeging van complement, het scrum niet uit het
reactie-milieu worden verwijderd, zodat met eventucle anticomple-
mentaire activiteit van sera rekening moet worden gehouden
(zic § 1.D.). Een overmaat complement maakt dit gevaar gering, doch
daar wij sommige sera pas gebruikten na = 214 jaar bewaard te hebben
bij —20° C., hebben wij extra aandacht besteed aan het probleem van de
anticomplementaire activiteit.

Anticomplementaire activiteit van sera zou eventucel toenemen met de
bewaarduur (zie § 1.D.). Wij konden uit litcratuurgegevens niet vast-
stellen of dit afhankelijk zou kunnen zijn van het soort complement. Het
leek ons daarom nuttig, daar in de methode van KissMEYER-NIELSEN een
mengsel van Y2 menselijk-C* + Y2 konijnen-C’ wordt gebruikt, de in-
vloed van de bewaarduur bij —20° C. van scra na te gaan, zowel voor
cavia-C’ als voor 2 menselijk-C’ + 2 konijnen-C’.

De bepalingen werden met complement verricht, dat somtijds enige
maanden later gebruikt werd; het werd geconserveerd door het te be-
waren bij —20° C.. Om ecnigermate georiénteerd te zijn omtrent de
eventuele teruggang van C’-activiteit, werd van een overecnkomstig
complementmengsel de sterkte nagegaan na verschillende bewaarduur.
Het mengse! bestond uit menselijk C’ van dezelfde donor, v.aarvan C’
voor alle cytotoxische reacties kon worden betrokken; het konijnen-C’
bestond uit gepooled serum van 5 konijnen van hetzelfde ras.
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De complement-titraties werden uitgevoerd met behulp van
een hemolytisch systeem (zie § 1.C.). Daar de werking van complement
bij hemolyse fundamenteel overeenkomt met die op gesensibiliseerde
kernhoudende cellen (WinN, 1965), mogen ons inziens de bevindingen
bij genoemde titraties, ook van toepassing verklaard worden op de cyto-
toxische test-reactie. De bepalingen werden verricht volgens de L.B.C.F .-
procedure (Casey, 1963).

B. MATERIAAL EN METHODEN

1. Lymphocytotoxische test (KissMEYER-NIELSEN en KJERBYE, 1967)
a. Lymphocyten-suspensie

De echtgenoot diende als donor van de lymphocyten-suspensies.
De bereiding werd schematisch weergegeven in Fig. 53. Na afname
van veneus bloed werd dit op gebruikelijke wijze gedefibrineerd, waarna
de erythrocyten door toevoeging van dextran grotendeels uitzakten. Het
bovenstaande plasma met leucocyten werd bij 37° C. op watten ge-
bracht, waardoor de granulocyten verwijderd konden worden, omdat

GRADIENT
CENTRIFUGE
10 min
400 t.p.m.
15 min
2400 t.p.m.
9ml gedefibr. bloed pm
edefibr. bloed
2 ml dextran 2
(mol.gew.2x10%) 5% 1'/2 r'r|!l sus;;]e?sie:
& ymp ()5y
Yo uur 37°C Yeuur 37°C q +restery’s
1ml bovine
alb.30%
1
1
Lympho’s
i _2 );_iws:(s,s.enl . (4000-(1000/yl) —| LYMPHOCYTEN
IN rlanks opl. P SPENSI
¢ ("2 mensel.+ Y2konijn) C A BIE

«—zuivere lymph. susp.

alb. + ery’s

Fig. 53. Schema van de bereiding van een ,,zuivere” lymphocyten-suspensie.
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VERGELIJKEND SEROLOGISCH ONDERZOEK NAAR LYMPHOCYTEN - ANTILICHAMEN BLJ DE VROUW
(A. J. M. van der Werf)

(inlegvel, miet inplakken)

AANWUZINGEN:
(niet invullen)

Benodigd: Steeds 1 buis ,stolbloed”; na afname bij van der Werf inleveren

(s nachts laten bij kamer ) 8¢ het

week-einde in de ijskast (niet in vriesvak), waarbij buisje afslui-

ten met wattepropje e.d. Leeftijd pat.: G.T.T:
Afname: met vleugelnaald in gewoon laboratorium-buisje. cyclus: Cervix-kweken:
In daartoe bestemde vakjes van dit formulier: Bijzonderheden anamnese: Speciale onderzockingen:
Naam, poli- en/of archicfnummer, zo nodig duur van amenorrhoe invullen. (m.: fam. ‘diab.; vaatlijden) (o, nleet, o)

Op etiket: Naam, datum van afname, poli- en/of archiefnummer vermelden.

NAAM

POLI-No.: ARCHIEF-No. (rood):
I PAT. MET HABITUELE ABORTUS IN ANAMNESE II NOOIT GRAVIDA GEWEEST
(= 2 of meer abort. resp. part. imm.; geen part. praem., of part. at.) (in aanmerking komen pat. met prim. infertiliteit, waarvan de prognose
A. In geval van zich normaal ontwikkelende zw.sch. goed lijkt; b.v. vlak voor salpingogr. Verder pas getrouwde vrouwen

(0.a. verpleegsters), die genegen zijn, aan het onderzoek mee te werken).
Dat. S——— 1. Afname buiten zw.sch.

Dat. , , 2. Afname zodra zw.sch. bekend is Bij eventueel

’ ;('":'l;:;s tmdf) Dat. ., , . 1. Afname voor zwangerschap.
ot 20¢ weel
onder 18 Dat. .y, 2 Atuame aodia zwsch. bokeod i | oniyigcinde
onder 1B.
Dat. , , 3. Afname bij = 12 wkn. am. (tot 20¢ weck)
Duur am. wkn. onder gr. IL.
Dat. , , 4. Afname bij = 24 wkn. am. doorgaan
Dat. , , 5 Afname durante partu. Dat. ., , . 3. Afname bij = 12 wkn. am.
Dat. S— 4. Afname bij = 24 wkn. am.

Duur am. wkn.

o
2
“w

. Afname durante partu.
Dat. , , 6. Afname 6 wkn. post partum.

Mo, T wodtom S ety s . Dat. .., ., . 6. Afname 6 wkn. post partum.

Dat. e 7. Bij event. afgebroken zw.sch.
afname, zo mogelijk voor curettage

Dat. P 8. Bi) event. afgebroken zw.sch. afn. 6 wkn. post abort.

resp. part. imm. IV MULTIPARA (NORMAAL VERLOPENDE ZWANGERSCHAP)

(= minstens 3 X bevallen; geen abortus)

Dat. , , 1. Afname bij eerste bezock aan poliklinick.

I PAT. MET ABORTUS RESP. PART. IMM. (TOT 20 WKN.)

THANS OPTREDEND IN EERSTE ZWANGERSCHAP. Dat. i 2. Afname bij = 24 wkn. am.

Dat. PR 1. Afname vlak voor curettage/dig. uitr. Dat. ot 3. Afname durante partu.

Dat. P 2. Afname 6 wkn. post abortum. Dat. N—— 4. Afname 6 wkn. post partum.

Fig. 54. Inlegkaart voor het vergelijkend serologisch onderzoek naar lymphocyten-
antilichamen bij de vrouw. Deze kaart verbleef in de poliklinische c.q. klinische
status tijdens het onderzoek.



deze zich aan de watten vasthechten. De suspensie werd na een Y5 uur
voorzichtig boven op bovine albumine 309 gebracht. Tijdens de gra-
diént-centrifuge wordt gebruik gemaakt van het minimale verschil in
soortelijk gewicht tussen erythrocyten en lymphocyten. Erythrocyten zijn
icts zwaarder cn zullen onder de centrifuge-condities door het scheidings-
vlak van de suspensie en albumine heenzakken, terwijl de lymphocyten
in cen dun laagje boven het scheidingsvlak blijven drijven. De lympho-
cyten werden voorzichtig afgepipetteerd waarna het albumine werd ver-
wijderd door 2 maal wassen in Hanks’ solution. Vervolgens werd Hanks’
solution zelf weer zo veel mogelijk verwijderd, waarna complement zo-
danig werd toegevoegd, dat 4000-6000 lymphocyten zich per mm3
bevonden.

