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INLEIDING

De verwijdering door phagocytose van lichaamsvreemde stoffen,
in het bijzonder van ziekteverwekkende organismen zoals bacterién,
is reeds lang (Virchow, 1860) beschouwd als een zeer belangrijke
functie van het lymphoiede systeem. Door de plaatsing van de af-
zonderlijke lymphoiede organen in de lymphebaan of bloedbaan
worden ongewenste bestanddelen van respectievelijk lymphe of
bloed met behulp van dit filtratiemechanisme weggenomen. De be-
tekenis van de lymphocyten in het lymphoiede weefsel was tot voor
een tiental jaren vrijwel geheel onbekend; de in de lymphoiede or-
ganen veelvuldig voorkomende celdelingen werden gezien als een
uiting van lymphocytopoiese. Hellman (1921) was de eerste, die het
reactieve karakter van de celvermeerdering met name in de follikels
van het lymphoiede weefsel herkende, en een verband veronderstelde
met een ander aspect van het afweermechanisme, de specifiek ge-
richte immuniteit.

De samenhang van de mitotische activiteit in de lymphoiede
organen met immunologische processen bleek echter pas nadat door
McMaster en Hudack (1935) in de lympheklieren en door Fagraeus
(1948) in de milt de vorming van antilichamen was aangetoond.
Door de laatste onderzoekster werd vastgesteld, dat daarbij in de
lymphoiede organen plasmacellen - de feitelijke producenten der
antilichamen - ontstonden en dat deze ,,plasmacellulaire reactie”
verantwoordelijk was voor een deel van de mitotische activiteit,
welke in lymphoied weefsel kan worden waargenomen. Latere ex-
perimenten o.a. van Gowans, McGregor, Cowen en Ford (1962),
Gowans, McGregor en Cowen (1963), Turk en Stone (1963) en
Oort en Turk (1965) leerden, dat een mitotische activiteit leidende
tot lymphocytenvorming een centrale plaats inneemt in een tweede
type immuniteitsreactie, de zgn. specifiek cellulaire reactie; de hierbij
gevormde lymphocyten bleken verantwoordelijk te zijn voor de
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specifiek cellulaire afweer. Ook de met mitotische activiteit gepaard
gaande follikelcentrumreactie (vgl. Hellman, 1921) blijkt samen te
hangen met een immunologisch proces. Door Thorbecke en mede-
werkers (1964 e.v.) is waarschijnlijk gemaakt, dat hierbij lympho-
cyten worden gevormd en wel de zgn. “memory cells” voor de
antilichaamvorming, cellen die a.h.w. geconditioneerd zijn om na
een volgend contact met hetzelfde antigeen - in een “secondary
response” - een veel sterkere plasmacellulaire reactie met antili-
chaamvorming te kunnen geven.

In alle drie processen lijkt verder de (of een) kleine lymphocyt
de zgn. immunocompetente cel te zijn, d.w.z. de cel, die op de
antigene prikkel reageert en daarmee de oorsprongscel wordt voor
één der immunologische reacties. Voor de cellulaire immuniteit,
d.w.z. de specifiek cellulaire reactie is dit bewezen in de reeds ge-
noemde proeven van Gowans en medewerkers; voor de humorale
immuniteit, d.w.z. de antilichaamvorming, is het zeer waarschijnlijk
gemaakt door McGregor en Gowans (1963); betreffende de follikel-
centrumreactie zullen hiervoor in dit proefschrift enkele argumen-
ten naar voren worden gebracht.

Behalve de kleine lymphocyt komt in het lymphoiede weefsel
nog een tweede celsoort voor, die betrokken lijkt te zijn in de im-
munologische processen, namelijk de zgn. follikelrandcel. In dit
proefschrift zal ook de relatie van deze cel tot de kleine lymphocyt
worden nagegaan.

Sinds 1957 heeft Gowans erop gewezen, dat er een ,,recirculatie”
van kleine lymphocyten bestaat, een voortdurende uitwisseling van
deze cellen tussen bloedbaan en het lymphoiede systeem. Hierdoor
is het noodzakelijk geworden de bouw en functie van elk der lym-
phoiede organen te beschouwen tegen de achtergrond van een con-
tinue ,,doorstroming” met lymphocyten, waaronder dus waarschijn-
lijk de immunocompetente cellen.

In het onderzoek, dat aan dit proefschrift ten grondslag ligt, is
door radiologische uitschakeling, hetzij van één bepaald lymphoied
orgaan, hetzij van alle lymphoiede organen met uitzondering van
één enkele, het belang van de lymphocytenrecirculatie voor de di-
verse lymphoiede structuren onderzocht. Enerzijds is na een gelo-
caliseerde orgaanbestraling het herstel van het histologische beeld
en de eventueel daarmee verband houdende immunologische rege-
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neratie in afhankelijkheid van recirculerende lymphocyten vervolgd.
Anderzijds gaf een totale lichaamsbestraling met bescherming van
één enkel lymphoied orgaan de mogelijkheid de verandering in het
histologische beeld in afwezigheid van een aanvoer van circulerende
cellen te bestuderen en de daarmee gepaard gaande wijziging in de
immunologische reacties van uitsluitend dit éne orgaan.

Als lymphoiede organen respectievelijk opgenomen in lymphe-
afvoer en bloedbaan werden gekozen de popliteale lympheklier en
de milt, organen waarin het voorkomen van immunologische reacties
vastgesteld is. Bij de thymus is de situatie geheel anders: de thymus
is niet in de lymphocytenrecirculatie opgenomen (Gowans en
Knight, 1964) en de aanwezige celdelingen zijn klaarblijkelijk geen
uiting van een ter plaatse verlopend immunologisch proces. Na to-
tale lichaamsbestraling onder bescherming van de thymus werd de
“outflow” van thymuslymphocyten en de immunologische compe-
tentie daarvan nagegaan; de gelocaliseerde thymusbestraling gaf
voornamelijk gegevens over de wijze van herstel.

Uit al deze gegevens zal getracht worden een indruk te verkrij-
gen van de consequenties van de lymphocytencirculatie voor de
bouw van de lymphoiede organen en de functionele betekenis ervan
voor de immunologische reacties.



Hoofdstuk 1

DE RECIRCULATIE EN LEVENSLOOP VAN DE
LYMPHOCYTEN

De belangrijke plaats, welke lymphocyten in het lymphoiede sys-
teem en dus ook in de hier te behandelen organen innemen, doet
de wenselijkheid naar voren komen allereerst aandacht te besteden
aan de levensloop van deze cellen.

Het bestaan van een recirculatie van lymphocyten, door Gowans
in 1957 en volgende jaren aangetoond, alsmede de daarna bekend
geworden feiten over de levensloop van deze cellen, hebben ge-
maakt, dat toch vrij recent gepubliceerde overzichten van Fichtelius
(1953), Yoffey en Courtice (1956) en Trowell (1958) over de levens-
geschiedenis van de kleine lymphocyt in zekere zin als verouderd
beschouwd moeten worden.

Het is sinds lang bekend, dat voortdurend een aanzienlijke aan-
voer van lymphocytaire cellen naar het bloed plaats vindt via de
lymphebanen, in het bijzonder via de ductus thoracicus, die de lym-
phe aanvoert van het grootste deel van het lichaam, onder meer van
de tractus digestivus. Met behulp van canulering van de ductus tho-
racicus van een zich in een Bollman-kooi bevindende rat toonden
Mann en Higgins (1950) een output van 600 tot 1100 x 10¢ lympho-
cytaire cellen per 24 uur aan. Uit de vergelijking van dit aantal
met de hoeveelheid in de bloedbaan aanwezige lymphocyten blijkt,
dat de dagelijkse aanvoer via de ductus thoracicus de totale hoeveel-
heid bloedlymphocyten, overigens slechts 19/ van de totale lympho-
cytenpopulatie (Bunting e.a., 1963), met een factor 5 tot 12, afhanke-
lijk van de diersoort, overtreft (Sanders e.a., 1940; Hughes e.a. 1956).
Hieruit kan worden afgeleid, dat omgekeerd gelijke aantallen lym-
phocyten op enige wijze aan de bloedbaan onttrokken moeten wor-
den. Afbinden van de ductus thoracicus veroorzaakt een aanzienlijke
daling van het aantal bloedlymphocyten, nl. van 4770 tot 340 per
mm?® (Florey en Gowans, 1962). Dit betekent voorts, dat er waar-

4



schijnlijk geen grote toevoer van lymphocyten naar de bloedbaan be-
staat buiten de ductus thoracicus om.

Doordat men op grond van bepalingen van de mitotische activi-
teit door Kindred (1942) en Andreasen en Christensen (1949) meen-
de, dat in de lymphoiede organen een aanzienlijke nieuwvorming
van lymphocyten plaats vond, ging men er aanvankelijk zonder
meer van uit, dat de ductus thoracicus-lymphocyten uit de lympho-
iede organen afkomstige, nieuwgevormde cellen waren en heeft men
voornamelijk gezocht naar de wijze, waarop de lymphocyten weer
buiten de bloedbaan zouden komen. De mogelijkheid dat deze cellen
in groten getale binnen de bloedbaan te gronde zouden gaan, werd
verworpen op grond van de overweging, dat in de bloedbaan geen
verval van lymphocyten wordt waargenomen, hoewel het hier om
zeer grote aantallen cellen gaat.

Voor het verdwijnen van lymphocyten uit het bloed zijn ver-
schillende mogelijkheden overwogen. De aanwezigheid van zeer tal-
rijke lymphocyten in en tussen de epitheelcellen van tractus diges-
tivus, tractus respiratorius enz. deed Bunting en Huston (1921) en
Kindred (1942) veronderstellen, dat deze cellen door het epitheel
naar het tractus-lumen emigreerden en daarbij in groten getale aan
de lymphocytenpool onttrokken werden. Door Florey en Gowans
(1962) is er evenwel op gewezen, dat in een vloeistof afkomstig uit
darmfistels slechts minimale aantallen lymphocyten voorkomen. In
het lymphoiede weefsel zelf wordt vrij regelmatig een zekere mate
van celverval waargenomen, o0.a. in de vorm van de vanouds be-
kende ,,tingibele Korper” (Flemming, 1885) in de follikels, maar ook
elders in het lymphoiede weefsel en zelfs in de thymus. De omvang
van dit proces lijkt echter onder normale omstandigheden beperkt
te zijn.

Het is wel zeker, dat bij de verschillende immunologische reacties
in het lymphoiede systeem een ,,verbruik” van lymphocyten op-
treedt (door transformatie van lymphocyten tot grote pyronino-
fiele cellen enz.). Alleen bij de antilichaamvorming d.w.z. de plasma-
cellulaire reactie, zou men kunnen aannemen, dat hierbij een netto
verbruik van lymphocyten optreedt; bij de specifiek cellulaire re-
actie en het ontstaan van de immunologische ,,memory” zal waar-
schijnlijk wel een verbruik van kleine lymphocyten plaats vinden,
maar bij beide reacties ontstaan nieuwe lymphocyten in waarschijn-



lijk groter getale dan oorspronkelijk verbruikt werden. Een bijzon-
dere vorm van lymphocytenverbruik, de transformatie van kleine
lymphocyten tot follikelrandcellen, zal in dit proefschrift beschre-
ven worden.

Een zeer aanzienlijk verbruik van de bloedlymphocyten is door
Yoffey en Courtice (1956) verondersteld plaats te vinden in het
beenmerg: zij menen, dat de bloedlymphocyten de stamcellen zou-
den vormen voor de erythrocytopoiese en de granulocytopoiese,
mogelijk ook voor de overige myeloiede elementen. Micklem en
Ford (1960) vonden evenwel na injectie van een lymphocyten-
suspensie van lympheklieren geen celdelingen van uit deze suspensie
afkomstige cellen (herkenbaar aan het Té-chromosoom) in het been-
merg. Na infusie van in vitro gelabelde ductus thoracicus-lym-
phocyten zagen Gowans en Knight (1964) in het beenmerg slechts
geringe aantallen gelabelde cellen, terwijl nooit gelabelde jonge rode
of granulocytaire cellen werden waargenomen. Tenslotte blijkt een
lymphocytensuspensie in tegenstelling tot een suspensie van been-
mergcellen niet in staat te zijn het haematologische effect van een
sterke rontgenbestraling te herstellen (Florey en Gowans, 1962).

Uit hierna nog te bespreken experimenten van o.a. Everett c.s.
(1964) en Ford (1966) blijkt bovendien, dat in het beenmerg niet
een verbruik van lymphocyten kon worden gevonden, maar juist
een productie van lymphocytachtige elementen, welke aan het bloed
worden afgegeven.

Uitgangspunt voor de proeven, die tenslotte leidden tot het re-
circulatieconcept vormden de waarnemingen van Mann en Higgins
(1950). Deze onderzoekers stelden vast, dat bij voortgezette drai-
nage van de ductus thoracicus de output van lymphocyten een daling
vertoonde, dat 5 dagen na het begin van de drainage een peil werd
bereikt van * 30%o van de uitgangswaarde en dat dit peil verder
gehandhaafd bleef. De experimenten van Mann en Higgins werden
op logische wijze voortgezet door Gowans (1957): de daling van de
lymphocyten-output van de ductus thoracicus bij langdurige drai-
nage bleef achterwege, indien de opgevangen cellen intraveneus wer-
den teruggegeven aan het proefdier. Op deze waarneming baseerde
Gowans zijn concept van de lymphocytenrecirculatie: hij stelde, dat
de intraveneus ingespoten cellen vanuit de bloedbaan in de lympho-
iede organen terecht zouden komen en vervolgens via de ductus
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thoracicus weer in het bloed zouden terugkeren. In een reeks aan-
vullende proeven heeft hij vervolgens het bestaan van deze lympho-
cytenrecirculatie kunnen bewijzen. In de eerste plaats bleek reinjec-
tie van celvrije lymphe of van ductus thoracicus-lymphe met gedode
lymphocyten geen herstel van de ductus thoracicus-output te geven.
In de tweede plaats kon een verdubbeling van de output bereikt
worden door een tweemaal zo groot aantal cellen te reinjiceren
als door drainage verkregen was. De toename van de ductus thora-
cicus-output na reinjectie van lymphocyten bleek verder niet voort te
komen uit nieuwvorming van lymphocyten: na een gelijktijdige injec-
tie van 3H-thymidine vertonen de ductus thoracicus-cellen slechts
een minimale labeling (Gowans, 1959). Tenslotte werden door Go-
wans en Knight (1964) ductus thoracicus-cellen in vitro gelabeld met
3H-adenosine en vervolgens intraveneus gereinjiceerd: reeds 3 tot
4 uur na de reinjectie keerden de eerste gelabelde cellen terug in
de ductus thoracicus; in de loop van enkele dagen werd tenslotte zelfs
98 % van het aantal gereinjiceerde cellen weer uit de ductus tho-
racicus opgevangen. Uit de verhouding tussen gelabelde en niet ge-
labelde cellen in de op diverse tijdstippen genomen monsters uit
de ductus thoracicus kon worden afgeleid, dat vrijwel alle ductus
thoracicus-lymphocyten onder normale omstandigheden betrokken
zijn in deze kringloop.

Het volgende probleem was de vraag, hoe lymphocyten uit de
bloedbaan in de lymphoiede weefsels geraken. Door Sjovall was reeds
in 1936 verondersteld, dat lymphocyten in de perifere capillairen
de bloedbaan verlaten om dan via achtereenvolgens lymphebanen,
lympheklieren en de centrale lymphebanen (ductus thoracicus) in
het bloed terug te keren. Yoffey en Drinker (1939) hebben opge-
merkt, dat slechts een gering aantal lymphocyten deze route zou
kunnen volgen: door tellingen in de afferente en de efferente lymphe
van de lympheklier bleek nl., dat het aantal lymphocyten in de affe-
rente lymphevaten slechts een fractie was van dat in de cfferente
lymphe. Deze klaarblijkelijke toename van het aantal lymphocyten
in de lymphe bij passage door een lympheklier werd door deze onder-
zoekers nog toegeschreven aan in de lympheklier plaats vindende
lymphocytopoiese. Gowans en Knight (1964) konden evenwel aan-
tonen, dat in de lympheklier zelf grote aantallen lymphocyten uit
de bloedbaan emigreren naar het lymphoiede weefsel. In de reeds
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eerder genoemde proeven, waarbij ductus thoracicus-lymphocyten na
in vitro labeling met 3H-adenosine werden gereinjiceerd, bleken deze
cellen in de lympheklierschors te emigreren door de wand van de
daar aanwezige schorsvenulen. Vanuit de lymphocytenvelden van
de lympheklierschors geraakten deze cellen in de mergsinus, waarna
ze met de passerende lymphe werden afgevoerd. Migratiebeelden
van lymphocyten door de wand van de schorsvenulen waren al zeer
lang bekend, maar door Yoffey, Hanks en Kelly (1958) ten onrechte
geinterpreteerd als een afgifte van lymphocyten door het lymphoiede
weefsel aan het passerende bloed. Ook de cellen van de periarteriolaire
lymphocytenschede in de milt bleken in het recirculatieproces be-
trokken te zijn; dit is echter in zoverre een bijzonder geval, omdat
deze cellen direkt uit het passerende bloed worden opgenomen en
daarna ook weer direkt worden teruggegeven. Tenslotte bleek uit het
onderzoek van Gowans en Knight, dat gereinjiceerde ductus thora-
cicus-lymphocyten in het geheel niet in de thymus terecht kwamen en
slechts in zeer beperkte aantallen in het beenmerg.

Het bestaan van een recirculatie van lymphocyten alsmede - het
feit, dat de ductus thoracicus-lymphe slechts een gering percentage
nieuw gevormde cellen bevat, impliceert dat de bij de recirculatie
betrokken cellen een veel langere levensduur moeten hebben dan
vroeger altijd verondersteld is. De levensduur van lymphocyten is
door een aantal onderzoekers (Ottesen, 1954; Hamilton, 1958; Caf-
frey e.a., 1962 en Everett e.a., 1964) onderzocht door het labelings-
patroon van lymphocytaire cellen te vervolgen na een eenmalige
toediening van 3H-thymidine. H-thymidine wordt in DNA ge-
incorporeerd door cellen, die in de voorbereidingsfase verkeren voor
een celdeling, zodat de in de mitose daaruit ontstane dochtercellen
een 3H-label bezitten in hun kernmateriaal. In al deze experimenten
bleken twee soorten lymphocyten te bestaan: één met een zeer kor-
te (enkele dagen) en één met een veel langere levensduur. De onge-
lijke levensduur van deze twee lymphocytenklassen komt het mooi-
ste naar voren uit de experimenten van Little c.s. (1962) en Everett
c.s. (1964), die niet gebruik maakten van een enkelvoudige injectie
van 3H-thymidine, maar van continue of herhaalde intraveneuze toe-
diening. Gedurende de eerste 5 dagen van de *H-thymidine toe-
diening werd een snelle toename van het aantal gelabelde bloed-



lymphocyten (35 4 409/0) gevonden; daarna neemt het percentage
gelabelde lymphocyten veel langzamer toe, zodat aan het eind van de
periode van 3H-thymidine-toevoer (100 dagen) zelfs de 100 %o nog
niet bereikt is. Na het stoppen van de ®H-thymidine-toediening neemt
ook weer gedurende 5 dagen het percentage gelabelde lymphocyten
snel af, waarna de verdere afname weer veel langzamer verloopt.
Uit deze gegevens blijkt dat er één categorie van lymphocyten is,
die na 5 dagen voor 10090 gelabeld is, ook weer na 5 dagen zijn
label geheel verloren heeft, en dus een levensduur van 5 dagen heeft;
deze cellen vormen 35 4 40 %0 van de bloedlymphocyten. Een tweede
categorie lymphocyten neemt de label veel langzamer op, verliest
deze ook langzamer en heeft een levensduur van meer dan 100 da-
gen; deze celsoort vormt 60 a 65 %0 van de bloedlymphocyten.

Door Everett en medewerkers (1964) is nagegaan in welke verhou-
ding deze kort en lang levende lymphocyten op diverse plaatsen
in het lymphoiede systeem voorkomen. De kort levende lympho-
cyten bleken in het bloed, de mesenteriale lympheklier en de ductus
thoracicus slechts een minderheid te vormen, respectievelijk 40 /o,
2590 en 10%0 van het totaal. In het beenmerg, de thymus en de
milt daarentegen vormen ze de meerderheid, respectievelijk 100 /o
(1), 95 %o en 75 .

Wanneer men nu de bloedlymphocyten beschouwt tegen de ach-
tergrond, enerzijds van deze labelingspatronen, anderzijds van de
lymphocytenrecirculatie dan is het duidelijk, dat de ductus thoracicus
voornamelijk lang levende lymphocyten naar het bloed toevoert en
dat het omgekeerd juist de lang levende bloedlymphocyten zijn, die
in de recirculatie zijn betrokken. Hierbij kan worden opgemerkt dat
de weinige, snel-labelende lymphocyten in de ductus thoracicus mo-
gelijk niet zo zeer kort levende lymphocyten zijn, als wel lang le-
vende cellen, die juist nieuw gevormd zijn in de lymphciede orga-
nen (immunologische reacties). De herkomst van de kort levende
lymphocyten in het bloed is niet zonder meer duidelijk; ze zouden
uit de milt, de thymus of het beenmerg afkomstig kunnen zijn, alle
drie organen met een hoog percentage snel-labelende cellen.

Het lijkt niet waarschijnlijk dat de milt, waar onder normale
omstandigheden slechts een geringe mitotische activiteit heerst, in
belangrijke mate kort levende lymphocyten zou bijdragen aan het
bloed. Het lijkt mogelijk dat eerder omgekeerd kort levende lym-
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phocyten uit het bloed in grote aantallen in de milt terecht komen
en daar verantwoordelijk zijn voor het hoge percentage snel-labe-
lende cellen.

De thymus vertoont een hoge mitotische activiteit; volgens Eve-
rett en medewerkers (1964) worden in een rat van 100 gr. dagelijks
450 x 10% thymocyten gevormd. Dit verklaart het hoge percentage
snel-labelende cellen in de thymus, zonder dat dit echter hoeft te
betekenen dat deze cellen, eenmaal buiten de thymus gekomen,
kort levende cellen zijn. Everett c.s. constateerden, dat na intrave-
neuze injectie van gelabelde thymocyten het aantal van deze cellen
in de lympheklier en de ductus thoracicus weliswaar gering is, maar
dat dit percentage in de loop van twee weken slechts in geringe mate
terugloopt. Zij berekenden dat 5% van de productie van de thymus
aan lymphocyten voldoende zou zijn om te voorzien in de normale
vervanging van de lang levende (recirculerende) lymphocyten. Van
belang is in dit verband de conclusie van Metcalf (1966), dat slechts
3 4 4% van de in de thymus geproduceerde cellen dit orgaan ook
inderdaad verlaat; de overige cellen zouden ter plaatse binnen enkele
dagen degenereren. Parrott, De Sousa en East (1966) stelden dat,
onder de omstandigheden van hun experimenten, de thymus cellen
produceert, welke direct terecht komen in de “mobilizable pool of
lymphocytes”, d.w.z. de populatie van de lang levende, recirculeren-
de lymphocyten. Na injectie van gelabelde thymocyten vonden zij
deze cellen terug in de centrale delen van de corticale lympho-
cytenvelden van de lympheklier, en in de periarteriolaire lympho-
cytenscheden van de milt. Dit zijn de gebieden die zij, in overeen-
stemming met Good en medewerkers, “thymus-dependent areas”
noemen op grond van het feit, dat juist deze gebieden na neonatale
thymectomie opvallen door hun lymphocytenarmoede. Het zijn
ook deze gebieden, waar Gowans en Knight (zie eerder) de aan
de recirculatie deelnemende lymphocyten waargenomen hebben, en
waar ook de als thymus-afhankelijk beschreven immunologische
reactie - de specifiek cellulaire reactie - zich afspeelt (Good en mede-
werkers, 1962; Oort en Turk, 1965).

Er zijn daarentegen wel redenen om te veronderstellen, dat het
beenmerg verantwoordelijk is voor de leverantie van kort levende
lymphocyten aan het bloed. Zoals hiervoor is vermeld zijn de been-
merglymphocyten voor 100 % snel-labelende cellen. Volkman (1966)
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heeft verder aangetoond, dat de in buikholte-exsudaten verschij-
nende lymphocytachtige cellen afkomstig zijn van kort levende cel-
len in het bloed, die op hun beurt weer voortkomen uit een voort-
durend delende celpopulatie in het beenmerg. Lijken er dus aan-
wijzingen te bestaan dat de kort levende lymphocyten uit het bloed
mogelijk afkomstig zijn uit het beenmerg, de vraag blijft, wat onder
normale omstandigheden het verdere lot van deze cellen is: hun
vrij hoge percentage van 35 tot 409 in het bloed en hun korte
levensduur (5 dagen) impliceren, dat ze regelmatig in aanzienlijke
aantallen worden aangemaakt, en anderzijds in gelijke aantallen moe-
ten verdwijnen.

Er is nog een tweede vraag die vooralsnog onbeantwoord is. Zo-
als hiervoor vermeld, is 0.a. door Good en medewerkers (1962) ge-
steld, dat een deel van het lymphoiede systeem en de zich daarin
afspelende specifiek cellulaire reacties direkt afhankelijk zouden zijn
van de thymus; daarnaast is door enkele medewerkers van Good
(Cooper e.a., 1965) opgemerkt, dat een ander deel van het lympho-
iede systeem en de antilichaamvorming niet direkt afhankelijk zou-
den zijn van de thymus, maar bij de kip van de Bursa Fabricii,
en bij de zoogdieren van een nog niet met zekerheid omschreven
zgn. ,Bursa-equivalent”, mogelijk de lymphoiede organen langs de
tractus digestivus (Cooper e.a., 1966). Het is nog niet duidelijk welke
plaats dit systeem inneemt in het kader van de recirculatie en in
welke relatie dit systeem staat tot de hiervoor beschreven lympho-
cytenklassen. Uit de experimenten welke in dit proefschrift beschre-
ven zullen worden, zijn enkele suggesties betreffende dit probleem
naar voren gekomen.
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Hoofdstuk 11

MATERIAAL EN METHODEN

Proefdieren

De proeven werden uitgevoerd met konijnen afkomstig uit eigen
stal of het Centraal Proefdierenbedrijf T.N.O. De Goud-Agouti,
Chinchilla, Californian en Alaska konijnen van het mannelijk en
vrouwelijk geslacht hadden een leeftijd van 6-10 maanden; het ge-
wicht varieerde van 2,5 tot 3,5 kg.

Rontgenbestralingen

De bestralingen werden uitgevoerd met een Philips RT 200 the-

rapietoestel bij 200 kV en 20 mA, waarbij een filter van 1,0 mm Cu
(halveringslaag (= HVL) 1,45 mm Cu) gebruikt werd voor de ge-
localiseerde bestralingen en meestal een filter van 0,5 mm Cu (HVL
1,0 mm Cu), wanneer een totale lichaamsbestraling al of niet met
bescherming van een orgaan uitgevoerd werd. De wijze, waarop de
orgaanbestraling en -bescherming plaats vonden, zal voor elk der
organen afzonderlijk behandeld worden. De opgegeven stralendoses
zijn inclusief strooistraling.
a. Popliteale lympheklier: Voor de locale bestraling van de popli-
teale lympheklier (LYKLLOC) werd gebruik gemaakt van een tubus
met een focus-huidafstand (FHA) van 40 cm en een oppervlakte van
8 cm bij 10 cm aan het uiteinde (40 x 8 x 10). De tubusopening
werd tegen de samengebonden achterpoten van het op een operatie-
plank gefixeerde konijn geplaatst. De bestralingsdosis op de huid be-
droeg 750 R, hetgeen neerkomt op ongeveer 700 R binnen de lym-
pheklier; de afstand tussen de tubus en de lympheklier werd hierbij
geschat op ongeveer 2 cm.

Bij de totale lichaamsbestraling met bescherming van de popliteale
lympheklier (LYKLSH) werd het konijn weer op de operatieplank
vastgebonden, terwijl de achterpoten beschermd werden met loden
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kokers of een plaat lood van 6 mm dikte. De bestraling (filter 0,5
mm Cu) geschiedde met behulp van een tubus (50 x 15 x 30), welke
zo geplaatst werd, dat het op een afstand van 50 cm van de tubus-
opening gelegen konijn (FHA: 1 meter) zich geheel in het bestralings-
veld bevond. Zo werd een huiddosis van 850 R gegeven; gezien de
dikte van het konijn komt dit neer op geschatte doseringen halver-
wege en op de huid van de achterzijde van respectievelijk 680 en
380 R. Dit zal verder aangegeven worden als 850/380 R.

Omdat bij de overeenkomstige proeven met milt en thymus een
dubbelzijdige bestraling technisch onmogelijk was, werd ook bij de
lympheklier aan deze weinig homogene bestraling de voorkeur ge-
geven. De totale lichaamsbestraling zonder orgaanbescherming werd
op dezelfde wijze uitgevoerd.

Bij de gecombineerde bestralingen, d.w.z. lympheklierbescherming
gevolgd door locale bestraling of omgekeerd, is ten dele wel van
twee zijden bestraald, en in dit geval met een filter van 1 mm Cu en
een FHA van 50 cm; hierbij mag een vrij homogene irradiatie
(750 R) aangenomen worden.

Bij de experimenten zal steeds de toegepaste bestralingsprocedure

vermeld worden.
b. Milt: Bij de locale bestraling (MILTLOC) werd het orgaan van
te voren na incisie van de buikwand naar boven gebracht en met
catgut aan de voorste buikwand gehecht. Na sluiting van de wond
werd een tubus (40 x 4 x 6) ter plaatse tegen de huid geplaatst; de
afstand huid-milt varieert van 1 tot 3 cm, zodat het orgaan 710-
550 R ontving.

Bij de totale lichaamsbestraling met bescherming van de milt
(MILTSH) werd gebruik gemaakt van een loden koker, een variant
op de door Taliaferro c.s. (1956) beschreven miltkoker: een aan de
onderzijde afgeronde loden buis met een wanddikte van 6 mm, van
boven te sluiten met een even dikke deksel. De buis is in de lengte-
richting gesplitst in twee gelijke delen, welke met een afgeronde
groeve en een verdikte rand in elkaar passen. Aan de onderzijde is
ruimte vrij gelaten om bloedvaten in de mesenteriumduplicaturen
tijdens de bestraling ongestoord te laten.

Het op een operatieplank gelegen konijn werd onder het rontgen-
toestel in narcose gebracht, waarna een ruime, mediane incisie van
de buikwand ter hoogte van de milt volgde. De milt werd naar
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boven gebracht, in één helft van de koker gelegd, waarna het tweede
deel er zodanig op geplaatst werd, dat het ligamentum gastrolienale
plaatselijk tussen beide helften verankerd was. De kokerdelen werden
met kleefpleister aan elkaar bevestigd, de dop werd op de bovenzijde
geplaatst en het geheel opgehangen aan een galg. Hierbij werd erop
gelet dat milt en verzorgende bloedvaten niet beschadigd werden.
Na de bestraling, welke overigens op dezelfde wijze als bij de lymphe-
klierbescherming werd uitgevoerd en waarbij dezelfde rontgendosis
gegeven werd, kon de koker op eenvoudige wijze verwijderd worden,
waarna de wond gehecht werd.

c. Thymus: Het bestralen van de thymus (THLOC) geschiedde door
een tubus (40 x 4 x 6) midden op het bovenste deel van de thorax
te plaatsen. Het zich direkt achter sternum en ribben bevindende
orgaan werd vrij zeker geheel getroffen. De thymus kreeg ongeveer
700 R bij een huiddosis van 750 R.

De thymus werd beschermd (THSH) door loden platen met een
totale dikte van 6 mm, aan te brengen boven dit orgaan van een op
de operatieplank gelegen konijn. De bestraling werd weer uitgevoerd
met de tubus (50 x 15 x 30) en een dosering van 850 R op de huid
(850/380 R).

Operaties

De operaties vonden plaats onder zo steriel mogelijke omstandig-

heden en in een volledige narcose, welke verkregen werd door Veteri-
nair Nembutal (0,8 tot 1,0 cc van een oplossing van 60 mgr/cc) lang-
zaam intraveneus te injiceren. Van te voren werd 0,1 cc Vetranquil
ingespoten bij langdurige ingrepen.
a. Popliteale lympheklier: Bij de verwijdering van de popliteale
lympheklier werd de huid van de achterpoot in de mediaanlijn ge-
spleten, de vena poplitea ter zijde geschoven, waarna het te midden
van het vetweefsel gelegen orgaan gemakkelijk en meestal zonder
bloedingen geéxcideerd kon worden.

Voor het afbinden van de afferente lymphebanen werd op een
groot aantal plaatsen in het distale deel van de poot een methyleen-
blauw- of trypaanblauwoplossing (1 %) subcutaan ingespoten. Alle
lymphebanen werden hierdoor na incisie van de huid zichtbaar en
konden onderbonden worden.
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b. Milt: Voor een biopsie werd na mediane incisie van de buikwand
het uiteinde van de milt met de verzorgende bloedvaten afgebonden,
waarna dit miltgedeelte verwijderd kon worden. Splenectomie werd
op dezelfde wijze uitgevoerd; het afbinden van de vaten geschiedde
hierbij in enkele etappes, waarna het orgaan in toto weggenomen
werd. Peritoneum plus musculatuur, subcutis en huid werden tenslotte
afzonderlijk gehecht.

Histologische technieken

Direkt na de excisie werd gedurende 5 uur bij kamertemperatuur,
of gedurende 24 uur op een temperatuur van 4° onder voort-
durende beweging gefixeerd in een oplossing van de volgende samen-
stelling: 90 delen Zenker-oplossing, 5 delen formol 30 % en 5 delen
trichloorazijnzuur 2 . Na de fixatie werden de weefselstukjes ge-
durende 24 uur gespoeld in stromend water en vervolgens doorge-
voerd via alcohol, methylbenzoaat en benzol naar paraffine. Het
materiaal werd in serie gesneden, waarbij de dikte der coupes 7-8 u
bedroeg.

De kleuring geschiedde als regel volgens Unna-Pappenheim-Bra-
chet (Brachet, 1953) met methylgroenpyronine, waarbij het kernchro-
matine en de kernmembraan blauw-groen gekleurd worden, nucleolus
en basophiel cytoplasma een rode kleur aannemen. Voor de bestu-
dering van het lymphoiede systeem verdient deze kleuring de voor-
keur boven vele andere, zoals de kleuring volgens Giemsa en met
haematoxyline-eosine, welke de verschillende lymphoiede cellen min-
der goed doen uitkomen.

Tellingen van de bloedlymphocyten

Het bloed werd verkregen door punctie van de oorvene, de telling
geschiedde in de telkamer van Biirker. Door gebruikmaking van een
sterke vergroting van de microscoop (objectief: 20 x) kon direkt
gedifferentieerd worden in polynucleairen, lymphocyten en mono-
cyten. Gezien de gerichtheid van dit onderzoek op het lymphoiede
systeem wordt uitsluitend het aantal lymphocyten vermeld.

Antigeentoediening

Als antigeen werd een vaccin gebruikt, dat bereid werd door be-
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handeling van de Salmonella paratyphi B, variéteit Java, met for-
maline. Dit antigeen is relatief rijk aan H-antigeen. Het vaccin be-
vatte 5x 10% bacterién per ml. Bij intraveneuze toediening in de
oorvene, bij subcutane injectie in beide achterpoten nabij het distale
deel van de tibia of op de voetrug, werd 0,2 ml van dit vaccin in-
gespoten. Controle-experimenten, uitgevoerd met het supernatant en
het sediment van het bij 25000 g gecentrifugeerde vaccin, lieten
zien dat we hier met een voornamelijk corpusculair antigeen te
maken hadden.

Bij een aantal experimenten werd 12 uur na intraveneuze antigeen
injectie 0,1 ml van een homoloog hyperimmuunserum intraveneus
toegediend. Hierdoor wordt het contact met vrij circulerend antigeen
beperkt in tijd (synchronisatie) en bovendien in localisatie, namelijk
tot de milt. (Nieuwenhuis c.s.,, 1967).

Bepaling van de antilichaamtiters

Het bloed werd verkregen door punctie van hart of oorvene,
plaatsvindend op de dag voorafgaande aan de antigeeninjectie en
daarna aanvankelijk dagelijks, doch later met grotere intervallen.

De antilichaamtitratie van het serum geschiedde met de aggluti-
natiereactie uitgevoerd door het samenbrengen van het serum (in een
halveringsreeks) en een Fickersuspensie (Paratyphus B(H)-antigeen).

De titer van het onderzochte serum komt overeen met de verdun-
ning in dat buisje, waarin nog juist een uitvlokking waargenomen
kan worden; het volgnummer van het buisje is de 2log titer van het
betrokken serum. De titers werden zoals gebruikelijk logarithmisch
uitgezet,
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Hoofdstuk 111

DE LYMPHEKLIER

A. Bouw, functie en gevolgen van rontgenbestralingen
Histologie van de lympheklier

Voor dit onderzoek is als lympheklier gekozen de popliteale lym-
pheklier, die enerzijds goed toegankelijk is voor operatieve bena-
dering en rontgenbestralingen, en die anderzijds behoort tot die groep
van lympheklieren, welke onder normale omstandigheden niet
voortdurend bloot staan aan immunologische stimulering, zoals bij-
voorbeeld de mesenteriale lympheklier.

De lymphe, die de popliteale lympheklier toegevoerd krijgt, is
afkomstig uit het onderste gedeelte van de achterste extremiteit;
antigene stimulering van deze klier geschiedt dan ook door anti-
geen afkomstig uit dit drainagegebied. De aanvoerende lymphe-
banen treden het orgaan binnen door een dunne bindweefselkapsel;
zij monden hier uit in de randsinus, een spleetvormige ruimte slechts
doorschoten met een ijl netwerk van reticulumcellen. Vanuit de rand-
sinus leiden een aantal corridors, de intermediaire sinussen, door de
dichte lymphocytenmassa’s van de schors naar het merggebied van
de lympheklier. Het stroomgebied van het merg, de mergsinus, ver-
toont evenals de eerder genoemde sinussen een losmazig netwerk
van reticulumcellen. Intermediaire sinussen en mergsinussen zijn
t.0.v. de compacte celconglomeraten van de schors en de mergstren-
gen begrensd door een min of meer aaneengesloten laag van reti-
culumcellen. Het phagocyterend vermogen van deze cellen en van
de zich in de sinusruimte bevindende reticulo-endotheliale cellen
is verantwoordelijk voor de filtratie van de passerende lymphe. De
lympheklier kan door dit filtratiemechanisme uit de passerende lym-
phe vrijwel alle corpusculaire verontreinigingen zoals bacterién of
erythrocyten wegvangen; veel minder efficiént is de filtratie van vi-
russen en van opgeloste eiwitten zoals bacterietoxines enz. (Yoffey en
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Courtice, 1956). Vanuit de mergsinus wordt de lymphe afgevoerd
door een meestal enkelvoudig vas efferens, dat het orgaan verlaat aan
de hilus waar anderzijds de arterie en vene het orgaan binnentreden,
respectievelijk verlaten.

Foto 1.

Popliteale lympheklier. Partieel overzicht met schors (lymphocytenvelden, fol-
likels) en merggebied. Vergr.: 50 x.

De karakteristieke lymphoiede structuren van de lympheklier-
schors zijn de direkt onder de randsinus gelegen lymphocytenvel-
den met daarin geheel aan de buitenzijde de follikels. De corticale
lymphocytenvelden kunnen afhankelijk van hierna nog te bespreken
omstandigheden zeer sterk in grootte variéren. Ze gaan in het merg-
gebied over in de zgn. mergstrengen, onregelmatige formaties even-
eens bestaande uit lymphoiede cellen.

De meest kenmerkende celsoort van de lymphocytenvelden met
follikels en mergstrengen is de kleine lymphocyt. Deze kleine lym-
phocyten zijn hier in zeer groten getale aanwezig temidden van een
netwerk van reticulumcellen, dat een veel compactere bouw heeft
dan het cellenreticulum van de sinus.

De aan de buitenzijden in de lymphocytenvelden gelegen follikels
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kunnen voorkomen in de vorm van de zgn. primaire follikels, con-
glomeraatjes van dicht opeen gelegen kleine lymphocyten, of als
secundaire follikels, waarbij de lymphocyten geconcentreerd liggen
in een lymphocytenkrans rondom een lichter follikelcentrum. Deze
follikelcentra kunnen onder bepaalde, later te bespreken om-
standigheden, het karakter hebben van de bekende ,kiemcentra”.
Aan de buitenzijde van de follikels, en wel aan de naar de rand-
sinus toegekeerde zijde, komen lymphocytachtige cellen voor,
die zich van de normale kleine lymphocyten onderscheiden door een
wat lichtere kernstructuur en een iets grotere hoeveelheid licht baso-
phiel cytoplasma. Deze cellen, welke in de milt op grond van hun
kenmerkende localisatie de naam hebben gekregen van follikelrand-
cellen (“marginal zone cells”), kunnen zich in een onscherp begrens-
de zone voortzetten langs de rand van het lymphocytenveld, d.w.z.
op de grens tussen randsinus en lymphocytenveld.

De mergstrengen en de overgangen van de lymphocytenvelden
naar de mergstrengen bevatten naast lymphocyten vaak grote aan-
tallen rijpe plasmacellen. Deze mergstrengen begeleiden in het alge-
meen de arteriolen en venulen die het merggebied doorkruisen.

De bloedvoorziening van de lympheklier geschiedt vanuit de hilus
door arteriolen die zich door het merg schorswaarts vertakken en
voornamelijk geheel perifeer in de lymphocytenvelden overgaan in
een capillairnetwerk; een deel van deze capillairen vormt de vascu-
larisatie van de follikels. De capillairen verenigen zich tot schors-
venulen, die een kenmerkend aspect hebben door het epitheloiede
karakter van de endotheelwand, en die de lymphocytenvelden door-
lopen in de richting van het merg. De mergvenulen welke weer een
normale endotheelwand vertonen, convergeren naar de hilus.

Gedurende zeer lange tijd is als belangrijkste functie van de lym-
phocytaire cellenformaties van de lympheklier beschouwd de lym-
phocytopoiese. Dit was voornamelijk gebaseerd op de soms zeer hoge
mitotische activiteit in dit weefsel.

Dit klassieke, statische beeld van de bouw van de lympheklier
heeft slechts beperkte betekenis. De voortdurende uitwisseling van
cellen in het kader van de recirculatie van de lymphocyten en de
reacties van dit lymphoiede weefsel op immunologische prikkels
maken dat de bouw van de lympheklier, zoals men die in een mi-
croscopisch praeparaat waarneemt een momentopname is, welke
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slechts begrepen kan worden in het licht van deze recirculatie en
de immuniteitsreacties. In het volgende zal de betekenis van deze
processen voor de bouw van de lympheklier afzonderlijk worden
besproken.

Recirculatie in de lympheklier

Nadat Gowans (1957 e.v.) had bewezen dat recirculatie van
lymphocyten op grote schaal moest plaats vinden, is door Gowans
en Knight (1964) nagegaan, waar de lymphocyten vanuit de bloed-
baan de lymphoiede weefsels binnentreden. Deze onderzoekers
maakten gebruik van lymphocytensuspensies, welke verkregen waren
door canulering van de ductus thoracicus bij ratten, waarna deze
lymphocyten in vitro werden gelabeld met 3H-adenosine en vervol-
gens langs intraveneuze weg aan het proefdier werden teruggegeven.
In autoradiogrammen van lymphekliercoupes werden reeds 15 min.
na de injectie gelabelde lymphocyten teruggevonden in de wand van
de schorsvenulen en in de direkt daarom heen gelegen perivasculaire
ruimte. Door Marchesi en Gowans (1964) is de emigratie van deze
lymphocyten door de wand van de schorsvenulen nader bestudeerd
door middel van het electronenmicroscoop. Hierbij bleek dat de
lymphocyten niet zoals granulocyten door de kitlijnen tussen endo-
theelcellen passeerden, maar een intracellulaire weg volgden ddor
het cytoplasma van de epitheloiede endotheelcellen. Deze emigratie
van de lymphocyten door de epitheloiede endotheelcellen van de
schorsvenulen is ook lichtmicroscopisch goed waarneembaar. In his-
tologische praeparaten gekleurd met methylgroenpyronine (Brachet)
hebben deze endotheelcellen een grote, licht gekleurde vesiculaire
kern en een duidelijk pyroninophiel (basophiel) cytoplasma; de cel-
len promineren daarbij sterk in het lumen van het vat. Door de
grote dikte van deze endotheelwand zijn de passerende lymphocyten
daarin goed zichtbaar. Deze schorsvenulen met hun kenmerkende
epitheloiede endotheelwand kunnen tot in de buitenste gebieden van
de schors worden aangetroffen; hoewel een enkele maal duidelijk
geconstateerd kan worden dat de schorsvenulen tevoorschijn treden
uit de follikels, is door Gowans en Knight nooit een emigratie van
gelabelde ductus thoracicus-lymphocyten in de follikels waargeno-
men. Dit punt komt bij de bestralingsproeven opnieuw aan de orde,
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omdat daarbij gegevens zijn verkregen, welke erop wijzen dat een
emigratie van lymphocyten uit de bloedbaan naar de follikels wel
mogelijk is. In histologische coupes waarin de schorsvenulen in hun
verloop naar het merg in de lengterichting getroffen zijn, valt op
dat in de nabijheid van de grens schors-merg het hoge epitheloiede
endotheel plotseling verandert in het normale platte endotheel.

Ten aanzien van de celbeweging van de geémigreerde lymphocyten
in de lymphocytenvelden, is door Gowans en Knight geconstateerd
dat de eenmaal in de lymphocytenvelden aanwezige gelabelde lym-
phocyten zich mergwaarts begeven en na ongeveer 24 uur in de
mergsinussen kunnen worden teruggevonden. In normale histologische
praeparaten kan ook dikwijls worden waargenomen dat zich rondom
schorsvenulen grotere ophopingen van kleine lymphocyten bevinden.
Aanzienlijke concentraties van lymphocyten worden ook wel aan-
getroffen in de naar het merg toegekeerde delen van de lymphocy-
tenvelden, terwijl in de hieronder gelegen mergsinussen eveneens
talrijke vrije lymphocyten voorkomen. Men kan zich afvragen of
deze naar het merg gerichte celbeweging door de lymphocytenvelden
berust op een actief migratieproces. Wanneer in het drainagegebied
van de lympheklier een phagocyteerbare kleurstof als oostindische
inkt wordt ingespoten, blijkt deze kleurstof 66k door te dringen in de
lymphocytenvelden en daar te worden gephagocyteerd door aanwe-
zige reticulumcellen. Hieruit blijkt dat er in de lymphocytenvelden in
leder geval een mergwaartse lymphestroom plaats vindt, zodat ook
een passieve celbeweging mogelijk is. De in de mergsinussen aan-
wezige vrije lymphocyten worden met de daar aanwezige lymphe
afgevoerd via het efferente lymphevat en bereiken op deze wijze
weer de bloedbaan. Het grote verschil tussen het geringe aantal lym-
phocyten in de afferente lymphebanen en de in zeer veel grotere
getale voorkomende lymphocyten in efferente lymphevaten (Yof-
fey en Drinker, 1939) vindt zijn verklaring dus voornamelijk in een
aanvoer van lymphocyten direkt vanuit het bloed naar de lymphe-
klier.

Een bijzonder aspect van deze celbeweging van schors naar merg
kan worden waargenomen, wanneer ten gevolge van een antigene
stimulering zich in de lymphocytenvelden een plasmacellulaire re-
actie afspeelt. De plasmacellen vertonen tijdens dit proces een mi-
croscopisch duidelijk herkenbare rijping. Hierbij kan worden waar-
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Popliteale lympheklier, Verdichting reticulinevezels op de grens lymphocyten-
veld-mergsinus. Kleuring volgens Gomori. Vergr.: 440 x.

genomen dat de jongere vormen van de plasmacellen voornamelijk
ontstaan in de buitenste schorsgedeelten, terwijl de rijpere plasma-
cellen in groten getale worden aangetroffen in de naar het merg toe-
gekeerde delen van de lymphocytenvelden. Hierbij blijkt een deel
van deze plasmacellen op dezelfde wijze als de lymphocyten direkt
over te gaan in de mergsinussen; een aanzienlijk deel van deze plas-
macellen lijkt zich echter op te hopen voor de uit reticulumcellen
bestaande grens tussen lymphocytenveld en mergsinus, waarbij ze
a.h.w. in de met de lymphocytenvelden samenhangende mergstren-
gen worden ,,gedrukt”. Dat de door reticulumcellen gevormde grens
tussen lymphocytenvelden en mergsinus een barriére kan zijn voor
passerende cellen kan mede voortkomen uit de daar aanwezige ver-
dichting van reticulinevezels; de barriére zet zich verder voort als
de begrenzing van de mergstrengen. Vooruitlopende op de beschrij-
ving van de plasmacellulaire reactie kan hier al worden gezegd dat
dit de mogelijke verklaring is voor het welbekende voorkomen en
langdurig aanwezig blijven van rijpe plasmacellen juist in de merg-
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Foto 3.

Popliteale lympheklier, 3 dagen na subcutane antigeentoediening. Ophopingen
van plasmacellen vé6r de grens lymphocytenveld-mergsinus en in de mergstrengen.
Vergr.: 220 x.

strengen van lympheklieren, die aan immunologische prikkels zijn
blootgesteld geweest (zie foto’s 2 en 3).

Twee mogelijke varianten van de hiervoor beschreven migratie
van individuele cellen van schors naar merg moeten nog worden
genoemd. In de eerste plaats kunnen vaak in de lymphocytenvelden
kleine, met reticulo-endotheel beklede holten waargenomen wor-
den, die geheel gevuld zijn met dicht opeen gepakte kleine lympho-
cyten. Door Yoffey, Hanks en Kelly (1958) werd aangenomen dat
via deze zgn. ,,lymphesinussen” lymphocyten uit de lymphocyten-
velden naar de mergsinussen kunnen worden afgevoerd. In serie-
coupes is de communicatie tussen deze ,lymphesinussen” en de
mergsinus vaak moeilijk waarneembaar; mogelijk is de verklaring
hiervoor gelegen in de juist op de grens van het lymphocytenveld
op deze ,sinussen” uitgeoefende druk door de omgevende celmas-
sa’s. Het lijkt niet onwaarschijnlijk, dat deze ,,lymphesinussen” niets
anders zijn dan resten van mergsinussen, die tijdens de groei van de
lymphocytenvelden a.h.w. ingesloten worden in het groeiende lym-
phocytenveld.
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Een tweede alternatief voor de afvoer van cellen uit de lympho-
cytenvelden door individuele celfiltratie vormt het door Van Bu-
chem (1962) beschreven proces van ,,openbreken van de lympho-
cytenvelden” waarbij dissolutie van een gedeelte van het reti-
culumcellennetwerk in de lymphocytenvelden leidt tot holtevor-
ming in dit gebied; hierbij komen enerzijds zowel lymphocyten
als reticulumcellen (en evt. plasmacellen) in de op deze wijze nieuw-
gevormde sinussen te liggen en blijven anderzijds de resten van de
lymphocytenvelden als mergstrengen achter.

Het zal duidelijk zijn dat de zojuist beschreven veranderingen,
welke samenhangen met de recirculatie van de lymphocyten, on-
middellijke consequenties hebben voor de immunologische proces-
sen welke zich in de lympheklier afspelen.

Immunologische reacties

In de lympheklier, evenals trouwens in andere lymphoiede orga-
nen, kan men een drietal processen onderscheiden die in reactie op
een antigene prikkel optreden: de specifiek cellulaire reactie, de
antilichaamvorming en de follikelcentrumreactie.

Onder de specifiek cellulaire reactie is 0.m. te verstaan het proces
dat in de lympheklier optreedt na plaatsing van een homoloog huid-
transplantaat in het betrokken drainagegebied en dat leidt tot de
transplantatie-immuniteit, welke verantwoordelijk is voor de uitsto-
ting van het vreemde transplantaat. Geheel op een lijn met deze
transplantatie-immuniteit staat waarschijnlijk de contactallergie. Bij
de manifestatie van deze vorm van immuniteit spelen humorale
antilichamen voor zover bekend geen rol; het gaat hierbij om een
afweermechanisme, waarvan de specifieke gerichtheid is gelegen in
cellen die bij deze immuniteitsreactie zijn ontstaan.

Door Scothorne c.s. (1955) zijn de veranderingen beschreven wel-
ke in de regionale lympheklier optreden na plaatsing van een homo-
loog huidtransplantaat. Deze veranderingen omvatten in de eerste
plaats een sterke zwelling van de lympheklier, berustende op een
,»groei” van de corticale lymphocytenvelden en in de tweede plaats
het verschijnen van grote pyroninophiele cellen in deze vergrote
lymphocytenvelden. Over de ontstaanswijze en de functionele be-
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tekenis van deze grote pyroninophiele cellen geeft het onderzoek
van Scothorne c.s. geen nadere informatie.

Door Turk en Stone (1963) en Oort en Turk (1965) is de specifiek
cellulaire reactie bestudeerd door huidsensibilisatie met oxazolon;
deze stof veroorzaakte een contactallergie van het delayed-type en
daarbij werden in de regionale lympheklier met Scothorne’s bevin-
dingen vergelijkbare veranderingen gevonden. Door labeling met
3H-thymidine konden zij vaststellen dat uit de grote pyroninophiele
cellen, welke sterk geleken op de jonge celvorm van de voor de an-
tilichaamvorming verantwoordelijke plasmacellen, geen plasmacellen
ontstaan, maar kleine lymphocyten. Bij een nader onderzoek van de
“graft-versus-host-reaction”, een experimentele variant van de
transplantatie-immuniteit, werd door Gowans en medewerkers
(1962) aangetoond, dat de hierbij ontstane grote pyroninophiele cel-
len voortkwamen uit kleine lymphocyten van de ductus thoracicus,
cellen derhalve, die normaliter betrokken waren in het proces van
de recirculatie. Verder konden deze onderzoekers (1963) in proeven
met huidtransplantaten aantonen, dat de cellen die tijdens het uit-
stotingsproces van het transplantaat daarin werden aangetroffen,
kleine lymphocyten waren, nieuw ontstaan in de regionale lymphe-
klier en wel uit de eerder genoemde grote pyroninophiele cellen.

De specifiek cellulaire reactie is zo a.h.w. een kringloop van cel-
len waarbij kleine lymphocyten onder invloed van een antigene
prikkel (b.v. transplantaat of contactallergeen) uitgroeien tot grote
pyroninophiele cellen, waaruit vervolgens via een aantal celdelingen
opnieuw kleine lymphocyten voortkomen. Deze laatste zijn echter
“committed lymphocytes”; zij onderscheiden zich van de eerste,
,»virginale lymphocyten” door het vermogen op specificke wijze te
kunnen reageren op het betreffende antigeen met als gevolg de uit-
stoting van het transplantaat, respectievelijk een “delayed type”
huidreactie. In feite betekent de specifiek cellulaire reactie dus een
lymphocytopoiese, en wel van reactief karakter.

In tegenstelling tot de hierna te bespreken antilichaamvorming
is de specifiek cellulaire reactie niet rontgengevoelig in deze zin, dat
na een sublethale bestraling (500 R) de reactie ondanks een vrij aan-
zienlijke schade aan het lymphoiede weefsel op vrijwel normale wijze
tot stand komt (Micklem en Brown, 1961; Van der Slikke en Keu-
ning, 1964), zij het dat daarbij ongetwijfeld de celproliferatie een
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stralenschade zal ondervinden. Beide groepen van auteurs hebben
erop gewezen, dat onder deze omstandigheden de reactie tot stand
komt in afwezigheid van follikels en dat anderzijds zelfs in deze
door de bestraling lymphocytenarme dieren de antigene prikkel (het
transplantaat) in de regionale lympheklier nog een sterke groei van
de lymphocytenvelden doet ontstaan door emigratie van bloed-
lymphocyten, zoals ook door Scothorne c.s. in onbestraalde dieren
is gezien.

Gedurende de laatste jaren zijn een aantal gegevens verkregen
over de rol van de thymus bij de postnatale histogenese van het
lymphoiede systeem, en wel de thymus-afhankelijkheid van een deel
hiervan. In de lympheklier bleek juist het gebied waar de specifiek
cellulaire reactie plaats vindt, het centrale deel van de corticale velden
(Oort en Turk, 1965), thymus-afhankelijk te zijn; na neonatale thym-
ectomie komt dit gedeelte van de lymphocytenvelden niet tot ont-
wikkeling, terwijl in vitro gelabelde thymuslymphocyten zich na in-
traveneuze injectie preferent juist naar deze gebieden begeven (Par-
rott, De Sousa en East, 1966). Op de functionele thymus-afhankelijk-
heid van de specifiek cellulaire response is reeds door een aantal on-
derzoekers gewezen: neonatale thymectomie al of niet gecombineerd
met een bestraling leidt tot een vrijwel ontbreken van het vermogen
tot specifiek cellulaire reacties, terwijl de antilichaamvorming in
principe ongestoord blijft (Good c.s., 1962; Jankovic c.s., 1962;
Miller, 1962).

Ook bij de antilichaamvorming vinden in de lymphoiede organen
karakteristieke veranderingen plaats en wel de zgn. plasmacellulaire
reactie (Fagraeus, 1948). Het proces is in de lympheklier gelocali-
seerd, wanneer het antigeen wordt ingebracht in het betreffende
drainagegebied (Van Buchem, 1962). Ook bij deze reactie ontwik-
kelen zich onder invloed van het antigeen grote pyroninophiele
cellen, waaruit zich echter nu onder talloze celdelingen plasmacel-
len ontwikkelen; antilichamen worden daarbij gevormd door zowel
de jongere als de oudere ontwikkelingsstadia van deze plasmacellen.

Uiteraard wordt het antigeen aangevoerd via de afferente lymphe-
banen en komt dus eerst in de randsinus terecht. Door middel van
onderzoekingen met radioactief gelabeld antigeen konden Nossal
en medewerkers (1965) aantonen, dat het antigeen op een tweetal
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plaatsen in de lympheklier werd vastgehouden: in de eerste plaats
- op aspecifieke wijze - door phagocyterende reticulumcellen voor-
namelijk in de intermediaire- en mergsinussen, en in de tweede plaats
- op specifieke wijze - in de buitenste gedeelten van de corticale
lymphoiede structuren. Bij dit laatste proces, door Nossal “antigen
trapping” genoemd, heeft geen phagocytose van het antigeen plaats,
maar blijft dit extracellulair liggen aan de oppervlakte van hier aan-
wezige cellen, door deze onderzoekers “dendritic macrophages” ge-
noemd. Deze “antigen trapping” vindt men in de eerste uren na
antigeentoediening in een smalle zone aan de buitenzijde van fol-
likels en lymphocytenvelden, een gebied waar in het normale mi-
croscopische beeld de eerder genoemde follikelrandcellen voorko-
men. In de loop van 24 uur lijkt het antigeen zich vervolgens te
concentreren in de follikelcentra en wel in de naar de randsinus
gekeerde gedeelten daarvan. Nossal c.s. menen, dat het deze “antigen
trapping” is, welke leidt tot de antilichaamvorming; gezien de ty-
pische localisatie lijkt het waarschijnlijk, dat deze niet alleen aanspra-
kelijk is voor de plasmacellulaire reactie, maar ook voor de hierna
te bespreken follikelcentrumreactie. Genoemde onderzoekers ver-
onderstellen dat de “antigen trapping” tot stand komt onder in-
vloed van aspecifieke opsoninen; ook reeds aanwezige (eventueel
passief toegediende) antilichamen blijken het proces sterk te bevor-
deren.

Over de eerste veranderingen welke samenhangen met de plas-
macellulaire reactie, bestaat nog steeds een vrij aanzienlijk verschil
van mening. Door de groep van Congdon (Congdon en Makinodan,
1961; Hanna, 1965) worden al na enkele uren veranderingen be-
schreven in de follikelcentra in de vorm van een volumevermeerde-
ring van de centra gevolgd door een verkleining ervan die gepaard
zou gaan met een emigratie van cellen. Door deze onderzoekers
wordt aangenomen dat de follikelcentra aldus oorsprongsplaatsen
zijn van de immunocompetente cellen, d.w.z. de cellen, die na con-
tact met antigeen transformeren tot plasmablasten. Door Van Bu-
chem (1962) zijn de eerste plasmablasten 24 uur na de antigeentoe-
diening (Paratyphus B-vaccin) waargenomen in groepjes aan de
basis van de follikels; hij acht het echter onwaarschijnlijk dat deze
plasmablasten voortkomen uit cellen van de follikelcentra. Movat
en Fernando (1965) situeren de eerste plasmablasten “in the lym-
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phoid tissue between the follicles”. Zelf menen wij te hebben waar-
genomen, dat gedurende de eerste 24 uur na antigeentoediening
grote pyroninophiele cellen (plasmablasten?) langs de gehele rand-
zone van de schors ontstaan; de door Van Buchem waargenomen
localisatie zou tot stand gekomen kunnen zijn door een migratie
vanuit dit gebied. Onze waarnemingen betekenen dat de eerste
plasmablasten ontstaan in het zelfde gebied waar de door Nossal en
medewerkers beschreven “antigen trapping” plaats vindt, een gebied
waar zowel lymphocyten als follikelrandcellen aanwezig zijn.

Door Van Buchem is beschreven dat na toediening van het opge-
loste antigeen paardengammaglobuline de eerste grote pyronino-
phiele cellen niet onder de follikels, maar in de centrale gedeelten
van de lymphocytenvelden verschijnen rondom de schorsvenulen.
Gezien het feit dat Oort en Turk (1965) juist op deze plaats het
kenmerkende begin van de specifiek cellulaire reactie waargenomen
hebben, lijkt het niet onmogelijk dat deze laatste waarneming van
Van Buchem samenhangt met een door antigeen opgewekte specifiek
cellulaire reactie, die dit antigeen waarschijnlijk veroorzaakt naast
de normale plasmacellulaire reactie.

De oudere opvatting, dat de gehele plasmacellulaire reactie in de
lympheklier zich zou afspelen in het merggebied (0.a. White, 1960),
is voornamelijk gebaseerd op de vanouds bekende localisatie van
ophopingen van rijpe plasmacellen in de mergstrengen. Deze mening
lijkt gezien het bovenstaande niet meer te handhaven; de mogelijke
oorzaak van deze medullaire localisatie van rijpe plasmacellen kwam
reeds bij de bespreking van de recirculatie in de lympheklier (blz.
22) ter sprake. Hieronder komen wij er nog nader op terug.

Een punt van discussie is nog steeds de vraag, hoe de inductie van
de plasmacellulaire reactie tot stand komt, met name de vraag welke
cellen hierbij een rol spelen. Door Fagraeus (1948) en Marshall en
White (1950) werd verondersteld dat de plasmablasten zich ontwik-
kelen uit reticulumcellen. Deze veronderstelling was gebaseerd op
de waarneming van celvormen - “transitional cells” - welke zij
beschouwen als overgangen tussen reticulumcellen en plasmablas-
ten. Naar de opvatting van deze auteurs zou de reticulumcel zich
na phagocytose van antigeen kunnen ontwikkelen tot de antilichaam-
vormende plasmacel.

Door Langevoort (1961) en Van Buchem (1962) zijn echter in de
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milt, respectievelijk in de lympheklier, in de vroegste stadia van de
plasmacellulaire reactie celvormen waargenomen, welke veel kleiner
zijn en die zij menen te kunnen plaatsen tussen de kleine lymphocyten
en de “transitional cells” van Fagraeus. De hieruit voortkomende
suggestie dat niet de reticulumcel, maar de kleine lymphocyt de cel
is waaruit de plasmablasten kunnen ontstaan, wordt in zekere zin
gesteund door de onderzoekingen van McGregor en Gowans (1963):
bij ratten, waarin een aanzienlijke lymphocytendepletic werd veroor-
zaakt door ductus thoracicus-canulering gedurende 5 dagen, bleek
het vermogen tot antilichaamvorming vrijwel geheel verdwenen;
teruggave van de uit de ductus thoracicus-canule opgevangen kleine
lymphocyten gaf een gedeeltelijk herstel van het vermogen tot anti-
lichaamvorming. Hierbij moet opgemerkt worden, dat enerzijds
de morphologisch als kleine lymphocyt aangeduide celgroep in func-
tioneel opzicht een heterogene celpopulatie vormt en dat anderzijds
het volstrekte, experimentele bewijs nog steeds ontbreekt, dat plas-
macellen voortkomen uit een tot de groep van kleine lymphocyten
behorende cel.

Waarnemingen van Fishman en Adler (1963) en van Ford, Go-
wans en Mac Cullagh (1966) suggereren, dat deze immunocompe-
tente cel niet zelf door antigeen geinduceerd wordt tot plasmacel-
vorming, maar dat hiervoor de tussenkomst van een macrophaag
noodzakelijk is. Fishman en Adler hebben daarbij de hypothese ont-
wikkeld dat de macrophaag na contact met antigeen een ,,messenger-
RNA” zou produceren, dat na overdracht aan de lymphocyt(?) deze
laatste zou induceren tot plasmacellulaire transformatie en antili-
chaamvorming.

Zeer recent is voorts door Gallily en Feldman (1967) aangetoond
dat macrophagen uit een buikholte-exsudaat het vermogen tot an-
tilichaamvorming kunnen herstellen in dieren, welke dit verloren
hebben als gevolg van een sublethale(!) rontgenbestraling. Het ef-
fect van de sublethale rontgenbestraling zou dus berusten op uit-
schakelen van de macrophagenwerking. In lethaal bestraalde dieren
konden buikholtemacrophagen het vermogen tot antilichaamvor-
ming slechts in zeer geringe mate herstellen; dit wijst erop dat voor
de antilichaamvorming niet alleen macrophagen nodig zijn, maar
ook lymphocyten, welke bij deze hoge bestralingsdoses in veel gro-
tere mate te gronde gaan.
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Betreffende de genoemde buikholte-exsudaten werd door Volk-
man (1966) aangetoond, dat de daarin aanwezige lymphocyten, maar
ook de macrophagen afkomstig zijn van een snel delende celpopu-
latie uit het beenmerg, terwijl de labelings-karakteristiek van deze
macrophagen en lymphocyten suggereert, dat de macrophagen
voortkomen uit de lymphocyten; deze lymphocyten hebben onge-
twijfeld tijdelijk deel uitgemaakt van de kort levende lymphocyten-
populatie in het bloed. Het lijkt een voor de hand liggende hypo-
these dat de macrophagen, waar het hier om gaat, dezelfde zouden
zijn als de “dendritic macrophages” die volgens Nossal en medewer-
kers aansprakelijk zouden zijn voor de “antigen trapping” in de
schors van de lympheklier, respectievelijk als de op deze plaatsen aan-
wezige follikelrandcellen: beide, respectievelijk alle drie celtypen zijn
betrokken bij het antigeencontact in de eerste phasen van de “anti-
body response”. Daar komt nog bij, dat deze celsoorten alle drie ze-
kere overeenkomsten vertonen in rontgengevoeligheid: van de buik-
holte-macrophagen wordt door Gallily en Feldman gepostuleerd dat
ze hun vermogen een antilichaamvorming te induceren verliezen
door sublethale rontgenbestraling, door Williams (1966) is de afname
van de “antigen trapping” in de lympheklierschors na rontgenbe-
straling beschreven, terwijl ons tenslotte uit eigen waarneming ge-
bleken is dat de follikelrandcellen met de follikellymphocyten tot
de meest stralengevoelige cellen uit het lymphoiede weefsel behoren.

Resumerend kan gezegd worden, dat het op dit ogenblik het
meest waarschijnlyjk lijkt, dat voor de antilichaamvorming tenminste
twee celsoorten nodig zijn: een cel van het macrophaagtype (moge-
lijk identiek met de “dentritic macrophages” of de follikelrandcel?)
voor het antigeencontact, en een lymphocyt, welke zich onder in-
vloed van deze macrophaag kan transformeren tot de antilichaam-
producerende plasmacel.

Terugkerende naar de plasmacellulaire reactie in de schors van de
lympheklier kan het verloop hiervan als volgt worden beschreven.
De plasmablasten vertonen vanaf het begin van hun verschijnen een
zeer grote mitotische activiteit, waardoor het aantal grote pyronino-
phiele cellen in de loop van enkele dagen zeer aanzienlijk toeneemt.
Geleidelijk verandert hierbij het cytologisch karakter van deze cel-
len: uit de plasmablast ontstaan onrijpe plasmacellen, waarin de kern
enigszins excentrisch is komen te liggen door de ontwikkeling van
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het Golgi-apparaat, licht-microscopisch herkenbaar als een ophelde-
ring in het basophiele cytoplasma (de zgn. para-nucleaire halo),
waarna in de kern een zekere mate van condensatie van het chro-
matine tot stand komt. Door een voortgaande condensatie van het
kernchromatine, waarbij de kern evenals de gehele cel kleiner wordt,
ontwikkelen zich uit deze onrijpe plasmacellen de typische rijpe
plasmacellen. In het electronenmicroscopische beeld kunnen al deze
cellen als eiwitsynthetiserend gekarakteriseerd worden.

Worden de eerste cellen van de hier beschreven plasmacellulaire
reeks in het buitenste deel van de cortex gezien, op latere tijdstip-
pen worden de zich sterk vermenigvuldigende onrijpe plasmacellen
steeds verder mergwaarts waargenomen; het gebied waar de specifiek
cellulaire reactie tot stand komt, wordt hierbij als het ware gepas-
seerd. Waarschijnlijk voortbewegende op een stroom van door de
lymphocytenvelden passerende lymphe (met lymphocyten) komen
tenslotte de plasmacellen tegen de afgrenzing schors-merg te lig-
gen, waar deze cellen met grotere diameter dan de ook aanwezige
kleine lymphocyten mogelijk een sterkere barriére op hun weg aan-
treffen. Juist de grotere cellen zouden daarbij als het ware wegge-
drukt worden in de mergstrengen; op deze wijze zou de uiteindelijke
voorkeurslocalisatie van de plasmacellen in de mergstrengen tot
stand kunnen komen.

Reeds door Bjerneboe en Gormsen (1943) werd opgemerkt dat
de stijging van de antilichaamtiter in het bloed in direkt verband
stond met de toename van het aantal plasmacellen, o.a. in het me-
dullaire gedeelte van de lympheklier. Door de techniek van de
immunofluorescentie (Leduc, Coons en Conolly, 1955) werd het
mogelijk specifieke antilichamen in de producerende cellen aan te
tonen, al was het op deze wijze niet mogelijk precies vast te stellen
in welk stadium van de plasmacellulaire reactie het eerste antili-
chaam gevormd werd. Zowel bij subcutane als intraveneuze anti-
geentoediening wordt echter reeds antilichaam gemeten op een tijd-
stip waarop blast-type cellen en enkele onrijpe plasmacellen aan-
wezig zijn in het reagerende orgaan (Van Buchem, 1962; Lange-
voort c.s., 1961).

Na een eenmalige i.v. antigeentoediening vertoont de curve van de
antilichaamtiter van het bloedserum in het algemeen een kenmer-
kend beeld :na een latente phase, waarin nog geen antilichamen aan-
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toonbaar zijn (+ 2d.), volgt een snelle, exponentiéle stijging (2e tot
4e a 5e d.) van de antilichaamtiter, waarna de curve afbuigt om zijn
maximum te bereiken op de 6e & 7e dag; vervolgens vindt men een
zgn. stationnaire phase, die enkele weken of maanden kan duren en
waarna de titer langzaam (in maanden of jaren) terugloopt. In de
laatste jaren is veel aandacht geschonken aan de relatie tussen dit ver-
loop van de antilichaamtiter en de kinetiek van de plasmacellulaire
reactie. Voor dit proefschrift zijn daarvan vooral de gegevens van
belang, die betrekking hebben op het verloop van de antilichaamsyn-
these gedurende de eerste 6 a4 7 dagen na antigeentoediening.
Door Makinodan en medewerkers (1963 en 1966) is de snelle,
exponentiéle titerstijging in het begin van de antilichaamvorming
in verband gebracht met sterke, exponentiéle vermenigvuldiging van
de onrijpe plasmacellen in deze periode. Door Hoekstra, Mulder en
Keuning (1967) is zowel de cellenkinetiek van de IgM (19S)- als van
de IgG (7S)-antilichaamvorming onderzocht, welke laatste hier ver-
der buiten beschouwing zal blijven. Daarbij bleek dat voor de snelle,
exponentiéle titerstijging - geheel op rekening van het IgM (19S)-anti-
lichaam te stellen - niet alleen een exponentiéle vermenigvuldiging
van de antilichaamvormende cellen verantwoordelijk is, maar dat
de antilichaamproductie (IgM) per cel in vrijwel gelijke mate toe-
neemt als het aantal antilichaamvormende cellen. Deze functionele
differentiatie van de zich exponentieel vermenigvuldigende onrijpe
plasmacellen manifesteert zich electronenmicroscopisch in de pro-
gressieve toename van het voor de eiwitsynthese verantwoordelijke
“rough surface” endoplasmatisch reticulum in deze cellen (Braams
1961). Beide processen bereiken klaarblijkelijk een eindpunt om-
streeks de 4e a 5e dag, aangezien de curve vanaf dit moment afbuigt
naar zijn maximum, dat op de 6e a 7e dag wordt bereikt. Vermin-
dering van de antigeendosis bleek te leiden tot een evenredige (!) ver-
laging van de gehele titercurve, waarbij het moment waarop de cur-
ven hun maximum bereikten (6e a4 7e dag) hetzelfde bleek, en de
vorm van de titercurve - voor de laagste antigeendoses voor zover
waarneembaar - gelijk. Deze onderzoekers concluderen hieruit le
dat elke door antigeen gestimuleerde immunocompetente cel een
constant patroon van celdelingen en daarmee parallel verlopende
differentiatie ondergaat en zo een plasmacellulaire kolonie van 128
of 256 cellen vormt, en 2e dat de hoogte van het 19S-maximum in

32



de titercurve bepaald wordt door het aantal immunocompetente
cellen, dat door het antigeen is gestimuleerd.

Indien deze opvatting juist is, zou - mits aan bepaalde voorwaar-
den is voldaan - de hoogte van het 6e-dags-maximum een maat zijn
voor het aantal ,,beschikbare” (althans door het antigeen bereikte)
immunocompetente cellen; een langzaam, gedurende langere tijd
stijgende 19S-titercurve zou wijzen op een geleidelijk ter beschik-
king komen (of door antigeen bereikt worden) van immunocompe-
tente cellen. Bij de bespreking van de experimenten zal van deze
interpretatiemogelijkheid gebruik worden gemaakt.

De invloed van rontgenstralen op de antilichaamvorming zal
hierna nog tezamen met de andere rontgeneffecten op de lymphe-
klier ter sprake komen.

Kwam bij de behandeling van de specifiek cellulaire reactie de
thymusafhankelijkheid van dat proces naar voren (Good c.s.,, 1962),
de verwijdering van de Bursa Fabricii bij het kuiken of van een
aantal lymphoiede organen langs de tractus digestivus (appendix,
sacculus rotundus, platen van Peyer) bij het konijn bleek steeds
(na bestraling) te leiden tot een significante reductie van het ver-
mogen tot antilichaamvorming (Cooper c.s., 1965, 1966, 1966). De
experimenten van Parrott, De Sousa en East (1966) lieten zien hoe
alleen de centrale delen van de lymphocytenvelden ,,thymus-depen-
dent” zijn. De buitenzijde van de cortex zou dus mogelijk ook Bur-
sa-afhankelijk kunnen zijn, zoals dit voor de follikels - en de plas-
macellen - door Cooper en medewerkers is aangetoond.

Van oudsher zijn in de lympheklier de veranderingen, welke in
de follikels optreden het meest opgevallen. Het voorkomen van zo
talrijke celdelingen in het centrum van de follikels, vooral van be-
paalde lymphoiede organen zoals mesenteriale lympheklieren, deed
Flemming (1885) vermoeden dat in deze follikels, ,,Keimzentren”,
een nieuwvorming van lymphocyten plaats heeft, waarbij de in de
krans gelegen cellen een verzameling van zo juist geproduceerde cel-
len zou vertegenwoordigen. Fliedner c.s. (1964) konden echter door
labeling met 3H-thymidine aantonen, dat het follikelcentrum zeker
niet verantwoordelijk is voor het ontstaan van de eromheen ge-
legen lymphocyten.

Het naast elkaar voorkomen van follikels met en zonder actief
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centrum (blasten, celdelingen) deed Conway (1937) veronderstellen,
dat deze follikels een regelmatige serie van cyclische veranderingen
doormaken. Reeds 16 jaar eerder was het echter Hellman (1921)
opgevallen, dat de mitotische activiteit in het follikelcentrum juist
optrad in reactie op een schadelijke beinvloeding (,,noxious substan-
ces”); hij noemde de follikelcentra ,,Reaktionszentren” en stelde ze
verantwoordelijk voor de antilichaamvorming. Tot in deze tijd heeft
zich bij een aantal onderzoekers (o.a. Ortega en Mellors, 1957;
Congdon en Makinodan, 1961; Hanna, 1965) de mening gehand-
haafd, dat de follikels betrokken zijn bij de productie van immuun-
stoffen. Zeker is dat in de follikelcentra een “trapping” van het
antigeen plaatsvindt in de vorm van een na 24 uur verschijnen
van door labeling herkenbaar antigeen in het follikelcentrum (Nossal
c.s.,, 1965). Volgens Hanna en Congdon treden er echter al eerder
veranderingen in de follikelcentra op, die volgens deze auteurs het
uitgangspunt voor de plasmacellulaire reactie zouden vormen. Door
Lennert cs. (1966) zijn in de follikelcentra van de menselijke tonsil
cellen waargenomen met de (ook electronenmicroscopische) kenmer-
ken van jonge plasmacellen. Algemeen wordt echter beschreven (o.a.
Hanna, 1965), dat onder de pyroninophiele cellen in de actieve folli-
kelcentra juist zeer weinige met “rough surface” endoplasmatisch
reticulum zouden voorkomen.