De cellen in de suspensie bleken bij controle steeds tussen 97% en 999
uit lymphocyten te bestaan,

b. Serum

Bloed voor stolling werd afgenomen védr, tijdens en na de zwangerschap
bij 4 groepen van vrouwen, die nooit cen bloedtransfusic hadden onder-
gaan (zic Fig. 54). Het scrum van iedere afname werd geinactiveerd
door verhitting (30 min. bij 56° C. in een waterbad). Nadat als con-
serveringsmiddel Merthiolate tot 0.00019% was tocgevoegd, werden de
sera ingevroren cn bewaard bij —20° C.

¢. Complement

Gepooled serum van 5 konijnen (,,Nieuw Zeelanders”) werd ingevroren
¢n bewaard bij -20° C. Serum voor menselijk complement werd steeds
van dezelfde donor bereid en ook bij —20° C. bewaard.

Meestal werd complement gebruikt, dat niet ouder was dan 1 maand.
Enkele reacties werden uitgevoerd met complement van enige maanden
oud; van dit laatste complement werden ook positieve reacties in de cyto-
toxische test gezien. Ook de bevindingen van § 2.C.3. geven aan, dat dit
complement kon worden gebruikt zonder gevaar van vals negatieve uit-

slagen.

d. Indicator
Trypaan-blauw ™) (1% opl in aqua dest.) dat alleen niet vitale

*) Chroma, 11660, importeur. Boom N.V., Meppel.
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lymphocyten binnendringt en zodoende de indicator vormt voor het
percentage dode cellen, moet als laatste toegevoegd worden, daar deze
kleurstof anticomplementaire activiteit vertoont (zie § 1.D.).

e. Uitvoering

De reactic vond plaats onder paraffine-olie™) in microcyto-
toxbakjes™™) om verdamping tegen te gaan. De uiterst kleine volu-
mina werden onder de olie gespoten met Hamilton-spuiten ***).
Er werd afgelezen vanaf de bodem van het testbakje met behulp van
een omkeer-microscoop bij een vergroting van 100 respectieve-

lijk 400x. Schematisch staat de wijze van uitvoering vermeld in Fig. 55.

HIGH SPEED
—— CENTRIFUGE
S5min 15000 t.p.m.

n ONONONNNT

verwijdering
lipiden +
verontreiniging

te onderzoeken
SERUM
(geinact. /2 uur 56°C)

VERDUNNINGS -REEKS
in geinactiveerd serum
(zonder cytotoxische activ)

1Tl
= = te onderzoeken | |
' - (verdund)
na Z2uar |5 o 0o serum
OMKEER ="""%i 1999939 | e N
MICROSCOOP = hamer| 1555600 b
temp. 1yl |
MICRO-CYTOTON BARJE lymphocyten: :
- = 0-10%dode cellen suspensie |
incubatie: (bevat € ) |
® =11-20%, Vouur 37°C :
+ =21-35% ,, — hierna: 1
|
4+ =36-50% , indicator toevoegen---| Vo | :
TRYPAAN-
+++ =51-75% ,, ,, BLAUW [
. 1 %
teee= S706%
»

= eind-criterium titratie

Fig. 55. Schema van de micro cytotoxische test.

*) Medinol 195, K.O.ILM. Olie-import, Leiden.
**) Logos Plastics, Noorwegen.
Hamilton precision syringes, 50 ul en 25 pl, Micromesure N.V., The Hague.

***)
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Alle op verschillende tijd verkregen sera van 1 vrouw werden in 1 proef
getest ten opzichte van dezelfde lymphocyten-suspensic.

2. Complement-titratie ™)

a. Hemolytisch systcem

De L.B.C.F.-mcthode (zie § 1.C.) gaat uit van: 67 x 109 schaap-erythro-
cyvten, adequaat gesensibilisecerd met konijn-antischaap hemolysine (a m-
boceptor) en voldoende complement om 509 hemolysine te geven
in ecn totaal volume aangevuld tot 1.0 ml met Veronal-buffer. Alle
reagentia zijn 1/5 deel van het ,Master-system” (zie § 1.C.), de
situatic waaraan de definitie van 1 G’Hjo is ontleend (333 x 10° gesen-
sibiliseerde schaap-erythrocyten).

b. Hemolysine (amboceptor)-titratie

De toegepaste amboceptor **) werd in een aantal verdunningen samen-
gebracht met dat soort complement, dat zelf weer getitreerd zou worden.
Als optimale hemolysine-verdunning werd beschouwd het moment, waar-
op cen ,,plateau” werd bercikt, d.w.z. dat hogere concentratie van am-
boceptor zclf gecn sterkere hemolyse bewerkstelligt (zie Fig. 56).

¢. Soorten complement

Zoals in § 2.A. reeds werd vermeld werd het onderzock verricht op
cavia-complement®**) en een mengsel van %2 menselijk-
complement cn %2 konijn-complement. Het menselijk C/,
voor alle proeven in deze studie, werd betrokken van dezelfde donor. Voor
verkrijging van het laatstgenocmde complement-mengsel zie § 2.B.1.c.

d. Uitvoering

Nadat met behulp van de amboceptor-titratie (zie § 2.B.2.b.) de opti-
male hemolyse-verdunning werd gevonden, werd ecn reeks van comple-
ment-verdunningen ingezet. Voor cen bepaald voorbeeld werd dit sche-
matisch aangegeven in Fig. 57 en 58. In deze figuren werden tevens

*} De uitvoenng geschiedde 1n het laboratorium voor Medische Microbiologie van
de Katholicke Universiteit te Nymegen (Hoofd Prof Dr J van der Veen)

**) = Hemolyusche amboceptor ten opzichte van schaap-erythrocyten, 8020,
R IV, Utrecht
***) = Geconserveerd cavia-complement, 8032, R L.V, Bilthoven
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L.B.C.F. criteria opgenomen, waaraan 4 meetpunten mocten voldoen,
om ecn liniair verband aan te kunnen geven tussen volume C’-oplossing

en percentage hemolyse (y).

% Hemolyse

100}
1
804 Vao |
E 1{3_4____—0
604 A4 - I ————————— 1/3:8______0
e S
] e -l
P e Concentratie C
401 lll I})—-o--o'
’ lI’ ,/d
20t 7
11/ Optimale hemolysine verdunning
/7
[ | ! !
| %zoool stoo| Y1000 Y500

Yao00 V3000 Y2000

Hemolysine concentratie

Fig. 56. Voorbecld van cen amboceptor-titratie (142 menselijk-C” + Y konijnen-C’).

Dit laatste verband, dat een S-vormige lijn rcpresentert (zie
§ 1.C.), wordt een rechte lijn, indien de logarithme van het volume
C’-oplossing grafisch uitgezet wordt ten opzichte van de logarithme
van————

100 — y
Complement werd met macro-methode bepaald.

Bij het oriénterend onderzoek over de invloed van de
bewaarduur bij -20°C. van %2 menselijk-C’ + Y ko-
nijnen-C’ (zie § 2.C.3.) werd, zoals reeds eerder vermeld, menselijk-
C’ steeds van dezelfde donor betrokken.

Wijj volstonden dan ook met een mengsel van konijnen-C’ (voor berei-
ding, zie § 2.B.1.c.) in 6 gedeclten in te vriezen. Hetzelfde werd gedaan
met het menselijk-complement. Na het ontdooien werd een mengsel van
I, menselijk-C’ + 1% konijnen-C’ gemaakt, waarna titratie volgde (zie

§ 2.B.2.).
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AMBOCEPTOR 1000 (zie titratie)
Y HEMOLYSE * unrgangsverdunnmg c’
buizen 1¥/m 4

buis nummer

buis nummer

complement
verdﬂnnmg* ! 2 3 4 inhoud 1 23| 4

mt CZoplossing | 0,2 (0,25/0.3 | 0.4
ml buffer 0,6 10,55]105,04
ml gesensibil erys] 0,2 10,2 (0,202

V22 30 (65|90 |95

Vaa 25|55 |90 | 95

V26 20 | 40 | 70 | 95

Geschikt voor grafische uitzetting_

V2e 20 | 35 [ 65 [ 90 C’urtgangsverd Vos.

30 10 | 30 | 40 | 90 LECF - (2 waarden < 50%
criteria

)y 10| 20 I 30 | 80 te vinden J2 waarden >50%

32 Yohemolyse | puis 1 >10%
voor buis

YV3a 5|20 1|30|75 1tm4  |buis 4 <£90%

Fig. 57. Voorbecld van een complement-titratie (deel 1): Y2 menselijk-C” + V2 ko-
nijnen-C’.

C/-verdunnir;g Ves -

=% hemolyse

buis Iml y )/ Y b
no |C-opl. 100 -y LBCF-criteruma =0,20£10%(verplichte helling)

1 0,2 20 0,25
2 0,25 35 0,54
3103 65 1,86 Def- 1 eenheid C'Hso = 5em)
hoeveelheid Cdie het, master -system{5ml
4 104 9 [9.00 juist 50 % hemolyseert (LBCF; zie tekst)
volume C;—opl. Yes inml
8]
6.
41 } x
0,265—}—— - S 3 b
2 ¥ .
50 % hemolyse -lijn
1 T =TT T T - T
A 2 4 6 81 2 4 )/ 810
b 1,9 _
Helling- 2= 22 =0,19 00-y

0,265 m!l Y20 verdunnlng C'—»50% hemolyse in 1 ml reactie - vol.
C”titer onverdund ( Ve menselijk + Y2 konijn) serum-

1000
2—65’(28" ——21 C’Hso

Fig. 58. Voorbeeld van cen complement-titratie (deel 2): Y2 menselijk-C” +
V4 konijnen-C.
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Micro-titer-techniek

Voor details aangaande de bereiding van reagentia cn van de hemoglo-
buline-kleurenstandaard, preservering en telling schaap-erythrocyten, in-
cubatie-conditics, adaptatie aan Micro Technick etc. kan worden ver-
wezen naar de L.B.C.F.-procedure,

3. Anticomplementaire actwiteits-bepaling

Deze bepaling werd verricht in de micro-titer-methode (L.B.C.F.). De
te onderzoeken sera werden verkregen van gezonde vrouwen (circa de
helft was gravida tijdens de bloedafname). Van scra werden verdun-
nings-recksen in Veronal buffer gemaakt, van 4 t/m /.54 in een vo-
lumen van 0.05 ml. Hicraan werd toegevoegd 0.05 ml C’-oplossing
2,5 C’H30 en 0.025 ml gesensibiliseerde schaap-erythrocyten (2.89).

Het te ondcrzocken serum werd door ons als anti-complementair
beschouwd, indien bij de verdunning van ', er een hemolyse optreedt
<75% bij 2.5 C’'H;p-gebruik. Omgerekend naar het ,,Master-system”,
zou 1.5 C’Hjzy nodig zijn om net 75% hemolyse te geven, zodat aan
1 ml serum-verdunning dan nct 1 C’Hjso gebonden zou zijn (L.B.C.F.).

Daar de cytotoxische test (KissMEYER-NIELSEN, 1967) uitgaat
van een incubatie (lymphocyten met antilichamen en C’) van een
Y uur bij 37° C., hebben wij gemeend onder dezellde omstandigheden
de bepaling van eventucle anticomplementaire activiteit te moeten ver-
richten. Het complement-onderzoek werd immers verricht, om na te
gaan, of eventuele vals negatieve reactics bij de cytotoxische testen kon-
den worden verwacht ten gevolge van anticomplemecntaire activiteit der
sera.

Schematisch kan de bepaling worden weergegeven:

Incubatie bij
37° C. gedu-
rende 30 min.

Te onderzoeken serum + Veronal-buffer = 0.05 ml
2.5 C’Hs0/ml = 0.05 ml

+

Gesensibiliseerde schaap-erythrocyten (2.8% ) = 0.025 ml

Bepaling hemolyse (na gebruikelijke incubatie: 37° C. gedurende
30 min.)
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C. BEVINDINGEN

1. Onderzoek bij 4 groepen van echtparen omtrent het voorkomen van
cytotoxische antilichamen bij de vrouw en de verdeling van bloed-
groepen volgens het AB-O systeem

De resultaten van de onderzoekingen bij de in Fig. 54 aangegeven groe-

pen, staan vermeld in de tabellen XIV t/m XVII.

Behalve de bevindingen van de cytotoxische testen waarvan ook de titers

zo mogelijk werden vermeld, werd ook aandacht besteed aan het voor-

komen van de bloed-groepen volgens het AB-O systeem en werden tevens

kans-percentages opgenomen van mogelijke incompatibiliteit van vrucht

tot moeder wat het AB-O systeem betreft, berekend uit het voorkomen

van de bloedgroepen bij de ouders.

2. Vergelijking van 2 soorten complement bij anticomplementaire
activiteits-bepaling van 29 sera van verschillende bewaarduur

In Fig. 59 staan de bevindingen van het onderzoek vermeld. De 29 sera

hadden in groepjes van 3 (op een uitzondering na, waar het 2 sera be-

trof) een verschillende bewaarduur, variérend van 3 tot 32 maanden.
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TABEL X1V

Volgno. testen
Grocp IA Groep 1B
Bloedgroep 1 2 3 4 5 6 7 8
Volgno. | @ 8 Inc. C C AM. C C C AM. Cc AM.] C
1 O B 52 — | = 5, | — - | = 41 1/32
2 A A 0 n.v. —_ 10 — -— — 26 —
3 A O 0 — — 5 — — — 391, —
4 (@) A 58.5 — — 6 — A — 391, (+)
5 A A 0 — - - 6 — — — 40 —
6 A O 0 — — 81 — — Z 39 —
7 A A 0 — n.v. n.v. (+) — 40 —
8 O o 0 nv Va 7 nv. nv 1/8 37 +
9 O A 58.5 — n.v n.v. n.v — 39, —
10 O O 0 (+) — 5, — — — 391, —
11 A A 0 n.v. — 6 n.v. 13 —
12 A O 0 n.v. — 7 — 21 Vo
13 O B 52 n.v — 7 — — — 391, —
14 A O 0 — — 7 — — — 41, —
15 O A 58.5 n.v. n.v, — — (+) 42 —
16 O 0] 0 n.v. n.v, n.v. 15 —
17 A O 0 n.v. n.v. 11 -
— = 0-10% dode cellen A.M.: duur amenorrhoe n.v.: niet verricht
C  : cytotox.test § (+) = 11-20% ,, ’ ? : vrouw 3 : man

+ = 21-35% ,, »

(eind-criterium titratie)

Inc. : Kans (%) van eventuele incompatibiliteit van foetus t.o.v. ® wat betreft het AB-O blocdgroep-systeem.