Werd door Leduc, Coons en Conolly (1955) met behulp van de
fluorescentietechniek en na herhaalde antigeeninjectie slechts weinig
antilichaam in het follikelcentrum aangetroffen, enigszins grotere
hoeveelheden hiervan werden eveneens na herhaalde antigeeninjectie
waargenomen door Ortega en Mellors (1957), White (1960), Mellors
en Korngold (1963). Pernis c.s. (1965, 1966) lieten echter zien dat,
terwijl de plasmacellen dieper in de schors in het algemeen slechts één
enkel specifiek antilichaam bevatten, in het follikelcentrum daaren-
tegen een combinatie van immuunstoffen voorkomt en dat deze bo-
vendien extracellulair gelegen zijn. Deze laatste resultaten en de nood-
zaak van herhaalde antigeentoediening om nog enige fluorescentie
waar te nemen, maken het reeds minder waarschijnlijk, dat in de fol-
likel de antilichaamproductie plaats vindt. De waarneming dat slechts
weinig follikels voorkomen in steriel opgegroeide dieren (Glimstedt,
1936) en het feit, dat zowel de follikels als de antilichaamvorming
,Bursa-afhankelijk” zijn, zouden niettemin als argumenten voor een
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verband follikel-follikelcentrumreactie-antlichaamvorming opgevat
kunnen worden.

De kenmerkende veranderingen - de ,,echte” follikelcentrumreactie
met het verschijnen van talrijke grote pyroninophiele cellen (waar-
uit?), talrijke celdelingen, het toenemen van het aantal “medium
sized” lymphocyten en tenslotte de “tingibele Korper” (gephagocyteer-
de kernresten) - komen pas tot stand op een ogenblik (4e en 5e dag na
antigeentoediening), dat reeds grote hoeveelheden antilichaam in
circulatie zijn (Van Buchem, 1962; Langevoort, 1963). Bovendien
bleek, dat ook zonder de aanwezigheid van de follikel - namelijk na
sublethale rontgenbestraling ongeveer simultaan met de antigeen-
injectie - een normale hoeveelheid antilichaam gevormd wordt (Lan-
gevoort c.s., 1961; Van Buchem, 1962).

Over de betekenis van de follikelcentrumreactie zijn echter een
aantal gegevens bekend, welke erop wijzen dat in dit follikelcentrum
de voorbereiding voor de reactie op latere antigeentoediening (“se-
condary response”) plaats vindt. Volgens Thorbecke c.s. (1964) zou-
den er namelijk de zgn. “memory cells” worden gevormd, welke een
secundaire response op de kenmerkende en efficiénte wijze doen ver-
lopen. Zo zagen deze onderzoekers, dat het vermogen tot een typische
“secondary response” pas ontstaat, wanneer de follikelcentrumreactie
na de antigeentoediening tot ontwikkeling gekomen is. Zolang deze
follikelcentrumreactie actief was (tot + 30e dag), kon door een
sublethale bestraling weliswaar het vermogen tot een “secondary
response” onderdrukt worden, maar daarvan was een herstel moge-
lijk. Na het einde van de follikelcentrumreactie, bijv. 40 dagen na
antigeentoediening, veroorzaakte de bestraling wel een vermindering
van de “secondary response”, maar een herstel trad niet op.

Komt uit deze experimenten van Thorbecke en medewerkers een
verband naar voren tussen de processen van het follikelcentrum
en de “secondary response”, met behulp van gelabelde cellen maakten
Wakefield c.s. (1966) aannemelijk, dat het hier zou kunnen gaan om
de vorming van een lymphocytachtige cel. Deze laatste, uit de
»lymphoblast” van het actieve centrum ontstaan, zou de “memory
cell” kunnen zijn.

Door André c.s. (1962) werden follikelcentrumreacties waargeno-
men bij de specifiek cellulaire reactie (transplantatie-reactie), en
werden deze zelfs als het kenmerkende substraat van deze cellulaire
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immuniteit beschouwd. Door Micklem en Brown (1961) en Van der
Slikke en Keuning (1964) is de onjuistheid hiervan echter aange-
toond (zie blz. 25); de eerstgenoemden concludeerden bovendien, dat
de door André c.s. waargenomen follikelcentrumreacties de anti-
lichaamvorming begeleiden, welke naast de cellulaire transplantatie-
reactie steeds door antigeen uit het transplantaat wordt opgewekt.
Dat de follikelcentrumreactie door de vorming van “memory cells”
de voorbereiding voor een hernieuwde antilichaamvorming zou kun-
nen zijn, past in het beeld, dat zowel de antilichaamproductie als de
follikelcentrumreactie als “Bursa-dependent” aangemerkt kunnen
worden.

Gevolgen van rontgenbestralingen

Eén van de bekendste effecten van rontgenbestraling op levende
cellen is de belemmering van de celdeling. De histologische verande-
ringen, welke na rontgenbestraling worden gevonden in bepaalde
organen, zoals beenmerg en darmslijmvlies, zijn terug te voeren op
deze celdelingsbelemmering, In het lymphoiede weefsel, eveneens één
van de meest stralengevoelige weefsels, komt daar nog een ander
effect bij: een direkt destructieve werking op cellen, die niet in deling
zijn, de zgn. interphase-dood, waaraan juist de kleine lymphocyten
ten offer vallen.

Door Heineke is bij een vergelijkend onderzoek naar de invloed
van rontgenstralen op diverse weefselsoorten reeds in 1904 opgemerkt,
dat juist in de lymphoiede organen een aanzienlijke destructie op-
treedt. Door De Bruyn (1948) zijn de histologische veranderingen
in de lympheklier onderzocht na een totale lichaamsbestraling met
uiteenlopende stralendoses (tot 800 R). Hieruit bleek de schade in
+ 8 uur volledig tot ontwikkeling te komen; de sterkste schade
werd steeds gevonden in de lymphocyten van de follikels; ook in de
lymphocytenvelden werd wel enig lymphocytenverval waargenomen,
maar zelfs bij de hoogste stralendoseringen (800 R) bleven hier nog
lymphocyten gespaard. Ook door Van Buchem (1962) is dit verschil
in stralenschade tussen follikels en lymphocytenvelden waargenomen.
De oorzaak van dit merkwaardige verschil is niet bekend. Van de
follikelrandcellen, waarvan in de milt is beschreven (Keuning c.s.,
1963), dat ze mét de follikellymphocyten na bestraling te gronde
gaan, is in de lympheklier niets bekend.
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Van de bij de immunologische reacties in de lympheklier ontstane
cellen vertonen die van de plasmacellulaire reeks geen zichtbare
stralenschade; dit lijkt evenmin het geval te zijn met de bij de spe-
cifiek cellulaire reactie en de follikelcentrumreactie optredende blast-
cellen. Al deze cellen zullen uiteraard wel een invloed van de stralen
ondergaan in de vorm van een celdelingsbelemmering. De bij de laatst
genoemde reacties (SCR ¢n FCR) ontstane lymphocyten zijn morpho-
logisch niet te onderscheiden van de ,normale lymphocyten”, zodat
het niet zonder meer duidelijk is, of ook deze cellen na bestraling in
interphase-dood te gronde kunnen gaan.

Het herstel van de lympheklier na de rontgenbestraling zou ge-
deeltelijk een gevolg kunnen zijn van een redistributie van in het
lichaam nog aanwezige, gespaarde lymphocyten door middel van
de recirculatie, gedeeltelijk door een nieuwvorming van cellen al of
niet binnen de lympheklier.

Het zal duidelijk zijn, dat al deze door rontgenbestralingen ver-
oorzaakte histologische en cytologische veranderingen hun weerslag
zullen vinden in de immunologische reacties. Reeds in 1908 hebben
Benjamin en Sluka vastgesteld, dat de antilichaamvorming door be-
straling beinvloed wordt.

Van de verschillende immunologische reacties bleek de specifiek
cellulaire reactie door een sublethale irradiatie verrassend weinig be-
invloed te worden (Micklem en Brown, 1961; Van der Slikke en
Keuning, 1964). Zelfs indien een transplantaat 24 uur na een totale
lichaamsbestraling aangebracht werd - een tijdstip waarop het be-
stralingseffect op de antilichaamvorming maximaal is - werd slechts
een geringe vertraging in de uitstoting van het transplantaat waar-
genomen. Een belangrijk uitstel van de uitstoting van een transplan-
taat kon slechts ‘bereikt worden door een zo sterke bestraling, dat
van een maximale lymphocytendepletie in het gehele organisme kon
worden gesproken. Het lijkt waarschijnlijk dat de geringe vertraging
van de uitstoting van het transplantaat na sublethale bestraling
voornamelijk een gevolg is van de celdelingsbelemmering bij de on-
der normale omstandigheden met veel mitosen gepaard gaande spe-
cifiek cellulaire reactie. In de regionale lympheklier werd bij deze
proeven ook een min of meer normale specifiek cellulaire reactie
waargenomen.

De antilichaamvorming vertoont in tegenstelling tot de specifiek
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cellulaire response een zeer uitgesproken stralengevoeligheid: niet
alleen bleek er een sterke afhankelijkheid te bestaan van de stralen-
dosis, maar ook van het tijdstip waarop de bestraling wordt gege-
ven, zoals reeds door Benjamin en Sluka (1908) werd waargenomen.
De invloed van Dbestraling op de antilichaamvorming is door een
groot aantal onderzoekers nagegaan (Dixon c.s., 1952; Taliaferro,
1957; Gengozian en Makinodan, 1958; Keuning c.s., 1963 en vele
anderen).

Hoge stralendoses (700-800 R), gegeven na de antigeentoediening,
blijken de antilichaamvorming in beperkte mate te beinvloeden. Dit
is in overeenstemming met de geringe stralengevoeligheid van de
cellen uit de plasmacellulaire reeks; het lijkt waarschijnlijk, dat de
geringe effecten, die werden waargenomen een gevolg zijn van de
celdelingsbelemmering van de plasmacellulaire reactie.

Indien een hoge stralingsdosis wordt gegeven voor of tegelijk met
de antigeentoediening is de antilichaamvorming in zeer ernstige
mate gestoord. Het lijkt aannemelijk dat één van de hiervoor ver-
antwoordelijke factoren de sterke lymphocytendestructie is, die bij
deze hoge stralendoses wordt gevonden.

Een sublethale bestraling, gegeven na de toediening van het anti-
geen veroorzaakt eveneens, zoals te verwachten, slechts een gering
effect op de antilichaamvorming. Door Hoekstra, Mulder en Keu-
ning (1967) is aangetoond, dat de geringe veranderingen, die hierbij
in het verloop van de antilichaamvorming worden waargenomen,
terug te voeren zijn op de celdelingsbelemmering van de zich ont-
wikkelende plasmacellen, terwijl de celdifferentiatie, d.w.z. de ont-
wikkeling van het antilichaamvormend vermogen per cel, onge-
stoord is.

Bij bestraling v&dr, respectievelijk tezamen met antigeentoedie-
ning doet zich het merkwaardige feit voor, dat een sublethale be-
straling (400 - 500 R), gegeven ongeveer simultaan met de antigeen-
toediening slechts een gering effect heeft op de daarop volgende
antilichaamvorming, terwijl dezelfde stralendosis, gegeven 24 uur
of meer vd6r de antigeentoediening, een vrijwel volledige onder-
drukking kan geven van de antilichaamvorming (zie o.a. Keuning
c.s., 1963). Door Dixon c.s. (1952) is deze merkwaardige afhankelijk-
heid van het moment van de bestraling toegeschreven aan een ver-
onderstelde stralengevoeligheid van de inductie-phase van de anti-
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lichaamvorming; deze opvatting lijkt onwaarschijnlijk, omdat een
bestraling direkt na de antigeentoediening, d.w.z. in de inductie-
phase zelf, een bijzonder geringe invloed op de antilichaamvorming
heeft. Gebleken is (Keuning c.s., 1964), dat na een sublethale bestra-
ling het vermogen van het lymphoiede weefsel om op een antigene
prikkel te reageren met een antilichaamvorming in de loop van 24
uur verloren gaat, en dat dit vermogen na * 7 dagen weer terug-
keert. Dit herstel van het immunologisch vermogen bleek samen te
vallen met de herverschijning van de follikelrandcellen. Hierbij kan
worden opgemerkt, dat door Nossal en medewerkers (1965, 1966)
de door hen beschreven “antigen trapping” juist met deze cellen
in verband is gebracht, en dat deze “antigen trapping” na een be-
straling sterk terugloopt (Williams, 1966).

Zoals op blz. 29 reeds is opgemerkt, is zeer recent door Gallily
en Feldman (1967) vastgesteld, dat de onderdrukking van de anti-
lichaamvorming door een sublethale rontgenbestraling 24 uur v46r
de antigeentoediening voorkomen kan worden, indien aan de be-
treffende dieren buikholte-exsudaat-cellen intraveneus werden toe-
gediend. Deze buikholte-exsudaten bevatten lymphocyten en ma-
crophagen, zodat niet aanstonds duidelijk was, welke van deze beide
celtypen verantwoordelijk was voor het herstel van de antilichaam-
vorming in de bestraalde dieren. Het bleek evenwel, dat deze cel-
suspensie ook nog in staat was de antilichaamvorming te herstellen
in sublethaal bestraalde dieren, indien de cellen gedurende 4 dagen
gekweekt werden, waarbij het grootste deel van de lymphocyten
te gronde ging, en vrijwel uitsluitend een macrophagensuspensie
overbleef. Deze onderzoekers concludeerden dan ook, dat de verwer-
king van het antigeen door macrophagen een voorwaarde is voor
het op gang brengen van het inductieproces van de antilichaam-
vorming. Bestraling van deze macrophagensuspensie in vitro maakte
de cellen in dezen onwerkzaam. Hieruit werd geconcludeerd, dat
de onderdrukking van de antilichaamvorming door sublethale rént-
genbestraling een gevolg is van het uitschakelen van deze macro-
phagenwerking. Werden de proefdieren aan sterkere rontgenbestra-
lingen blootgesteld, dan waren de macrophagensuspensies niet meer
in staat het vermogen tot antilichaamvorming te herstellen; ver-
ondersteld werd, dat onder deze omstandigheden de nu veel grotere
schade aan de lymphocyten oorzaak was, dat deze laatste cellen nu
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de begrenzende factor vormden. Indien deze opvatting, dat voor
antilichaamvorming zowel lymphocyten als macrophagen nodig zijn,
juist is, dan zou dit t.a.v. de specifiek cellulaire reactie, welke door
een voorafgaande sublethale rontgenbestraling nauwelijks beinvloed
wordt, betekenen dat voor dit proces een soortgelijke verwerking
van antigeen door macrophagen niet noodzakelijk is.

Wat de stralengevoeligheid van de follikelcentrumreactie betreft,
kan allereerst worden opgemerkt, dat reeds een sublethale rontgen-
bestraling een vrijwel totale destructie van de follikels teweeg brengt,
met name van de follikellymphocyten. Onder deze omstandigheden
blijkt een follikelcentrumreactie niet meer op te wekken; ook in-
dien de bestraling tegelijk met de antigeentoediening wordt gege-
ven, waarbij nog wel een antilichaamvorming wordt gevonden, ont-
breekt de follikelcentrumreactie geheel (Van Buchem, 1962).

Zoals reeds bij de bespreking van de histologische rontgenschade
aan de follikels is opgemerkt (blz. 37), gaan eventueel in het fol-
likelcentrum aanwezige blastcellen en “medium sized” lymphocyten
niet te gronde. Bestraling op een moment, dat een actieve follikel-
centrumreactie aanwezig is, resulteert dan ook slechts in een tijde-
lijke onderdrukking daarvan (Thorbecke c.s., 1964; Keuning en Bos,
1966); na enige dagen blijkt de follikelcentrumreactie te regenere-
ren. Het ligt voor de hand om te veronderstellen, dat deze tijdelijke
onderdrukking een gevolg is van de celdelingsbelemmering. Door
Thorbecke c.s. werd met deze reversibele schade aan de follikel-
centrumreactie de tijdelijke vermindering van het vermogen met een
typische “secondary response” te kunnen reageren, in verband ge-

bracht.

Bij de locale bestraling van de lympheklier moet op grond van
hetgeen bekend is in zake de recirculatie van lymphocyten rekening
gehouden worden met een op de rontgenbeschadiging volgend her-
stel door aanvoer van lymphocyten via de bloedbaan vanuit de niet
bestraalde delen van het lymphoiede systeem. Door de onderzoe-
kers die de gevolgen van een locale bestraling van de (popliteale) lym-
pheklier onderzochten, werden hiervoor vrijwel steeds rontgendo-
seringen gebruikt, welke aanzienlijk hoger waren dan de bij de totale
lichaamsbestraling toegepaste. Door Jolly (1924) werden bij dose-
ringen van 1900 tot 2500 R alleen veranderingen beschreven in de
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follikels: een snel optredende destructie van lymphocyten, daarna
phagocytose van de celresten en tenslotte op de 3e a 4e dag een rege-
neratie van de follikels gepaard gaande met mitosen. Aikawa en
Takeshima (1930) zagen na 2000 a 3000 R vergelijkbare verande-
ringen; het follikelherstel werd door deze onderzoekers echter reeds
24 tot 48 uur na de bestraling opgemerkt. Door Hall en Morris
(1964) werden na locale lympheklierbestralingen met 400 tot 2000 R
niet de histologische veranderingen in de lympheklier gevolgd doch
het verloop van het aantal lymphocyten in het vas efferens van het
bestraalde orgaan. De output van lymphocyten door de bestraalde
lympheklier bleek aanvankelijk wel een daling te vertonen, en wel
tot 40 a 50%0 van de uitgangswaarde, doch reeds binnen 20 uur
werd het normale peil weer bereikt; in dit opzicht lijkt de locaal
bestraalde lympheklier zich spoedig te herstellen.

Door Stissdorf en Draper (1956) werden de immunologische ge-
volgen van een locale bestraling van de popliteale lympheklier na-
gegaan; de gebruikte stralendosis was 1400 R en het antigeen werd
24 uur na de bestraling toegediend. Deze onderzoekers vonden na
een normale latente periode een eveneens normale antilichaampro-
ductie. Bij deze experimenten werd echter de histologie van de
bestraalde lympheklier niet onderzocht, terwijl ook niet werd na-
gegaan, of de gemeten antilichaamproductie in de bestraalde lym-
pheklier dan wel elders in het lichaam plaats vond. Hall en Morris
(1964) gebruikten bij hun immunologische proeven een meer be-
trouwbare proefopstelling: na subcutane antigeentoediening, 24 uur
na de bestraling, werd de hoeveelheid antilichaam bepaald in het
vas efferens van de bestraalde lympheklier. Hierbij werd een anti-
lichaamproductie gemeten, welke gelijk was aan die in een onbe-
straalde lymhpeklier. Daar echter voorafgaande aan de antigeen-
injectie al een, zij het geringe hoeveelheid antilichaam in de lym-
phe aanwezig was, lijkt het waarschijnlijk dat bij deze experimen-
ten ongewild een “secondary response” werd gemeten, waarvan be-
kend is dat deze in bepaalde opzichten minder rontgengevoelig is
dan de “primary response”.

Een andere bestralingsmethode bestaat uit een totale lichaams-
bestraling met bescherming van de lympheklier; hierbij kunnen de
overige - bestraalde - lymphoiede organen via de recirculatie in elk
geval tijdelijk geen cellen meer aanvoeren. De beweging of transfor-
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maties van de in het orgaan aanwezige cellen, alsmede de functio-
nele betekenis hiervan kunnen bij afwezigheid van een aanvoer van
elders beter beoordeeld worden. Van de histologische gevolgen van
de lympheklierbescherming bij de totale lichaamsbestraling hebben
wij in de literatuur geen beschrijving gevonden. Door Siissdorf en
Draper (1956) werd de antilichaamproductie van de beschermde
lympheklier bij een totale lichaamsbestraling van 500 R geschat op
ongeveer 1890 van de normale capaciteit; bij subcutane antigeen-
injectie 24 uur na de bestraling werden een matig verlengde (1 dag)
latente periode en een slechts weinig stijgende antilichaamtiter in
het serum opgemerkt. Bij intraveneuze antigeeninjectie werd een
weliswaar betere antilichaamproductie gemeten, doch de latente
periode was hierbij aanzienlijk verlengd. Ook bij deze experimenten
werd de werkelijke productieplaats van het waargenomen antili-
chaam niet nagegaan, hetgeen hier minder storend is dan bij de lo-
cale bestraling, omdat men mag aannemen dat antilichaamproduc-
tie buiten de gespaarde lympheklier onder deze omstandigheden
tijdelijk onmogelijk zal zijn. In deze proeven werden evenals in onze
experimenten niet alleen de popliteale lympheklieren beschermd,
maar ook een aanzienlijk gedeelte van het beenmerg in de onderste
extremiteiten.

Bij de in het volgende hoofdstuk te beschrijven experimenten was
het de bedoeling om door locale lympheklierbestraling, respectieve-
lijk totale lichaamsbestraling met lympheklierbescherming een in-
druk te krijgen over de betekenis van de lymphocytenrecirculatie
voor de histologie van het orgaan en het vermogen tot antilichaam-
vorming; dit zowel in qualitatief als in quantitatief opzicht.

B. Experimenten: Histologische veranderingen in de popliteale
lympheklier na rontgenbestralingen

Bij de experimenten, waarbij de lympheklier locaal wordt be-
straald, moet bedacht worden dat hierbij ook een gedeelte van het
beenmerg van de achterpoot wordt bestraald; evenzeer wordt in
experimenten, waarbij het gehele dier wordt bestraald, maar de
lympheklier locaal wordt beschermd ook een deel van het been-
merg van de achterpoot gespaard.

Aangezien een biopsie uit een lympheklier technisch vrijwel on-

42



uitvoerbaar is en overigens ook minder wenselijk, wordt in deze
experimenten het histologische beeld van de contralaterale popliteale
lympheklier als controle gebruikt.

1. Histologische veranderingen in de lympheklier na een totale
lichaamsbestraling (ROTOT)

In enkele oriénterende proeven werd vastgesteld, dat er geen wezen-
lijke verschillen bestonden tussen de histologische rontgenschade in
de popliteale lympheklieren van het proefdier, dat een bestraling van
850/380 R (enkelzijdig, zie Hoofdstuk II) kreeg en van de dieren,
welke een homogene stralendosis van 500 R (tweezijdige bestraling)
ontvingen. Bij de navolgende beschrijving van de rontgenschade in
de lympheklier wordt dan ook geen onderscheid gemaakt tussen beide
wijzen van bestraling. Op de veranderingen, die deze bestralingen
veroorzaken in de overige lymphoiede organen, zal in dit hoofdstuk
niet nader worden ingegaan.

De belangrijkste stralenschade wordt in de lympheklier gevonden
in de follikels. Vijf uur na de bestraling is nog slechts een gering
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Popliteale lympheklier, 24 uur na een totale lichaamsbestraling. Lege follikel en
matig gedepleteerd lymphocytenveld. Vergr.: 220 x.
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aantal ,,normale” lymphocyten aanwezig; het grootste deel vertoont
duidelijk pycnotische kernen. Ook de weinige follikelrandcellen zijn
op dit tijdstip reeds volledig te gronde gegaan. Zoals op foto 4 te
zien is, zijn 24 uur na bestraling vrijwel alle follikellymphocyten af-
gestorven en grotendeels gephagocyteerd door de aanwezige reticu-
lumcellen. Deze gephagocyteerde lymphocytenresten zijn 48 uur na
de bestraling volledig verteerd, zodat vanaf dit moment de follikels
nog slechts te herkennen zijn als conglomeraten van bleekgekleurde
reticulumcellen. Eventuele op het tijdstip van bestraling in het folli-
kelcentrum aanwezige grote pyroninophiele cellen ondervinden van
de bestraling geen zichtbare schade, al moet worden aangenomen dat
het celdelingsvermogen van een groot percentage van deze cellen
verloren is gegaan. Het herstel van de follikels begint tussen de 5e
en de 9e dag na bestraling met het herverschijnen van kleine opho-
pingen van lymphocyten meestal op de plaats van de te gronde ge-
gane follikels. Omstreeks de 9e dag komen aan de buitenzijde van
deze nieuwe follikels weer follikelrandcellen tot ontwikkeling. Het
normale beeld van de follikels met follikelrandcellen, lymphocyten-
krans en follikelcentrum wordt pas rond de 12e tot 15e dag weer
gezien.

De bestralingsschade in de lymphocytenvelden lijkt in verge-
lijking met die in de follikels slechts gering. Gedurende de eerste
24 uur gaan er verspreid wel een aantal lymphocyten te gronde,
maar tot een ernstige lymphocytendepletie leidt dit niet (zie foto 4).
Het herstel van de lymphocytenvelden tot een normale toestand
verloopt dan ook vrijwel ongemerkt.

In de schorsvenulen worden al spoedig na de bestraling geen lym-
phocyten meer aangetroffen; wel vindt men er gedurende de eerste
24 uur wat meer granulocyten dan normaal. Pas omstreeks de 9e
dag na de bestraling worden weer lymphocyten in de schorsvenulen
gevonden. Gedurende deze gehele periode na de bestraling blijft
het kenmerkende aspect van de schorsvenulen gehandhaafd.

In de mergsinussen worden gedurende de eerste dagen na de be-
straling opvallend weinig lymphocyten aangetroffen. Parallel aan
het herstel van de schors neemt ook het aantal lymphocyten in de
mergsinussen weer toe.
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Nabeschouwing

De door ons waargenomen schade en het herstel van de lymphc-
klier na rontgenbestraling komen in grote trekken overeen met de
eerder vermelde waarnemingen van De Bruyn (1948) en Van Bu-
chem (1962).

Voor het ook door beide genoemde auteurs waargenomen ver-
schil in stralenschade tussen follikels en lymphocytenvelden zouden
onder meer de drie volgende oorzaken in overweging genomen kun-
nen worden. In de eerste plaats zou dit verschil kunnen berusten
op een verschil in stralengevoeligheid van de in beide structuren
aanwezige lymphocyten. Een dergelijk verschil in stralengevoelig-
heid zou kunnen samenhangen met een verschillende herkomst van
de betreffende lymphocyten, zoals wordt aangegeven door 0.a. Good
c.s. (1962), Cooper c.s. (1965 e.v.), Parrott, De Sousa en East (1966).
Een tweede mogelijkheid is een eventueel verschil in plaatselijke
zuurstofspanning: aangezien de capillairnetwerken zich voorname-
lijk bevinden in de buitenste schors en de follikels is het niet on-
denkbaar dat hier een hogere zuurstofspanning heerst, waardoor
bij gelijke stralendoses aan de cellen in dit gebied een grotere schade
wordt toegebracht. Als derde moet met de mogelijkheid rekening wor-
den gehouden, dat een eventuele schade aan lymphocyten juist in
de velden gecamoufleerd wordt door een repletie via de schors-
venulen vanuit het - na een totale bestraling overigens slechts geringe
aantallen lymphocyten bevattend - bloed.

2. Histologische gevolgen van een locale lympheklierbestraling met
bijbehorende experimenten

a. Histologische gevolgen van locale lympheklierbestraling
(LYKLLOC)

Bij de experimenten met locale lympheklierbestraling wordt be-
oogd een aanzienlijke destructie van de lympheklier te veroorzaken
en vervolgens na te gaan of het herstel geschiedt door het orgaan
zelf, dan wel of via de lymphocytenrecirculatie de overige - niet
bestraalde - organen aansprakelijk zijn voor een aanvoer van cellen
en zo leiden tot het herstel van de lympheklier. Bij deze proeven
werd een locale lympheklierbestraling toegepast van ongeveer 700
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Foto S.
Popliteale lympheklier, 6 uur na locale bestraling. In de follikels nog aan-

zienlijke bestralingsschade (kerndébris), maar ook reeds beginnende repletie.
Vergr.: 340 x.
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Popliteale lympheklier, 12 uur na locale bestraling. Lymphocytenrepletie van de
follikel; gephagocyteerde kernresten. Vergr.: 220 x.
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Popliteale lympheklier, 24 uur na locale bestraling. Maximale lymphocyten-
repletie in de follikels. Vergr.: 170 x.

Popliteale lympheklier, 3 dagen na locale bestraling. Herstel follikelrandcellen

door transformatie uit follikellymphocyten (preparaat afkomstig van dier, dat

24 uur na de locale bestraling ook nog een totale bestraling met lympheklier-
bescherming onderging, experiment 3b). Vergr. 220 x.
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R, de hoogste dosering die indien toegediend aan het gehele dier,
nog in het sublethale gebied valt. Biopsién werden onderzocht 15
minuten, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 en 24 uur na de bestraling en 2, 3, 4 en 5
dagen nadien. Op dit laatste tijdstip bleek het histologisch herstel
weer volledig te zijn.

Het meest opvallend na de locale lympheklierbestraling zijn de
veranderingen in de follikels, met name de wijze van herstel.

Gedurende de eerste 4 uur na de bestraling wordt in een toenemend
aantal follikellymphocyten kernpycnose zichtbaar. Dit celverval zet
zich weliswaar gedurende de daarop volgende 4 uren voort, maar in
deze periode wordt ook reeds weer een toename van het aantal mor-
phologisch normale lymphocyten opgemerkt, hetgeen op foto 5 te
zien is. De follikelrandcellen in de periferie van de follikels en aan
de buitenzijde van de lymphocytenvelden zijn inmiddels geheel te
gronde gegaan. Vanaf 8 uur na de bestraling wordt het duidelijk,
dat het aantal normale lymphocyten in de voordien ernstig bescha-
digde follikels sterk toeneemt. Zoals in de foto’s 6 en 7 duidelijk
te zien is, ontwikkelen de follikels zich tussen 8 en 24 uur na de
bestraling door deze toename van het aantal lymphocyten tot
opvallend grote conglomeraten van klaarblijkelijk normale kleine
lymphocyten waartussen slechts enkele reticulumcellen aanwezig
zijn met de phagocytoseresten van te gronde gegane lymphocyten en
eventueel resten van een follikelcentrumreactie. Tijdens dit hele
proces worden geen mitosen waargenomen, die de sterke vermeer-
dering van het aantal lymphocyten in de follikels zouden kunnen
verklaren. Uit de histologische beelden kan de aanvoerweg van deze
binnengekomen follikellymphocyten niet met zekerheid afgeleid
worden; het voorkomen van rijtjes kleine lymphocyten in de on-
middellijke omgeving van follikelcapillairen, met name aan de pe-
riferie van de oorspronkelijke lymphocytenkrans, suggereert een
uittreden van bloedlymphocyten op deze plaats.

Zijn 24 uur na de bestraling in de follikel vrijwel uitsluitend kleine
lymphocyten en verspreide macrophagen aanwezig, een etmaal later
heeft dit beeld zich gewijzigd door het herverschijnen van follikel-
randcellen in de periferie van het lymphocytenconglomeraat. Be-
halve de kleine lymphocyten en follikelrandcellen lijken in dit gebied
ook cellen voor te komen, welke als intermediairen tussen beide cel-
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soorten beschouwd zouden kunnen worden. Het aantal follikelrand-
cellen neemt tussen de 2e en 4e dag nog toe (foto 8).

Indien na locale bestraling van beide achterpoten slechts aan één
zijde antigeen wordt toegediend, blijkt dat enerzijds de lymphocyten-
vermeerdering in de follikels, en ook in de hierna te bespreken lym-
phocytenvelden, nog grotere vormen aangenomen heeft, anderzijds
dat het ontstaan van follikelrandcellen niet bevorderd wordt door de
gerichte antigene stimulering.

De subcutane injectie van antigeen leidt bij het normale dier be-
halve tot een plasmacellulaire reactie ook na ongeveer 4 a 5 dagen
tot een follikelcentrumreactie. In aansluiting aan een locale bestra-
ling worden zonder noemenswaardige vertraging in de follikel ver-
gelijkbare veranderingen - het optreden van conglomeraten van
blasten in de centra - waargenomen.

Door de transformatie van cellen (follikelrandcellen, follikel-
centrumreactie) en mogelijk ook door vermindering van het aantal
lymphocyten heeft de lympheklierfollikel na ongeveer 5 dagen het
normale aspect herkregen. Uit de follikelregeneratie is af te leiden,
dat de herstelde follikel op dezelfde plaats als de bestraalde voor-
ganger tot stand komt.

Ook in de lymphocytenvelden worden in aansluiting aan de locale
lympheklierbestraling aanvankelijk verschijnselen van celverval
waargenomen: in de coupes van 1, 2, 3 en 4 uur na de bestraling
lijkt de hoeveelheid in de velden voorkomend kerndébris groter dan
in de normale - onbestraalde - lymphocytenvelden. In de daaropvol-
gende phase wordt het normale aspect van de velden hersteld zonder
dat dit gepaard gaat met een toegenomen aantal celdelingen ter
plaatse. Het voorkomen van opvallend veel lymphocyten in het
lumen en de wand van de schorsvenulen gedurende de eerste 4 uur
en de daarna waar te nemen concentraties van lymphocyten rondom
de schorsvenulen, duidelijk zichtbaar op foto 9, wijzen erop dat
langs deze weg een aanvoer van lymphocyten tot stand is gekomen.
In de tegen de randsinus gelegen zone van de lymphocytenvelden
lijkt het celverval groter te zijn; het herstel van de follikelrandcellen
in dit gebied is echter door het betrekkelijk geringe aantal van deze
cellen moeilijker te volgen dan in de follikels, maar lijkt omstreeks
de 3e dag te beginnen.

Toediening van het Salmonella-vaccin doet in de zich herstellende
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Foto 9.

Popliteale lympheklier, 24 uur na locale bestraling. Lymphocytenrepletie in de
lymphocytenvelden rondom een schorsvenule. Vergr.: 425 x.

lympheklierschors ook nog een bijzonder sterke plasmacellulaire
reactie optreden; grote pyroninophiele cellen van het blast-ty pe wor-
den daarbij in het begin niet alleen onder de follikels waargenomen
(Van Buchem, 1962), maar ook in gedeelten van de “outer cortex”,
waar zich geen follikels bevinden en in de periferie van de follikel.

De celpopulatie in de mergsinussen zou een indruk kunnen geven
van de “outflow” van cellen uit de lympheklier. Van 2 tot 6 uur na
de locale bestraling worden in dit gebied voornamelijk beschadigde
cellen aangetroffen, daarna vertoont het mergsinusbeeld geen duide-
lijke afwijkingen van het normaal waargenomene. Hoewel veel min-
der exact bevestigt deze waarneming toch de door Hall en Morris
(1964) na locale lympheklierbestraling gevonden veranderingen van
het aantal lymphocyten in het vas efferens.

Indien 24 uur na de locale lympheklierbestraling, dus op het tijd-
stip met maximale hoeveelheden lymphocyten in het orgaan, de
locale bestraling nog eens herhaald wordt, ontwikkelt zich gedurende
het daarop volgende etmaal nog eens hetzelfde beeld. Het aspect van
de twee keer bestraalde lympheklier onderscheidt zich in geen enkel
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opzicht van het beeld na een enkelvoudige bestraling. Elders in de
lymphoiede organen worden door de locale lympheklierbestraling
geen veranderingen veroorzaakt.

b. Bestraling van het gehele dier met bescherming van de lymphe-
klier, onmiddellijk voorafgegaan of gevolgd door een locale be-
straling van deze lympheklier (LYKLLOC-LYKLSH, LYKLSH-
LYKLLOC)

De bij locale bestraling waargenomen snelle vermeerdering van
het aantal lymphocyten in de follikel zonder begeleidende mitosen
en ook de celophopingen in en om de venulen wijzen op een re-
constructie van de bestraalde lympheklier door aanvoer van elders.
Door de overige lymphoiede organen direkt véér of na de locale
bestraling eveneens aan een irradiatie bloot te stellen zal deze aanvoer
zoveel mogelijk beperkt kunnen worden, waardoor een zuiverder
beeld verkregen wordt van de reéle gevolgen van de locale bestraling.
Bij de totale lichaamsbestraling met lympheklierbescherming werd
hier een tweezijdige bestraling uitgevoerd met een dosering van 750 R;
de reden van deze hogere dosis ligt in de wenselijkheid in het be-
straalde gebied een zo sterk mogelijke destructie teweeg te brengen
en toch niet in het lethale gebied terecht te komen. De bestralingen
werden zowel in de volgorde lympheklierbescherming-lympheklier-
bestraling als in de omgekeerde volgorde uitgevoerd om uit te sluiten,
dat de waargenomen veranderingen bij de eerstgenoemde proefop-
stelling veroorzaakt zouden zijn door een stresseffect, voortkomend
uit de voorafgaande bestraling van het grootste gedeelte van het
proefdier. Daar de contralaterale popliteale lympheklier bij deze ex-
perimenten wel steeds gespaard werd, doch niet locaal bestraald, kon
dit orgaan als controle gebruikt worden. De histologische veranderin-
gen bij de genoemde bestralingscombinaties bleken volkomen met
elkaar overeen te stemmen; biopsieén werden hierbij genomen /2, 4, 8,
12 en 24 uur na de laatste irradiatie.

In de follikel treedt na het vierde uur een toenemend celverval
op; het follikelbeeld na 24 uur komt overeen met het bij totale
lichaamsbestraling waargenomene: een conglomeraat van bleke reti-
culumcellen met een enkele pyroninophiele cel. Morphologisch nor-
male lymphocyten zijn op dit tijdstip practisch niet meer aanwezig.
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Bij deze experimenten werd ook in de lymphocytenvelden een
aanzienlijk lymphocytenverval waargenomen: van het 4e tot het 12e
uur een toenemende hoeveelheid kerndébris verspreid in de lympho-
cytenvelden. Op het laatstgenoemde tijdstip bestonden de velden uit
reticulumcellen met verspreid en ten dele gephagocyteerd kern-
materiaal; morphologisch normale lymphocyten waren er slechts in
zeer geringe aantallen aanwezig (foto 10). Ook in en om de venulen

Popliteale lympheklier, 12 uur na een locale lympheklierbestraling, onmiddellijk
gevolgd door totale lichaamsbestraling met lympheklierbescherming. Lege fol-
likels en ook gedepleteerde lymphocytenvelden. (vergelijk foto 6). Vergr. 170 x.

worden geen normale lymphocyten in noemenswaardige aantallen
gezien. In de mergsinussen bevinden zich gedurende de eerste uren
nog beschadigde lymphocyten; er zijn geen aanwijzingen dat de
lymphocytenafvoer gedurende de eerste 24 uur weer op gang komt.

52



c. Het effect van afbinden der aanvoerende lymphebanen op het
herstel van de lympheklier na locale bestraling

Om uit te sluiten dat het herstel van de lympheklier na locale
bestraling door een toevoer van kleine lymphocyten via de aan-
voerende lymphevaten zou plaats vinden, werden de proeven met
locale bestraling van de lympheklier herhaald bij dieren, waarin te-
voren de afferente lymphebanen waren onderbonden. In enkele
oriénterende experimenten, waarbij de aanvoerende lymphebanen
werden afgebonden zonder dat een locale bestraling werd toegepast,
werd eerst vastgesteld dat deze onderbinding op zich zelf, althans
gedurende de eerste 24 uur, geen verandering in de bouw van de
lympheklier teweeg brengt.