GROEP I PATIENTEN MET HABITUELE ABORTUS IN ANAMNESE
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TABEL XV

Volgno. testen
Bloedgrocp 1 2
Volgno. Q S Inc. C AM. C
1 O @) 0 — 11 —
2 A A 0 — 11V, —
3 A O 0 — 10 —
4 B 0O 0 — 10 —
5 O AB 100 — 14 —
6 A A 0 — 11V, —
7 O O 0 — 11 —
8 O A 58.5 — 12 —
9 0] A 75 — 11 —
10 A &) 0 — 12 —
11 A A 0 — 14 1/4
12 O A 58.5 + 15 +
13 A A 0 — 81, —
14 A AB 50 + 15 —
15 O A 58.5 — 12 (+)
16 A B 52 — 14V, —
17 A A 0 — 9%, —
18 A A 0 — 14 —
19 O O 0 + 12 Va
20 O 0] 0 — 10V4 —
21 A @) 0 — 10V, —
22 A O 0 (+) 12 —
23 O A 58.5 — 13 —

AM.:

Inc.

— = 0-10% dode cellen

: Kans (%) van cventuele incompatibiliteit van foetus t.o.v. 2
wat betreft het AB-O blocdgroep-systcem.

GROEP II
PATIENTEN MET ABORTUS RESPECTIEVELIJK PARTUS IMMATURUS
(ToT 20 WEKEN) THANS OPTREDEND IN EERSTE ZWANGERSCHAP

: cytotox. test ¢ (+) = 11-20% ,, ”
+ = 21-359% ' (eind-criterium titratie)
duur amenorrhoe
: vrouw 3 : man
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TABEL XVI

Volgno. testen
Bloedgroep 1 2 3 4 5 6
Volg-
no. e & Inc C C AM.| C C C AM.| C
1 A A 0 — | — 10V, — — |1/4 40 —
2 O A 585 — |nwv. + — |12 37 (+)
3 O A 585 — | — 10 — | (+)|1/8 40 (+)
"1 A A 0 1/2* | n.wv. 7 11/32 | — | — 38 1/4
5 A A 0 — (+) 9 — — | 1/8 41 1/2
6 A O 0 — | — 7 n.v. — |+ 40 —
7 O A 585 — | — 6 nv. | nv. [1/16 41 1/256
8 A O 0 — |nwv nv + |nv. 40 —
9 B A 585 — | — 8 /16 | 1/8 [1/32 41 +
10 A A 0 — | — 6 — — | — 41 —
11 O B 52 — [ 1/8 62| — (1732 (1/8 40 +
12| 0 A 585 — |nwv. — | — |[(+) 41| —
— = 0-109% dode cellen
C  : cytotox.test § (+) = 11-20% ,, »
+ = 21-35% ,, ' (eind-criterium titratie)
A.M.: duur amenorrhoe n.v.: niet verricht
?  : vrouw 3 : man
Inc. : Kans (%) van eventuele incompatibiliteit van foetus t.o.v. @
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wat betreft het AB-O bloedgroep-systeem.

: Anamnese: Geen bloedtransfusies. Cytotoxische antilichamen door

,niet herkende abortus™?
Bij vergelijking met andere groepen: Volgno. 4 vervalt,

GROEP III
NOOIT GRAVIDA GEWEEST



TABEL XVII

Volgno. testen
Bloedgroep 1 2 3 4

Volgno. | ¢ 3 Inc. | G AM. C C AM. Cc
1 A A o | — 23 — | = 4 (+)
2 A O 0 n.v. (+) + 42 —
3 A A 0 n.v. — — 41 (+)
4 A O 0 (+) 23 17 + 40 n.v.
5 A A 0 — 16V, — n.v. —
6 A A 0 — 12V, + Yo 38 —
7 (0] O 0 — 18 (+) | (+) 391, (+)
8 O A 58.5 — 14 n.v. — 41 —
9 O B 52 — 1314 — — 40V, n.v.
10 O AB 100 — 12 — — 397, nv.
11 (@) AB 100 — 20 Va + 40 (+)

— = 0-10% dode cellen
C  : cytotox.test § (+) = 11-209%, ,, »
+ = 21-35% , ’ (eind-criterium titratie)

AM.: duur amenorrhoe n.v.: niet verricht

? : vrouw 3 : man

Inc. : Kans (%) van eventuele incompatibiliteit van foetus to.v. 2

wat betrelt het AB-O bloedgroep-systeem.

GROEP IV
MULTIPARA (NORMAAL VERLOPENDE ZWANGERSCHAP)
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A.C. wordt beschouwd =eventuele A.C. act :

< 75 % hemolyse bij i titer lager dan /2
2,5 C'Hs0 - gebruik
(UBCF, zie tekst) BEl.géén a.c. act.

vol. serum - verdunning (titratie) =
vol. 2,5 C’H50 =
2/5 reactie volume

Incubatietijd %2 uur 37°C

titer Yomens.C'+ Y2 konijnC’ titer cavia C'(R.IV.
A.C.act.

C'titer=211C’H50

C'titer=21C'H50 AC.act.

Year 1
V321 :
Y161
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Y,
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no. sera no. sera
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bewaarduur in maanden bewaarduur in maanden

Fig. 59. Vergelijking 2 soorten complement bij anticomplementaire (A.C.) acti-
viteits-bepaling van 29 sera van verschillende bewaarduur (-20° C).

Al

3. Oriénterend onderzoek over de invloed van de bewaarduur bij—20° C.
van Yo menselijk-C” + Y, konijnen-C’

Tabel XVIII geeft de bevindingen van het onderzoek weer. De samen-

stelling van het mengsel werd vermeld in § 2.B.2.d.

TABEL XVIII

Bewaarduur Titer van complement
Complement in C’'Hso/ml serum-mengsel

2 dgn. 20.8

10 dgn. 13.0

2 mnd. 13.6

3 mnd. 14.3

41/, mnd. 11.6

6 mnd. 12.4

INVLOED VAN DE BEWAARDUUR BIJ -20° C. VAN
Vo MENSELIJK-C’ + V2 KONIJNEN-C' V2
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D. DISCUSSIE EN CONCLUSIES
Wat de statistische verwerking van de gegevens betreft, dient het volgende
te worden vermeld.

1. Alleen vrouwen die onze polikliniek, respectievelijk kliniek voor ver-
loskunde bezochten, werden in het onderzoek betrokken; eventuele
selectie uit dien hoofde is nict uitgesloten.

2. De uitkomsten kunnen zijn beinvloed door ontbreken, respectievelijk
uitvallen van waarnemingen.

3. De statistiek isals detectie-middel gebruikt. Zoals reeds eerder
vermeld, werd het toets-resultaat als significant beschouwd, wanneer
de overschrijdingskans p kleiner is dan 5% (p ~0.05).

Dec onderzoekingen van § 2.C.2. laten overtuigend zien, dat voor wat
het mengsel 1, menselijk-C* + 1% konijnen-C’ betreft, er weinig
gevaar bestaat voor vals negaticve reacties in de
cytotoxische test ten gecvolge van eventuele anti-
complementaire activiteit van de sera. Bij ecen serum met
de hoogste door ons gevonden titer (1/16) aan anticomplemcntaire acti-
viteit blijkt, gezien de overmaat aan C’ in de reactie gebruikt, dat een
positieve uitslag in de cytotoxische test mogelijk is. Dit laatste zijn wij na-
gegaan door van nagenocg alle sera die werden getest (zie tabel XIV t/m
XVII), tevens de anticomplementaire activiteit te bepalen.

Er bestaat, gezien de gegevens vermeld in Fig. 59, wat de anti-
complementaire activiteit van sera ten opzichte van
cavia C’ betreft, geen stijgend of dalend verband met
de tijd (tocts van Terpstra, p» -0.75).

De algemenc opvatting, dat eventuele anticomplementaire activiteit ver-
band houdt met de bewaarduur (zie § 1.D.), kunnen wij niet onder-
schrijven. Cavia C’ blijkt gezien de gegevens, vermeld in Tig. 59, duidelijk
gevocliger voor anticomplementaire activiteit dan ecn mengsel van Y,
menselijk-C” + V4 konijnen-C’ (teken-toets, p»  0.01).

Hoewel het onderzoek van § 2.C.3. slechts oriénterend van karakter was,
is toch opvallend, dat het verlies aan C’-potentie van een serum
tijdens het bewaren bij —20° C., wellicht reeds na enige dagen
plaats vindt en dan gedurende veel langere tijd stationair
blijft. Wellicht dat het invriezen en ontdooien hierbij een belangrijke

factor 1is.
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De gegevens uit de onderzockingen van menselijke sera over het voor-
komen van cvtotoxische antilichamen. (zie § 2.C.1.) zijn
mocilijk te interpreteren. Soms kon een te gering aantal echtparen wor-
den getest; het is waarschijnlijk dat daardoor een aantal andere ver-
schillen tussen de groepen niet kon worden aangetoond.

Het vergelijken van de 5 groepen (groep I werd gesplitst in I* en I®) was
alleen daarom al moeilijk, omdat het tijdstip van de abortus uiteraard
veel vroeger ligt, dan van een partus, doch dat wat de antilichamen-
vorming betreft, beide gebcurtenissen wel degelijk met elkaar vergeleken
kunnen worden. Immers, na de partus c.q. abortus, zal de antigeen-
stimulus voor het verder uitlokken van genoemde antilichamen bij de
mocder verdwenen zijn. Wij hebben daarom gemeend de gegevens het
beste grafisch voor te kunnen stellen d.m.v. ecn gesplitste grafiek (zie
Fig. 60). Hierbij werd de indeling van de termijnen zodanig gekozen,
dat bijna alle bevindingen cr in vielen; werd bijvoorbeeld cen bepaling
zowel bij 16%2 w. am. als bij = 24 w. am. verricht, dan werd de eerste

>(+) reacties

100 - ommmmmmgroep 1A 100
1 o= ———groep 1® -
o= =0 groep Il
801 oo groep IIl - 80
4 o e groep IV o -
0 nloIm
(+) =1-20% o ol|3le
60 1 dode cellen o o|o|o I 60
(=] O|o|o
) i ul ul nfe ° -
o ajaja
40 - 40
e -8
201 ——yla [ 20
e |
i y
L
voor |5 lO/z weken | 11- 15weken—‘+24 weken | partus partus |*6w post partum
zwangerschapl AM abortus [£6w post abortum

PERIODEN WAARBINNEN AFNAME

aantal vrouwen
waarvan reacties bekend

groep

Rl 9 10 10 " 13 13 13
18 2 4 1 4 4
11 6 17 23 23
i " 8 8 10 10 10 11
v 4 10 10 10 8

Fig. 60. Uitkomsten van de cytotoxische test bij 5 onderscheiden grocpen op ver-
schillende tijdstippen van afname véér, tijdens cn na de graviditeit.
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bepaling niet grafisch uitgezet. Het niet binnen de gestelde perioden
vallen van de bepalingen, vond uitsluitend plaats in groep IV. Multipara
komen namelijk over het algemeen beduidend later voor de eerste maal
op poliklinische controle. Bij groep I1 ondergingen de vrouwen ecn abor-
tus in 2 verschillende perioden; ccn deel in de periode van 5-10V, week
amenorrhoe en ecn ander deel in de periode van 11-15 wecken amenor-
rhoe; in de verdere perioden werden deze patiénten gezamenlijk verge-
leken. In de groep I® vond hetzelfde plaats, doch in de perioden 11-15
weken amenorrhoe en = 24 weken amenorrhoe (1 zwangerschap werd
wederom afgebroken bij 21 w.am.). De grafick werd zodanig gesplitst,
dat afgebroken werd bij ,,partus” en opnieuw begonnen met de waar-
nemingen bij ,,partus cn abortus” tesamen.

De uitslagen van de cytotoxische testen werden ingedecld in 2 klassen,
namehjk negatief cn zwak positief of sterker [= (+)].
Van iedere groep, in ieder afname interval, werd het percentage = (+)
reacties berckend en grafisch uitgezet (Fig. 60). Het soms geringe aantal
onderzochten cn de uitéénlopende aantallen in de groepen dwingen dat
deze grafiek louter als prescntatie van het matcriaal gecbruikt mag
worden. De grafick wil niet suggereren dat er ecn continu verband tussen
kans op = ( +) reactie en tijd aanwezig is.

Voor zover mogelijk werd — bij iedere genoemde periode en voor de
groepen waarvan voldoende gegevens beschikbaar waren (T'ig. 60) —
statistisch nagegaan ()X*-toets, toets van Fisher) of de kansen op = (+)
reacties van deze beschouwde groepen verschillen. Het aantal waarne-
mingen in de grocpen was te gering om mogelijke verschillen in de pe-
rioden 66r zwangerschap, respectievelijk 5-102 weken amenorhoe te
kunnen aantoncen.

De groepen, cn de perioden, die bij toetsing werden betrokken zijn in
tabel XIX vermeld. Dec overschrijdingskansen behorende bij de perioden
11-15 weken amenorrhoc, ,,partus en abortus” respectievelijk = 6 wcken
post partum cn == 6 weken post abortum, zijn slechts bij benadering cor-
rect. Bij de perioden ,,partus’” respectievelijk ,,partus en abortus” werden
verschillen tussen de beschouwde groepen aangetoond.

Bij,partus”, waarvan een verschil in kansen op = ( +) reacties in de
grocpen 14, III en IV werd aangetoond (X*-toets, p ~0.05), zijn tevens
de groepen I4, III ¢n IV paarsgewijs vergeleken (toets van Fisher).
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TABEL XIX

Periode 11—15wk. = 24 wk. partus partus *+ 6 wk. post

waarbinnen A M. AM. abortus  partum

afname *+ 6 wk. post
abortum

Groepen 1A, 11, 11T IAIIL IV IA IO IV alle 5 alle 5
byj toetsing
betrokken

Over- p>0.20 p>0.25 p 0.05 p 001 0.10<p<0.20
schrijdings-
kans p

TOETSRESULTATEN CYTOTOXISCHE TEST (X°-TOETSEN)

Er wordt alleen een significant verschil tussen I* en III ge-
vonden (p = 0.003); het verschil tussen de groepen 14, 111 en IV wordt
dus grotendeels veroorzaakt door het verschil tussen I* en III.

Verder is het duidelijk dat de toetsresultaten met betrekking tot ,,partus”
respectievelijk ,,partus en abortus” ten nauwste verwant moeten zijn;
immers alle waarnemingen geanalyseerd in de ,,partus”-periode worden
opnieuw gcbruikt in de ,,partus en abortus”-periode.

Ock bij deze periode zijn de groepen — voor zover dit al niet bij ,,partus”
is geschied — paarsgewijs vergeleken. Groep IIT blijkt ook hier het dui-
delijkst tot de significantie te hebben bijgedragen. Er worden bij paars-
gewijze vergelijking alléén verschillen in relatie met
groep IIT gevonden (III «<»IB p = 0.005; III & II, p = 0.0002; 2 x
toets van Fisher).

De enige groep waar groep III niet significant van verschilt is groep IV
(toets van Fisher, p = 0.14).

Indien groep III, bij de periode ,,partus en abortus”, niet bij de toetsing
wordt betrokken en dus alleen de groepen I, 1B, I en IV worden onder-
zocht op verschillen in kans op = (+) reacties, blijkt er geen verschil
meer aantoonbaar ()Y2-toets, 0.10<p :0.20).

Het uitzonderlijke gedrag van groep III tijdens ,,partus” is dus groten-
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deels verantwoordelijk voor de gevonden significante verschillen zoals
vermeld in tabel XIX.

Schattingen voor de verwachte fracties incompa-
tibele situaties moeder-kind (AB-O) in de gioepen
I* + IB II, III en IV.