Werd na de onderbinding van de aanvoerende lymphevaten een
locale bestraling toegepast, dan volgde het normale herstel zoals
beschreven onder 2a: na 24 uur werd ook hier een sterke overvulling
van de follikels met kleine lymphocyten gevonden, terwijl in de
lymphocytenvelden normale aantallen lymphocyten waargenomen
werden.

Nabeschonwing

Het is duidelijk dat bij de locale bestralingsproeven in de follikels
een aanzienlijke schade werd aangebracht. In de lymphocytenvelden
echter, waar slechts een betrekkelijk gering lymphocytenverval werd
waargenomen, bestond enige twijfel over de werkelijke omvang van
de toegebrachte schade. Uit de controleproeven, waarbij de locale
bestraling van de lympheklier voorafgegaan of gevolgd werd door
een bestraling van de rest van het lichaam (met bescherming van de
lympheklier), waarbij dus de mogelijkheid van een repletie met
lymphocyten via de bloedbaan uit de andere lymphoiede organen in
sterke mate gereduceerd werd, bleek dat niet alleen in de follikels,
maar ook in de lymphocytenvelden een zeer aanzienlijk deel van de
aanwezige lymphocyten te gronde gaat. Hieruit mag worden ge-
concludeerd dat al zeer spoedig na de locale bestraling zowel naar
de follikels als naar de lymphocytenvelden een aanvoer van nieuwe
lymphocyten van buitenaf plaats vindt. Doordat dit proces van
repletie door aanvoer van nieuwe lymphocyten al begint voordat
de histologische schade volledig tot ontwikkeling is gekomen, wordt
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de werkelijke omvang van de schade min of meer gecamoufleerd. Het
lijkt niet onwaarschijnlijk dat de vrijwel normale toestand, zoals na
totale lichaamsbestraling juist in de lymphocytenvelden wordt waar-
genomen, eveneens veroorzaakt wordt door een preferente aanvoer
van lymphocyten uit de bloedbaan naar dit gebied. Hierbij moet
bedacht worden, dat bij de hier besproken gecombineerde bestraling
een hogere stralendosis toegediend is dan in de proeven met totale
lichaamsbestraling.

Uit de proeven, waarbij de afferente lymphebanen werden afge-
bonden, blijkt dat deze aanvoer van nieuwe lymphocyten niet via
deze lymphebanen plaats heeft, zodat de waargenomen histologische
beelden - ophopingen van lymphocyten in en om de folliculaire capil-
lairen en de schorsvenulen - inderdaad geduid mogen worden als een
uiting van emigratie van lymphocyten uit de bloedbaan naar deze
lymphekliergedeelten.

Het meest opvallende verschijnsel bij deze proeven met locale be-
straling van de lympheklier is de aanzienlijke aanvoer van lympho-
cyten naar de rontgenbeschadigde follikels. Door Gowans en Knight
(1964) is na intraveneuze injectie van gelabelde lymphocyten in niet
bestraalde dieren wel een emigratie door de schorsvenulen naar de
lymphocytenvelden waargenomen, maar in de follikels werden
door deze auteurs klaarblijkelijk geen gelabelde cellen waargenomen.
Het is mogelijk dat dit laatste proces in het normale, niet bestraalde
proefdier een zo geringe omvang heeft dat het aan de waarneming
ontsnapt is.

In onze proeven werd voorts een veel sneller begin van het fol-
likelherstel waargenomen - reeds na enkele uren waren er tekenen
van lymphocytenaanvoer merkbaar - dan door Jolly (1924) en door
Aikawa en Takeshima (1930) beschreven werd; door deze laatste on-
derzoekers werden echter hogere rontgendoses toegepast. De overvul-
ling met kleine lymphocyten kan zeker ten dele verklaard worden
door het tijdelijk afwezig zijn van follikelrandcellen en cellen van de
follikelcentrumreactie.

Het bijzonder snelle herstel met name van de follikels na locale
lympheklierbestraling laat vooral in vergelijking met het herstel na
totale lichaamsbestraling op een tweetal punten nog verdergaande
conclusies toe. In de eerste plaats blijkt uit de vergelijking van het
snelle herverschijnen van follikelrandcellen na locale bestraling en het
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langzame herstel van de follikelrandcellen na een totale lichaamsbe-
straling, het herstel van dit celsysteem afhankelijk te zijn van een aan-
voer van kleine lymphocyten naar de follikels. Tezamen met het
voorkomen van overgangsvormen tussen kleine lymphocyten en fol-
likelrandcellen wijst dit erop, dat follikelrandcellen door transfor-
matie uit kleine lymphocyten ontstaan.

In de tweede plaats blijkt dat de snelle influx van grote aantallen
kleine lymphocyten in de follikels er ook toe leidt dat het vermo-
gen om op een antigene prikkel te reageren met een follikelcentrum-
reactie eveneens zeer snel terug keert, dit in tegenstelling tot de
situatie na een totale lichaamsbestraling, waar de mogelijjkheid tot
een folilkelcentrumreactie pas 12 tot 15 dagen na de bestraling weer
aanwezig is. Ook hier lijkt een transformatie van kleine lympho-
cyten tot in dit geval grote pyroninophiele cellen van de follikel-
centrumreactie (en wel onder invloed van de antigene stimulering)
waarschijnlijk, al zijn overgangsvormen in dit geval niet waargeno-
men.

Bij dit alles dient men zich te realiseren dat de hier beschreven
processen zich niet noodzakelijkerwijze ook in de normale lymphe-
klier afspelen, respectievelijk in dezelfde mate.

3. Histologische gevolgen wvan een totale lichaamsbestraling met
bescherming van de popliteale lympheklier en bijbehorende
experimenten

a. Histologische veranderingen na totale lichaamsbestraling met
bescherming van de lympheklier (LYKLSH)

Indien bij een totale lichaamsbestraling een enkel orgaan, in casu
de popliteale lympheklier wordt beschermd, zal in dit orgaan wel-
iswaar geen direkte rontgenschade optreden, maar aan de andere
kant zal via de recirculatie slechts een minimale aanvoer van lym-
phocyten uit de overige sterk beschadigde lymphoiede organen
kunnen plaats vinden. Het was de bedoeling bij afwezigheid van
deze influx een betere indruk te krijgen over de wijze, waarop de
lymphoiede cellen de lympheklier verlaten, respectievelijk in hoe-
verre het orgaan zich zonder aanvoer van lymphocyten weet te
handhaven.

Zoals reeds vermeld werd bij deze experimenten steeds een aan-
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zienlijk deel van het beenmerg in de achterpoot eveneens beschermd
voor irradiatie; dit zou eventueel effect kunnen hebben op de rege-
neratie van de bestraalde organen (Ford, 1966). De histologische
veranderingen werden zowel in de lympheklier als in een aantal
andere lymphoiede organen gevolgd van /2 tot 8!/ dag.

In de follikels van de beschermde lympheklier worden geen op-
vallende veranderingen waargenomen, met name treedt geen duide-
lijke depletie van lymphocyten op in dit gebied. Het ontbreken van
abnormale tekenen van celverval in het gebied met rontgengevoe-
lige lymphocyten en follikelrandcellen bewijst dat het orgaan vol-
doende voor de rontgenstralen beschermd is. De follikelrandcellen
handhaven zich niet alleen, maar tonen in de beelden van 6 tot 8!/2
dag na bestraling zelfs een duidelijke vermeerdering in aantal.
Indien de beschermde lympheklier antigeen (Salmonella paratyphi)
aangeboden krijgt, treedt in het follikelcentrum op de normale wij-
ze en op het gebruikelijke tijdstip de zgn. follikelcentrumreactie op.
In de overigens normale lymphocytenvelden suggereert de aanwe-
zigheid van kleine ophopingen van gedegenereerde lymphocyten
rond de schorsvenulen 12 uur na de bestraling, dat deze laatste
cellen elders (in het bloed?) de bestraling ondergingen, doch eerst
na het binnentreden in de lympheklier te gronde gegaan zijn. In de
coupes van de latere biopsieén worden van tijd tot tijd rond de
schorsvenulen opvallend lege veldgedeelten aangetroffen, in iets
sterkere mate in door antigeen gestimuleerde lympheklieren. Dit zou
kunnen berusten op een snellere doorstroming van de lymphocy-
tenvelden of op een transformatie van de aanwezige cellen tot
plasmocytaire elementen.

Er zijn geen aanwijzingen dat de lymphocyten bij deze experi-
menten op een andere wijze de schors verlaten dan normaal, d.w.z.
door een individuele celfiltratie, eventueel ook via een ,,openbre-
ken” van de lymphocytenvelden of via ,,lymphesinussen”.

Tot ongeveer de 3e dag worden in de mergsinussen nog redelijke
aantallen normaal uitziende lymphocyten aangetroffen. Daarna blijft
het tot aan het einde van de door ons onderzochte periode opval-
lend leeg in dit gebied; een en ander zou er op kunnen wijzen, dat
de afvoer van lymphocyten mogelijk enkele dagen voortgaat, maar
vervolgens tot stilstand komt.

In de overige lymphoiede organen, o.a. milt en thymus, wordt
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een opeenvolging van schade en herstel waargenomen, welke niet
afwijkt van die bij een totale lichaamsbestraling. Het sparen van de
popliteale lympheklier - en een aanzienlijke hoeveelheid beenmerg -
resulteert dus niet in een histologisch waarneembare versnelling van
de regeneratie in deze organen.

b. Histologische gevolgen van een locale lympheklierbestraling,
na 24 uur gevolgd door bestraling van het gehele proefdier

onder bescherming van het voordien bestraalde orgaan
(LYKLLOC - 24 u - LYKLSH).

Bij de hiervoor beschreven experimenten (3a) werd geen duidelijk
»leeglopen” van de lympheklier opgemerkt. Door een voorafgaande
locale irradiatie van het orgaan kan echter een sterke overvulling
met lymphocyten verkregen worden, waarna dit ,leeglopen” mo-
gelijk wel zichtbaar zou kunnen worden. Daarnaast zijn deze ex-
perimenten van belang om vast te stellen, in hoeverre de verande-
ringen, welke zich na de eerste 24 uur in de locaal bestraalde lym-
pheklier voltrekken (zie 2a) nog een gevolg zouden kunnen zijn van
de in deze phase binnenkomende cellen dan wel, of de celverande-
ringen - de transformatie van lymphocyten tot follikelrandcellen of
cellen van de follikelcentrumreactie - geheel op rekening van de
ogenschijnlijk volledig uit kleine lymphocyten bestaande influx ge-
durende de eerste 24 uur geschreven moet worden.

Bij deze experimenten werd één der twee locaal bestraalde popli-
teale lympheklieren voorafgaand aan de tweede bestraling verwij-
derd als controlebiopsie.

De op de vorige experimenten gebaseerde verwachting, dat de
lymphocytenvelden zich na deze twee bestralingen in een vrij nor-
male toestand zouden handhaven, werd bewaarheid.

In de follikels werd enige teruggang van het aantal lymphocyten
t.0.v. de 24 uur na locale bestraling opgetreden ,,overvulling” opge-
merkt; deze achteruitgang van het aantal lymphoiede cellen is mo-
gelijk iets sterker dan na uitsluitend locale bestraling. Er werden
geen aanwijzingen gevonden betreffende de weg waarlangs de cel-
len de follikels verlaten. Ook bij deze experimenten werd het ont-
staan van follikelrandcellen waargenomen. Dat er verder na anti-
geentoediening ook nog een duidelijke follikelcentrumreactie (foto
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Popliteale lympheklier, respectievelijk 7, 6 en 5 dagen na locale lympheklier-

bestraling, totale lichaamsbestraling met lympheklierbescherming en subcutane

antigeentoediening. Herstel follikelcentrumreactie na een aanvoer van lympho-

cyten gedurende 24 uur (de enigszins afwijkende kleur van dit preparaat is een
gevolg van de fixatie met glutaaraldehyde). Vergr.: 340 x.

11) op gang kon komen, wees er wel op dat dit proces en de hier-
voor genoemde transformatie tot follikelrandcellen niet afhankelijk
waren van een voortgaande aanvoer van kleine lymphocyten, maar
dat in de eerste 24 uur de follikel binnengekomen lymphocyten
hiervoor toereikend waren. Na de subcutane antigeentoediening
werden de eerste tekenen van een plasmacellulaire reactie, het ont-
staan van grote pyroninophiele cellen, gezien aan de buitenzijde van
de follikels en in de tegen de randsinus aan gelegen zone van de lym-
phocytenvelden, beide localisaties waar zich als gevolg van de in-
flux van lymphocyten na de eerste bestraling niet alleen lympho-
cyten bevonden maar ook follikelrandcellen. De rijpere cellen van
de plasmacellulaire reeks werden later dieper in de lymphocyten-
velden terug gevonden.
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Nabeschouwing

De totale lichaamsbestraling met lympheklierbescherming leverde
geen direkte gegevens op, welke passen in het kader van de recir-
culatie van lymphocyten in dit orgaan: ondanks het ontbreken van
een lymphocytenaanvoer en een waarschijnlijk nog enkele dagen
voortgaande afvoer handhaven de follikels en lymphocytenvelden
zich. Het lijkt waarschijnlijk dat de onderbroken aanvoer van lym-
phocyten uit het bloed de afvoer na enige dagen doet ophouden.

De follikelrandcellen en de cellen, welke aansprakelijk zijn voor
de follikelcentrumreactie lijken voort te komen uit binnengekomen
lymphocyten. Uit de locale bestraling na 24 uur gevolgd door lym-
phekliershielding valt af te leiden, dat deze lymphocytaire voor-
gangers gedurende de eerste 24 uur na locale bestraling binnenge-
komen moeten zijn. In de bij totale lichaamsbestraling beschermde
lympheklier blijken ook de reeds aanwezige cellen tot de vorming
van follikelrandcellen en tot een follikelcentrumreactie in staat
te zijn. Van de follikelrandcellen kan in de eerste plaats gezegd
worden, dat deze ontstaan zijn uit lymphocyten afkomstig uit de
circulatie, die na emigratie gedurende langere tijd in de lympheklier
aanwezig lijken te kunnen blijven en in de tweede plaats, dat op de
plaatsen waar zich naast kleine lymphocyten juist deze follikelrand-
cellen bevinden de jongste stadia van de plasmacellulaire reeks aan-
getroffen worden.

C. Experimenten: Telling van het aantal bloedlymphocyten bij het
lympheklieronderzoek; fig. 1

Bij het normale onbestraalde proefdier varieert het lymphocyten-
aantal in het perifere bloed vrij sterk: er werden waarden van 5000
tot 7000 lymphocyten per mm3 waargenomen. Na de verschillende
bestralingstechnieken werd het gemiddelde van het aantal bloed-
lymphocyten in een bepaalde experimentele groep vergeleken met
de gemiddelde, op 1009/ gestelde uitgangswaarde van deze proef-
dieren.

Een totale lichaamsbestraling van 500 R of 850/380 R veroor-
zaakte een zeer aanzienlijke vermindering van het aantal circuleren-
de lymphocyten: na 24 uur was nog slechts 8 % van de uitgangs-
waarde aanwezig. Het herstel gaat zeer langzaam (op de 9e dag
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o 5 10 dagen

Fig. 1.
Verandering van het aantal bloedlymphocyten bij lympheklierexperimenten; de
gemiddelde vitgangswaarde per experimentele groep = 100 %. a. @@ Locale

lympheklierbestraling. b. m—a Totale lichaamsbestraling met lympheklierbe-
scherming. ¢. o—0 Totale lichaamsbestraling.

11 9); uit niet gepubliceerde gegevens van Van Buchem blijjkt, dat
pas na maanden weer het normale peil bereikt wordt. De lympho-
iede organen hebben dan reeds lang weer hun normale aspect.

Een locale bestraling van de lympheklier (LYKLLOC) veroor-
zaakte geen opvallende veranderingen in het lymphocytenaantal
van het bloed; dit lijkt ook niet zo vreemd gezien de verhouding
tussen de aantallen in de lympheklier te gronde gaande cellen en de
geweldige hoeveelheden onbeschadigde lymphocyten elders in het
lichaam.

Indien bij een totale lichaamsbestraling de beide achterpoten,
d.w.z. de popliteale lympheklieren en het aanwezige beenmerg, be-
schermd werden, was de vermindering van het aantal bloedlym-
phocyten vrijwel gelijk aan het bij totale lichaamsirradiatie waar-
genomene. Na 24 uur is het aantal lymphocyten teruggelopen tot
109%0 van de uitgangswaarde, op de 11e dag is dit echter al weer
tot 35 9/ hersteld. Dit gegeven moet natuurlijk gezien worden tegen
de achtergrond van de uitermate geringe depletie van de lymphe-
klier en het tevens beschermen van beenmerg bij deze bestralings-
methode.
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D. Experimenten: Antilichaamvorming op paratyphus B-vaccin
na réntgenbestralingen

Met gebruikmaking van een aantal van de hiervoor toegepaste
bestralingsmethoden, de locale irradiatie, de totale lichaamsbestra-
ling met lympheklierbescherming en de gecombineerde bestraling
werd hier nagegaan of de optredende histologische veranderingen,
welke terug te brengen zijn op de begrippen recirculatie en trans-
formatie van lymphocyten, ook immunologische consequenties heb-
ben. Uitsluitend de antilichaamvorming en wel op het vrijwel ge-
heel corpusculaire paratyphus-vaccin werd hierbij gecontroleerd.
Tussen de laatst uitgevoerde bestraling en de antigeeninjectie werd
steeds een termijn gekozen van 24 of 48 uur: bij experimenten met
locale bestraling, omdat na 1 a 2 dagen in de lympheklier een zeer
uitgesproken beeld bestond, bij experimenten met orgaanbescher-
ming om het vermogen tot antilichaamproductie in het bestraalde
gebied tot een minimum te laten dalen. Door Nieuwenhuis en Keu-
ning (1967) was vastgesteld dat een subcutane injectie van het anti-
geen, dat ook door ons gebruikt is, tot een antilichaamproductie
vrijwel uitsluitend in het eerste lympheklierstation leidde; verwij-
dering van het orgaan onder meer 3 en 5 dagen na de antigeentoe-
diening deed de antilichaamvorming namelijk stoppen.

1. Antilichaamvorming by onbestraalde en totaal bestraalde dieren

a. Subcutane antigeentoediening bij onbestraalde proefdieren
(AG*® - controle); fig. 2

Na een latente periode van 4 dagen - 2 dagen langer dan bij de
hierna te bespreken intraveneuze antigeentoediening - werd een
langzame stijging van de serumtiter gevonden; de maximale titer
werd pas op de 10e dag bereikt. Het afwezig zijn van een snelle
primaire stijging (logphase) maakt dat de eraan ten grondslag lig-
gende celkinetiek niet zo goed beoordeeld kan worden als bij intra-
veneuze antigeentoediening.

b. Intraveneuze antigeentoediening bij onbestraalde proefdieren
(AGV-controle); fig. 3

De latente periode bedraagt hier slechts 2 dagen. Het verloop

61



Zlog titer

<"
4
4
10
4
aG™
ajo 1
RO A 2
RO = P
o == 1
A A A i A -0
5

10 15 dagen

Fig. 2.
Verloop van de antilichaamtiter. a. =—a Subcutane antigeentoediening bij onbe-
straalde dieren (A Gsc-controle); gem. van 6 dieren. b. o—a Subcutane antigeen-
toediening 24 uur na totale lichaamsbestraling (ROTOT-24 u-AGs¢); gem. van
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Verloop van de antilichaamtiter. a. =—a Intraveneuze antigeentoediening Dbij

onbestraalde dieren (A Giv-controle); gem. van 4 dieren. b. o—& Intraveneuze

antigeentoediening 24 uur na totale lichaamsbestraling (ROTOT-24 u-AGiv);
gem. van 4 dieren,
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van de titercurve is gekenmerkt door een 2 dagen durende snelle
stijging, gevolgd door een geringe afbuiging van de titercurve naar
een maximum, dat bereikt wordt op de 6e dag.

c. Totale lichaambestraling, na 24 uur gevolgd door subcutane an-
tigeeninjectie (ROTOT-24 u-AG*°); fig. 2

Het door de rontgenbestraling veroorzaakte verschil met de an-
tigeens®-controle (1a) is evident: een aanzienlijk verlengde latente
periode (10 dagen) en daarna een beperkte antilichaamvorming
(tot het 5e buisje).

d. Totale lichaamsbestraling, na 24 uur gevolgd door intraveneuze
antigeentoediening (ROTOT-24 u-AGY); fig. 3

De gevolgen van de rontgenbestraling komen hier ook zeer dui-
delijk in de titercurve tot uiting: een latente periode van 9 dagen
en daarna een langzaam doorstijgende curve.

Nabeschonwing

De antilichaamproductie na intraveneuze antigeentoediening bij
de onbestraalde zowel als bij de bestraalde dieren is in overeenstem-
ming met het door Keuning c.s. (1963) beschrevene.

De langzame stijging van de titercurve bij subcutane antigeen-
injectie is mogelijk ontstaan, doordat over een vrij lange periode
(enkele dagen) nog steeds nieuwe immunocompetente cellen wor-
den geinduceerd. Door Van Buchem (1962) werd overigens met
hetzelfde antigeen wel een snelle stijging van de serumtiter waar-
genomen. Bij totale lichaamsbestraling en subcutane antigeentoe-
diening lijkt slechts een beperkt aantal immunocompetente cellen
met een aanzienlijke vertraging aan het proces deel te nemen.

2. Antilichaamvorming by de locale bestraling van de popliteale
lympheklier met bijbehorende experimenten

a. Locale lympheklierbestraling, na 24 of 48 uur gevolgd door sub-
cutane antigeentoediening (LYKLLOC-24 u-AG#%® en LYKLLOC-
48 u-AG*); respectievelijk fig. 4 en 5

De lympheklier waar het antigeen aankomt, is 24 of 48 uur voor
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Verloop van de antilichaamtiter. a. @@ Locale lympheklierbestraling, na 24
uur gevolgd door subcutane antigeentoediening (LY KLLOC-24 u-AG=¢); gem.
van 4 dieren. b. =—a Locale lympheklierbestraling, na 24 uur gevolgd door
subcutane antigeentoediening en na nog eens 48 uur lymphadenectomie
(LYKLLOC-24 u-AGs-48 u-lymphadenectomie); gem. van 3 dieren. c. &—a
Als b, maar lymphadenectomie na 96 uur (LYKLLOC-24 u-AGs¢-96 u-lym-
phadenectomie); gem. van 2 dieren. d. 00 AGs¢-controle.

de antigeentoediening door de rontgenstralen beschadigd en ver-
volgens vanuit de bloedbaan weer volgestroomd met kleine lym-
phocyten. Met uitzondering van een gering verschil in de latente
periode - 5 dagen bij een interval van 48 uur, 6 dagen indien slechts
één etmaal verloopt tussen locale bestraling en antigeeninjectie -
zijn beide titercurven vrijwel identiek. Zij vertonen ook aanzienlijke
overeenkomsten met het verloop van de antilichaamvorming in de
AG®e-controledieren, al is in dit laatste geval de latente periode kor-
ter (4 dagen) en de uiteindelijk bereikte piektiter iets hoger. Op het
eerste gezicht lijkt het dat de antilichaamproductie in de locaal be-
straalde en daarna gerepleteerde lympheklier niet sterk afwijkt van
de antilichaamvorming in een normale popliteale lympheklier, al-
thans indien men zou mogen aannemen dat ook na locale bestra-
ling de antilichaamvorming vrijwel geheel beperkt blijft tot het
eerste lympheklierstation. Om hierover zekerheid te verkrijgen is
het hier volgende controle-experiment uitgevoerd.
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b. Locale lympheklierbestraling, 24 uur later subcutane antigeen-

injectie, na resp. 48 of 96 uur gevolgd door lymphadenectomie
(LYKLLOC-24 u-AG**-48/96u-lymphadenectomie); fig. 4

Verwijdering van het orgaan waarin de antilichaamproductie plaats
vindt, zal leiden tot onderbreking, respectievelijk achterwege blijven
van de titerstijging in het serum. Indien de locaal bestraalde en met
antigeen gestimuleerde lympheklier echter na 48 uur weggenomen
wordt, heeft dit slechts een betrekkelijk geringe vermindering van
de te meten hoeveelheden antilichaam ten gevolge. Bij een lympha-
denectomie 96 uur na de subcutane antigeeninjectie is de antili-
chaamproductie zeker niet verminderd; er is zelfs een kortere laten-
te periode en een iets hogere piektiter dan bij LYKLLOC-24 u-AGse,
Dit positieve effect van de lymphadenectomie is niet goed te ver-
klaren; het betreft echter slechts waarnemingen bij twee dieren.
Deze experimenten wijzen er dus op, dat een antigeeninjectie in het
drainagegebied van een bestraalde popliteale lympheklier tot een
antilichaamproductie leidt, welke voor een zeer aanzienlijk gedeelte
buiten dit orgaan tot stand kan komen. Om het werkelijke immuno-
logische effect van de locale bestraling op de lympheklier te kunnen
beoordelen werd daarom de volgende proef, waarbij de overige lym-
phoiede organen niet meer aan antilichaamproductie kunnen deel-
nemen, uitgevoerd.

c. Locale bestraling van de lympheklier, na 24 uur gevolgd door
bestraling van de rest van het lichaam en na nog eens 24 uur sub-
cutane antigeeninjectie (LYKLLOC-24 u-LYKLSH-24 u-AG®);
fig. 5

Bij de bespreking van de histologie na rontgenbestraling bleek
dat het effect van een locale bestraling, op een geringe depletie na,
niet sterk beinvloed wordt door de irradiatie van de rest van het
lymphoiede systeem na 24 uur.

Een antilichaamproductie door de lymphoiede organen buiten de
bestraalde lympheklier kan in principe een tiental dagen voorkomen
worden door irradiatie van deze organen. Na de totale lichaams-
bestraling met lympheklierbescherming moet dan wel nog eens 24 uur
gewacht worden met de antigeentoediening.

De antilichaamvorming in een op een dergelijke wijze functioneel
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Verloop van de antilichaamtiter. a. m—a Locale lympheklierbestraling, na 48
uur gevolgd door antigeeninjectie (LY KLLOC-48 u-AG=¢); gem. van 2 dieren.
b. @@ Locale lympheklierbestraling, na 24 uur gevolgd door totale lichaams-
bestraling met lympheklierbescherming en na nog eens 24 uur subcutane anti-
geeninjectie (LYKLLOC-24 u-LYKLSH-24 u-AG=v); gem. van 4 dieren.
c. 00 Als b, maar drie dagen na de antigeentoediening lymphadenectomie
(LYKLLOC-24 u-LYKLSH-24 u-AG=¢-72 u-lymphadenectomie); gem. van 3 die-
ren. d. &A—A AGse-controle. e. &4—A ROTOT-24 u-AGse.

»geisoleerde”, bestraalde lympheklier blijkt nog wel mee te vallen:
de toename van de hoeveelheid circulerend antilichaam blijkt tot
stand te komen in een tweetal phasen waarvan de eerste op de 5e dag
een aanvang neemt en de tweede na de 8¢ dag. De hoeveelheid cir-
culerend antilichaam is wel steeds minder dan in het normale onbe-
straalde dier. Het ,positieve” effect van de lymphocytenflux na
locale irradiatie zal afgeleid kunnen worden uit het verschil tussen
de hier verkregen titercurve en die bij het totaal bestraalde dier
(ROTOT-24 u-AG*). Ook hier kan men zich natuurlijk weer af-
vragen of de waargenomen productie werkelijk in de bestraalde lym-
pheklier plaats vindt, hetgeen onderzocht is in de volgende proef-
opstelling.
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d. Locale lympheklierbestraling, 24 uur later totale lichaamsbestra-
ling met lympheklierbescherming, na 24 uur gevolgd door anti-
geeninjectie en tenslotte 3 dagen nadien lymphadenectomie
(LYKLLOC-24 u-LYKLSH-24 u-AG?®®-72 u-lymphadenectomie);
fig 5

Uit het feit dat bij deze proefopstelling slechts een minimale
hoeveelheid antilichaam geproduceerd wordt - de titer bereikt niet
eens het tweede buisje - kan afgeleid worden, dat de bij het vorige
experiment (2°) waargenomen antilichaamproductie inderdaad in de
bestraalde lympheklier tot stand kwam.

e. Splenectomie, na respectievelijk 3 en 4 dagen gevolgd door locale
bestraling van de lympheklier en totale lichaamsbestraling met
lympheklierbescherming en na nog eens 24 uur subcutane antigeen-
injectie. (splenectomie-72 u-LYKLLOC-24 u-LYKLSH-

24 u-AG*); fig. 6.

Vooruitlopend op de in het volgend hoofdstuk te bespreken expe-
rimenten kan opgemerkt worden, dat de milt een relatief grote
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Verloop van de antilichaamtiter. a. b—a Splenectomie, na 3 en 4 dagen gevolgd
door respectievelijk locale lympheklierbestraling en totale lichaamsbestraling met
lympheklierbescherming, weer 24 uur later subcutane antigeeninjectie (vermin-
derde hoeveelheid) (splenectomie-72 u-LYKLLOC-24 u-LYKLSH-24 u-AGse);
gem. van 2 dieren. b. @@ Als a, doch geen voorafgaande splenectomie
(LYKLLOC-24 u-LYKLSH-24 u-AGs¢); gem. van 2 dieren.
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capaciteit tot antilichaamproductie heeft. Ter beantwoording van de
vraag of de na locale bestraling in de lympheklier binnentredende
cellen, welke verantwoordelijk zijn voor een immunologisch herstel,
afkomstig zijn uit de celpopulatie van de milt, werd dit orgaan
voorafgaand aan de onder 2¢ beschreven en bij 2¢ betrouwbaar ge-
bleken procedure verwijderd. Daar het eerder gebruikte vaccin niet
meer aanwezig was op het tijdstip dat dit experiment uitgevoerd
werd, is een op vergelijkbare wijze bereide bacteriesuspensie gebruikt,
welke echter een geringer aantal bacterién per ml bevat (10 tegen-
over 5 x 10" bij de vroegere experimenten). Om vergelijking mogelijk
te maken werd dan ook het bijbehorende controle-experiment
(LYKLLOC-24 u-LYKLSH-24 u-AG*) met dit nieuwe antigeen
herhaald. Beide experimenten geven eenzelfde resultaat, n.l. een eerste
stijging na de 5e dag, gevolgd door een verder toenemen van de
hoeveelheid circulerend antilichaam na de 9e dag. Het vooraf ver-
wijderen van de milt heeft in het geheel geen invloed op het titer-
verloop. Dat de titercurven beide minder hoog stijgen dan die bij de
vorige experimenten (2¢) kan worden toegeschreven aan de verander-
de samenstelling van het antigeen.

Nabeschouwing

Een eerste en in zekere zin negatief resultaat van deze experimenten
is dat de antilichaamproductie na het subcutaan toedienen van een
antigeen in het drainagegebied van een bestraalde lympheklier, zoals
door ons en ook door Siissdorf en Draper (1956) waargenomen is,
voor een aanzienlijk gedeelte niet plaats heeft in dit bestraalde orgaan,
maar gezien het effect van een erop volgende lymphadenectomie
elders in het lymphoiede apparaat. Er mag dus ook geen verband
worden gelegd tussen de histologische veranderingen in het bestraalde
orgaan en de zonder voorzorgsmaatregelen gemeten antilichaamtiter.
Siissdorf en Draper hebben de histologische veranderingen in de
lympheklier overigens ook niet in hun beschouwingen betrokken.

Wanneer vervolgens gesteld wordt dat de locaal bestraalde
lympheklier na uitschakeling van de overige lymphoiede organen
toch tot een redelijke antilichaamvorming in staat blijkt te zijn, lijkt
dit in tegenspraak met het hiervoor genoemde. Men moet zich daarbij
realiseren dat de titercurven logarithmisch uitgezet zijn, zodat een
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50 %y geringere antilichaamvorming een titercurve geeft, die slechts
één buisje lager is.

De antilichaamproductie na gecombineerde bestraling (locale be-
straling na 24 uur gevolgd door totale bestraling met lympheklier-
bescherming) mag alleen dan met de antigeencontrole vergeleken
worden, indien er rekening mee gehouden wordt dat het beschermen
van de lympheklier bij een totale bestraling op zich zelf, dus zon-
der voorafgaande bestraling, ook al een vermindering van de
antilichaamproductie ten gevolge heeft (zie experiment 3%). De
daarbij optredende titercurve komt weliswaar overeen met die bij
de gecombineerde bestraling, maar blijft er toch steeds onder. Hieruit
kan afgeleid worden dat de locale bestraling en de daarop volgende
repletie met lymphocyten uit de bloedbaan een bevordering van de
antilichaamproductie veroorzaakt. Zoals reeds opgemerkt blijkt de
immunologische betekenis van de aanvoer van deze cellen in nog
grotere mate uit het feit, dat na een totale lichaamsbestraling (en
subcutane antigeentoediening) pas op een veel later tijdstip een anti-
lichaamvorming waargenomen wordt en dan nog in geringere mate.
Dat het herstel van het vermogen tot antilichaamvorming niet af-
hankelijk is van de aanwezigheid van de milt, werd nog eens vast-
gesteld door experimenten waarbij splenectomie verricht werd. Op
de mogelijk bestaande correlatie tussen enerzijds de antilichaam-
productie in de lympheklier, en anderzijds de histologische gevolgen
van de bestralingen, d.w.z. de aanvoer van lymphocyten en de trans-
formatie van deze cellen tot o.a. de follikelrandcellen zal in Hoofd-
stuk VI uitvoerig teruggekomen worden.

3. Antilichaamvorming bij totale lichaamsbestraling onder
bescherming van de popliteale lympheklier met bijbehorende
experimenten

a. Totale lichaamsbestraling met bescherming van de lympheklier,
na 24 uur gevolgd door subcutane antigeeninjectie (LYKLSH-
24 u-AG*); fig. 7

De titercurve is bij deze proefopstelling gekenmerkt door een in
twee phasen verlopende stijging: na een normale latente periode werd
een slechts zeer matige antilichaamtiter bereikt, rond de 8e dag be-
gint de titer echter opnieuw te stijgen.
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Verloop van de antilichaamtiter. a. @—@ Totale lichaambestraling met lymphe-
klierbescherming, na 24 uur gevolgd door subcutane-antigeeninjectie (LY KI.SH-
24 u-AGst); gem .van 6 dieren. b. ;—a Totale lichaamsbestraling met lymphe-
klierbescherming, na 24 en 96 uur gevolgd door respectievelijk antigeen-
toediening en lymphadenectomie (LYKLSH-24 u-AG=¢-72 u-lymphadenectomie).
Twee curves: A: Gemiddelde van 4 dieren. B: Gemiddelde van 2 dieren.
c. & AGse-controle.

Rekening houdend met het feit, dat door Nieuwenhuis c.s. met
hetzelfde antigeen vastgesteld werd, dat bij onbestraalde dieren de
antilichaamvorming na subcutane antigeeninjectie praktisch geheel
in het eerste lympheklierstation plaats vindt, kan uit de vergelijking
van de hier verkregen curve met die bij onbestraalde dieren afge-
leid worden, dat er in de lympheklier ondanks het ontbreken van
een duidelijke depletie toch een reductie van het vermogen anti-
lichaam te vormen opgetreden is in de eerste 24 uur na de bestra-
ling.

b. Totale lichaamsbestraling met lympheklierbescherming, na 24
uur gevolgd door subcutane antigeeninjectie, 3 dagen nadien
lymphadenectomie (LYKLSH-24 u-AG®¢-72 u-lymphadenecto-
mie); fig. 7
Daar de antilichaamvorming als gevolg van de sublethale bestra-

ling in alle lymphoiede organen buiten de popliteale lympheklieren
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ernstig beschadigd moet zijn, kan het onder 3a waargenomene met
vrij grote zekerheid toegeschreven worden aan de cellen, welke in
de beschermde lympheklier gevrijwaard zijn voor deze bestraling.
Het is echter voorstelbaar dat de waargenomen antilichaampro-
ductie niet in het gespaarde orgaan zelf, doch elders plaats vindt,
mogelijk gemaakt door uit deze lympheklier afkomstige cellen.

Door verwijdering van de beschermde lympheklier drie dagen
na de antigeentoediening gelukte het bij 4 van de 6 proefdieren
praktisch de gehele antilichaamvorming te voorkomen; pas na 18
dagen werd een uiterst geringe antilichaamtiter gemeten. Bij de
andere 2 dieren was de primaire stijging van de titercurve wel aan-
wezig, maar deze bleef ten achter bij die van dieren, welke geen
lymphadenectomie ondergingen. De tweede phase begon bij deze die-
ren ook omstreeks de 8e dag en was volkomen gelijk aan die bij de
controledieren (LYKLSH-24 u-AG*),

c. Totale lichaamsbestraling met lympheklierbescherming, na res-

pectievelijk 48 en 72 uur gevolgd door subcutane antigeenin-
jectie (LYKLSH-48 u-AG® en LYKLSH-72 u-AG*®); fig. 8

Gezien de aanzienlijke reductie van de antilichaamproductie in
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Verloop van de antilichaamtiter. a. 0—0 Totale lichaamsbestraling met lymphe-
klierbescherming, na 48 uur gevolgd door subcutane antigeentoediening
(LYKLSH-48 u-AGs=¢); gem. van 2 dieren. b. m—a Totale lichaamsbestraling met
lympheklierbescherming, na 72 uur gevolgd door subcutane antigeentoediening
(LYKLSH-72 u-AG-+¢); gem. van 2 dieren. c¢. @ LYKLSH-24 u-AGse.
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de lympheklier gedurende de eerste 24 uur na een totale lichaams-
bestraling met lympheklierbescherming (vgl. 1* en 3%), dus in afwe-
zigheid van een influx van lymphocytaire cellen van elders, kan men
zich afvragen of de immunologische capaciteit van het orgaan nog
verder terugloopt.