In ons onderzoek waren van de vader en de mocder de blocdgroepen
(AB-O systeem) bekend (zie § 2.C.1.). Bij ieder paar is een incompa-
tibiliteitskans moeder-kind gedefinieerd. Om deze kans te berekcnen uit
de bloedgroepen van de vader en de mocder is het in sommige gevallen
noodzakelijk om de kans op ecn genotype (AO, A\ respectievelijk BO,
BB), als de bloedgroep gegeven is, te weten (deze kansen worden voor
man cn vrouw ondersteld gelijk te zijn). Hiertoe dicnen de genotype
frequenties in bloedgroep A respectievelijk B van 3459 onderzochten in
Z. Engeland (zie tabel XX) (RACE en SaNGEr, 1968).

TABEL XX
Bloedgrocp Genotypen Voorkomen per blocdgroep
A AA 179,
AO 839%
B BB 49,
BO 969,

VERDELING VAN GENOTYPFN IN DE BLOFDGROFPEN A EN B
IN ZUID ENGELAND (RACE EN SANGER, 1968)

De mogclijke incompatibiliteitskansen zijn nu: 09, 50%, 52%, 58.5%
en 1009 ; de kansen 0%, 509 cn 100% zijn exact en onafhankelijk
van de gegevens uit Z. Iingeland. Voor de berekening van de twee andere
incompatibiliteitskansen is gebruik gemaakt van de gegevens van de
onderzochten uit Z. Engeland; indicn deze gegevens representatief zijn
voor ons onderzoek, dan zijn de berckende kansen 529 respectievelijk
58.5%, tot op ongeveer 1.5% nauwkeurig bepaald.

Deze incompatibiliteitskansen en de verdeling van de paren binnen iedere
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groep over deze kansen (zie tabel XXI) dienden als basis voor schat-
tingen, met standaardfout, van de verwachte fracties incompatibele
situaties in de groepen.

TABEL XXI
K Groepen
incomaTtiESitcit TOTAAL
P 1A+ 1B II I v

0 9% 12 15 5 7 39
50 % 1 1
52 9% 2 1 1 1 5
58.5% 3 5 5 | e
100 % | ) 3
17 23 11 11 62

VERDELING VAN 62 VROUWEN UIT DE GROEPEN I T/M 1V,
NAAR DE KANS OP INCOMPATIBILITEIT (AB-O)

Een zuivere schatting voor de verwachte fractie (f) incompatibele
situaties in een groep is:

5
E rli pl
i=]1
f =
n
n = aantal paren in de groep

= aantal parcn met incompatibiliteitskans p, (p; = 0; p, = 0.50;
ps = 0.52; py = 0.585; py; = 1).
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In tabel XXII zijn de gevonden schattingen met standaardfout vermeld.

Er kan niet worden aangetoond dat de verwachte fracties verschillen.

Indien men echter detectie toepast, suggereren de gegevens dat de ver-

wachte fracties incompatibele situaties in de groepen III en IV mogelijk

grater zijn dan in de groepen I* + IP en IIL

TABEL XXII
Groep Schatting Standaard-fout
in % in 9%
IA + IB 16 6
II 22 6
I11 31 9
v 28 12

SCHATTINGEN VOOR DE VERWACHTE FRACTIES INCOMPATIBELE
SITUATIES MOEDER - KIND (AB-O) IN DE GROEPEN I T/M IV
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HOOFDSTUK IV

IMMUNOLOGISCH ENHANCEMENT ALS MOGELIJKE
BESCHERMING VAN ZWANGERSCHAP, INZONDERHEID
HET VOORKOMEN VAN ABORTUS

BESPRLKING VAN DE ONDERSCHEIDEN BLVINDINGEN IN HLET
LICHT VAN DEZE MOGELIJKHEID

Morfologische studie van muizen-trofoblast zowel in ,,natuurlijke”- als in
»ectopische”’-situaties (Hfdst. I, § 2.) geeft nagenoeg een constante le-
vensduur van de trofoblast te zien; degeneratieve kenmerken overheersen
bij de giant cells op dag 17%2. Deze laatste cellen verliezen dus na enige
tijd hun agressieve karakter, zonder dat cen typische cellulaire response
wordt waargenomen, die een immunologische achtergrond zou kunncn
hebben. Nagenoeg nicts is bekend omtrent het verdedigings-mechanisme
van de moeder tegen trofoblast-invasie (Novak, 1967). Aan de andere
kant zijn dc bevindingen van de vergelijkende series van de morfologische
studie van trofoblast niet in tegenspraak met de hypothese dat immuno-
logisch enhancement een rol zou kunncn spelen bij de bescherming van
trofoblast. Het tijdelijke karakter van enhancement (Hfdst. II, § 1.C.)
is hiermee in overecnstemming.

De principiele mogelijkheid van muizen-trofoblast om enhancement op
te wckken, lijkt geconcludeerd te mogen worden uit de experimentcle
gegevens van Hfdst. 11, § 3.

De jonge trofoblast vertoont cen neiging tot expanderende en infiltre-
rende groci, heeft cen lage expressie van transplantaat-antigencn en ver-
toont dus cen zekcre analogie met tumor-weefsel. PREnN, 1967, maakte
langs experimentele weg waarschijnlijk, dat tumor- en foetaal-weefsel
in het algemeen, sommige tumor-specifieke histocompatibele antigenen
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gemecn hebben. Deze analogie zou mogelijk ook kunnen gelden voor het
gemakkelijk tot stand brengen van immunologisch enhancement.

De resultaten van ons onderzoek naar cytotoxische antilichamen bij de
vrouw (Hfdst. 111, § 2.) zijn, zoals reeds gemeld, moecilijk te interpre-
teren.

In hoofdstuk II, § 1.C. werd uiteengezet, dat cytotoxische antilichamen,
in geval van lage antigenen-expressie van de target-cells, enhancement
kunnen veroorzaken. Deze geringe expressie werd voor trofoblast reeds
eerder aangegeven. Door de relatief grote afstand van antigecn-deter-
minanten aan de oppervlakte van de cel, zou complex-vorming van com-
plement met IgG-antilichamen niet kunnen plaatsvinden.

Indien immunologisch enhancement een rol speelt bij de bescherming
van zwangerschap, dan verwacht men dat in de groep van patiénten met
abortus, c.q. habituele abortus, humorale antilichamen minder zullen
voorkomen. Het enige dat wij kunnen concluderen is, dat cytotoxische
antibchamen in de grocpen van bedreigde, c.q. afgebroken zwanger-
schappen, nict in verhoogde mate voorkomen. Met nadruk zij er op ge-
wezen, dat de suggestic die uitgaat van Fig. 60, dat de controle grocpen,
groep IIT cn groep IV, zich wat antilichamen productie betreft op ecn
hoger niveau zouden kunnen bevinden dan de beide andere grocpen,
statistisch niet te verdedigen valt.

Antigenen van het AB-O systeem zijn 66k transplantaat-antigencn (zie
Hidst. I1, § 1.B.2.). Het bloedgroepen-onderzoek suggereert dat incom-
patibele situaties moeder-kind bij de controle-groepen (III en IV) cerder
te verwachten zijn, waardoor de vorming van humorale antilichamen
wellicht wordt bevorderd.

Samenvattend kunnen wij slechts stellen, dat onze bevindingen, de hypo-
these, dat immunologisch enhancement de zwangerschap zou bescher-
men, zeker niet tegenspreken. De clinische waarmemingen zijn echter on-
voldoende om genoemde hypothese te ondersteunen. Welbewust hebben
wij afgezien om andere causale factoren voor het optreden van abortus
in hoofdstuk I besproken, in onze beschouwingen omtrent de resultaten
van het serologisch onderzoek van hoofdstuk 111, te betrekken.

In een concrete situatie is voor het ontstaan van abortus één bepaalde
aetiologische factor bijzonder moeilijk verantwoordelijk tc stellen. Len
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geringe stoornis in de zin van genoemde aetiologische factoren zal bij cen
bepaalde patiénte aanleiding kunnen geven tot het steeds herhalen van
abortus, terwijl in een ander geval, een veel ernstiger stoornis, verenigbaar
blijkt met het voortbestaan van de zwangerschap. Het is dan ook onze
stellige overtuiging, dat het fcnomeen abortus multiconditioneel
bepaald is.