Bij een interval van 48 uur tussen bestraling en antigeeninjectie
blijkt zowel de primaire als de secundaire stijging aanwezig, doch
gereduceerd ten opzichte van het waargenomene bij LYKLSH-24 u-
AG**, Een en ander geldt in nog sterkere mate voor de curve, ver-
kregen door antigeeninjectie 72 uur na de bestraling.

d. Totale lichaamsbestraling met lympheklierbescherming, na 24

uur gevolgd door intraveneuze antigeeninjectie (LYKLSH-24 u-
AG); fig. 9

Door Schultze (1925) werd aangenomen dat de lympheklier ook
zou kunnen reageren op antigenen welke direct vanuit de bloed-
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Verloop van de antilichaamtiter. a. @8 Totale lichaamsbestraling met lymphe-
klierbescherming, na 24 uur gevolgd door intraveneuze antigeentoediening
(LYKLSH-24 u-AGiv); gem. van 4 dieren. b. A—A Totale lichaamsbestraling met
lympheklierbescherming, na 24 uur gevolgd door splenectomie en onmiddellijk
daarna intraveneuze antigeeninjectie en tenslotte na nog eens 3 dagen lympha-
denectomie (LYKLSH-24 u-splenectomie-AGiv-72 u-lymphadenectomie); gem.
van 2 dieren. c. @@ Totale lichaamsbestraling met lympheklierbescherming, na
24 uur gevolgd door intraveneuze antigeeninjectie en weer 12 uur later toe-
diening (intraveneus) van specifiek antiserum (LYKLSH-24 u-AGiv-12 u-ALiv);
gem. van 2 dieren.
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baan via de ,,stomata” in de wand van de schorsvenulen in het
orgaan zouden binnendringen. De beschermde lympheklier, die na
24 uur nog op via de ductus afferentes aangevoerd antigeen kan
reageren (zie 3*), zou dan ook vrij snel op intraveneus toegediend
antigeen tot antilichaamvorming moeten kunnen komen. Indien
het antigeen in de periferie uit de bloedbaan zou treden en zo indi-
rekt in de lympheklier terecht zou komen, zou een vertraging en
eventueel tengevolge daarvan een vermindering (vgl. 3°) van de
antilichaamproductie verwacht mogen worden. Het titerverloop
verschilt echter aanzienlijk van het waargenomene bij subcutane
antigeeninjectie 1, 2 of 3 dagen na de bestraling. Pas op de 7e dag
begint een antilichaamvorming, welke wat betreft de primaire stij-
ging en piektiter vergelijkbaar is met die bij onbestraalde proef-
dieren. Er werden nog een tweetal experimenten uitgevoerd om na
te gaan op welke plaats deze antilichaamproductie tot stand kwam.

e. Totale lichaamsbestraling met lympheklierbescherming, na 24
uur gevolgd door splenectomie en onmiddellijk daarna intra-
veneuze antigeeninjectie, en na nog eens drie dagen lymphaden-
ectomie (LYKLSH-24 u-splenectomie-AG'V-72 u-lymphadenec-
tomie); fig. 9

Een drietal organen of orgaangroepen lijkt in aanmerking te ko-
men voor de onder 3" waargenomen antilichaamproductie: het be-
schermde orgaan zelf - waarbij de vertraging dan verklaard zou moe-
ten worden door een moeilijke passage van de vaatwand in de lym-
pheklier of door de te volgen omweg via het perifere drainagege-
bied - de milt of de overige lymphoiede organen, waarheen de in de
lympheklier beschermde cellen zich begeven zouden kunnen hebben
om daar na enige tijd op antigeen te kunnen reageren.

Indien echter zowel de milt - direkt voorafgaand aan de antigeen-
toediening, als de lympheklier - 3 dagen nadien - verwijderd zijn,
wordt een titerverloop waargenomen, dat vrijwel geheel overeen-
komt met het onder 3% beschrevene: de latente periode is weliswaar
een dag langer maar de curven lopen verder vrijwel parallel. Men
kan dus aannemen dat de hier waargenomen antilichaamvorming
niet in de betrokken gespaarde lympheklier tot stand komt en dat
ook de aanwezigheid van de milt hiervoor geen noodzaak is.
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f. Totale lichaamsbestraling met lympheklierbescherming, na 24
uur gevolgd door een intraveneuze antigeeninjectie en weer 12
uur later intraveneuze toediening van een specifiek antiserum

(LYKLSH-24 u-AG"-12 u-AL"); fig. 9

In het volgend hoofdstuk betreffende de miltexperimenten zal
de door Nieuwenhuis c.s. (1967) aangegeven methode om de antili-
chaamproductie tot de milt te beperken door middel van specifiek
antilichaam nader besproken worden. Van deze methode wordt
nu reeds gebruik gemaakt om vast te stellen of de antilichaamvor-
ming bij totale lichaamsbestraling met lympheklierbescherming in
de milt plaats heeft indien dit orgaan aanwezig is. Door de antili-
chaamtoediening wordt het antigeencontact mogelijk in tijd Dbe-
perkt, de immunologisch competente cellen zouden in totaal ge-
durende 36 uur de gelegenheid gehad hebben om van de lymphe-
klier naar de milt te gaan, waarbij een antigeencontact in de laatste
12 uur tot stand gekomen kan zijn.

In deze proefopstelling wordt wel een stijging van de hoeveel-
heid circulerend antilichaam waargenomen rond de 7e en 8e dag,
deze blijft echter beperkt. Een op dit ogenblik onverklaarbare 2e
stijging treedt ongeveer 3 dagen later op.

Nabeschonwing

Hoewel in de bij totale lichaamsbestraling beschermde lymphe-
klier geen duidelijk waarneembare depletie optreedt, is bij deze ex-
perimenten wel een zeer aanzienlijke teruggang van het vermogen
antilichaam te vormen gedurende de eerste 24 uur na de bestraling,
welke zich ook nog verder voortzet, gevonden. Bij de meeste die-
ren gelukte het door lymphadenectomie vast te stellen, dat de anti-
lichaamproductie bij totale bestraling met lympheklierbescherming
na subcutane antigeentoediening inderdaad in de lympheklier plaats
vindt; het is niet onmogelijk, dat de ondanks de lymphadenectomie
bij de andere dieren optredende antilichaamvorming voortkomt uit
manipulaties bij de lymphadenectomie, waardoor antilichaampro-
ducerende cellen uit het orgaan gedrukt zijn en elders hun productie
voortgezet hebben.

De door ons zowel bij subcutane als intraveneuze antigeentoedie-
ning verkregen titercurven vertonen grote overeenkomst met het-

74



geen door Siissdorf en Draper waargenomen werd. De histologische
achtergrond werd door hen niet nagegaan, zij stelden slechts de hy-
pothese, dat of de door de lympheklierbescherming gespaarde com-
petente, mobiele cellen of een niet-cellulaire factor ten grondslag ligt
aan een antilichaamproductie op daarvoor bestemde plaatsen.

Indien de bij lympheklierbescherming (24 uur-antigeen®®) verkre-
gen curve vergeleken wordt met die, waarbij een locale lymphe-
klierbestraling voorafgegaan is, dan valt op dat in het laatste geval
,ondanks” deze bestraling d.w.z. waarschijnlijk ,,dankzij” de influx
van cellen na de bestraling een relatief betere antilichaamvorming
bereikt wordt.

Komt dus enerzijds uit alle experimenten waarbij een locale be-
straling toegepast werd, naar voren dat de hierbij optredende influx
van cellen een toename van het vermogen antilichaam te vormen
met zich meebrengt, anderzijds leidt het ontbreken van een influx,
zoals bij lympheklier-shielding tot reductie van de immunologische
capaciteit van de lympheklier.

De experimenten waarbij na totale lichaamsbestraling met lym-
pheklierbescherming het antigeen intraveneus toegediend werd, la-
ten zien dat de perifere lympheklier in tegenstelling tot het door
Schulze (1925) vermoede, niet direkt op het door de bloedbaan
passerend antigeen kan reageren, verder dat de milt nauwelijks ver-
antwoordelijk is voor de zeer redelijke, zij het laat optredende an-
tilichaamproductie. De localisatie van dit proces, kennelijk elders in
het lymphoiede systeem, is met de hier gebruikte technieken niet te
benaderen.

Mogelijk is bij deze proeven een bevordering van het herstel van
het lymphoiede systeem verkregen, hetzij door een outflow van ge-
spaarde cellen uit de beschermde lympheklier, hetzij door cellen uit
het eveneens beschermde beenmerg van de achterpoten.
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Hoofdstuk 1V

DE MILT

A. Bouw, functie en gevolgen van rontgenbestralingen
Histologie van de milt

Ook de milt is een orgaan met o.a. een filtratiefunctie en een
taak in immunologische reacties, maar anders dan de lympheklier
opgenomen in de bloedbaan. In het miltweefsel onderscheidt men
de witte pulpa, het lymphoiede weefsel van de milt, en de rode pul-
pa, bestaande uit een complex van bloedsinussen. De witte pulpa
volgt de vertakkingen van de art. lienalis, welke de milt binnenge-
treden zijn aan de langgerekte hilus van het orgaan, daarna een
eindweegs gelegen zijn in de bindweefseltrabekels en tenslotte slechts
door lymphoied weefsel omgeven zijn. Dit lymphoiede weefsel is
samengesteld uit de voornamelijk uit kleine lymphocyten bestaande
periarteriolaire lymphocytenscheden (p.a.lis.) en langs het verloop
hiervan de follikels of lichaampjes van Malpighi. De p.a.l.s. bestaat
uit een grondpatroon van reticulumcellen, dat zich naar de rode
pulpa voortzet in de scheidingswanden tussen de sinusoiden, en in de
mazen van dit cellenreticulum een grote massa voornamelijk kleine
lymphocyten. In deze p.a.ls. is na een antigene stimulering de spe-
cifiek cellulaire reactie en de plasmacellulaire reactie gelocaliseerd.
De in de p.a.l.s. aanwezige lymphocyten zouden volgens Langevoort
(1963) te onderscheiden zijn van de lymphocyten in de hierna nog
te bespreken follikels door een grotere kern en een lichtere kern-
structuur. Rondom de lymphocytenschede is vooral in de nabijheid
van de follikels veelal een aantal van de hierna nog te bespreken
follikelrandcellen gelegen. De diameter van de p.a.ls. neemt met het
kaliber van het bloedvat geleidelijk af. De centraal gelegen arteriole
vertoont een normale endotheel- en spierwand. Snook (1946) meen-
de dat zich rond deze arteriolen nog een lymphevat bevindt; in
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Milt. Periarteriolaire lymphocytenschede met follikel. Vergr.: 220 x.

een electronenmicroscopisch onderzoek (Weiss, 1964) werden deze
lymphebanen echter niet waargenomen.

In het verloop van de periarteriolaire lymphocytenscheden, met
een zekere voorkeur voor de vertakkingsplaatsen, liggen de bolvor-
mige follikels. De begrenzing tussen p.a.ls. en follikel, beide groten-
deels uit lymphocyten bestaand, is in het algemeen duidelijk. De op-
bouw van de miltfollikels is dezelfde als die van de follikels in de
lympheklier: een licht gekleurd centrum bestaande uit reticulum-
cellen, enkele zogenaamde “medium-sized” lymphocyten, weinig
kleine lymphocyten en slechts na een antigene prikkel de typische
follikelcentrumreactie (blastcellen, mitosen, ,,tingibele Korper”), om-
geven door een brede krans van voornamelijk kleine lymphocyten
met een donkere kern (Langevoort, 1963). De lymphocytenkrans
(corona) is meestal onderbroken aan de naar de p.a.ls. toegekeerde
zijde.

In de peripherie van de follikels bevinden zich de follikelrand-
cellen, cellen welke zich ook hier van de lymphocyten onderschei-
den door een smalle rand licht-basophiel cytoplasma en een vrij
bleke wat grotere kern. Deze ,,Knotchenrandzone” (Weidenreich,
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1901) is als het ware in tweeén gesplitst door een krans van capil-
lairen, welke om de follikel gelegen is: er binnen ligt een meestal
beperkt aantal follikelrandcellen vermengd met de buitenste lym-
phocyten van de corona, en erbuiten een brede t.0.v. de omgevende
rode pulpa onscherp begrensde zgn. “marginal zone”, vrijwel geheel
bestaande uit follikelrandcellen. Dit follikelrandcellensysteem kan
tot hyperplasie gebracht worden door uiteenlopende prikkels: fre-
quent herhaalde antigeeninjecties, endotoxine, cytostatica en met
enige vertraging door rontgenbestraling (Scholten c.s., 1965). Het
is in deze celformaties, dat Fitch (1953) en meer gepreciseerd Nos-
sal en medewerkers (1966) de specifieke “antigen trapping” opge-
merkt hebben.

De rode pulpa bestaat uit onregelmatige en onderling samenhan-
gende sinusoiden gevuld met bloed, en de scheidingswanden tussen
deze sinusoiden - de strengen van Billroth - die uit reticulair bind-
weefsel bestaan. Het bloed van de sinusoiden wordt direct afgevoerd
door de takken van de vena lienalis. De rode pulpa is het feiteljke
filtratieapparaat van de milt: zowel de reticulumcellen van de stren-
gen van Billroth als de wandcellen van de sinusoiden zijn tot pha-
gocytose in staat. De bloedstroomvertraging bevordert de filterwer-
king. Zowel in deze ,sinussen” als in de strengen worden cellen van
het bloed aangetroffen alsmede uit de witte pulpa afkomstige ele-
menten: vooral lymphocyten en ook rijpe plasmacellen. Het met
de arteriolen aangevoerde arteriele bloed komt via capillairen (pen-
seel-,,arterien”, huls-,arterien”), afhankelijk van de diersoort, of te-
recht tussen de reticulumcellen van de Billrothse strengen (open
circulatie), dan wel direct in de sinusoiden (gesloten circulatie).

Recirculatie in de mailt

Recirculatie in de door Gowans bedoelde zin betekent voor de
milt: opname van lymphocyten uit het arteriele bloed door het lym-
phoiede weefsel van de witte pulpa, na enige tijd gevolgd door een
afgifte van deze cellen naar het via de rode pulpa afgevoerde bloed.
Passage van lymphocyten, zoals waargenomen in de schorsvenulen
van de lympheklieren, lijkt hier practisch niet aanwezig. Vanuit
de arteriolen gaan echter capillairen naar de omgevende schede
(Weiss, 1964); een emigratie uit de bloedbaan op deze plaats lijkt
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mogelijk, maar is niet duidelijk in het microscopisch beeld. Gowans
en Knight (1964) zagen echter wel de in vitro gelabelde en daarna
intraveneus ingespoten lymphocyten verschijnen in de p.a.ls.. De
door Langevoort (1963) waargenomen centrifugale verplaatsing
van de plasmacellen in de p.a.ls. zou een uiting kunnen zijn van
de ,,doorstroming” van dit gebied. De lymphocyten en eventuele
plasmacellen zullen tenslotte in de rode pulpa terecht komen en met
het bloed afgevoerd worden.

Evenals bij de lympheklier werden door Gowans en Knight geen
ingespoten gelabelde cellen teruggevonden in de follikels. Bij het
hier te beschrijven onderzoek wordt echter wel een ,,emigratie” van
bloedlymphocyten naar de follikels waargenomen.

Immunologische reacties

Bij de bespreking van de lympheklier (hoofdstuk III, pag. 24)
werden de drie immunologische reacties reeds uitvoerig behandeld;
hier zal slechts aangegeven worden op welke punten de processen
in de milt afwijken van hetgeen bij de lympheklier beschreven werd.

Specifiek cellulaire reacties zijn in de milt in twee experimentele
situaties bestudeerd. Door Gowans (1962) is beschreven hoe tijdens
een “graft-versus-host” reactie, opgewekt door intraveneuze injectie
van niet-histocompatibele ductus thoracicus-lymphocyten, in de
p.a.l.s. van de gastheer-milt grote pyroninophiele cellen tot ontwikke-
ling kwamen. Deze cellen ontstonden uit de ductus thoracicus-lym-
phocyten en waren de uitgangscellen voor de specifieke “commit-
ted” kleine lymphocyten (Gowans c.s., 1962). Verder is door Stro-
ber en Gowans (1965) waargenomen dat lymphocyten, welke bui-
ten het lichaam in contact kwamen met een lichaamsvreemde nier
en teruggevoerd werden naar de bloedbaan, zich ook naar de p.a.ls.
begaven, waar met behulp van een labeling ook nog een ontwik-
keling tot blastcellen gevolgd kon worden.

De antilichaamvorming treedt in de milt op na een intraveneuze
antigeentoediening. De “antigen trapping” geschiedt ook hier in de
zone met follikelrandcellen, eerst in de “marginal zone”, door nog
onbegrepen oorzaak pas enkele uren later in het gebied waar zich
aan de binnenzijde van de capillairen ook follikelrandcellen bevin-
den en tenslotte, ongeveer 24 uur na de antigeentoediening, in een
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deel van het follikelcentrum. De ontwikkeling van de plasmablas-
ten lijkt echter niet zoals in de lympheklier in deze follikelrand
te beginnen, maar juist in het centrale gedeelte van de p.a.ls., zij
het vooral nabij de follikel (Langevoort, 1963). Uit waarnemingen
van Ford, Gowans en Mc Cullagh (1966) bleek dat een milt geper-
fundeerd met antigeen en lymphocytenarm bloed en vervolgens in-
gebracht in een isologe gastheer geen antilichaam vormde. Antili-
chaamvorming werd wel gevonden, indien aan de perfusie-vloeistof
grote aantallen ductus thoracicus-lymphocyten waren toegevoegd.
Maar ook vanuit de milt zelf kwamen na enkele uren perfusie lym-
phocyten in de passerende vloeistof en op dat tijdstip resulteerde
antigeentoediening wel in een antilichaamproductie. Dit zou erop
kunnen wijzen, dat een regelmatige aanvoer van cellen via het arte-
riéle bloed belangrijker is voor de antilichaamvorming dan hun aan-
wezigheid in de milt, en ook dat de milt meer immunologisch com-
petente cellen ,levert” dan de ductus thoracicus.

De ontwikkeling van de plasmacellen komt tot stand in de p.a.l.s.:
er worden achtereenvolgens overgangscellen tussen lymphocyten en
blastcellen (Langevoort, 1961), de “transitional cells” van Fagraeus
(1948), plasmablasten en de rijpere cellen van de plasmacellulaire
reeks gezien. Langevoort (1963) heeft er op gewezen dat de jongste
celvormen bij de plasmacellulaire reactie dicht bij de centrale arte-
riole liggen en dat bij de celvermenigvuldiging en de differentiatie
van deze cellen een verplaatsing naar de rode pulpa tot stand komt.

Door Nieuwenhuis c.s. (1967) werd vastgesteld, dat de anti-
lichaamproductie na een intraveneuze antigeeninjectie vrijwel ge-
heel tot de milt beperkt kan worden door enkele uren na de immu-
nisatie specifiek antilichaam in te spuiten.

Dat weefselkweken van witte pulpa uitgeprepareerd na antigeen-
toediening, in tegenstelling tot die van rode pulpa vrijwel geen
antilichaamproductie te zien gaven (Fagreus, 1948), moet worden
toegeschreven aan het feit, dat als ,,witte pulpa” alleen de follikels
gekweekt werden en de periarteriolaire lymphocytenscheden ach-
terbleven in de ,,rode pulpa”-fractie (Thorbecke en Keuning, 1956).
Dat antilichaamvormende cellen met de immunofluorescentietech-
niek voornamelijk in de rode pulpa werden opgemerkt (Leduc, Coons
en Conolly, 1955) berust op het feit, dat met de gevolgde techniek
antilichaam vrijwel alleen aangetroffen wordt in rijpere plasmacellen
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en dat deze cellen door emigratie in de rode pulpa terecht komen.

Voor de beschrijving van de follikelcentrumreactie zij verwezen
naar Hoofdstuk III, omdat de verschijnselen in de follikelcentra
van de milt en de lympheklier geheel met elkaar overeenkomen.

Neonatale verwijdering van de thymus of Bursa van Fabricius
(samen met rontgenbestraling) liet ook in de milt enkele hiervan
afhankelijke structuren en functies uitkomen. Thymectomie ver-
oorzaakte histologisch een onderontwikkeling van de periarterio-
laire lymphocytenscheden, functioneel een preferent achterwege blij-
ven van de specifiek cellulaire reactie (Good e.a., 1962; Miller, 1962).
“Bursa-dependent” bleken te zijn de follikels met follikelcentra en
ook de plasmacellen, welke merkwaardigerwijze juist in de thymus-
afhankelijke p.a.Ls. lijken te ontstaan. Bij afwezigheid van een Bursa
(of daarmee te vergelijken organen) ontstond een onvermogen om
antilichaam te vormen (Cooper, 1965 e.v.).

Gewvolgen wvan rontgenbestralingen

Rontgenstralen veroorzaken natuurlijk in de veel lymphocyten
bevattende milt een aanzienlijke beschadiging (Heineke, 1904; Mur-
ray, 1948; Langevoort e.a., 1961). Ook hier gaan de follikellympho-
cyten en de follikelrandcellen te gronde; in de periarteriolaire lym-
phocytenschede daarentegen lijkt slechts een beperkte lymphocy-
tendood op te treden.

De immunologische gevolgen van een rontgenbestraling kwam
reeds uitvoerig ter sprake in Hoofdstuk III. Ondanks de opvallende
plaats van de follikelrandcellen in de milt en de stralengevoeligheid
van deze cellen werd het mogelijke verband tussen de beschadiging
van deze cellen en de vermindering van de antilichaamvorming
aanvankelijk niet onderzocht.

Ook bij de milt waren de histologische gevolgen van een locale
bestraling geheel anders dan die van een totale lichaamsbestraling,
hetgeen tegen de achtergrond van de recirculatie achteraf ook wel
verklaarbaar is. Pohle en Bunting (1936) volgden de histologische
veranderingen na locale miltbestralingen bij diverse doses: bij bestra-
lingen tot 500 R was het meest stralengevoelige gebied, de follikel,
binnen 24 uur weer hersteld, bij doseringen van 1000 tot 5000 R
was dit na ongeveer drie dagen het geval. Locale miltbestraling door
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Siissdorf en Draper (1956, 1400 R) en Taliaferro en Taliaferro (1956,
500-10.000 R) waarbij één respectievelijk twee dagen na de bestra-
ling het antigeen intraveneus toegediend werd, lieten echter na een
niet-verlengde latente periode een normale tot zelfs verhoogde (bij
hoge rontgendoseringen) antilichaamvorming zien; de vorm van de
titercurve was hierbij steeds normaal.

Simic en medewerkers (1965) injiceerden het antigeen op diverse
tijdstippen tussen 2 en 15 dagen na locale miltbestraling (10.000
R); zij zagen na een steeds met ongeveer 2 dagen verlengde latente
periode een ook quantitatief gereduceerde antilichaamvorming, het
sterkst bij antigeeninjectie 6 dagen na de bestraling.

In al deze experimenten werd echter niet met behulp van histo-
logische onderzoek of door splenectomie nagegaan waar de anti-
lichaamvorming gelocaliseerd was. Bij ons onderzoek is een poging
gedaan om vast te stellen in hoeverre antilichaamvorming in een
bestraalde milt kan plaatsvinden. Hierbij werd 12 uur na de iv.
antigeeninjectie een kleine hoeveelheid hyperimmuunserum tegen
het betreffende antigeen toegediend om de antilichaamvorming tot
de milt te beperken en werd in controledieren een splenectomie
verricht om de localisatie van de gevonden antilichaamvorming
in de milt te verifiéren (Nieuwenhuis c.s., 1967).

Ook het effect van totale lichaamsbestraling met miltbescherming
is door een aantal onderzoekers nagegaan. Jacobson c.s. (1950) be-
schermden de milt tijdens de bestraling met een loden koker en
merkten op, dat dit leidde tot een lymphocytendepletie in de ge-
spaarde milt en een versneld herstel van de andere lymphoiede or-
ganen. Volgens Siissdorf (1959) zou bij deze miltbescherming een
kortdurende vermindering van de hoeveelheid witte pulpa (inclu-
sief de follikelrandcellen) tot stand komen, waarna rond de vierde
dag een herstel zou plaats vinden. Bij de totale lichaamsbestraling
(500 R) met miltbescherming werd ook het resterende, aan de milt
toe te schrijven vermogen tot antilichaamvorming getest (Taliaferro
en Taliaferro, 1956; Siissdorf en Draper, 1956); daarbij werd een
antilichaamproductie waargenomen, welke gekenmerkt was door
een vrijwel normale latente periode en een langzaam stijgende titer-
curve. Door verwijdering van de beschermde milt 1 of 2 dagen na
de antigeeninjectie konden Taliaferro en Taliaferro (1956) de anti-
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lichaamvorming slechts in vrij geringe mate reduceren, zodat het
erop leek dat deze slechts ten dele in de milt tot stand kwam.

In ons onderzoek werden dezelfde bestralingstechnieken toege-
past: totale lichaamsbestraling, al of niet met miltbescherming, en
locale miltirradiatie. Ook hier was het de opzet de eventuele cor-
relaties tussen de histologische veranderingen en het vermogen tot
antilichaamvorming onder verschillende omstandigheden na te gaan.

B. Experimenten: Histologische veranderingen in de milt na
rontgenbestralingen

Voor de gelocaliseerde bestraling van de milt werd geen loden
schild onder dit orgaan aangebracht zoals door Taliaferro en Talia-
ferro (1956) beschreven is. Er werd de voorkeur gegeven aan een be-
vestiging van de milt aan de voorste buikwand - slechts een kleine
ingreep in vergelijking met het inbrengen van de loden bescher-
mingsplaat - waarna bestraald werd met behulp van een tubus. Een
nadeel van deze methode is dat ook enkele andere organen in deze
omgeving bestraald zullen worden, zoals bijvoorbeeld de mesente-
riale lympheklieren en enkele lymphoiede organen langs de tractus
digestivus. Daar deze op veel grotere afstand liggen dan de aan de
buikwand gefixeerde milt zal de bestralingsdosis in de andere orga-
nen in ieder geval geringer zijn dan in de milt. Bij de miltbescher-
ming werd wel een operatieve methode verkozen, waarbij de milt
zich tijdens de bestraling in een loden koker (variant van de koker
van Taliaferro c.s., 1956) bevond. Daar bekend is (Stissdorf en Dra-
per, 1956) dat b.v. appendixshielding een sterke (100 %) bescher-
ming van de antilichaamvorming met zich mee brengt, leek het
bij de miltbescherming noodzakelijk de lymphoiede organen langs
de tractus digestivus mee te bestralen, reden waarom hier niet vol-
staan werd met het aanbrengen van loden platen boven een aan
de buikwand vastgehechte milt.

1. Histologische gevolgen van een totale lichaamsbestraling

(ROTOT)

Evenals bij de lympheklier werd ook hier materiaal beoordeeld,
dat verkregen was door een homogene bestraling van 500 R, met
steekproeven door biopsieén bij dieren, welke een eenzijdige irradia-
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tie van 850/380 R ondergingen. Het resultaat van beide bestralings-
technieken was volkomen vergelijkbaar.

Het aantal lymphocyten in de p.a.ls. lijkt slechts weinig bein-
vloed te worden door de totale lichaamsbestraling; uitsluitend in
de 5- en 12-uurs biopsieén is een kleine hoeveelheid kerndébris
waar te nemen, na enkele uren gevolgd door een lichte depletie in
in dit gebied. Eventueel aanwezige grote pyroninophiele cellen en
rijpe plasmacellen lijken de bestraling te doorstaan.

In tegenstelling tot de p.als. is er na de bestraling wel een aan-
zienlijke destructie van de follikels: reeds na 5 uur blijken de fol-
likellymphocyten en ook de follikelrandcellen, zowel binnen als
buiten de capillairenkrans, voor een aanzienlijk deel te gronde gegaan
en zelfs al ten dele gephagocyteerd. In op het ogenblik van de be-
straling kennelijk actieve follikelcentra blijven nog korte tijd blast-
type cellen aanwezig. Na verdwijning van het celdébris (12-24 uur)
en de resten van het follikelcentrum resteren van de follikels
slechts conglomeraten van bleke reticulumcellen (foto 13). Het her-
stel van de follikels begint rond de achtste dag: in het verloop van
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Foto 13.
Milt, 24 uur na totale lichaamsbestraling. Lege follikel en vrijwel normale
periarteriolaire lymphocytenschede. Vergr.: 220 x.
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de p.a.ls. verschijnen dan weer haardjes van follikelrandcellen, wel-
ke later het gehele follikelbeeld gaan beheersen. Niet vastgesteld
kon worden hoe de infiltraatjes van follikelrandcellen ontstaan zijn.
Rond de 15e dag bestaat de follikel uit zeer talrijke follikelrand-
cellen met daartussen slechts enkele kleine lymphocyten.

In de rode pulpa zijn kort na de bestraling de kleine lymphocyten
verdwenen, gespaard blijven evenwel de plasmacellen en de reti-
culumcellen; het herstel komt hier slechts zeer geleidelijk op gang.

Nabeschouwing

De schade en het herstel in de milt na een totale lichaamsbestra-
ling, zoals hier beschreven, komt in grote trekken overeen met het
door Murray (1948) en Langevoort (1961) daarbij waargenomene.
In verband met de hierna naar voren komende transformatiemoge-
lijkheden van lymphocyten moet hier opgemerkt worden, dat wij
evenals Keuning c.s. (1964) een herstel van de aanvankelijk bescha-
digde follikelrandcellen aan het begin van de tweede week zagen.

Leken in de lympheklier de lymphocyten van de lymphocyten-
velden aan de beschadiging door de bestraling te ontsnappen, het-
zelfde geldt in de milt voor de lymphocyten van de p.a.ls. De bij
de lympheklier hiervoor vermelde mogelijke oorzaken, een verschil
in radiogevoeligheid door eigenschappen van de cel of veroorzaakt
door de omgeving (zuurstofspanning), of overdekking van de schade
door een snelle influx, zouden ook voor het ,verschil” in stralen-
gevoeligheid tussen p.a.ls. en miltfollikel verantwoordelijk kunnen
zijn. Evenals het herstel van de lympheklier komt ook het milther-
stel na een totale lichaamsbestraling op gang geruime tijd voordat
de bloedlymphocyten hun normale peil weer bereikt hebben.

2. Histologische gevolgen wvan locale miltbestraling (MILTLOC)

In tegenstelling tot de situatie bij een totale lichaamsbestraling
kan bij een locale miltbestraling met de mogelijkheid van een na de
beschadiging optredende repletie vanuit de “circulating pool of lym-
phocytes” rekening gehouden worden.

Biopsieén uit de bestraalde milt werden uitgevoerd 8, 12, 24 en
36 uur na de bestraling en vervolgens op de 2e, 3e, 5e en 12e dag.

In de eerste biopsieén treffen we in de p.a.l.s. naast de lymphocy-
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Foto 14.

Milt, 8 uur na locale bestraling. Follikeldestructie en beginnende repletie met
lymphocyten. Vergr.: 220 x.
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Milt, 24 uur na locale bestraling. Maximale repletie van de follikels met kleine
lymphocyten; follikelrandcellen nog afwezig. Vergr.: 170 x.
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ten, welke slechts weinig in aantal verminderd lijken, enkele phago-
cyterende cellen met pycnotische kernresten aan; het beeld van de
p.a.l.s. onderscheidt zich daarna niet duidelijk meer van het normale.

In tegenstelling tot de p.a.ls. vertoont de follikel acht uur na de
bestraling een aanzienlijk celverval in de lymphocytenkrans en daar-
buiten. De te gronde gegane cellen zijn ten dele reeds gephagocyteerd;
daarnaast zijn er echter ook reeds weer donkerkernige lymphocy-
ten in het gebied van de lymphocytenkrans aanwezig (zie foto 14).
Evenals in de lympheklierfollikel neemt het aantal van deze lym-
phocyten in de volgende uren sterk toe; foto 15 laat zien, hoe na
24 uur de follikel uit dicht opeengelegen lymphocyten met daar-
tussen enkele verspreide macrophagen bestaat. De toename van het
aantal lymphocyten gaat ook hier niet gepaard met celdelingen in
de follikel of elders in de milt, zodat een aanvoer van buitenaf met
zekerheid mag worden aangenomen; de aanvoerroute kon echter
niet worden vastgesteld, al valt het op dat de eerste toename van
het aantal lymphocyten (8 uur na de bestraling) gevonden wordt in
de peripherie van de follikel.

De follikelrandcellen waren evenals de kleine lymphocyten van
de follikel kort na de bestraling geheel verdwenen; direct buiten
de capillairenkrans werden nog slechts reticulumcellen gezien. Zo-
als hiervoor beschreven bevinden zich 24 uur na de locale bestraling
binnen de capillairenkrans slechts kleine lymphocyten en enkele ma-
crophagen; aan de buitenzijde van deze ,,overvulde” corona wor-
den reeds na 36 uur weer follikelrandcellen waargenomen. Ook hier
zijn weer cellen aanwezig, welke als intermediair tussen kleine lym-
phocyten en follikelrandcellen te beschouwen zijn. Het aantal fol-
likelrandcellen neemt vervolgens toe, spoedig verschijnen ze ook
weer buiten de capillairenkrans (zie foto 16). Tijdens het herstel van
deze marginale zone zijn ter plaatse behalve de overgebleven reti-
culumcellen ook enkele kleine lymphocyten aanwezig.

Na het eerste etmaal neemt tijdens de ontwikkeling van follikel-
randcellen het aantal lymphocyten in de follikel geleidelijk weer af,
ook het centrum wordt minder celrijk. Op de vierde a vijfde dag
heeft zich het beeld van de normale follikel hersteld.

Bij toediening van een antigeen na de locale bestraling blijkt niet
alleen de gebruikelijke plasmacellulaire reactie in de p.a.l.s. weer op
te kunnen treden, maar ook een normale follikelcentrumreactie,
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Foto 16.
Milt, 3 dagen na locale bestraling. Herstel van follikelrandcellen door transfor-
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waarbij rond de vijfde dag blastcellen in het centrum tot ontwik-
keling komen (foto 17). In de overige lymphoiede organen worden
bij locale miltbestraling geen duidelijke veranderingen waargenomen.

Nabeschouwing

De gevolgen van de locale miltbestraling zijn volkomen vergelijk-
baar met het bij de lympheklierexperimenten waargenomene: een
beschadiging onmiddellijk gevolgd door repletie van de follikels,
leidend tot ,,overvulling” met lymphocyten, terwijl de periarterio-
laire lymphocytenscheden vrijwel staionnair blijven evenals de lym-
phocytenvelden in de lympheklier. Dit snelle ,,herstel” van de fol-
likel werd ook reeds opgemerkt door Pohle en Bunting (1936).

De afwezigheid van celdelingen in de follikels wijst erop dat de
repletie door influx tot stand moet komen. Door Gowans en Knight
(1964) werden intraveneus toegediende ductus thoracicus-lympho-
cyten, door labeling herkenbaar gemaakt, evenals in de lymphe-
klier ook in de milt niet in de follikels aangetroffen, terwijl in onze
proeven na bestraling wel een aanvoer naar de follikels lijkt te be-
staan. Dit zou erop kunnen wijzen dat onder normale omstandig-
heden slechts een geringe doorstroming van de follikel bestaat. Uit
de H-thymidine labelingsproeven van Fliedner c.s. (1964) (zie pag.
33) blijkt dat de kranslymphocyten niet in de follikelcentra ont-
staan, zodat de veronderstelling gerechtvaardigd is, dat ook onder
normale omstandigheden de lymphocyten van de follikelkrans uit
de circulatie afkomstig zijn. De mogelijke oorzaak van het ontbre-
ken van een lymphocyteninflux in de follikels bij de experimenten
van Gowans en Knight zal in Hoofdstuk VI ter sprake komen.

Het was om practische redenen bij de milt onmogelijk met be-
hulp van een gecombineerde bestraling, zoals bij de lympheklier,
de influx met zekerheid te bewijzen en vast te stellen of het vrijwel
ontbreken van lymphocytendepletie in de p.a.ls. voortkomt uit
een relatieve rontgenresistentie, dan wel berust op een zeer snelle
repletie of doorstroming van de p.a.ls. met bloedlymphocyten.
Gowans en Knight (1964) zagen in de onbestraalde milt wel een
migratie van gelabelde lymphocyten door de p.a.ls.

Evenals in de lympheklier treden ook in de miltfollikel weer spoe-
dig, zelfs nog eerder waarneembaar dan in de lympheklier, follikel-
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randcellen op. Ook hier zijn eerst uitsluitend kleine lymphocyten,
later follikelrandcellen en mogelijke overgangscellen tussen beide
hiervoor genoemde soorten waargenomen, hetgeen in sterke mate
een transformatie suggereert.

Dat het verschijnen van follikelrandcellen en het ook spoedig
weer mogelijk zijn van een follikelcentrumreactie inderdaad afhan-
kelijk zijn van lymphocyten-influx, blijkt ook nog eens bij een ver-
gelijking met het herstel na een totale bestraling: de follikelrand-
cellen verschijnen daar pas na ongeveer 8 dagen, het vermogen een
follikelcentrumreactie te geven komt nog later.

3. Histologische gevolgen wan een totale lichaamsbestraling met
bescherming van de milt (MILTSH)

Behalve de milt werden hierbij alle organen aan de bestraling
(850/380 R) blootgesteld. Na 24 uur zijn zeer opmerkelijke veran-
deringen waarneembaar: in de follikels komen nog maar weinig
kleine lymphocyten voor, het gebied van de lymphocytenkrans
wordt vrijwel geheel ingenomen door follikelrandcellen. Deze cel-
soort is ook buiten de capillairenkrans in de gebruikelijke vorm aan-
wezig. Slechts een gering aantal kleine lymphocyten komt nog in
het centrum voor (foto 18).

In de latere biopsieén neemt het aantal lymphocyten in de fol-
likels nog verder af; de hyperplasie van de follikelrandcellen blijft
gehandhaafd gedurende de periode (8 dagen), waarin biopsieén ver-
richt zijn. Incidenteel werden tussen de follikelrandcellen binnen de
capillairenkrans holten aangetroffen, gevuld met een homogene sub-
stantie, welke enige verwantschap lijkt te vertonen met amyloid
(Scholten c.s., 1964). Na antigeeninjectie is in de lymphocytenarme
follikels van de beschermde milt wel een follikelcentrumreactie
mogelijk: op de vijfde dag na de bestraling werden temidden van
de follikelrandcellen conglomeraten van grote pyroninophiele cel-
len gezien.

In de periarteriolaire lymphocytenschede treedt ook een lym-
phocytendepletie op, mogelijk door een emigratie van cellen; een
outflow van lymphocyten is echter niet waargenomen. Na antigeen-
toediening wordt in deze lege p.a.ls. een bijzonder floride plasma-
cellulaire reactie gezien, zodat een transformatie tot plasmacellen
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Foto 18.

Milt, 3 dagen na totale lichaamsbestraling met miltbescherming en 2 dagen

na intraveneuze antigeentoediening. Vrijwel geheel uit follikelrandcellen be-

staande follikel; sterke plasmacellulaire reactie in lymphocytenarme periarterio-
laire lymphocytenschede. Vergr.: 170 x.

ook aansprakelijk kan zijn voor de vermindering van het aantal
lymphocyten. Tenslotte zouden mogelijk ook de follikelrandcellen
in dit gebied voortgekomen kunnen zijn uit de lymphocyten van de
p.a.ls. De schade en het herstel van de overige lymphoiede organen
onderscheidt zich niet duidelijk van hetgeen bij totale irradiatie
gezien werd.

Nabeschouwing

De milt onderscheidt zich van de bij totale bestraling beschermde
lympheklier door een sterke vermindering van het aantal lymphocy-
ten zowel in de follikels als in de p.a.ls..

Deze lymphocytendepletie komt overeen met het door Jacob-
son cs. (1950) waargenomene; de primaire vermindering van de
hoeveelheid witte pulpa, door Siissdorf (1959) planimetrisch vast-
gesteld, lijkt in onze beelden niet te bestaan, in zoverre dat de plaats
van de lymphocyten ingenomen lijkt te zijn door follikelrandcellen.
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De afname van het aantal lymphocyten in de follikel tegelijk met
een vermeerdering van het aantal follikelrandcellen suggereert ook
nog eens een transformatie.

De lymphocytendepletie in de p.a.l.s. leidt er niet toe, dat na toe-
diening van antigeen een minder goede ontwikkeling van plasma-
cellen tot stand komt. Bij de immunologische experimenten zal dan
ook blijken dat de antilichaamproductie redelijk is.