Veel grotere groepen patiénten, dan wij in staat waren te onderzoeken,
blijken nodig te zijn om na te gaan of immunologisch enhancement ecn
beschermende rol bij zwangerschap vervult.
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SAMENVATTING

In hoofdstuk I worden literatuurgegevens omtrent de aetiologie
van abortus opnicuw bezien. Geconcludeerd wordt, dat in ecn concrete
situatie het veclal onmogelijk blijkt te zijn, ¢én bepaalde actiologische
factor voor het optreden van abortus verantwoordelijk te stellen.

In hooldstuk II, § 1. worden een aantal facetten behandeld, die
deel uitmaken van de transplantatie-reactie.

Immunologisch enhancement, waaronder wordt verstaan ecn
tijdelijk uitstellen van de transplantatie-reactic onder invloed van humo-
rale antilichamen gericht tegen het transplantaat, wordt uitvoerig be-
sproken.

De verschillende zienswijzen die in de literatuur naar voren werden ge-
bracht om de zwangerschap als transplantatic-verschijnsel te verklaren,
worden nagegaan. Hieruit kon geen definitieve conclusie getrokken wor-
den.

In hoofdstuk II, § 2. wordt onderzoek van muizen-trofoblast, met
van te voren vastgestelde levensduur, beschreven. Nadat ecen aantal fok-
conditics worden aangegeven om tot voldoende muizen-foeten van ecn
bepaalde leeftijd te kunncn komen, wordt cerst de trofoblast in zowel
ynatuurlijke”- als in ,,ectopische”-situaties (na ova [22 dag] - of ecto-
placentaire conus [7Y2 dag]-transplantatie) morfologisch bestudeerd. Een
vaste levensduur van trofoblast wordt waargenomen. Ecn typisch cellulaire
response, dic ecn immunologische achtergrond zou kunnen hebben en een
zekere verklaring voor de gefixeerde levensduur van trofoblast zou kun-
nen vormen, wordt niet waargenoimen.

In hoofdstuk II, § 3. wordt een zacht transplantatie-model geintro-
duceerd. Gebruik wordt gemaakt van het zwakke transplantaat-antigeen
op het Y-chromosoom in de C57Bl/6 J-muizen-stam. Geen uitstoting doch
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resorptie blijkt na morfologische analyse het histologisch beeld te zijn
van de in de literatuur voor dit model gebruikte term ,,afstoting”.

In vergelijking met een transplantatie tussen 2 muizen-stammen (hard
immunologisch model) blijkt er bij het zachte model een veel grotere
range waarbinnen ,,afstoting” plaats vindt.

Er worden 3 histologische criteria geformuleerd die de graad van ,,af-
stoting” kon aangeven (totaal; sub-totaal; partieel).

Ectoplacentaire conus is het gebied bij 72 dag zwangerschap
dat ecn voorstadium is van de hemo-tri-choriale muizen-placenta. Tijdens
het conus-stadium bestaat het gebied uit zuiver trofoblast. Dit materiaal
werd aangewend om in het boven besproken zachte immunologische
model immunisatie van maagdelijke volwassen vrouwelijke C57Bl/6]-
muizen te bewerkstclligen. Laatstgenoemde muizen werden decls in één
actief cn deels in twee passieve enhancement-modecllen getest.
Trofoblast bleck allecn in het passieve model verlengde huid-transplan-
taat-overleving te kunnen induceren. Zwangere muizen-sera bleken hier-
toc in dit model niet in staat. Wellicht dat juist zcer sterke affiniteit van
trofoblast voor enhancing antibodies hiervoor een verklaring zou kunnen
vormen, doordat dan een ,,clearance” van het bloed voor deze anti-
lichamen, zou kunnen ontstaan,

In hoofdstuk IIT wordt, na een literatuuroverzicht over cytotoxische
antilichamen, complement en anticomplementaire activiteit, een onder-
zoek naar cytotoxische antilichamen (micro-methode volgens KissMt YLR-
NieLseN en KjrrByE, 1967) bij 4 groecpen van patiénten weergegeven.
Op theoretische gronden is het denkbaar dat cvtotoxische antilichamen
gericht tegen de echtgenoot, de zwangerschap zouden kunnen bescher-
men.

Patiénten met een voor het ecrst aborterende zwangerschap en met habi-
tuele abortus in de anamnese, werden vergeleken wat hun cytotoxische
antilichamen-productie betreft, met twee controlegroepen.

Het frequente voorkomen van cytotoxische antilichamen [= (4 ) reac-
ties] gericht tegen de vader tijdens de partus, bij vrouwen die voor de
eerste maal gravida werden, was voor het grootste deel verantwoordelijk
voor de gevonden significante verschillen.

Gezien het wisselend karakter van de groepen, benevens de kleine aan-
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tallen patiénten die konden worden onderzocht, is het zeker niet uitge-
sloten dat mogelijke verschillen op andere punten niet werden gedetec-
teerd.

Ecn blocdgroepen onderzoek (AB-O) bij dezelfde patiénten geeft ecn
aanwijzing, dat de incompatibele situatic van moeder cn kind wellicht
met betere zwangerschaps-uitkomsten gepaard gaat.

Het mengsel van V2 menselijk-C’ en 14, konijnen-C’ zoals in de beschre-
ven methode voor het bepalen van cytotoxische antilichamen werd aan-
gewend, blijkt, in tegenstelling tot cavia-C’, zich niet in belangrijke mate
aspecifick te binden aan de onderzochte scra. Eventucel vals negaticve
reacties waren dus wat bepaling van de cytotoxische antilichamen betreft,
uit hoofde van ontbreken van anticomplementaire activiteit, niet te ver-
wachten. Dezelfde sera vertoonden echter met cavia-C’ nagenoeg steeds
anticomplementaire activiteit. Deze laatste activiteit blijkt geen verband
met de bewaarduur te hebben, althans tot minstens 32 maanden bij
-20° C. Als conserveringsmiddel diende Merthiolate 0.0001 9.

In hoofdstuk IV worden de uitkomsten van de verschillende onder-
zoekingen uit deze studie besproken in samenhang met de werkhypothese
dat immunologisch enhancement een beschermende factor vormt bij de
zwangerschap.

De uitkomsten van zowel de morfologische studie van trofoblast (hoofd-
stuk I, § 2.) als de immunisatie-proeven met zuiver trofoblast (hoofd-
stuk I1, § 3.) zijn niet in tegenspraak met de geformuleerde werkhypo-
these. Dit kan ook gezegd worden van de bevindingen van het serologisch
onderzoek bij patiénten ({hoofdstuk III), doch hierbij blijkt de grootte
van de groepen onvoldoende om de hypothese meer reliéf te geven.

131



IMMUNOLOGICAL ENHANCEMENT AND
PROTECTION OF PREGNANCY

SUMMARY

In chapter I a survey is given of the literature on the aetiology of
abortion. From this review it can be concluded that it is almost impossible
to hold a single factor responsible for initiating miscarriage.

In chapter II, § 1. scveral facets relating to transplantation reactions
are discussed.

Immunological enhancement is discussed in detail. Immu-
nological enhancement is the delay of a transplantation reaction for a
given time, and is caused by humoral antibodies dirccted against the
graft.

The various explanations reported in the literature are summarized inter-
preting the pregnancy as a homograft-phenomenon. It was not possible
to draw a final conclusion.

Chapter II, § 2. deals with the result of investigations on the mouse
trophoblast.

First several breeding conditions are described in order to obtain a suffi-
cient number of mouse foetuses of a predetermined age. The morphology
of the trophoblast is investigated both in ,,natural” and in ,ectopic”
situations (after ova [2}2 d.]- or ectoplacental conus [7Y2 d.]-trans-
plants).