In ons materiaal blijkt niet dat miltshielding cen versneld her-
stel van de overige lymphoiede organen meebrengt, ook niet van de
“outer cortex” der lympheklieren, waar Parrott, De Sousa en East
(1966) ingespoten, gelabelde miltcellen teruggevonden hebben.

C. Experimenten: Telling van het aantal bloedlymphocyten bij het
miltonderzoek; fig. 10

De locale bestraling van de milt veroorzaakt wel een, zij het tijde-
lijke vermindering van het aantal circulerende lymphocyten: na
een dieptepunt (74-72 %) 24 en 48 uur na de bestraling is er een
vrij snel herstel. Splenectomie veroorzaakt vergelijkbare verande-
ringen van het aantal bloedlymphocyten.

Totale lichaamsbestraling met miltbescherming doet het bloed-

| A i
0 5 10 dagen
Fig. 10.
Verandering van het aantal bloedlymphocyten bij miltexperimenten; de gemid-
delde uitgangswaarde per experimentele groep = 100 %. a. @@ Locale milt-

bestraling. b. 0—0 Splenectomie. c. w—a Totale lichaambestraling met milt-
bescherming. d. o—o Totale lichaamsbestraling.
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lymphocytenpeil in 24 uur dalen tot gemiddeld 16 %0 van de uit-
gangswaarden (vergelijk 10 %o bij lymphekliershielding). Reeds spoe-
dig is er weer een, zij het zeer langzame toename van het aantal
lymphocytaire cellen; bij totale bestraling wordt in deze periode nog
geen herstel gezien.

Dat de miltbescherming niet eenzelfde ,,verhoging” van het aan-
tal bloedlymphocyten veroorzaakt als waartoe de geisoleerde milt
bij een perfusie-experiment (Ford, Gowans, Mc Cullagh, 1966) in
staat was, zal voortkomen uit het feit dat in het eerste geval niet
alleen het totale bloedvolume groter zal zijn, maar in onze proeven
zeker ook cellen de bloedbaan zullen verlaten in andere lymphoiede
organen.

D. Experimenten: Antilichaamvorming op paratyphus B-vaccin
na rontgenbestralingen

Ook hier werd gebruik gemaakt van de hiervoor toegepaste be-
stralingstechnieken; het antigeen werd steeds intraveneus toege-
diend. Om de antilichaamvorming geheel tot de milt te beperken
werd de door Nieuwenhuis cs. (1967) aangegeven methode (toe-
diening van enig specifiek immuunserum na de antigeeninjectie)
toegepast. De antigeeninjectie werd in alle gevallen 24 uur na de
bestraling uitgevoerd in de eerste plaats, omdat de door de stralen
getroffen organen op dat ogenblik een maximale vermindering van
het vermogen tot antilichaamvorming vertonen, ten tweede, omdat
na één etmaal zowel na miltbestraling als bij miltbescherming de
histologische veranderingen het meest uitgesproken zijn.

1. Antilichaamvorming by locale miltbestraling en bijbehorende
experimenten

a. Locale miltbestraling, na 24 uur gevolgd door intraveneuze anti-
geentoediening (MILTLOC-24 u-AG"); fig. 11

Na deze locale miltbestraling lijkt nog een zeer redelijke anti-
lichaamproductie mogelijk te zijn. Na een vertraging van twee dagen
to.v. de AG'¥-controle werd een snel stijgende titercurve waargeno-
men; de bij de controlegroepen gemeten piektiter wordt echter niet
bereikt. Bij deze locale miltbestraling zijn de overige lymphoiede or-
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Verloop van de antilichaamtiter. a. 0—0 Locale miltbestraling, na 24 uur ge-

volgd door intraveneuze antigeentoediening (MILTLOC-24 u-AGiv); gem. van

6 dieren. b. @@ Splenectomie, na 24 uur gevolgd door intraveneuze antigeen-
toediening (splenectomie-24 u-AGiv); gem. van 2 dieren.

ganen in principe onbeschadigd; met behulp van splenectomie -
eveneens 24 uur voor de antigeentoediening om een vergelijkbare
situatie te verkrijgen - werd het vermogen tot antilichaamvorming
elders in het lymphoiede systeem gecontroleerd.

b. Splenectomie, na 24 uur gevolgd door intraveneuze antigeentoe-
diening (splenectomie-24 u-AG'v); fig. 11.

De antilichaamproductie na splenectomie blijkt identiek te zijn
met die na locale miltbestraling; ook hier een latente periode van
4 dagen, een vrij snelle stijging tot een - subnormale - piektiter en
vervolgens een horizontaal verlopende titercurve.

Dit resultaat doet de vraag rijzen in hoeverre de onder 1a be-
schreven antilichaamproductie in de bestraalde milt plaatsvindt, dan
wel daar buiten tot stand komt.
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c. Locale miltbestraling, na 24 uur gevolgd door intraveneuze an-
tigeeninjectie en respectievelijk 48 of 96 uur daarna splenectomie
(MILTLOC-24 u-AG'v-48 u-splenectomie) (MILTLOC-24 u-
AGi¥-96 u-splenectomie); fig 12

Verwijdering van de locaal bestraalde milt bleek geen enkel effect
te hebben: het titerverloop bij de dieren waar splenectomie verricht
werd, was practisch gelijk aan de in uitsluitend locaal bestraalde
dieren bereikte titercurve. Deze experimenten wijzen er wel op dat
na locale miltbestraling het antilichaam voor een aanzienlijk deel
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Fig. 12.

Verloop van de antilichaamtiter. a. @@ Locale miltbestraling, na 24 uur ge-

volgd door intraveneuze antigeentoediening en na nog eens 48 uur splenectomie

(MILTLOC-24 u-AGiv-48 u-splenectomie); gem. van 2 dieren. b. @—a Locale

miltbestraling, na 24 uur gevolgd door intraveneuze antigeentoediening en na

nog eens 96 uur splenectomie (MILTLOC-24 u-AGiv-96 u-splenectomie); gem.
van 2 dieren. ¢. 00 MILTLOC-24 u-AGiv.

buiten de milt gevormd wordt. Om de antilichaamproductie tot
de milt te kunnen beperken, werd vervolgens dan ook gebruik ge-

maakt van de passieve immunisatie na de antigeentoediening (Nieu-
wenhuis, 1967).

d. Intraveneuze antigeeninjectie, na 12 uur gevolgd door specifiek
antiserum (AG'V-12 u-ALY); fig 13

De antilichaamvorming blijkt hier slechts weinig minder te zijn
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dan die van het gehele lymphoiede systeem (AGi¥-controle); alleen
de piektiter van AG™-12 u-AL" blijft een weinig onder die van de
controledieren.

e. Locale miltbestraling, na 24 uur intraveneuze antigeeninjectie

en weer 12 uur later toediening van specifiek antiserum
(MILTLOC-24 u-AG™-12 u-ALW); fig. 13

In de locaal bestraalde milt komt slechts een beperkte antilichaam-
vorming tot stand in vergelijking met de antilichaamproductie in de
milt onder meer normale omstandigheden (AG'Y-12u-ALY): de
antilichaamtiter begint pas op de vierde dag duidelijk te stijgen, de
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Fig. 13.

Verloop van de antilichaamtiter. a. 0—O Intraveneuze antigeeninjectie, na 12
uur gevolgd door specifiek antiserum (AGiv-12 u-ALiv); gem. van 6 dieren.
b. @@ Locale miltbestraling, na 24 uur gevolgd door intraveneuze antigeen-
injectie en weer 12 uur later toediening van specifiek antiserum (MILTLOC-24 u-
AGiv-12u-ALV); gem. van 4 dieren. c. o0—0O Locale miltbestraling, na 24 uur
gevolgd door intraveneuze antigeeninjectie, 12 uur later toediening van specifiek
antiserum en 36 uur hierna splenectomie (MILTLOC-24 u-AGiv-12u-ALiv-36 u-
splenectomie); gem. van 7 dieren. d. =—a Als c, doch een gemiddelde van 2
dieren. e. a—& ROTOT-24 u-AGiv,

vrij lage maximale titer wordt pas op de 7e dag bereikt en de titer
daalt daarna weer snel.

Het is natuurlijk noodzakelijk met behulp van splenectomie-ex-
perimenten na te gaan of de hier beschreven antilichaamvorming
inderdaad aan de bestraalde milt toegeschreven mag worden.
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f. Locale miltbestraling, na 24 en 36 uur gevolgd door i.v. toe-
diening van respectievelijk antigeen en specifiek antilichaam, en
twee dagen na de antigeeninjectie splenectomie
(MILTLOC-24 u-AG™-12 u-AL.¥-36 u-splenectomie); fig. 13

Bij 7 van de 9 proefdieren werd door splenectomie de antilichaam-
vorming practisch geheel voorkomen. Slechts twee dieren lieten
toch nog een, zij het verminderde antilichaamproductie zien. Rede-
lijkerwijs mag dus aangenomen worden dat de onder 2e beschreven
antilichaamvorming inderdaad in de milt heeft plaatsgevonden.

g. Locale miltbestraling, na respectievelijk 3, 5 of 10 dagen toedie-
ning van antigeen, na 12 uur gevolgd door specifiek antiserum
(MILTLOC-3 dgn-AGv-12 u-ALY; MILTLOC-5 dgn-AGi¥-12
u-ALY; MILTLOC-10 dgn-AGiv-12 u-AL™); fig. 14

Ondanks de histologische regeneratie, d.w.z. influx van lympho-
cyten, is 24 uur na de locale miltbestraling het vermogen tot anti-
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Verloop van de antilichaamtiter. a. o—o Locale miltbestraling, na 3 dagen
antigeeninjectie en weer 12 uur later toediening van specifiek antiserum
(MILTLOC-3 dgn.-AGiv-12 u-ALiv); gem. van 2 dieren. b. a—A Locale miltbe-
straling, na 5 dagen antigeeninjectie en weer 12 uur later gevolgd door specifiek
antiserum (MILTLOC-5 dgn.-AGiv-12 u-ALiv); gem. van 2 dieren. c. #—@ Locale
miltbestraling, na 10 dagen toediening van antigeen, na nog eens 12 uur gevolgd
door specifiek antiserum (MILTLOC-10 dgn.-AGiv-12 u-ALiv); gem. van 2
dieren. d. @ MILTLOC-1 dag-AGiv-12 u-ALiv); e. 00 AG-12 u-AlLiv,
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lichaamvorming in de milt nog maar zeer beperkt. In de experimen-
ten waarbij het antigeen 3, 5 of 10 dagen na de locale bestraling
toegediend werd, bleek een geleidelijk herstel van het immunolo-
gisch vermogen op te treden. Zelfs na 10 dagen bleef de maximale
titer echter nog duidelijk beneden die van de controledieren (AGiY-
12 u-ALWY). De latente periode en het tijdstip waarop de maximale
titer bereikt werd, waren bij deze experimenten weer normaal.
Het is niet duidelijk of dit herstel een gevolg is van de lymphocy-
ten, die in de eerste 24 uur binnen kwamen of van later binnenge-
komen cellen; een dubbele bestraling kon hier niet uitgevoerd wor-
den, maar bij de lympheklierexperimenten bleek de influx van de
eerste 24 uur verantwoordelijk voor het immunologisch herstel.

Nabeschonwing

Na intraveneuze antigeeninjectie volgend op locale miltbestraling
zagen wij evenals Simic (1965) en in tegenstelling tot Siissdorf en
Draper (1956) en Taliaferro en Taliaferro (1956) een, zij het beperk-
te vermindering van de antilichaamvorming. De controle-experi-
menten waarbij 2 dagen na de antigeentoediening splenectomie uit-
gevoerd werd, lieten echter zien dat deze productie niet aan de
milt mag worden toegeschreven.

Met behulp van de passieve immunisatie was het vermogen tot
antilichaamvorming van de milt na locale bestraling beter te beoor-
delen. Hierbij mag de gevonden antilichaamvorming wel aan de
milt toegeschreven worden. In deze laatste proefopstelling bleek,
dat het orgaan 24 uur na de bestraling wel tot antilichaamvorming
in staat was, zij het met enige vertraging. In de daarop volgende
dagen is de vertraging niet meer aanwezig, maar het quantitatief
herstel gaat slechts langzaam. Het is duidelijk dat ook in de milt
de influx van lymphocyten uit de bloedbaan een herstel van immu-
nologische functie met zich meebrengt, evenals dat in de lymphe-
klier het geval was. Het beperkte herstel wijst erop, dat de milt
door andere factoren een normaal peil van antilichaamvorming
niet bereikt.

Indien de antilichaamvorming na locale miltbestraling geheel aan
binnenkomende cellen toegeschreven moet worden, is het opmer-
kelijk dat de rest van het lymphoiede systeem, dat toch tot een
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redelijke antilichaamvorming in staat is, slechts een beperkt herstel
van de antilichaamproductie in de milt kan bewerkstelligen. Het
lijkt erop dat 6f de milt de voor eigen antilichaamvorming nodige
immunocompetente cellen zelf moet vormen door transformatie
van binnengekomen lymphocyten, 6f dat de aanvoer uit de circu-
latie juist naar de milt slechts beperkt is.

2. Antilichaamvorming bij totale lichaamsbestraling met
miltbescherming

a. Totale lichaamsbestraling met miltbescherming, na 24 uur ge-
volgd door antigeentoediening (MILTSH-24 u-AG¥); fig 15
Na een met een dag verlengde latente periode wordt een aanzien-
lijke antilichaamproductie gemeten, de antilichaamtiter stijgt echter
zeer langzaam.

b. Totale lichaamsbestraling met miltbescherming, na 24 uur ge-
volgd door intraveneuze antigeeninjectie en weer 12 uur later
toediening van specifiek antiserum

(MILTSH-24 u-AGi¥-12 u-AL"Y); fig. 15
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Verloop van de antilichaamtiter. a. o—a Totale lichaamsbestraling met milt-

bescherming, na 24 uur gevolgd door intraveneuze antigeeninjectie (MILTSH-

24 u-AGiv); gem. van 3 dieren. b. -—a Totale lichaamsbestraling met miltbe-

scherming, na 24 uur en 36 uur gevolgd door  toediening van respectievelijk

antigeen en specifiek antiserum (MILTSH-24 u-AGiv-12 u-ALiv); gem. van 3
dieren. c. 00 AGiv-12 u-ALiv.
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Om na te gaan of de onder 2a beschreven antilichaamvorming
ook werkelijk in de beschermde milt tot stand kwam, werd de proef
herhaald met passieve immunisatie. Na een nauwelijks verlengde
latente periode werd nu een normaal stijgende titercurve waargeno-
men. De maximale titer werd vrijwel op het normale tijdstip be-
reikt maar bleef onder die van de controle-proef.

Nabeschonwing

De resultaten van onze experimenten waarbij geen passief anti-
lichaam werd gegeven, komen sterk overeen met die van Taliaferro
en Taliaferro (1956) en van Siissdorf en Draper (1956): ook door
deze onderzoekers werd in het algemeen na een vrijwel normale
latente periode een langzaam stijgende titercurve waargenomen.
Merkwaardigerwijze werd door passieve immunisatie na de anti-
geentoediening een veel normaler verloop van de antilichaampro-
ductie waargenomen. Een verklaring hiervoor zouden wij niet kun-
nen geven; het zou echter een gevolg kunnen zijn van een betere
“antigen trapping” door het antilichaam, zoals beschreven door
Williams (1966). Deze proeven vormen als het ware een in-vivo-
imitatie van de experimenten van Ford, Gowans en Mc Cullagh
(1966) waarbij een milt in vitro doorstroomd werd met lympho-
cytenarm bloed en waaraan pas na verloop van tijd antigeen toege-
voegd werd. Er is een duidelijke tegenstelling tussen de proeven
met locale miltbestraling en die met miltbescherming. Na locale
miltbestraling blijft het aantal bloedlymphocyten vrij hoog (70-
75 %), terwijl het antilichaamvormend vermogen van de milt be-
perkt is en zich ook slechts langzaam herstelt. Bij de miltshielding
daarentegen is het aantal bloedlymphocyten zeer laag (16 %) en
is de milt tot een vrij goede antilichaamvorming in staat.

De histologische waarnemingen suggereren een verband met de
follikelrandcellen: bij de locale bestraling veel lymphocyten, doch
weinige en langzaam tot ontwikkeling komende follikelrandcellen,
bij de miltbescherming juist veel follikelrandcellen en slechts een
minimaal aantal lymphocyten.
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Hoofdstuk V

DE THYMUS

A. Bouw, functie en gevolgen van réntgenbestralingen
Histologie van de thymus

Vertonen de milt en de lympheklier opmerkelijke onderlinge
overeenkomsten, niet alleen in bouw maar ook in functioneel op-
zicht, de thymus lijkt geheel andere eigenschappen te hebben. De
kleine lymphocyt is er weliswaar de meest voorkomende cel, maar
er komen geen follikels en plasmacellulaire reacties voor (Fagraeus,
1948), er heeft geen filtratie van passerend bloed of lymphe plaats
en er wordt geen antilichaamvorming gevonden (Fagraeus,1948).
Het is vooral wegens de exceptionele positie van de thymus in de
kringloop van lymphocytaire cellen en om na te gaan of de thymus-
cellen een functie kunnen hebben bij de immunologische reacties op
andere plaatsen, dat dit orgaan in het onderzoek betrokken werd.

De thymus bevindt zich bij het konijn en de meuns intrathoracaal.
Bij het konijn waar nauwelijks ander mediastinaal weefsel aanwezig
is, ligt de uit twee kwabben bestaande thymus in een ruimte, die
begrensd wordt door de pleura van beide longen, het pericard en
het sternum. De grootte van het orgaan varieert ook binnen één
diersoort aanzienlijk. De thymus bestaat uit talrijke lobuli, waarin
microscopisch duidelijk twee componenten te onderscheiden zijn,
die zich overigens continue in de lobuli voortzetten: een centraal
relatief lymphocytenarm gedeelte, het merg, en daaromheen de
schors met veel meer kleine lymphocyten. Het verschil in celdicht-
heid maakt de overgang merg-schors zeer goed waarneembaar, van
een structurele begrenzing lijkt echter geen sprake.

De kleine lymphocyten van de schors liggen dicht opeen zonder
een bepaalde rangschikking. Tussen de kleine lymphocyten met hun
compacte donkere celkern bevinden zich een verhoudingsgewijs
gering aantal blast-type-cellen en “medium sized” lymphocyten
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Foto 19.
Thymus. Partieel overzicht met schors en merg. Vergr. 110 x.

met een iets blekere kern en een smalle zoom licht-basophiel cyto-
plasma. Het tussen de lymphocytaire cellen aanwezige netwerk van
reticulumcellen, hoofdzakelijk van epitheliale afkomst, is vrij ijl;
alleen in omstandigheden, waarbij een lymphocytendepletie opge-
treden is (bijvoorbeeld na rontgenbestraling) is het duidelijk zicht-
baar.

Opvallend is het zeer grote aantal celdelingen van de lympho-
cyten in de thymus (Kindred, 1942), in het bijzonder in de schors
(Leblond en St. Marie, 1960). Volgens Metcalf en Ishidate (1961) zou
deze celvermeerdering haardsgewijs, rond PAS-positieve cellen tot
stand komen.

In microscopische praeparaten is het merg veel lichter gekleurd
dan de omgevende schors, enerzijds omdat de in de medulla aan-
wezige lymphocyten een veel minder compacte kernstructuur heb-
ben en ook minder talrijk zijn, en anderzijds omdat de reticulum-
cellen er in groteren getale voorkomen en bovendien de zogenaamde
lichaampjes van Hassal vormen.

De bloedvoorziening in de thymus geschiedt door vaatjes, welke
vanuit het omgevende bind- en vetweefsel het orgaan binnentreden
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en vervolgens als wijde capillairen (venulen?) radiair door het schors-
weefsel naar het merg lopen. Venulen met een ,,gezwollen” endo-
theelwand zoals de schorsvenulen in de lympheklieren komen in
de thymus niet voor. Centraal in het merg bevinden zich weer gro-
tere veneuze vaten omgeven door een zogenaamde “perivascular
lymphatic channel” (Smith, 1955), een om de vene gelegen ruimte
met wisselende diameter, welke van het omgevende merggebied
gescheiden is door een laag van reticulumcellen (Weiss, 1963) en
waarin grote aantallen kleine lymphocyten (incidenteel ook een
grotere thymuscel) aangetroffen kunnen worden (Leblond en St.
Marie, 1960); volgens Smith (1955) begeleiden zij de venen slechts
tot de plaats waar de venen uit de thymus treden. Een direkte ver-
binding van de “perivascular lymhpatic channels” met de grote
lymphebanen van de thorax zou volgens de laatstgenoemde onder-
zoekers niet bestaan.

Rondom de bloedvaatjes van de kapsel bevinden zich vrij talrijke
rijpe plasmacellen, die met de vaatjes ook de schors binnendringen.
Onrijpe plasmacelvormen komen in de thymus niet voor (St. Marie,
1965); in “germ free” opgegroeide kuikens zijn de rijpe plasma-
cellen veel minder talrijk (Thorbecke e.a., 1957).

Lymphocytopoiese en recirculatie in de thymus

In de normale histologische beelden worden nooit verschijnselen
van een lymphocytenemigratie uit de bloedbaan aangetroffen, wel
zijn in de corticale bloedvaten plasmacellen in de wand opgemerkt.
Na intraveneuze injectie van gelabelde ductus thoracicus-lympho-
cyten werd door Gowans en Knight (1964) in de thymus ook geen
emigratie van deze cellen vanuit de bloedbaan waargenomen. Zij
postuleerden dat endotheelcellen van de thymusvaten in tegenstel-
ling tot de epitheloiede cellen van de schorsvenulen in de lymphe-
klier lymphocytenafwerende eigenschappen bezitten.

De thymus is dus niet op de normale wijze opgenomen in de
recirculatie van kleine lymphocyten. Een aanvoer van cellen is ech-
ter wel geconstateerd tijdens het herstel van de thymus in een
lethaal bestraald proefdier; na intraveneuze injectie van door een
specifiek chromosomaal patroon (T6-Marker) in de celdeling her-
kenbare beenmergcellen werden namelijk in de thymus delingen
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van deze beenmergcellen waargenomen, terwijl celsuspensies van
andere lymphoiede organen de thymus daarentegen niet konden
repopuleren (Ford en Micklem, 1963). Een vergelijkbaar resultaat
verkregen Gengozian e.a. (1957): de toediening van homologe been-
mergcellen aan een lethaal bestraald dier veroorzaakte een snel her-
stel van de thymus, injectie van een heterologe beenmergcelsuspen-
sie liet ook een - trager - thymusherstel door de donorcellen zien.
Bij geen van deze experimenten werd aangegeven welke beenmerg-
cel in de thymus en mogelijk ook direkt in de andere lymphoiede
organen (Ford, 1966) terecht zou kunnen komen.

In thymusweefsel, in vitro bestraald en vervolgens subcutaan in
een homologe receptor geplaatst, werden door Dukor cs. (1965)
echter voorafgaand aan het optreden van blast-type-cellen “small
lymphocyte-like cells”, lymphocytachtigen met opvallend kleine,
donkere kern waargenomen. Over de mogelijke betekenis in dit ver-
band van de rondom de vaten aangetroffen rijpe plasmacellen heb-
ben wij geen gegevens in de literatuur gevonden; in het beenmerg
komt wel een gering aantal plasmacellen voor, maar deze celsoort
is in groten getale aanwezig in andere lymphoiede organen, welke
niet de thymus kunnen repopuleren (Ford en Micklem, 1963).

Daar de thymus dus niet (Gowans en Knight, 1964) of op zeer
speciale wijze (Ford en Micklem, 1963) vanuit de rest van het li-
chaam een aanvoer van cellen te verwerken krijgt, zal een even-
tuele “outflow” van cellen praktisch geheel op rekening van een
celproductie in het orgaan zelf geschreven moeten worden. Op grond
van het aantal celdelingen en de DNA-synthese hadden Kindred
(1942), Andreasen en Christensen (1949) reeds vastgesteld, dat in dit
orgaan een geweldige nieuwvorming van lymphocyten moest plaats-
vinden. Door Leblond en St. Marie (1960) werd nagegaan, waar
deze productie van lymphocyten in de thymus tot stand kwam:
op grond van tellingen van het aantal cellen in schors en merg en
het aantal celdelingen op die plaatsen, beide gedifferentieerd naar
celsoort, kwamen deze onderzoekers tot de conclusie, dat de pro-
ductie van kleine lymphocyten voornamelijk in de schors plaats
vond en dat deze cellen via de merggebieden, waar veel minder
celdelingen gezien werden, afgevoerd werden. Leblond en St. Marie
namen aan, dat de lymphocyten in de “perivascular lymphatic chan-
nels” geraken en van daaruit op enige wijze in de bloedbaan terecht

104



komen. Een direkte afvoer naar de bloedbaan zou afgeleid kunnen
worden uit de waarnemingen van Ernstrom c.s. (1965), dat het aan-
tal lymphocyten in het veneuze thymusbloed groter is dan in het
naar het orgaan toegevoerde bloed. Daar afbinden van de ductus
thoracicus echter het aantal bloedlymphocyten doet teruglopen
tot minder dan 109 (Florey en Gowans, 1962), kan de bij-
drage van de thymus aan de bloedlymphocyten buiten de ductus
thoracicus om slechts gering zijn. De thymus lijkt echter zijn cellen
ook niet af te voeren via de ductus thoracicus: het aantal daarin
aanwezige lymphocyten neemt niet toe tijdens de passage door de
thorax (Schooley c.s., 1959). De eventuele afvoer van de thymus-
lymphocyten is dus nog niet duidelijk.

Het lijkt overigens nog allerminst zeker of de cellen die in de
thymus in aanzienlijke hoeveelheden gevormd worden, het orgaan
verlaten dan wel binnen de thymus te gronde gaan. Voor een af-
voer van cellen pleiten de waarnemingen van Kindred (1942), dat
de hoeveelheid kerndébris in de thymus correleert met een celver-
val van ongeveer 15% van de gevormde cellen, verder de uit-
zaaiing van door een ‘“‘chromosomen-marker” herkenbare cellen uit
een thymusgraft (Leuchars ea., 1965) en de lymphocytenarmoede,
die optreedt na een thymectomie (Bierring, 1960; Metcalf, 1960).
Het effect van de thymectomie werd echter door Metcalf (1960)
toegeschreven aan het ontbreken van de hierna nog ter sprake ko-
mende, in de thymus geproduceerde “Lymphocytosis Stimulating
Factor”. Geisoleerde thymuscellen hebben zeker wel het vermogen
naar de lympheklier en milt te gaan (Ford en Micklem, 1963; Par-
rott, De Sousa en East, 1966). Parrott, De Sousa en East (1966) nemen
op grond van deze celbeweging en het ontbreken van lymphocyten
in de centra van de lymphocytenvelden van neonataal gethymecto-
meerde dieren aan, dat de thymus zeker in de neonatale periode en
waarschijnlijk het gehele leven cellen levert voor de “mobilizable
pool of lymphocytes”, d.w.z. de grote groep van recirculerende
lymphocyten.

Anderzijds hebben experimenten waarbij de thymuscellen op
enige wijze gelabeld werden argumenten opgeleverd voor een lym-
phocytendegeneratie binnen de thymus. Een intraveneuze injectie
van 3H-thymidine voert binnen enkele dagen tot een labeling van
meer dan 80 % van de lymphocyten in de thymus en van minder
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dan 20 %0 in de lympheklier; zelfs indien de hoeveelheid thymus-
weefsel door thymusimplantaten in het proefdier sterk verhoogd is,
wordt hiervan geen weerslag in de vorm van een uitzaaiing van veel
gelabelde cellen waargenomen (Metcalf, 1966). In de tweede plaats
werd na toediening van *H-thymidine uitsluitend aan de thymus
een slechts zeer beperkte hoeveelheid gelabelde cellen in de overige
lymphoiede organen waargenomen (Nossal, 1964).

Onze eigen waarnemingen wijzen erop (zie blz. 117), dat uit een
bij bestraling beschermde thymus wel een “outflow” van cellen plaats

heeft.

De functionele betekenis van de thymus

De thymus zou op twee manieren een bijdrage kunnen leveren
tot de immunologische reacties, namelijk in de vorm van in het or-
gaan zelf plaatsvindende processen, zoals waargenomen in lymphe-
klier en milt, of door de vorming van een cel of een substantie, die
elders in het lymphoiede apparaat de reacties bevordert, dan wel
onderdrukt.

Reeds opgemerkt werd dat de thymus een orgaan is dat niet dui-
delijk als filter opgenomen is in een bloed- of lymphestroom. Na de
intraveneuze toediening van antigeen werd door Marshall en White
(1961) geen antigeen in het thymusweefsel, dus buiten de bloed-
baan aangetroffen; zij spraken dan ook van een “blood-thymus-bar-
rier”. Mechanische destructie van de thymus deed de antigenen wel
in het thymusweefsel doordringen (Marshall en White, 1961). Nos-
sal c.s. (1966) lieten zien dat in de normale thymus de ,barriére
zeker niet voor alle antigenen bestaat. De celsoort welke zich in
lympheklieren en milt bevindt op de plaatsen waar de “antigen
trapping” tot stand komt, de follikelrandcel, komt in de thymus
niet voor.

Na een normale, b.v. intraveneuze antigeeninjectie treedt in de
thymus geen ,,plasmacellulaire reactie” op, terwijl thymuscellen,
nadien in weefselkweek gebracht ook niet in staat zijn antilichaam
te produceren (Fagraeus, 1948). Stoner en Hale (1955) meenden, dat
het door hen in de voorste oogkamer van een bestraalde receptor
geimplanteerde thymusweefsel wel antilichaam zou produceren. Wil-
liams c.s. (1958) volgden echter het histologisch beeld van deze thy-
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mustransplantaten gedurende enkele dagen en vonden slechts gede-
genereerde lymphocyten en geen plasmacellen. Opgemerkt moet wor-
den dat in de thymus wel immunologische reacties en follikels
aangetroffen worden bij enkele processen, die als autoimmuunziek-
ten bekend staan.

De lymphocytopoiese in de thymus lijkt niet een reactief karak-
ter te hebben, zoals in de lympheklier en milt beschreven werd (spe-
cifiek cellulaire reactie, follikelcentrumreactie), maar lijkt een op
zichzelf staand proces te zijn.

De thymus is een orgaan, dat al zeer vroeg in de embryonale
phase ontstaat als eerste van de lymphoiede organen. Bij de histoge-
nese van het orgaan zijn entodermaal epitheel en mesenchym betrok-
ken. Uit het epitheel ontstaat later het epitheliale cellenreticulum, ter-
wijl in dit weefsel ook een aantal mesenchymale cellen zouden voor-
komen. Volgens Auerbach zouden lymphocyten het eerst in de thy-
mus verschijnen en zouden ze daar ontstaan uit de aanwezige epithe-
liale elementen (Ball en Auerbach, 1960; Auerbach, 1960; Auerbach,
1961; Auerbach, 1966).

De rol welke de thymus speelt bij de ontwikkeling van de andere
lymphoiede organen en het tot stand brengen van de immunolo-
gische potenties daar ter plaatse, werd vooral door Miller en mede-
werkers (1961 e.v.) nagegaan met behulp van experimenten, waarbij
direkt na de geboorte of later de thymus verwijderd werd. De “peri-
pheralization”, de verspreiding van de lymphoiede cellen, komt niet
bij alle diersoorten op hetzelfde tijdstip tot stand, zodat een neonatale
thymectomie niet steeds dezelfde gevolgen zal hebben.

Door een neonatale thymectomie worden ernstige histologische
veranderingen in de andere lymphoiede organen veroorzaakt: een
sterke reductie van het aantal lymphocyten in de lymphocytenvel-
den van de lympheklieren en in de periarteriolaire lymphocyten-
scheden van de milt (Waksman e.a., 1962; Good e.a., 1962; Parrott,
De Sousa en East, 1966). Waksman (1962) en Miller (1961) hebben
verder na een neonatale thymectomie ook een reductie van het aantal
follikellymphocyten en van de follikelcentrumactiviteit opgemerkt.
Als gevolg van een neonatale thymectomie daalt het aantal bloed-
lymhpocyten tot 27 °/o (Schooley en Kelly, 1961) of 509/ (Miller,
1961) van de normale waarden. De gethymectomeerde dieren gaan
voor een aanzienlijk deel later te gronde aan het zgn. “wasting syn-
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drome”: vermagering, haaruitval, darmverschijnselen en dodelijk
verlopende intercurrente infecties (Miller, 1962). Door De Vries c.s.
(1964) is erop gewezen dat alle verschijnselen, welke na een neo-
natale thymectomie optreden, terug te voeren zouden zijn op een
verlies van herkenningsvermogen, waardoor als het ware een auto-
immuunziekte zou ontstaan.

De immunologische betekenis van de neonatale thymectomie kan
min of meer afgeleid worden uit de histologische gevolgen van deze
ingreep, namelijk uit de localisatie van de lymphocytendepletie. De
in de lympheklieren in de lymphocytenvelden tot stand komende
specifiek cellulaire response bleek na de ingreep vrijwel verdwenen
(Good e.a., 1962; Miller, 1962). Dit effect is te voorkomen door het
tijdig inbrengen van een thymustransplantaat (Miller, 1962). Het
bleek dat ook een thymustransplantaat in een zgn. “Millipore cham-
ber” het effect van de thymectomie kan opheffen (Osoba en Miller,
1963, 1964). Op grond van deze laatste waarnemingen concludeer-
den deze auteurs, dat een humorale thymus-factor een wezenlijke
rol zou spelen bij de histogenese van het periphere lymphoiede sys-
teem. Een homogenaat van de thymus kon echter geen terugkeer
van de specifiek cellulaire reactie bewerkstelligen (Miller, 1962);
gedissocieerde thymuscellen konden slechts in zeer grote aantallen
geinjiceerd de transplantatie-immuniteit in een neonataal gethy-
mectomeerd dier herstellen (Yunis c.s., 1964). Zoals te verwachten
was, konden de gevolgen van de neonatale thymectomie op de trans-
plantatie-immuniteit wel opgeheven worden door celsuspensies van
milt en lympheklier, die immers immunocompetente cellen bevatten,
tenminste als de celdonor zelf in de neonatale periode geen thymec-
tomie onderging (Dalmasso e.a., 1963).

Door gebruik te maken van ‘“chromosomen-markers” kon aan-
getoond worden, dat de lymphocyten in een thymusgraft na enkele
weken vervangen worden door gastheer-lymphocyten (Miller,
1965). Na de plaatsing van een homoloog thymustransplantaat in
een neonataal gethymectomeerde receptor accepteert de receptor
huidtransplantaten zowel van de thymusdonor als van de gastheer,
echter niet van een derde dier (Miller, 1962). Deze waarnemingen
zouden erop kunnen wijzen dat het thymusepitheel, dat in deze
implantatieproeven het donorkarakter behouden heeft, een rol speelt
bij het herkenningsvermogen in latere immunologische reacties. Bij
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cellulaire reacties in deze dieren opgewekt, werden in de lymphe-
klieren aanvankelijk celdelingen van lymphoiede cellen van de donor
waargenomen later van de gastheer (Davies c.s., 1966).

De gevolgen van een neonatale thymectomie voor de antilichaam-
vorming zijn niet geheel gelijkluidend: afhankelijk van de aard van
het antigeen zou de antilichaamvorming verzwakt of geheel afwe-
zig zijn (Archer en Pierce, 1962; Arnason e.a., 1962; Good e.a., 1962;
Miller, 1961). Ook hier kon het vermogen tot antilichaamproductie
hersteld worden met een onbeschadigd thymusimplantaat, vrij of
in “Millipore chamber” (Miller, 1962; Osoba en Miller 1963, 1964).

Uit de resultaten van de neonatale thymectomie hebben Good en
medewerkers (1962 e.v.), Parrott c.s. (1966) de thymus-afhankelijk-
heid afgeleid van de specifiek cellulaire immuniteit en de plaatsen,
waar deze tot stand komt ic. de lymphocytenvelden en de periar-
teriolaire lymphocytenscheden. De antilichaamvorming leek slechts
ten dele “thymus-dependent”; voor het vermogen tot antilichaam-
productie was de aanwezigheid van de Bursa van Fabricius of even-
tueel daarmee overeenkomende organen langs de tractus digestivus
(Cooper c.s., 1965 e.v.) van veel groter belang. Dit “Bursa-depen-
dent” systeem omvat de antilichaamproductie en in morphologische
zin de follikels (follikelrandcellen?) en de plasmacellen.

Thymectomie op volwassen leeftijd heeft geen onmiddellijke na-
delige gevolgen voor de immunologische functies (Hamar, 1939; Mc
Lean c.s., 1957; Miller, 1962). De immunologische fucties - zowel
de specifiek cellulaire reactie als de antilichaamvorming - lopen in
een aantal maanden echter wel terug (Metcalf, 1965; Miller, 1965;
Taylor, 1965). Voor het herstel van de antilichaamvorming en van
de cellulaire immuniteit na een lethale bestraling is de aanwezig-
heid van een thymus noodzakelijk: het eigen bestraalde orgaan
(Miller c.s., 1963) of bij een gethymectomeerd dier een thymustrans-
plantaat (Leuchars e.a., 1965). De thymectomie op volwassen leef-
tijd veroorzaakt een geleidelijke daling van het aantal bloedlympho-
cyten tot ongeveer 60 %o van het normale aantal en zoals reeds ver-
meld een lymphocytendepletie in de lymphoiede organen (Bierring,
1960; Metcalf, 1960). Deze daling van het aantal bloedlymphocyten
na thymectomie zou natuurlijk het gevolg kunnen zijn van het weg-
nemen van een lymphocytenproducent of te verklaren zijn door
aan te nemen dat de thymus een stof produceert welke elders in
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het lymphoiede systeem de celproductie bevordert. Metcalf (1956)
isoleerde uit het bloed van patienten o.a. met een chronische lym-
phatische leucaemie en later ook in niet-pathologisch materiaal o.m,
de thymus (Metcalf 1956, 1958, 1960) een door hem “Lymphocyto-
sis Stimulating Factor” (L.S.F.) genoemde stof, welke na intracerebra-
le (!) injectie het aantal bloedlymphocyten deed toenemen.

Een derde humorale factor welke uit de thymus geisoleerd werd,
is een door Mowbray (1963) het eerst in de serum - @ 2 - globuline-
fractie van de koe aangetroffen stof, welke de antilichaamproductie
juist zou belemmeren indien op het juiste ogenblik geinjiceerd.

Gevolgen van rontgenbestralingen

Reeds Heineke (1904) merkt op dat vooral de lymphocyten in
de thymusschors door een rontgenbestraling in sterke mate bescha-
digd werden. Men heeft wel verondersteld (Murray, 1948) dat het
spoedig weer optredende herstel van deze cortex tot stand kwam
vanuit het merg, waar de rontgenschade veel geringer was. Door
Smith en Kieffer (1957) is echter reeds vastgesteld, dat tijdens de
thymusregeneratie na een bestraling het aantal celdelingen in de
cortex veel groter was dan in de medulla.

De op de thymus terug te voeren immunologische gevolgen van
een irradiatie (Miller, 1962; Leuchars c.s., 1965) kwamen reeds uit-
voerig ter sprake.