The temporally limited life span of the trophoblast does not appear to
be the result of a transplantation reaction, since there was no typic cellu-
lair reaction to the trophoblast.

In chapter II, § 3. a <oft skin transplantation model is introduced
using the weak histocompatibility antigen on the Y-chromosome in the
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C57Bl1/6]-strain. The morphologic analysis reveals that in the soft model
the basis of skin graft destruction is not a rejection in the strict sense of
the word, but a resorption of parts of the graft tissue. Therefore,
the term ,,rejection” as far as it is used in the literature for soft model
skin graft destruction may frequently be incorrect. Compared with the
hard model (skin grafting between 2 mouse strains) the soft model shows
a much larger range in which graft destruction occurs. Three histologic
criteria are formulated to indicate the degree of destruction in the soft
model (total; subtotal; partial).

The ectoplacental conus is a precursor of the haemo-tri-chorial
placenta of the mouse at the moment when pregnancy has lasted 7Y days
and consists of pure trophoblast. This material was applied to effect im-
munization in the soft immunologic model with adult virgin female
C57Bl/6]J-mice. These mice were tested partly in one active and in part
in two passive enhancement models.

The trophoblast seems to have the ability to induce prolongation of skin-
graft survival only in the passive model. It was not possible to demon-
strate the same phenomenon using sera of pregnant mice. It was suggested
that ,,antibody clearance” from the blood by the trophoblast in situ may
be an explanation for the negative results using sera of pregnant mice.

In chapter III a survey is given of the literature on cytotoxic
antibodies, complement, and the anticomplementary effect of serum.
Secondly, results are reported on the investigations obtained with the
micro assay (KissMEYER-NIELSEN and KjErBYE, 1967) on the occurrence
of cytotoxic antibodies in 4 groups of women.

Theoretically, it can be assumed that cytotoxic antibodies directed against
transplantation antigens of the father might be able to protect pregnancy.
So far as the production of cytotoxic antibodies is concerned, patients
with an abortion during their first pregnancy, and patients after habitual
abortion, were compared with two groups of controls. It appeared that
cytotoxic antibodies [= (+) reactions] directed against the father occur
most frequently during labour, especially in women during their first
pregnancy. This was mainly responsible for the differences, statistically
significant, between the several groups.

The fluctuation in the various groups, and moreover the small numbers,
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made it impossible to detect more points of difference of statistical signi-
ficance.

Blood groups (AB-O) investigation of the same patients gives an indi-
cation that incompatibility between mother and child may benefit preg-
nancy.

The mixture of /2 human-C’ and %2 rabbit-C’ does not show aspecific
fixation of any significance with the sera under investigation, in contrast
to cavia-C’. Thus, false negative reactions in the dctection of cytotoxic
antibodies are not to be expected, as far as an anticomplementary effect
of the sera is concerned.

The anticomplementary effect of sera, tested with cavia-C’ does not
scem to have any connection with the time of storage, at least during a
period of 32 months at -20° C., and preserved with 0 00019% merthiolate
(W/V).

In chapter IV the results of the different investigations of this study
a:e discussed in relation to the working hypothesis that immunological
cnhancement may protect pregnancy.

The rc-ults of the morphologic investigations of trophoblast (chapter 11,
§ 2.) and the immunization experiments with pure trophoblast (chap-
ter II, § 3.) are in agreement with the working hypothesis formulated
above.

This might also be said of the findings of the ~crological investigations on
paticnts (chapter IIT), though the groups were too small to yicld statis-
tically significant conclu-ions.
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STELLINGEN

1.

Het is waarschijnlijk dat bij de van ouds bekende hormonaal-actieve
ovarium-tumoren {granulosaceltumor, arrhenoblastoom), niet de tumor-
cellen zelf verantwoordelijk zijn voor de hormoonproductie, doch de
thecoide stroma-reactie.

M F. Fatuauia The role of the ovanan stroma i hormone

production by ovarian tumours | Obstet Gyna.c Brit. Cwlth
75: 78-83, 1968

2.

Indien abortus-producten teweeggebracht door pathologisch semen ecn
hogere frequentic aan chromosomale afwijkingen zouden vertonen, zou
dit een argument zijn voor de \eronderstelling, dat chromosomale af-
wijkingen cen oorzaak van abortus kunnen zijn.

3.

De oorzaak van het onvruchtbaar zijn van vrouwelijkc dialyse-pati€nten
verdient nader onderzoek; het herstel van de fertiliteit na niertransplan-
tatic kan anticoncepticve problemen met zich meebrengen.

4.

Indicn volwassenen beschikbaar zijn als beenmerg-donoren, kunnen
middelgrote stamcelfracties bereid worden, die een voldoende hocveelheid
stamcellen bevatten voor de repopulatie van beenmerg bij kinderen.

K. A Dicke. Bone Marrow Transplantation after scparation by
discontinuous albumin density gradient centrifugation. T hesis,

Leiden, 1970
5.

Voor een juiste beoordeling van een second-set overleving in een ,,s0ft™
immunologisch model dienen, v66r het plaatsen van een second-set,
eventuele first-set graft resten geheel verwijderd te zijn.

Dit proefschrft



6.

Dax: sy.apto.icin ~an o her zraesie lange o < enoi ¢, L Linaei
biijven, dic. evaluace van de pov ol oot feaogale o oLz aich oo

vele jaccn uit te strekken,
AL Briony, Vocale cpilepsie no forcipale extrecue. 17d. 0. Le
noesko 1150 2005-2099, 1971,

7.

Len uitvoerig pres ontief Bavolkings-onderzeck nna- risice facioren die
corona. e harciekic - o0 » .ty heel - emig ozin, o 0 'al ae hieruit
volgende o 'vicz o nivlane o zuil 12 ndan de algeioce ceprepagseecde,
voor dzogelele el Tlo (meer Ilnaimsbeyeging; nict meer roken;
cak.ne-anne vooding; o0 hepeckity wan ver. ol gde vetzuren; geregelde
cutnaining).

J. Nieveex, H. Doorexgos, J. J. M. L. Ciarein, L. A, HarTMAN,

J. F. May, T. M. TEMMEN-Brak, J. W. E. Visser, E. vax pe WaLi,

A. A, Worpa. Risicofactoren voor coronaire hartzickten bij jonze
managers. Ned. T Goneesk. 115: 1332-1337, 1971

8.

Toeaemerd gebruik van intrauteriene prescaria (I U.C.D.) geeft aan-
leiding tot ecn <tiigino van de abortu-{-equentie.

D. Tlo¥vaxsy. Die Fehlgeburt. 2. A. Urban & Schwarzenberg,
Miinchen: 156-159, 1969.

9.

De innerlijke gerichtheid van de wetenschap op begrip van de werkelijk-
heid leidde een ontwikkeling in, die de wetenschap van een fase, waarin
zij ecn vrijv.el exclusieve rationele aangelegenheid was, via een rationeel-
empirische naar een rationeel-experimentele fase voerde.

A. G. vax MEeLrsex. Doclstellingen van de universiteit besproken in
de 49¢ vergadering van de Academische Raad op 31 oktober, 1970
- Universiteit en Hogeschool. Kennink en Zoon, Utrecht -1: 263-
275, 1971.



10.
De gemiddelde stafbezetiing aan Univerzitaire Klinieken is hier te lande
zodanig onvoldeende, da® de aan ctafleden opgedragen taken niet naar
behoren kunn_. <rord:» wervald: Veortduring van deze tcectand zal

ongetwijfeld aanleiding rjeven tot ccn toenemende tenachterstelling van

O o
het weicaschappel’jk onderzoek ¢ een qualiteits-vermindering van het
onderv/ij:.

11.

Ongeremde satisfactie kan ook een vorm van procreatie-beperking zijn.

A. J. M. van der Werf

17 maart 1972