De histologische veranderingen van een thymus na locale bestra-
ling in vivo zijn voor zover ons bekend nog niet onderzocht. Een
in vitro bestraalde (500 en 2000 R) en vervolgens in een neonataal
gethymectomeerd dier overgeplaatste thymus bleek zich echter nadien
spoedig te herstellen, terwijl alleen bij 500 R de immunologische
functies in de receptor hersteld werden (Miller, 1966).

Betreffende een totale lichaamsbestraling met thymusbescherming
hebben wij in de literatuur ook geen gegevens aangetroffen.

Bij dit onderzoek is in de eerste plaats nagegaan, hoe de locaal
bestraalde thymus zich herstelt en of het hierbij waargenomene zich
onderscheidt van de thymusregeneratie bij totale lichaamsbestraling.
Ook is het herstel van de “antibody response” na totale sublethale
lichaamsbestraling bij een ,,radiologische uitschakeling” van de thy-
mus onderzocht.
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Bij de totale lichaamsbestraling met thymusshielding werd gelet
op een eventueel ,leeglopen” van de thymus en een mogelijke re-
pletie in andere lymphoiede organen. De immunologische gevolgen
hiervan werden ook getest. De gevolgen van de thymusbescherming
voor het vermogen tot antilichaamvorming werden eveneens nage-
gaan. Van de immmunologische reacties werd hierbij alleen het ver-
mogen tot antilichaamvorming onderzocht.

B. Experimenten: Histologische veranderingen na rontgen-
bestralingen

De localisatie van de thymus in het mediastinum maakt dat bij
elke hier gebruikte bestralingsmethode een aantal in de directe om-
geving van de thymus gelegen organen onontkoombaar dezelfde be-
handeling zal ondergaan.

Bij de locale bestraling zullen aldus de lympheklieren in dit gebied,
het beenmerg, o.a. van het sternum en de in bloedbaan en ductus
thoracicus passerende lymphocyten eveneens bestraald worden. Bij
totale bestraling met thymusshielding zullen deze lymphocyten be-
vattende formaties evenals de thymus gevrijwaard blijven voor de
rontgenstralen.

1. Histologische veranderingen in de thymus bij een totale lichaams-
bestraling (ROTOT)

Ook dit materiaal is afkomstig van dieren, welke een tweezijdige
bestraling van 500 R ondergingen. Steekproeven met bestralingen van
850/380 R leverden geen significante verschillen op.

De rontgenschade ontwikkelt zich reeds snel: 5 uur na de totale
lichaamsbestraling zijn in de schors reeds de meeste lymphocyten
te gronde gegaan. Na 24 uur zijn in dit gebied vrijwel alle lympho-
cyten gedegenereerd, de verwijdering van de brokken kernt aroma-
tine neemt een aanvang en twee dagen na de bestraling is het kern-
débris volkomen verdwenen. Deze verwerking van het kernchroma-
tine komt practisch zonder phagocytose tot stand. De veranderingen
in het merggebied vertonen een geheel andere ontwikkeling: slechts
weinig kerndébris in de beginphase, de typische merglymphocyten
laten nauwelijks rontgenschade zien. Op deze wijze ontstaat het
winversie”’-beeld van Heineke (1904): onbeschadigd merg en gedeple-
teerde schors.
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De nu volgende regeneratie van de thymus kan zeer aanzienlijk
in tijd variéren. Gedurende een wisselend aantal dagen blijft de schors
»leeg”; in deze vrijwel lymphocytenloze schors kunnen reeds vanaf
de 2e dag rond de vaatjes van de cortex en later ook in het corticale
weefsel zelf toenemende aantallen plasmacellen waargenomen worden.
Hierbij lijkt een passage door de vaatwand op te treden. In een vol-
gende phase, soms al vanaf de 4e dag, ontstaan in de cortex zeer tal-
rijke blast-type cellen (vergelijk foto 22). De herkomst van deze
blastcellen is uit de opeenvolgende histologische beelden niet af te
leiden; een influx van “small lymphocyte-like cells” (Dukor c.s.,
1965) is door ons niet opgemerkt. De grote pyroninophiele cellen
ontwikkelen reeds spoedig een sterke mitotische activiteit, waarbij
weer toenemende aantallen lymphocyten in de schors verschijnen. In
de medulla worden noch in deze phase van het thymusherstel, noch
later celdelingen gezien; een repopulatie vanuit het merg (Murray,
1948) lijkt dan ook onwaarschijnlijk.

In enkele dagen, tussen de 5e en 9e dag, herstelt zich qualitatief
het normale thymusbeeld: een lymphocytenrijke schors met veel cel-
delingen, een merg met minder lymphocyten en vrijwel geen mitosen.
In deze phase lijkt de afvoer van lymphocyten ook weer op gang te
komen, indien de met lymphocyten gevulde perivasculaire ruimten
in de medulla tenminste als een uiting daarvan beschouwd mogen
worden.

De thymus herstelt zich dus eerder dan de milt en de lympheklier
en veel vroeger dan het aantal bloedlymphocyten.

Nabeschouwing

Omdat in de thymusschors na de bestraling een vrijwel totale
destructie van de lymphocyten optreedt, kan het herstel van dit
gebied goed gevolgd worden. Ten aanzien van de terugkeer van de
schorslymphocyten kan in de eerste plaats gezegd worden, dat geen
voorafgaande influx van lymphocytachtigen (Dukor c.s., 1965) is
opgemerkt, in de tweede plaats dat dit herstel plaats vindt in aan-
sluiting aan het optreden van een snel delende populatie van blast-
cellen in de cortex, en tenslotte dat mogelijk de in de vroegste stadia
binnengekomen(?) plasmacellen het uitgangspunt voor de blasten-
populatie zouden kunnen vormen. Het merg leek zeker niet verant-
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woordelijk voor het thymusherstel zoals verondersteld door Murray
(1948).

2. Histologische gevolgen van een locale bestraling van de
thymus (THLOC)

Evenals bij het milt- en lympheklieronderzoek de regeneratie na
totale bestraling, waarbij vrijwel geen influx mogelijk is, geplaatst
werd tegenover de veranderingen na locale bestraling, dus een situatie
mét aanvoermogelijkheid, zal dit ook voor de thymus vergeleken
worden.

De veranderingen in de locaal bestraalde thymus blijken grote over-
eenkomsten te vertonen met hetgeen hiervoor in de thymus van het
totaal bestraalde proefdier waargenomen werd: eerst een phase van
destructie van de kleine lymphocyten in de schors en in veel mindere
mate een schade in het merg (foto 20); de schorslymphocyten zijn
ook hier na 24 uur vrijwel totaal gedestrueerd en een etmaal later
verdwenen.
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" Foto 20.
Thymus, 24 uur na locale bestraling. Ernstige destructie van lymphocyten in de
schors; intacte merglymphocyten. Verg. 220 x.
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Foto 21.

Thymus, 2 dagen na locale bestraling. Sterk gedepleteerde schors; groepjes plas-
macellen nabij bloedvat; intacte merglymphocyten. Vergr. 440 x.

Foto 22.

Thymus, 4 dagen na locale bestraling. Schorsregeneratie met blast-cellen en mito-
sen. Vergr. 440 x.
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Na locale bestraling worden op de tweede dag en de hieropvol-
gende dagen eveneens plasmacellen om de vaten en in de lege schors
gezien (foto 21), daarna reeds op de 3e-4e dag weer talrijke grote
pyroninophiele cellen met celdelingen (foto 22). Normaal uitziende
lymphocyten worden in de schors vanaf de vierde dag weer gezien
en reeds spoedig daarna ook weer in de “perivascular lymphatic
channels”. De herkomst van de blastcellen kon ook bij deze experi-
menten niet met zekerheid vastgesteld worden: een influx van lym-
phocyten vanuit de bloedbaan, zoals in milt en lympheklier, werd
hier niet waargenomen. Ook de door Dukor cs. (1965) beschreven
“small lymphocyte-like cells” werden niet opgemerkt. Het merg blijft
na de aanvankelijke destructie van enkele lymphocyten vrijwel on-
veranderd. Het normale thymusbeeld met de zeer lymphocytenrijke
schors keert ook hier rond de 7e tot 9e dag terug.

De milt en de lympheklier ondervinden geen waarneembare gevol-
gen van de thymusirradiatie, wat gezien de slechts tijdelijke uitscha-
keling van het orgaan ook nauwelijks te verwachten is.

In het kader van de onder D1b te beschrijven experimenten werd
nog materiaal verkregen van dieren welke in aansluiting aan een
totale lichaamsbestraling na 6, 12 en 18 dagen nog een drietal locale
thymusbestralingen ondergingen. Zeven dagen na de laatste thymus-
bestraling werd daarbij geen lymphocytair thymusweefsel meer waar-
genomen. Deze bestralingen hadden echter opmerkelijke gevolgen
voor het herstel van de milt en de lympheklier. In de milt bestonden
de follikels practisch geheel uit follikelrandcellen, terwijl in de p.a.l.s.
zeer weinig lymphocyten aanwezig waren. Foto 24 laat het merk-
waardige lympheklierbeeld zien: een practisch ontbreken van de cen-
trale gedeelten van de lymphocytenvelden. De cortex bestaat uit
follikels en daartussen een eveneens voornamelijk uit follikelrand-
cellen opgebouwde veldrand; aan de mergzijJde van deze “outer
cortex” zijn nog wel plasmacellen aanwezig.

Nabeschouwing

Zagen Gowans en Knight (1964) in de follikels van lympheklier
en milt geen doorstroming met gelabelde ductus thoracicus-lympho-
cyten, terwijl in onze proeven na een locale bestraling wel een influx
op die plaatsen waargenomen werd, de gegevens van Gowans en
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Knight inzake de thymus stemmen geheel overeen met de onze: zelfs
na locale bestraling is er geen repletie vanuit de circulerende ,,pool”
van lymphocyten. Evenmin als bij de totale bestraling kon hier
achterhaald worden welke celsoort verantwoordelijk is voor het her-
stel van de lymphocytopoiese in de schors, tenzij de plasmacellen,
die het orgaan onder deze omstandigheden binnenkomen, deze rol
zouden kunnen vervullen. Het lijkt echter nauwelijks waarschijnlijk
dat een cel met een ,,immunologisch verleden” als de plasmacel het
uitgangspunt kan zijn voor de nieuwvorming van ,,virginale” lym-
phocyten. Er is practisch geen verschil tussen het herstel van de thy-
mus in totaal bestraalde dieren en na een locale bestraling, dit dus
in tegenstelling tot het in milt en lympheklier waargenomene; het
pleit dus of voor een herstel vanuit in de thymus aanwezige cellen,
of voor een medewerking van aangevoerde, radioresistente cellen.

Uit deze experimenten kan ook niet afgeleid worden welke ,,been-
mergcel” (Ford en Micklem, 1963; Gengozian e.a., 1957) zich naar
de thymus zou kunnen begeven; zowel de door ons overigens niet
waargenomen kleine lymphocytachtige cellen van Dukor c.s. (1965)
als de door ons wel opgemerkte plasmacellen zouden de beenmerg-
cellen kunnen zijn, waarvan door voornoemde onderzoekers is aan-
getoond, dat deze verantwoordelijk zijn voor het thymusherstel. Het
herstel van de rontgenschade bij een ,,radiologische thymectomie”
leverde in de milt en lympheklier beelden op, welke een grote ge-
lijkenis vertonen met die, welke Parrott, de Sousa en East (1966)
zagen als gevolg van een neonatale thymectomie: afwezigheid van
lymphocyten in de p.a.ls. en de centrale gedeelten van de lympho-
cytenvelden. Naast deze depletie in de “thymus-depedent areas” is er
echter een volkomen normaal follikel-“outer-cortex”-systeem met
follikelrandcellen; dit lijkt dus onafhankelijk van een cellulaire bij-
drage van de thymus tot stand te kunnen komen. Het laatstgenoemde
is ook het gebied, waarvan door Coopers c.s. (1965, e.v.) gesuggereerd
is dat het afhankelijk zou zijn van een ,,Bursa-systeem”.

3. Histologische gevolgen wvan een totale lichaamsbestraling met
bescherming van de thymus (THSH )

Tegen de achtergrond van de tegenstrijdige meningen over de
vraag of de in de thymus geproduceerde lymphocytaire cellen het
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orgaan al dan niet verlaten en om de wijze van emigratie na te gaan,
werd totale lichaamsbestraling met thymusbescherming uitgevoerd.
Twaalf uur na de bestraling is de beschermde thymus nog onveran-
derd op een geringe vermindering van het aantal lymphocyten in de
schors na. Weer twaalf uur later heeft deze ontwikkeling zich echter
voortgezet: verspreide reticulumcellen en capillairen worden zicht-
baar tussen de in aantal afgenomen schorslymphocyten waardoor
een vlekkig aspect ontstaat. Van de 2e tot de 4e dag treedt er een
aanzienlijke depletie in de schors op, het eerst in het centrale schors-
gedeelte. Lymphocyten worden dan nog wel in een smalle band aan
de peripherie, soms ook nog tegen het merg aan waargenomen
(foto 23). Deze beelden suggereren een centripetale afvoer van
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Foto 23.

Thymus, 2 dagen na totale lichaamsbestraling met thymusbescherming. ,Leeg-
lopende” schors met peripheer nog een smalle rand van lymphocyten. Vergr.
440 x.

schorslymphocyten. Het aantal kleine lymphocyten in het merg is in
deze periode, waarin het aantal schorslymphocyten terugloopt, tijde-
lijk toegenomen; in de perivasculaire lymphebanen worden veelvuldig
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Lympheklier, 26 dagen na totale lichaamsbestraling, gevolgd door herhaalde
thymusirradiatie. Lymphocytenrepletie en transformatie tot follikelrandcellen,
uitsluitend in de buitenste schorszone. Vergr.: 170 x.
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Lympheklier, 3 dagen na totale lichaamsbestraling met thymusbescherming. Lym-
phocytenrepletie centraal in lymphocytenveld; geen repletie in de buitenste schors-
zone. Vergr.. 170 x.
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ophopingen van kleine lymphoiede cellen gezien. De vermindering
van het aantal lymphocyten in de schors gaat niet gepaard met het
optreden van celdegeneratie in dit gebied. Na de kennelijk door af-
voer tot stand gekomen lymphocytendepletie van de schors treden
dezelfde regeneratiebeelden op als na de locale en totale bestraling:
plasmacellen, grote pyroninophiele cellen met celdelingen en ten-
slotte ook weer kleine lymphocyten. In het merg worden met uit-
zondering van de tijdelijke verhoging van het aantal kleine lympho-
cyten, geen duidelijke veranderingen opgemerkt; celdelingen komen
hier practisch niet voor.

In de lympheklier wordt bij de thymusshielding aanvankelijk de
gebruikelijke schade waargenomen; na 1 2 2 dagen worden echter in
de centrale gedeelten van de lymphocytenvelden rond de schors-
venulen aanzienlijke ophopingen van kleine lymphocyten gezien. De
follikels en de buitenste veldrand zijn in deze phase nog opvallend
leeg (foto 25). Het follikelherstel begint omstreeks de zevende dag,
spoedig gevolgd door het herverschijnen van follikelrandcellen. In
de milt lijkt de repletie vooral in de periarteriolaire lymphocyten-
schede op te treden; ook hier leidt de thymusshielding niet tot een
vervroegd follikelherstel.

Nabeschouwing

De vermindering van het aantal schorslymphocyten en het daarop-
volgende verschijnen van deze cellen in het merg en in de “perivas-
cular lymphatic channels” kan uitgelegd worden als een teken van
een “outflow” langs deze weg (vergelijk Leblond en St. Marie, 1960).
De depletie treedt zeer langzaam op; pas na twee dagen is het orgaan
,leeggestroomd”. Indien het orgaan gedepleteerd zou geraken ten-
gevolge van “stress” zou een veel sneller effect en een celdegeneratie
waargenomen zijn.

Het spoedige, zij het partiéle herstel van de lympheklier en de milt
in de vorm van de repletie van de lymphocytenvelden en p.a.ls.
(thymus-dependent areas) is in overeenstemming met de waarnemin-
gen van Parrott, De Sousa en East (1966), verkregen door inspuiting
van gelabelde thymocyten. Het ontbreken van een follikelrepletie kan
natuurlijk een gevolg zijn van het te geringe aantal bloedlymphocyten,
maar dit bedraagt op het dieptepunt nog altijd 33 % van de normale
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waarde. Waarschijnlijker lijkt het dat het ontbreken van follikel-
herstel berust op de afhankelijkheid van lymphocyten van andere
oorsprong. Deze gegevens vormen overigens een fraaie aanvulling
op de bij de totale lichaamsbestraling met herhaalde locale thymus-
bestralingen beschreven beelden: in afwezigheid van een thymus juist
een lymphocytendepletie in de na thymusshielding goed gevulde
p.a.l.s. en lymphocytenvelden.

De niet in de lymphocytenrecirculatie opgenomen thymus lijkt dus
niet alleen lymphocyten te produceren, maar deze cellen ook te kun-
nenn afstaan en wel aan “thymus-dependent areas” in de periphere
lymphoiede organen.

C. Experimenten: Telling van het aantal bloedlymphocyten bij de
thymusexperimenten; fig. 16

Een enkele gelocaliseerde bestraling van de thymus veroorzaakt
een daling van het aantal bloedlymphocyten tot gemiddeld 53 9/o
van het oorspronkelijke aantal. Dit percentage werd 24 uur na de
bestraling aangetroffen; direct hierop begint reeds een herstel, zodat
omstreeks de negende tot tiende dag de uitgangswaarde weer bereikt

ek A a1 A
20 dagen 25
Fig. 16.
Verandering van het aantal bloedlymphocyten bij thymusexperimenten; de
gemiddelde uitgangswaarde per experimentele groep — 100 %. a. @ Locale

thymusbestraling. b. 0—0 Herhaalde locale thymusbestraling. c. o—0 Totale
lichaamsbestraling. d. m—a Totale lichaamsbestraling met -thymusbescherming.
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is. De curve begint reeds weer te stijgen voordat van een redelijk
histologisch herstel in de thymus sprake is. Herhaalde thymusbestra-
ling (500 R om de 5-6 dagen) doet het aantal bloedlymphocyten ook
niet verder dan * 50 Yo dalen; dit peil komt vrijwel overeen met
hetgeen door Bierring (1960) en Metcalf (1960) gevonden werd na
thymectomie (60 %/o).

Ook na een totale lichaamsbestraling met thymusshielding daalt
het aantal circulerende lymphocyten in 24 uur tot ongeveer 50 %o
van de normale waarde. Daarna loopt het aantal langzaam verder
terug tot 33 %o waarop weer herstel volgt.

Nabeschouwing

Door de thymusshielding daalt het aantal bloedlymphocyten veel
minder sterk dan bij totale lichaamsbestraling, hetgeen in correlatie
is met het ,leeglopen” van de thymusschors; ook het herstel naar
normale waarden is sneller en lijkt een weerspiegeling van het weer
opgang komen van de lymphocytenvorming in de schors.

Uit onze waarnemingen mag geconcludeerd worden, dat onder
de omstandigheden van dit experiment, totale bestraling met thy-
musshielding, waarbij de bestraling op zich een aanzienlijke vermin-
dering van het aantal bloedlymphocyten veroorzaakt, de thymus
lymphocyten afstaat aan het circulerend bloed en via het bloed aan
de periphere lymphoiede organen. Het feit dat hierbij wel een de-
pletie van de thymusschors optreedt, die onder normale omstandig-
heden niet waargenomen wordt, geeft aan dat dit proces, voorzover
het ook bij het normale dier voorkomt, daar althans quantitatief een
veel geringere omvang heeft.

D. Experimenten: Antilichaamvorming op paratyphus B-vaccin na
rOéntgenbestralingen

Daar de thymus niet duidelijk als filter opgenomen is in enige
circulatie, de antigeenopname afwezig lijkt (Marshall en White, 1961)
en in het algemeen in het orgaan ook geen antilichaamvorming plaats
vindt, is het niet mogelijk de plaatselijke histologische veranderingen
te vergelijken met het vermogen tot antilichaamvorming. De immu-
nologische competentie zoals naar voren komend bij de thymus-
experimenten zal dus afhankelijk zijn van hetgeen in andere lympho-
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iede organen verandert als gevolg van de uitgevoerde behandeling
van de thymus. Gezien de beschreven thymus-afhankelijkheid van de
specifiek cellulaire reactie (Good c.s., 1962) zouden de bestralings-
gevolgen het beste te testen zijn met behulp van de transplantatie-
immuniteit of de delayed-type sensibilisatie; bij de in onze experimen-
ten gebruikte stralendoses wordt de specifiek cellulaire reactie echter
niet onderdrukt, zodat ook hier alleen het antilichaamvormend ver-
mogen van het periphere lymphoiede systeem getoetst kan worden.
Bij de beoordeling van de hier te verkrijgen resultaten moet in het
oog gehouden worden, dat enkele lymphoiede organen in de thorax
en enig beenmerg met de thymus bestraald respectievelijk beschermd
worden.

1. Antilichaamvorming by locale thymusbestraling en bijbehorende
experimenten

a. Locale thymusbestraling, na 24 uur gevolgd door intraveneuze
antigeeninjectie (THLOC-24 u-AG'v); fig. 17

Het orgaan waar onder normale omstandigheden de reactie op
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Fig. 17.

Verloop van de antilichaamtiter. a. &~ Locale thymusbestraling, na 24 uur
gevolgd door intraveneuze antigeentoediening (THLOC-24 u-AGiv); gem. van
2 dieren. b. &~A AGiv-controle.
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intraveneus toegediend antigeen plaatsvindt, de milt, lijkt evenals
trouwens de meeste lymphoiede organen buiten de thymus niet be-
invloed door de thymusbestraling. Het is dan ook niet verwonder-
lijk dat de titercurve volkomen overeenkomt met die bij onbestraal-
de proefdieren.

b. Totale lichaamsbestraling (500 R), daarna met intervallen van
6 dagen een drietal locale thymusbestralingen (700R) en 24 uur
na de laatste bestraling een intraveneuze injectie van het anti-

geen (ROTOT-3x(6 dgn-ThLOC)-24 u-AG™); fig 18

Daar de aanwezigheid van de thymus juist noodzakelijk is voor
het immunologisch herstel na lethale rontgenbestraling van een vol-
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Fig. 18.

Verloop van de antilichaamtiter. a @—@ Totale lichaamsbestraling, met interval-
len van 6 dagen een drietal locale thymusbestralingen en 24 uur na de laatste
daarvan intraveneuze antigeeninjectie (ROTOT-6 dgn.-THLOC-6 dgn.-THLOC-
6 dgn.-THLOC-24 u-AGiv); gem. van 2 dieren. b. 0—0 Totale lichaamsbestraling,
na 19 dagen gevolgd door intraveneuze antigeeninjectie (ROTOT-19 dgn.-AGiv);
gem. van 2 dieren. c. o0—-0 AGiv-controle.
wassen dier (Miller, 1962) werd een poging gedaan door herhaalde
thymusbestraling de lymphocytenvorming in de thymus tijdens de
herstelphase uit te schakelen. Zeven dagen na de laatste bestraling,
dat is 26 dagen na ROTOT, werd geen intact thymusweefsel meer

waargenomen.
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Bij de antigeentoediening in deze proefopstelling, 19 dagen na de
totale lichaamsbestraling, werd geen enkel effect van de herhaalde
thymusbestraling gezien, noch ten opzichte van de onbestraalde
proefdieren, noch bij vergelijking met dieren welke 19 dagen na een
totale bestraling (zonder thymusirradiaties) een antigeeninjectie kre-
gen: de drie curves zijn volledig gelijkvormig.

c. Totale lichaamsbestraling (500R), na 19 dagen gevolgd door
intraveneuze antigeeninjectie (ROTOT-19 dgn-AG'™); fig. 18

Negentien dagen na de bestraling heeft het vermogen tot anti-
lichaamproductie zich volkomen hersteld.

Nabeschounwing

Gezien het feit dat een thymectomie op volwassen leeftijd vrijwel
geen directe nadelige gevolgen heeft voor het vermogen tot anti-
lichaamvorming (Hamar, 1939; McLean c.s., 1957) is het niet ver-
wonderlijk dat een locale thymusbestraling, waarbij alleen de schors-
lymphocyten en dan nog tijdelijk afwezig zijn, geen enkel effect
heeft op de “antibody response”.

Kon een volwassen dier na een lethale rontgenbestraling slechts
een herstel van de antilichaamvorming laten zien in aanwezigheid
van de thymus (Miller, 1962) of een thymusimplantaat (Leuchars
cs., 1965), herhaalde thymusbestralingen blijken het herstel van
het vermogen tot antilichaamvorming na een sublethale bestraling
niet te kunnen voorkomen. In de overige lymphoiede organen heeft
zich dus het vermogen het antilichaamproductie hersteld zonder een
cellulaire, maar mogelijk wel met een humorale bijdrage van de
thymus. Dit lijkt niet in overeenstemming met de resultaten van de
experimenten van Miller (1962) en Leuchars c.s. (1965); men moet
echter bedenken dat deze onderzoekers een hogere totale bestraling
toepasten en de thymus volkomen verwijderd hadden, terwijl hier
slechts sprake is van een radiologische destructie, waarbij overigens
7 dagen na de laatste bestraling geen lymphocytair thymusweef-
sel werd aangetroffen. Het histologische beeld laat zien dat in onze
experimenten het follikel-follikelrandcellen-systeem zich wel her-
steld had (foto 24); uit de proeven van Miller en Leuchars is hierover
niets bekend.
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2. Antilichaamvorming bij totale lichaamsbestraling met thymus-
bescherming

a. Totale lichaamsbestraling met thymusshielding, na 24 uur ge-
volgd door intraveneuze antigeeninjectie (THSH-24 u-AG'¥);
fig. 19.

De histologische beelden en de tellingen van het aantal bloedlym-
phocyten wijzen erop dat de thymuslymphocyten hierbij het orgaan
verlaten en waarschijnlijk in de lymphocytenvelden van de lymphe-
klier en in de p.a.ls. terecht komen en niet in de folliculaire struc-
turen.
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Verloop van de antilichaamtiter. a. @@ Totale lichaamsbestraling met thymus-
bescherming, na 24 uur gevolgd door intraveneuze untigeentoediening (THSH-
24 u-AGiv); gem. van 2 dieren, b. 00 LYKLSH-24 u-AGiv,

De lympheklieren in de omgeving van de thymus, welke ook ge-
spaard zijn bij de totale lichaamsbestraling met thymusshielding zou-
den eventueel verantwoordelijk gesteld kunnen worden voor een
antilichaamproductie, welke waarschijnlijk overeenkomt met het
waargenomene bij shielding van de popliteale lympheklier met intra-
veneuze antigeentoediening. Het daarnaast beschermen van de thy-
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mus met haar zeer talrijke en ook uitzwermende lymphocyten
blijkt nauwelijks een verbetering van de antilichaamvorming te ver-
oorzaken: de latente periode wordt met 1 dag verkort en de piek-
titer is lets hoger.

b. Totale lichaamsbestraling met bescherming van de thymus, na

24 uur gevolgd door subcutane antigeentoediening
(THSH-24 u-AG*); fig. 20.

Het antigeen wordt hierbij aangeboden aan de lympheklier, waar-
van het eigen vermogen tot antilichaamvorming door de bestraling
een aantal dagen afwezig zal zijn. In dit orgaan lijkt er echter een
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Fig. 20.

Verloop van de antilichaamtiter. a. @@ Totale lichaamsbestraling met thymus-
bescherming, na 24 uur gevolgd door subcutane antigeeninjectie (THSH-24 u-
AGst); gem. van 2 dieren. b. 00 ROTOT-24 u-AGse.

aanzienlijke repopulatie met thymuscellen van de lympheklier, zij
het alleen van de lymphocytenvelden, te hebben plaatsgevonden. De
titercurve wijkt echter vrijwel niet af van die bij een totale lichaams-
bestraling: een latente periode van 9 dagen en ook een slechts ge-
ringe antilichaamproductie.
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Nabeschonwing

De geringe invloed van de beschermde thymus op de antilichaam-
vorming kan fraai afgeleid worden uit het bij 2b verkregen resul-
taat: ondanks een repletie van de lymphocytenvelden, het redelijke
aantal bloedlymphocyten (minimaal 33 % van de normale waarde),
echter in afwezigheid van normale follikels, is de antilichaampro-
ductie practisch gelijk aan die bij een totale lichaamsbestraling. De
cellen van de eveneens beschermde thoracale lympheklieren vor-
men bij de intraveneuze antigeentoediening een complicerende fac-
tor: in vergelijking echter met de antilichaamvorming bij bescher-
ming van de popliteale lympheklier blijft ook hier weinig over om
een invloed van de thymus aan te nemen.

Kon uit de experimenten met de ,radiologische thymectomie”
afgeleid worden dat voor het herstel van de “antibody-response”
de aanwezigheid van de thymus niet nodig is, de experimenten met
thymusshielding laten zien dat omgekeerd de intacte thymus geen
duidelijke bijdrage levert voor het herstel van de antilichaamvorming.
Het resultaat van deze experimenten lijkt niet in overeenstemming
met die van Leuchars c.s. (1965), die in thymusloze, lethaal bestraal-
de proefdieren wel een goed herstel van de antilichaamvorming kon-
den verkrijgen door implantatie van thymusweefsel. In onze expe-
rimenten is echter een sublethale bestraling toegepast, zodat slechts
geconcludeerd kan worden, dat het herstel van de antilichaamvor-
ming na een sublethale bestraling niet thymus-afhankelijk is. Nage-
gaan zou moeten worden of de thymus-afhankelijkheid bij lethale
bestralingen berust op cellenleverantie van de thymus dan wel op
een humorale factor. Zowel onze immunologische als histologische
waarnemingen bij de totale lichaamsbestraling, gevolgd door her-
haalde thymusirradiaties als de totale lichaamsbestraling met thymus-
bescherming lijken in overeenstemming met de door Cooper c.s.
(1965, e.v.) beschreven afhankelijkheid van de antilichaamvorming
én het follikelsysteem, niet van de thymus, maar van een “Bursa”
of “Bursa-aequivalent”.
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Hoofdstuk V1

RECIRCULATIE EN TRANSFORMATIE VAN
LYMPHOCYTEN, EEN NABESCHOUWING

De hier beschreven experimenten hebben een aantal nieuwe gege-
vens opgeleverd over de kleine lymphocyten. Het is noodzakelijk
deze te toetsen aan hetgeen reeds bekend is over de recirculatie (Go-
wans, 1957), de levensduur van de kleine lymphocyten en de rol van
deze cellen bij de immunologische reacties, in het bijzonder bij de
antilichaamvorming.

De recirculatie van kleine lymphocyten manifesteert zich in onze
experimenten als een influx van lymphocyten na een locale bestra-
ling en het bewegingspatroon van deze cellen in de bij een totale
lichaamsbestraling beschermde lympheklier of milt. Ook het normale
histologische beeld van de lympheklier toont overigens reeds ver-
schijnselen van de recirculatie, zoals de celemigratie in de schors-
venulen en de klaarblijkelijke beweging van de cellen door de lym-
phocytenvelden naar de mergsinus; in de milt is normaliter weinig te
zien van de doorstroming met lymphocyten.

In de locaal bestraalde milt en lympheklier was het meest opval-
lend de snelle repletie van de follikels met lymphocyten, reeds op-
tredend tijdens het verval door de irradiatie van de aanwezige cellen.
Daar deze terugkeer van lymphocyten niet gepaard gaat met cel-
delingen en het follikelherstel voorkomen kan worden door ook de
overige lymphoiede organen te bestralen, kan met zekerheid aan-
genomen worden dat we hier te maken hebben met een aanvoer van
van cellen. Bovendien werd vastgesteld, dat de iymphocyten niet
via de afferente lymphebanen, maar direct vanuit de bloedbaan in
de lympheklier terecht komen. Deze waarnemingen lijken niet in
overeenstemming met die van Gowans en Knight (1964), welke on-
derzoekers noch in de milt, noch in de lympheklier een “homing”
van de door hen intraveneus geinjiceerde, gelabelde ductus thoraci-
cus-lymphocyten in de follikels opgemerkt hebben. Dit zou natuurlijk
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cen gevolg kunnen zijn van een slechts geringe doorstroming met
lymphocyten van dit gebied onder normale omstandigheden; de ge-
labelde cellen werden echter 4 dagen gevolgd en na een zo lang
tijdsverloop zou men dan toch wel een enkele gelabelde cel in de
follikels verwachten. Ook is het voorstelbaar dat de aanzienlijke
aanvoer van lymphocyten naar de follikel na locale bestraling een
direct bestralingseffect is; bij een totale lichaamsbestraling en nog
duidelijker bij de thymusbescherming - waarbij vrij veel bloedlym-
phocyten aanwezig blijven - komt in de beginphase echter geen fol-
likelrepletie tot stand.

De situatie zoals aanwezig bij de experimenten van Gowans en
Knight (1964) verschilt evenwel op een ander, mogelijk zeer essen-
tieel punt van die in onze onderzoekingen: de proeven van Gowans
en Knight betreffen namelijk uitsluitend de influx van ductus tho-
racicus-lymphocyten, welke voor tenminste 90 %o tot de lang levende
categorie behoren, terwijl in onze experimenten voor de influx bloed-
lymphocyten beschikbaar waren. Deze laatste celpopulatie bevat
naast de lang levende cellen bovendien + 40 9/o kort levende lym-
phocyten (Everett, 1964). Dit doet veronderstellen dat de opvallende
follikelrepletie samenhangt met de aanwezigheid van deze kort le-
vende lymphocyten. Dit zou betekenen dat de lang levende cellen
niet in de follikels terecht zouden komen, maar zich juist naar de
andere structuren in milt en lympheklier, respectievelijk p.a.l.s. en
lymphocytenveld begeven, terwijl de cellen van de snel proliferende
“pool” daarentegen terecht zouden komen in de follikels. De waar-
nemingen van Fliedner c.s. (1964) met 3H-thymidine-toediening ge-
ven hiervoor helaas geen uitsluitsel: indien deze follikellymphocyten
al afkomstig zijn uit deze snel proliferende “pool” van bloedlympho-
cyten, eenmaal in de follikels aangekomen nemen zij na toediening
van *H-thymidine vrijwel geen label meer op (Fliedner c.s., 1964).
Wel toonden deze laatste experimenten duidelijk aan dat de follikel-
lymphocyten in ieder geval niet in de follikelcentra geproduceerd
worden.

De thymusexperimenten geven op twee verschillende manieren nog
informaties over de herkomst van de follikellymphocyten. Enerzijds
werd bij een totale lichaamsbestraling gevolgd door herhaalde thy-
musbestralingen, een situatie waarbij de thymus als bron van lympho-
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cyten tijdens het herstel van de rontgenschade is uitgeschakeld, wel
een herstel van de follikels (en follikelrandcellen) gezien, maar de
p-a.ls. en lymphocytenvelden waren opvallend lymphocytenarm.
Anderzijds was er in de proefdieren welke een totale lichaamsbestra-
ling met thymusbescherming ondergingen, geen vervroegd herstel
van de follikels ondanks het feit dat er een redelijk aantal bloed-
lymphocyten aanwezig was (50-30 %0); in deze situatie is er echter
juist wel een repletie van de p.a.ls. en lymphocytenvelden met lym-
phocyten. Deze elkaar geheel aanvullende experimentele resultaten
zijn in overeenstemming met de waarnemingen van Parrott, De
Sousa en East (1966): in afwezigheid van een thymus (neonatale
thymectomie) ontwikkelen zich wel de follikels en de “outer cortex”,
terwijl ingespoten thymuslymphocyten zich juist naar p.a.ls. en lym-
phocytenvelden begeven, de “thymus-dependent areas™.

Ook onze experimenten wijzen er dus op dat er naast de “thymus-
dependent areas” - gebieden bevolkt met recirculerende, van de thy-
mus afkomstige (lang levende) lymphocyten - een tweede systeem
bestaat waartoe de follikels en de “outer cortex” van de lymphe-
klieren behoren. Dit laatste systeem lijkt overeen te komen met het
door Cooper c.s. (1965 e.v.) beschreven “Bursa-dependent” deel
van het lymphoiede weefsel. Door deze onderzoekers en Good (1962)
wordt het “thymus-dependent” systeem verantwoordelijk geacht voor
de specifiek cellulair immunologische reactie, het “Bursa-dependent”
(vogels) of “Bursa-equivalent-dependent” systeem (zoogdieren) voor
de antilichaamvorming. Onze immunologische resultaten lijken ook
deze opvatting te steunen. Bij totale bestraling met thymusbescher-
ming werd ondanks een snelle repletie met lymphocyten van de
lymphocytenvelden en p.a.l.s. geen vervroegd herstel gevonden van
het vermogen tot antilichaamvorming; bij een totale bestraling ge-
volgd door herhaalde thymusbestralingen herstelde zich het vermo-
gen tot antilichaamvorming normaal, ondanks de vertraagde repletie
van de “thymus-dependent areas”. Opgemerkt moet worden, dat
uit onze experimenten niet valt af te leiden, welke structuur of or-
gaan met de Bursa Fabricii overeen zou komen.

De gevolgen van de locale bestralingen voor de p.als. en lym-
phocytenvelden van milt, resp. lympheklier zijn veel minder op-

vallend dan die voor de follikels. Door de influx uit te schakelen
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met behulp van bestralingen van de overige lymphoiede organen
hebben we echter kunnen aantonen, dat bij een locale bestraling van
de lympheklier in de velden wel lymphocyten te gronde gaan, maar
dat een z0 snelle repletie optreedt, dat de schade in de lymphocy-
tenvelden nauwelijks waargenomen wordt. Het is denkbaar, dat het
gespaard blijven van de lymphocytenvelden bij een sublethale bestra-
ling (van Buchem, 1962) op eenzelfde repletie vanuit de altijd nog
wel voor een klein gedeelte gespaarde “pool” van lymphocyten tot
stand komt. Voor de lymphocyten in de p.a.ls. zou hetzelfde kunnen
gelden, bewijzen hebben we hiervoor niet verkregen. Een verschil in
rontgengevoeligheid tussen de lang levende lymphocyten in p.a.ls.
en lymphocytenveld en de follikellymphocyten is niet geheel uit te
sluiten.

Uit de verdere ontwikkeling van de na de locale bestraling vol-
gestroomde lympheklier-, resp. miltfollikels kon afgeleid worden, dat
uit de binnengekomen lymphocyten zich de zogenaamde follikelrand-
cellen ontwikkelen. Waren immers na een totale lichaamsbestraling
pas na ongeveer een week weer follikelrandcellen aanwezig, in aan-
sluiting op de influx van zo te zien uitsluitend kleine lymphocyten
ontstonden deze cellen alweer na 1'/2 tot 3 dagen. Men zou kunnen
veronderstellen dat deze cellen op dit tijdstip alsnog van elders
aangevoerd worden; bestraling van de overige lymphoiede organen
(alleen bij het lympheklieronderzoek uitgevoerd) 24 uur na de locale
bestraling, dus aan het eind van de influx van kleine lymphocyten
en voor het follikelrandcellenherstel, vormde echter in het geheel
geen belemmering voor het vervroegde herstel van de follikelrand-
cellen. Bovendien werden overgangscellen tussen lymphocyten en
follikelrandcellen waargenomen in de peripherie van de follikel. De
conclusie lijkt gerechtvaardigd dat de follikelrandcellen uit follikel-
lymphocyten voortkomen; de toediening van antigeen lijkt dit pro-
ces niet direct te bevorderen. Het is echter ook niet duidelijk welke
invloeden de transformatie van lymphocyten tot follikelrandcellen
dan wel beheersen. Voorzover ons bekend is de herkomst van de toch
al zoveel aan de aandacht ontsnapte follikelrandcel niet eerder be-
schreven.

Wanneer de lymphocyten die na een locale bestraling de follikels
weer gaan bevolken inderdaad afkomstig zijn van een ,Bursa” of
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“Bursa-equivalent” en mogelijk snel delende celpopulatie, zal dit
ook ten aanzien van de follikelrandcellen moeten gelden. Overi-
gens blijken beide celsoorten, eenmaal deel uitmakend van de fol-
likels, niet meer het karakter van kort levende cellen te hebben:
in de beschermde milt en lympheklier werd geen celdegeneratie
waargenomen. Ook het labelingspatroon van de follikellymphocyten
in de experimenten van Fliedner c.s. (1964) wijst in deze richting.

De aanvoer van kleine lymphocyten betekent ook een herstel van
de mogelijkheid tot follikelcentrumreactie. Kon in een totaal bestraald
dier pas na ongeveer 2 weken weer een follikelcentrumreactie tot
stand komen, bij een locale bestraling van milt of lympheklier - dus
na een influx - kan een antigeentoediening reeds op de vijfde dag
weer blasten in het follikelcentrum doen ontstaan. Voor de lym-
pheklier kon ook weer vastgesteld worden dat dit vermogen in de
eerste 24 uur, dus door of tijdens de aanvoer van kleine lymphocyten
herkregen werd. De grote polymorphie van de cellen in het follikel-
centrum maakt dat eventuele overgangscellen tussen lymphocyten
en blast-cellen minder goed naar voren komen. Een influx als zo-
danig is overigens geen noodzakelijke voorwaarde tot het ontstaan
van een follikelcentrumreactie: bij milt- en lympheklierbescherming
ontstaan in afwezigheid van een celaanvoer op het gebruikelijke tijd-
stip follikelcentrumreacties. Onze resultaten en die van Fliedner c.s.
(1964) lijken er tezamen op te wijzen, dat onder invloed van een
antigene prikkel uit de follikellymphocyten de snel proliferende cel-
lenpopulatie van de (re)actieve follikelcentrumreactie voortkomt.
Indien hieruit weer “memory cells” ontstaan (Thorbecke c.s., 1964)
zullen deze laatste op grond van hun functie vrij zeker tot de lang
levende groep behoren. De follikelcentrumreactie zelf lijkt op deze
wijze - zij het indirect - voort te komen uit de groep van kort levende
bloedlymphocyten. Ook de follikelcentrumreactie moet op grond van
deze gegevens gerekend worden tot het ,,Bursa-afhankelijke systeem”.

De bescherming van milt of lympheklier bij een totale lichaams-
bestraling leverde op zich zelf geen aanwijzingen op voor het con-
cept van de recirculatie. De beschermde lympheklier vertoonde nau-
welijks een lymphocytendepletie in velden en follikels; bij de milt
kwam uit de vermindering van het aantal lymphocyten in follikels
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en p.a.ls. en het tegelijk daarmee optreden van respectievelijk folli-
kelrandcellen en een plasmacellulaire reactie slechts de suggestie naar
voren van een transformatie van lymphocyten in deze beide laatst-
genoemde celsoorten.

Hiervoor werd er reeds op gewezen dat thymusbescherming tijdens
een totale bestraling geen versneld follikelherstel kan teweegbrengen,
doch vrij zeker wel een versnelde repletie van p.als. en lympho-
cytenveld. Het langzaam en zonder celverval optreden van een lym-
phocytendepletie in de thymusschors en de slechts beperkte reductie
van het aantal bloedlymphocyten wijzen er op, dat thymuscellen
onder deze omstandigheden wel in circulatie komen. Het feit dat
deze afvoer van de thymuslymphocyten gepaard gaat met een de-
pletie in de thymus, terwijl een zo lege thymuscortex onder normale
omstandigheden nooit waargenomen wordt, is op zich zelf in overeen-
stemming met de opvatting van Metcalf (1966) en Ford (1966),
dat onder normale omstandigheden slechts een beperkt aantal cellen
de thymus verlaten. Het is overigens niet duidelijk onder welke
invloed de thymus in onze experimenten ,,leegloopt”.

Na locale bestraling van de thymus wordt niet een snelle repletie
met lymphocyten vanuit de bloedbaan gevonden zoals bij de lym-
pheklier en de milt. De thymus blijkt dus inderdaad niet opgenomen
te zijn in de recirculatie van de lymphocyten, noch van de categorie
die de lymphocytenvelden resp. de p.a.ls. bevolken, noch van de ca-
tegorie die voor het follikelherstel verantwoordelijk is. Ook een in-
flux van lymphocyten of “small-lymphocyte-like cells” zoals Dukor
c.s. (1965) o.a. na bestraling vonden, hebben wij niet opgemerkt; klei-
ne lymphocyten verschijnen pas nadat in de schors blastcellen en cel-
delingen waargenomen zijn. De volgens Ford (1966) uit het been-
merg afkomstige cellen die in de thymus uitgangspunt voor de lym-
phocytenproductie zouden zijn, zijn door ons niet geidentificeerd,
tenzij het de plasmacellen zijn die gedurende de eerste dagen na een
bestraling (locaal of totaal) de thymus lijken binnen te komen.

De aanvoer van kleine lymphocyten zoals waargenomen na een
locale bestraling van milt of lympheklier leidt niet alleen tot een
histologisch herstel van de organen, maar betekent ook een herstel
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van het vermogen tot antilichaamvorming in milt of lympheklier.
Dit immunologisch herstel komt vooral tot uitdrukking indien de
antilichaamproductie in het locaal bestraalde - en dus gerepleteerde -
orgaan vergeleken wordt met de situatie na een totale lichaams-
bestraling waar geen of nauwelijks een aanvoer van lymphocyten
tot stand zal komen en de antilichaamvorming ook sterk geredu-
ceerd is. Het is verder zelfs zo, dat een ,,overvulde” lympheklier na
een locale bestraling tot een betere antilichaamvorming in staat is
dan het normale, onbestraalde orgaan. Het immunologisch herstel
van de milt na de locale bestraling is quantitatief geringer dan in de
lympheklier, mogelijk doordat bij de miltbestraling meer lympho-
ied weefsel aan de bestraling wordt blootgesteld.

Na een totale rontgenbestraling met bescherming van lympheklier
of milt is een influx van cellen in het beschermde orgaan vrijwel ge-
heel uitgeschakeld. In vergelijking met de niet-bestraalde controle-
dieren blijkt dit in de lympheklier en in iets mindere mate ook in de
milt te leiden tot een afname van het vermogen tot antilichaamvor-
ming. Hierbij gaan wij er van uit, dat in de controledieren na sub-
cutane toediening van het gebruikte antigeen, resp. na intraveneuze
toediening gevolgd door passieve immunisatie, de antilichaamvor-
ming tot de lympheklier resp. milt beperkt blijft.

Uit het herstel van de immunologische competentie door aanvoer
van lymphocyten en het verlies hiervan bij het ontbreken van deze
aanvoer komt duidelijk naar voren, dat beide organen voor een hand-
haven van het vermogen tot antilichaamvorming afhankelijk zijn van
via het bloed aangevoerde lymphocyten; het is echter nog niet zonder
meer duidelijk welke lymphocytencategorie - kort levende of lang
levende - verantwoordelijk is voor het herstel.

MacGregor en Gowans (1963) konden een sterke reductie van het
vermogen tot antilichaamvorming verkrijgen door een 5 dagen du-
rende canulering van de ductus thoracicus, waarbij voornamelijk re-
circulerende, lang levende cellen onttrokken werden aan het proef-
dier; omgekeerd konden zij het vermogen tot antilichaamvorming
weer herstellen door ductus thoracicus-lymphocyten - en dus weer
voornamelijk lang levende cellen - terug te geven aan het proefdier.
De kort levende cellen zullen bij deze gedepleteerde dieren door de
snelle proliferatie van de uitgangscelpopulatie echter ongetwijfeld
aanwezig blijven (zie ook Caffrey c.s., 1962), terwijl het waarschijn-
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lijk is dat de mogelijk uit de kort levende lymphocyten voortko-
mende follikelrandcellen met hun lange levensduur (vergelijk milt-
shielding) zich tijdens de canulering hebben gehandhaafd. Het ziet
er dus naar uit, dat in de experimenten van McGregor en Gowans
de lang levende cellen voor de antilichaamproductie na de canulering
de beperkende, en na de teruggave van de cellen de voor het herstel
verantwoordelijke factor vormen. In onze experimenten is de situ-
atie een geheel andere: voor het herstel van de immunologische com-
petentie in de locaal bestraalde lympheklier of milt kunnen zowel
de aangevoerde lang levende als de kort levende bloedlymphocyten
verantwoordelijk zijn. Uit de histologische experimenten werd afge-
leid dat de lang levende, recirculerende en uit de thymus afkomstige
cellen zich naar de lymphocytenvelden van de lympheklier en de
p.a.ls. van de milt begeven, terwijl de tweede groep van lympho-
cyten - mogelijk kort levende en niet thymus-afhankelijke - de folli-
kels en de outer cortex van de lympheklier bevolken. Uit de corre-
latie tussen deze structuren en het vermogen tot antilichaamproductie
zou mogelijk kunnen blijken, welke lymphocytencategorie verant-
woordelijk is voor het immunologisch herstel.

Daar bij onze experimenten slechts sublethale bestralingsdoses toe-
gepast werden, was de destructie van de lang levende lymphocyten -
onder meer aanwezig in lymphocytenvelden en p.a.l.s. - beperkt. Er
zijn echter een aantal gegevens welke erop wijzen dat de toestand
van deze structuren met recirculerende, lang levende cellen niet di-
rect correleert met het vermogen tot antilichaamvorming. Zo is 24
uur na een sublethale totale lichaamsbestraling het vermogen tot an-
tilichaamproductie tijdelijk geheel onderdrukt, terwijl voldoende lang
levende lymphocyten beschikbaar zijn om na een huidtransplantaat in
de lympheklier een groei van de lymphocytenvelden en een transplan-
tatiereactie mogelijk te maken (Micklem en Brown, 1961; Keuning,
1965). Verder is er na een totale lichaamsbestraling met thymus-
bescherming een aanzienlijke aanvoer van lymphocyten - thymus-
lymphocyten en dus vrij zeker lang levende - naar p.a.ls. en lym-
phocytenvelden, maar dit betekent nauwelijks een herstel van de
antilichaamproductie.

Ook in de beschermde lympheklier is ondanks de redelijke cel-
dichtheid in de lymphocytenvelden een lage en teruglopende anti-
lichaamproductie waargenomen. Omgekeerd is reeds bij een beperkt
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aantal lymphocyten in p.a.l.s. of lymphocytenveld, zoals na een to-
tale bestraling met miltbescherming of bij een totale lichaamsbestra-
ling gevolgd door herhaalde thymusirradiaties, nog een vrij goede tot
zelfs normale antilichaamvorming mogelijk.

Al deze gegevens wijzen er dus op dat de aanwezigheid van de
recirculerende, lang levende cellen in de ook in onze experimenten
als “thymus-dependent areas” naar voren komende gebieden niet de
enige voorwaarde is voor het tot stand komen van een antilichaam-
vorming. Dit is in overeenstemming met de waarnemingen van Good
en medewerkers (1962) waarbij aangetoond werd dat de antilichaam-
vorming slechts in beperkte mate thymus-afhankelijk is. Wij zijn
verder van mening, dat in de canuleringsexperimenten van McGre-
gor en Gowans (1963) en in die proeven van Gallily en Feldman
(1967) met macrophagen, waarbij een zeer hoge (900R) bestralings-
dosis gegeven werd, deze lang levende lymphocyten wel de beperken-
de factor geweest zullen zijn.

De gegevens, welke wij verkregen hebben over de relatie tussen
follikels en antilichaamvorming zijn veel duidelijker, omdat enerzijds
onze bestralingsdoses een totale destructie van de follikels veroor-
zaakt en anderzijds de influx ook hier juist het best waargenomen
kan worden.

Tegenover de situatie bij een totale lichaamsbestraling, waarbij zo-
wel de antilichaamproductie als de follikels ernstige schade ondervin-
den staan de waarnemingen bij locale milt- of lympheklierbestraling:
een duidelijk follikelherstel en ook een herstel van het vermogen tot
antilichaamvorming. Ook bij de totale lichaamsbestraling gevolgd
door herhaalde thymusirradiaties, waarbij naast de lege “thymus-
dependent areas” goed ontwikkelde follikels en een normale “outer
cortex” bestaan, kan een normale antilichaamproductie tot stand
komen. Het lijkt er dus op dat de aanvoer van lymphocyten naar
de follikels - en de “outer cortex” - een voorwaarde vormt, welke
van wezenlijk belang is voor de antilichaamvorming.

Eerder in dit hoofdstuk werd reeds opgemerkt dat het mogelijk
de kort levende categorie van bloedlymphocyten is welke de follikels
gaan bevolken en het lijkt er dus op dat het deze cellen zijn, welke
een rol vervullen bij het tot stand komen van de antilichaam-
productie. Konden wij slechts aantonen dat de follikels - en de “outer
cortex” van de lympheklier - niet afhankelijk zijn van een cellulaire
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bijdrage van de thymus, Cooper c.s. (1965) hadden reeds vastgesteld
dat niet alleen het tot stand komen van follikels na een totale be-
straling afhankelijk is van de aanwezigheid van een Bursa van Fa-
bricius (vogels) of enkele lymphoiede organen langs de tractus
digestivus (zoogdieren), maar dat ook het vermogen tot antilichaam-
vorming hier direct mee samenhangt. Het lijkt buiten twijfel dat bij
de experimenten van McGregor en Gowans (1963) dit Bursa-afhan-
kelijk systeem in voldoende mate aanwezig was na de lymphocyten-
depletic door de canulering.

De bloedlymphocyten welke zich naar de follikels begeven, zouden
hetzij als lymphocyten, hetzij als een daaruit ontstane celsoort
(follikelrandcel of cel van het follikelcentrum) medewerking kunnen
verlenen bij het tot stand komen van de antilichaamproductie. Daar
hier uitsluitend de “primary response” onderzocht is en aangenomen
wordt (Thorbecke c.s., 1964), dat de follikelcentrumreactie vooral
van belang is voor de “secondary response”, zullen we de verschijn-
selen in het follikelcentrum hier buiten beschouwing laten. De in
onze experimenten verkregen gegevens over de aanwezigheid of het
tijdstip van ontstaan van de follikellymphocyten en van de follikel-
randcellen zijn tezamen met de antilichaamproductie en de hierbij
in een aantal gevallen optredende vertraging opgenomen in het
schema op pagina 138.

De aanwezigheid van follikellymphocyten lijkt beter te correleren
met het vermogen tot antilichaamvorming dan de aanwezigheid van
lymphocyten in p.a.ls. of lymphocytenveld. In alle situaties waarin
lymphocyten in de follikels aanwezig zijn op het ogenblik van de
antigeentoediening (AG-controle, LYKLLOC-24u-LYKLSH, MILT-
LOC en LYKLSH) is vrij snel een antilichaamvorming mogelijk;
omgekeerd is bij de experimenten waarbij zich aanvankelijk (de eer-
ste 6 dagen) geen lymphocyten in de follikels bevinden, een daarmee
vergelijkbare verlenging van de latente periode geconstateerd
(ROTOT, THSH). Er zijn echter ook enkele waarnemingen waarbij
geen directe correlatie tussen de aanwezigheid van follikellympho-
cyten en de antilichaamvorming bestaat: na de gecombineerde lym-
pheklierbestraling (LYKLLOC-24u-LYKLSH) en 24 uur na de lo-
cale miltbestraling (MILTLOC-24u-AG'¥-12u-ALY) zijn er welis-
waar voldoende lymphocyten in de follikels - zelfs meer dan in de
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normale toestand - maar de antilichaamvorming is niettemin 1 & 2
dagen vertraagd. Ook bij MILTSH en ROTOT-3x (THLOC) be-
staat er een discongruentie: ondanks zeer lymphocytenarme follikels
(met echter veel follikelrandcellen) is er toch een redelijke tot nor-
male antilichaamvorming.

Een directe correlatie lijkt wel te bestaan tussen de aanwezigheid,
respectievelijk de terugkeer van de uit de follikellymphocyten voort-
komende follikelrandcellen en het herstel van het vermogen tot anti-
lichaamvorming. In die gevallen waarbij follikelrandcellen aanwezig
zijn in het antilichaamvormend orgaan ten tijde van de antigeen-
injectie (AG-controle, MILTLOC-3, 5 of 10 dagen -AG, LYKLSH
en ook bij MILTSH en ROTOT-3x (THLOC) is practisch zonder
vertraging een antilichaamvorming waargenomen. Zijn er géén fol-
likelrandcellen op het ogenblik van de antigeentoediening dan treedt
een vertraging van de antilichaamvorming op, die vrij nauwkeurig
blijkt te corresponderen met het tijdsverloop tussen de antigeen-
injectie en het herverschijnen van de follikelrandcellen (ROTOT,
THSH, en ook bij LYKLLOC-24u-LYKLSH en MILTLOC-1 dag-
AG¥-12u-AL™).

Ondanks de klaarblijkelijke correlatie tussen de aanwezigheid van
follikelrandcellen en het vermogen tot antilichaamvorming blijkt er
echter geen samenhang te bestaan tussen de hoeveelbeid follikel-
randcellen - overigens een moeilijk te schatten grootheid - en de
mate van antilichaamvorming. Zo is er in de dagen na een locale
miltbestraling (MILTLOC-1, 3, 5 en 10 dagen -AG) wel een voort-
durende toename van het vermogen tot antilichaamproductie in de
milt (£ verdubbeling per periode van 2 tot 5 dagen), maar daarbij
wordt niet een overeenkomstige vermeerdering van het aantal fol-
likelrandcellen gevonden. Ook loopt het vermogen tot antilichaam-
vorming in de beschermde lympheklier (LYKLSH-1, 2 of 3 dagen-
AG) terug zonder zichtbare reductie van het aantal follikelrandcellen
en tenslotte vertoont de beschermde milt (MILTSH) met de zeer tal-
rijke follikelrandcellen een weliswaar redelijke, maar toch vermin-
derde antilichaamproductie.

Samenvattend suggereren onze experimenten dat de aanwezigheid
van de follikelrandcellen een belangrijke voorwaarde is voor het tot
stand komen van een antilichaamvorming. Dit sluit aan bij de ge-
gevens van Nossal en medewerkers (1965, 1966) betreffende de

139



primaire “antigen trapping” welke deze onderzoekers waargenomen
hebben in de follikelrandzone van de milt, de peripherie van de
follikels en de “outer cortex” van de lympheklier. Op deze laatste
localisaties hebben de genoemde onderzoekers de follikelrandcellen
overigens niet herkend. De conclusie lijkt gerechtvaardigd, dat de
follikelrandcel verantwoordelijk is voor deze “antigen trapping” en
als zodanig een voorwaarde vormt voor het tot stand komen van
de antilichaamvorming. Het door de follikelrandcellen geproduceerde
glycoproteine zou verantwoordelijk kunnen zijn voor de vorming
van extracellulair gelegen antigeen-aggregaten, welke nodig zouden
kunnen zijn om het inductieproces van de antilichaamvorming in te
leiden. De follikelrandcellen bevinden zich verder op localisaties die
blijkens de experimenten van Cooper c.s. (1965 e.v.) en van Parrott,
de Sousa en East (1966) als niet-thymus-afhankelijk beschouwd moe-
ten worden en in bepaalde omstandigheden afhankelijk zouden zijn
van een Bursa Fabricii of een “Bursa-equivalent”; ook in verband
hiermee mag een relatie met de antilichaamvorming verwacht wor-
den (vgl. Cooper c.s. 1965, 1966). In overeenstemming daarmee ble-
ken in onze experimenten de follikelrandcellen niet uit de thymus
afkomstig te zijn; een herkomst uit een Bursa of “Bursa-equivalent”
hebben wij overigens niet kunnen achterhalen.

Bij de experimenten van Ford, Gowans en McCullagh (1966) en
ook bij de proeven van Gallily en Feldman (1967) zijn geen gegevens
vermeld over de eventuele aanwezigheid van follikelrandcellen, maar
aangenomen mag worden dat ze althans in de lymphoiede organen
van het receptordier na de bestraling volledig afwezig zullen zijn.
Het iijkt voorstelbaar dat onder normale omstandigheden zowel
follikelrandcellen als macrophagen nodig zijn om de ,,instructie”
(Gallily en Feldman, 1967) door te geven aan de lymphocyten. In
onze experimenten hebben macrophagen zich echter nooit duide-
lijk gemanifesteerd in het histologisch beeld, terwijl omgekeerd in de
experimenten van Ford, Gowans en McCullagh en die van Gallily
en Feldman de follikelrandcellen waarschijnlijk ontbroken zullen
hebben, daar immers het proefdier waarin de antilichaamvorming
opgewekt wordt, een sublethale bestraling ondergaan heeft. Hierbij
moet opgemerkt worden dat het op zich zelf mogelijk zou kunnen
zijn dat in de experimentele situatie van Gallily cs. en Ford c.s.
een geheel ander mechanisme de antilichaamvorming inleidt dan bij
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de normale histophysiologie van dit proces en dat deze laatste waar-
schijnlijk in onze experimenten dichter benaderd wordt. Indien men
beide celsoorten met elkaar gaat vergelijken, blijken op een drietal
punten gelijkenissen maar tegelijk ook weer discongruenties te be-
staan. In de eerste plaats wordt van beide celsoorten gepostuleerd
dat ze betrokken zijn bij de primaire verwerking van het antigeen;
de “antigen trapping” in de follikelrandcellen (“dendritic macro-
phages”) Dblijft echter volgens Nossal extracellulair, terwijl bij de
macrophagen de suggestie gewekt wordt (Fishman en Adler, 1963;
Ford c.s., 1966) dat hierbij een phagocytose van het antigeen plaats-
vindt. In de tweede plaats zouden beide cellen verantwoordelijk ge-
steld kunnen worden voor de rontgengevoeligheid van de anti-
lichaamvorming bij sublethale bestraling; de macrophaag wordt daar-
bij echter slechts in functioneel opzicht uitgeschakeld (Gallily en
Feldman, 1967), terwijl de follikelrandcellen door de bestraling in
interphase te grond gaan. Tenslotte kan de herkomst van de follikel-
randcellen en de macrophagen vergeleken worden. De experimenten
van Volkman (1966) lieten daarbij zien, dat de buikholte-macro-
phagen voortkomen uit een snel prolifererende celpopulatie van het
beenmerg, en mogelijk via een korter of langer rijpingsproces ont-
staan uit cellen die als kort levende lymphocyten met de bloedbaan
worden aangevoerd. In onze experimenten is het vrij zeker dat de
follikelrandcellen voortkomen uit bloedlymphocyten; een afdoend
bewijs dat deze lymphocyten in het bloed tot de kort levende cate-
gorie behoren en uit het beenmerg komen, ontbreekt vooralsnog, al
wijzen onze proeven er wel op dat ze niet uit de lang levende,
“thymus-derived” lymphocyten voortkomen. Meer zekerheid over
de functie van de follikelrandcel bij de antilichaamvorming moet
verkregen kunnen worden door deze cel op een zelfde wijze experi-
menteel te toetsen als door Gallily en Feldman met de macrophagen
is uitgevoerd.

Uit de experimenten van Gallily en Feldman (1967) komt verder
naar voren hoe de informatie door de macrophagen doorgegeven
wordt aan een tweede celsoort, een lymphocyt die zonder mede-
werking van een macrophaag niet op antigeen zou kunnen reageren
met een “antibody response” en verder pas bij 900R zover bescha-
digd is, dat ook een macrophaag geen antilichaamvorming meer tot
stand kan doen komen. Ook de proeven van Ford, Gowans en

141



McCullagh (1966) tonen aan dat de lymphocyten - en wel lang
levende, recirculerende - naast de macrophagen nodig zijn voor het
proces van de antilichaamvorming. In onze histologische experimen-
ten bleven na sublethale bestraling nog steeds lymphocyten aanwezig
in p.a.ls. en lymphocytenvelden, plaatsen waar recirculerende lang
levende cellen aanwezig zijn en welke thymus-afhankelijk zijn (vgl.
Good c.s., 1962; Parrott, de Sousa en East, 1966). Tenslotte geven
ook de proeven van McGregor en Gowans (1963) nog informatie
over de rol van deze lang levende lymphocyten: door de in deze
experimenten toegepaste langdurige drainage van de ductus thora-
cicus zal een tekort ontstaan veeleer aan de categorie van recircu-
lerende, lang levende lymphocyten dan aan de macrophagen en fol-
likelrandcellen. De eerste en mogelijk ook de tweede komen immers
voort uit een snel proliferende celpopulatie en van de tweede is ge-
bleken dat ze lang in de lymphoiede organen kunnen achterblijven.
Het lijkt dus waarschijnlijk dat na de drainage van de ductus thora-
cicus de eerstgenoemde celgroep de begrenzende factor geweest is.
In onze immunologische experimenten is de toegepaste réntgenbe-
straling steeds onvoldoende geweest om deze tweede celpopulatie ge-
heel uit te schakelen; het voorkomen van lymphocyten in p.a.l.s. of
lymphocytenveld en het vermogen tot antilichaamvorming bleken
dan ook nauwelijks met elkaar te correleren (zie pag. 135). Slechts
de histologische beelden na de gecombineerde bestraling van de
lympheklier (LYKLLOC-LYKLSH of vice versa) lieten zien dat bij
een dosering van ongeveer 750R in de gebieden waar deze lang le-
vende lymphocyten voorkomen de destructie veel groter is dan bij
een totale bestraling van 500R. Dit is dan in overeenstemming met
de resultaten van Gallily en Feldman (1967). De experimenten waar-
bij slechts zeer weinig lymphocyten aanwezig zijn in p.a.ls. of lym-
phocytenveld (MILTSH en ROTOT-3x(THLOC) lieten overigens
zien dat maar weinig cellen op deze plaats nodig zijn om een goede
plasmacellulaire reactie en een redelijke tot normale antilichaam-
vorming te verkrijgen. De localisatie van de plasmacellulaire reactie
in de p.a.ls. van de milt zou ook nog een argument kunnen zijn voor
de rol van deze lymphocyt; dit proces begint immers op een plaats
waar vrijwel uitsluitend kleine lymphocyten voorkomen en geen
follikelrandcellen. De situatie in de lympheklier is in dezen minder
duidelijk. Het is verder vooralsnog niet duidelijk op welke wijze de
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interactie van macrophaag respectievelijk follikelrandcel en de
recirculerende lymphocyten tot stand komt; reeds genoemd werd
de mogelijkheid, dat het door de follikelrandcellen geproduceerde
glycoproteine hierbij een rol zou spelen of dat de macrophagen een
“messenger-RNA” (Fishman en Adler, 1963) doorgeven aan de
lymphocyten.

Ten aanzien van de specifiek cellulaire reactie bestaan voldoende
gegevens (Good c.s., 1962; Gowans en medewerkers, 1962, 1963;
Oort en Turk, 1965; Parrott c.s. 1966) dat het de uit de thymus af-
komstige, recirculerende en dus lang levende lymphocyten zijn, welke
het uitgangspunt vormen voor deze vorm van immuniteit; op grond
van de bestralingsproeven - geen onderdrukking van de specifiek
cellulaire reactie door sublethale bestraling - kan aangenomen wor-
den dat een samenwerking met de stralengevoelige macrophagen c.q.
follikelrandcellen hierbij in ieder geval niet nodig is. De localisatie
van de specifiek cellulaire reactie lijkt ook in het geheel geen relatie
te vertonen met de gebieden waar follikelrandcellen aanwezig zijn.
De uit deze gegevens voortvloeiende hypothesen over de rol van
lymphocyten, follikelrandcellen en macrophagen in de immunolo-
gische reacties zijn op de volgende pagina’s samengevat.
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Door Gowans c.s. (1962, 1963) is vastgesteld dat de immuno-
competente cel voor de specifiek cellulaire reactie (“transplantation
response” etc.), d.w.z. de cel waaruit de immunoblast zich ontwikkelt,
een lang levende recirculerende lymphocyt is. De beschikbare ge-
gevens lijken er op te wijzen, dat deze cellen als “thymus-derived”
moeten worden beschouwd. Voorts lijken deze cellen hun transfor-
matie tot immunoblasten te kunnen ondergaan zonder tussenkomst
van follikelrandcellen of macrophagen, mogelijk dus door een direct
contact met het betreffende antigeen.

Bij de antilichaamvorming (“antibody response™) zijn er aanwij-
zingen dat ook hier de immunologisch competente cellen d.w.z. de
cellen, die tot immunoblasten (i.c. plasmablasten) transformeren de
langlevende, recirculerende en “thymus-derived” cellen zijn. Om tot
deze transformatie te kunnen induceren moet het antigeen evenwel
een primaire verwerking ondergaan door cellen die niet “thymus-
derived” zijn: de uit follikellymphocyten ontstane follikelrandcellen
(“antigen trapping”) en/of exsudaat-macrophagen. Deze cellen lijken
dus het “Bursa-aequivalent” te vertegenwoordigen. Daarbij blijft de
vraag open of voor de antigeenverwerking beide celsoorten, of slechts
één van beide nodig is. Deze hypothese over het inductieproces van
de “antibody response” zou een verklaring kunnen zijn voor de
waarneming van Miller c.s. (1963), dat in volwassen dieren het her-
stel van het vermogen tot antilichaamvorming na supralethale be-
straling thymus-afhankelijk is.

Dat bovendien de thymus op geheel andere wijze, mogelijk via
humorale factoren, een rol speelt in het complex van immunologische
herkenning, immunologische competentie en immunologische tole-
rantie, waardoor alle immunologische reacties nog in een tweede op-
zicht thymus-afhankelijk kunnen zijn, bljjft hier buiten beschouwing.

Het lijkt aangewezen om door labelingsproeven de herkomst resp.
het lot van macrophagen, follikelrandcellen en lang levende lympho-
cyten nader te onderzoeken.
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SUMMARY

In the experiments described in this thesis the role of blood-borne
small lymphocytes in maintaining and restoring histological and
immunological integrity of lymphe nodes, spleen and thymus has
been investigated with the aid of various irradiation procedures. This
investigation was induced by the experiments of Gowans and colla-
borators on the recirculation of lymphocytes, i.e. the passage of small
lymphocytes from the bloodstream into the lymphoid organs and
from these - via lymphatics (thoracic duct!) - back into the blood.
Recirculation of small lymphocytes has been shown by these investi-
gators to constitute one of the bases of the structural dynamics of
lymphoid organs and of the functional i.e. immunological strategy
of the lymphoid system by effecting a continuous redistribution of
immunologically competent and immunologically committed lym-
phocytes. The immunological competence of recirculating thoracic
duct lymphocytes has been demonstrated by Gowans et al. (1962,
1963) with respect to specific cellular responses and by McGregor
and Gowans (1963) and Ford, Gowans and MacCullagh (1966) with
regard to the antibody response.

Thoracic duct lymphocytes are long-lived for appr. 90 %; blood
lymphocytes on the other hand comprise a large proportion (40 %/o) of
short-lived lymphocytes (Everett el al., 1964). Various experimental
data suggest that this latter category is bone marrow-derived. The
present experiments have provided data giving evidence of a distinct-
ly different role of two respective classes of blood lymphocytes in
maintaining and restoring histology and immunological function of
lymphe nodes and spleen; one appears to correspond to the long-
lived category including the majority of thoracic duct lymphocytes,
the other might possibly represent the short-lived class.

The use of irradiation as an experimental tool in this investigation
was based on two radiation effects: the well known high interphase-
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radiosensitivity of small lymphocytes and the observation that sub-
lethal total body irradiation brings about in rabbits a temporary
(+ 7 days) unresponsiveness as far as the antibody response is con-
cerned (Keuning et al., 1964).

Regarding the thymus, our experiments demonstrated the absence
of a dependency on blood-borne lymphocytes, thus confirming the
thymus not being involved in lymphocyte recirculation in a normal
way (Gowans and Knight, 1964). Our observations appear to support
the concept of structurally and functionally defined thymus-depen-
dent areas in the lymph nodes and the spleen (Parrott, de Sousa
and East, 1966).

Lymphe nodes. Histology of the normal - non-stimulated - poplite-
al lymph nodes clearly shows the well known signs of lymphocyte
recirculation: the emigration of blood-borne lymphocytes in the
cortical epitheloid venules and the release of cortical lymphocytes
into medullary sinuses. Upon antigenic stimulation (parathyphoid
B-H vaccine) initiation of plasma cell development was observed to
be localized in the outer cortex over and between the follicles. In
this same region we observed the presence of marginal zone cells
comparable to those around the spenic Malpighian corpuscles. Active-
ly multiplying plasmablasts and maturing plasma cells were sub-
sequently seen traversing the cortical lymphocyte areas towards the
medulla; at the cortical-medullary border these cells appear to meet
some kind of barrier (,,foto 2 and 3”) which some of them succeed
in passing, while others are obviously “forced” into medullary
strands. This process, apart from demonstrating cell movement from
cortex to medulla, comparable to lymphocyte movement, explains
the well-known accumulation of mature plasma cells in the medul-
lary strands, which has been often misinterpreted as representing a
medullary localization of the plasma cell development, i.e. the anti-
body response.

Total body irradiation (500 or 850/380 rads) of the rabbit caused
severe structural damage to the lymphe node. Follicles underwent
complete destruction within 24 hrs. by interphase death of follicular
lymphocytes; marginal zone cells present in the outer cortex were
also completely destroyed; on the other hand lymphocyte damage
in the large cortical lymphocytic areas and in the medullary strands
was only partial. Apart from effecting structural damage, the irra-
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diation caused a retardation of the antibody response corresponding
to the post-irradiation period of immunological unresponsiveness
mentioned above; immunological repair coincided with definite
signs of structural repair of the ourer cortex, in the form of reap-
pearing primary follicles and marginal zone cells.

After local irradiation (700 rads) of the popliteal lymph nodes on
the other hand, histological damage was immediately overcome by a
rapid repletion with large numbers of small lymphocytes. This lym-
phocyte repletion was most marked in the follicles (,,foto 5, 6 and
7”7, taken 6, 12 and 24 hrs. after irradiation) and less striking in
the cortical lymphocytic areas around cortical epitheloid venules
(,,foto 97).

Destroying the rest of the lymphoid tissue by irradiation imme-
diately before or after the local irradiation of the lymphe nodes not
only prevented the lymphocyte repletion of the follicles, but also
visualized the real damage in the cortical lymphocytic areas (,,foto
10”). By ligating afferent lymph vessels it was shown that repletion
of follicles after local irradiation was due to direct emigration of
lymphocytes from the blood stream. At 48 hrs. post-irradiation
marginal zone cells had reappeared (,,foto 8”) obviously by trans-
formation from small follicular lymphocytes. Upon antigenic stimu-
lation (24 hrs. post-irradiation) a normal germinal centre reaction
(,foto 11”) was found after 4-5 days.

Reappearance of marginal zone cells at 48 hrs. and inducibility
of germinal centre reactions were also observed in animals in which
local irradiation of the popliteal lymph nodes was followed 24 hrs.
later by irradiation of the rest of the body to stop further immi-
gration of lymphoid cells from the blood.

Antibody responses were almost normal (fig. 4a) if the antigen was
administered in the hind leg 24 hrs. after local irradiation of the
corresponding popliteal lymph nodes; as, however, these antibody
responses could not be prevented by removal of the nodes 48 and
96 hrs. after antigen administration (fig. 4b en c), it was concluded
that antibody formation was for the greater part localized elsewhere.
If on the other hand local irradiation of the lymph nodes was follo-
wed after 24 hrs. by irradiation of the rest of the animal and antigen
was administered after another 24 hrs., a fair though subnormal
antibody response was observed (fig. 5b), which lymphadenectomy
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3 days after antigen, demonstrated to be situated in the locally ir-
radiated lymph nodes (fig. 5c).

From these experiments together it is concluded that in the locally
irradiated lymph nodes both the follicular lymphocytes and the
reappearing marginal zone cells are derived from small blood-borne
lymphocytes and that the rapid immunological repair of the irra-
diated lymph nodes and the inducibility of the germinal centre
reaction also depends on this influx of small lymphocytes from the
blood.

Shielding of popliteal lymph nodes during total body irradiation
did not markedly affect the histology of these nodes: minor depletion
of lymphocytes was only observed around cortical epitheloid venules.
Release of cortical lymphocytes into medullary sinuses stopped after
a few days. However, the immunological competence of these nodes,
as tested by subcutaneous antigen administration, decreased consider-
ably during the first 24 hrs. (fig. 7a), and this decrease went on
for at least two more days (fig. 8a and b). Intravenous admini-
stration of antigen did not induce an immediate antibody response
in the shielded nodes (fig. 9a); a retarded response was observed
but proved to be localized elsewhere in the lymphoid system, as
determined by lymphadenectomy (fig. 9b). This response may
depend on lymphoid cells derived from the shielded nodes or hind
leg bone marrow.

Spleen. Normal splenic histology shows neither clear signs of
a passage of lymphocytes through periarteriolar lymphocyte sheaths
as demonstrated by Gowans and Knight (1964) by intravenously in-
jecting labeled thoracic duct lymphocytes, nor changes in follicular
lymphocyte population.

Total body irradiation (500 or 850/380 rads) completely destroyed
Malpighian corpuscles, affecting periarteriolar lymphocytes to a far
lesser degree (,,foto 13”). Immunological responsiveness as regards to
primary antibody response is abolished within 24 hrs. following
total body irradiation and reappears about 9 days after irradiation.

Local irradiation of the spleen, as in the lymph nodes, was fol-
lowed by a rapid (12 to 24 hrs.) repletion with lymphocytes, most
prominently so of the follicular coronas and to a lesser extent of the
periarteriolar lymphocyte sheaths (,,foto 14 and 15”). Marginal zone
cells, which had disappeared upon irradiation, reappeared after 36-48
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lrs. (,,foto 16”) apparently by transformation of newly invaded
follicular lymphocytes in the same way as in the lymph nodes. Anti-
gen, administered 24 hrs. after the irradiation, induced a germinal
centre reaction 5 days later (,,foto 17”’). Experiments in which local
irradiation of the spleen was followed after 24 hrs. by total body
irradiation with spleen shielding (cf. lymph nodes) were not per-
formed in view of the technical difficulties involved.

Antibody responses in the locally irradiated spleen upon intra-
venous administration of the antigen 24 hrs. after irradiation at
first seemed to be practically normal (fig. 11a). However, splenecto-
my did not markedly affect this antibody production, which conse-
quently could be attributed to extra-splenic sites (fig. 12a and D).
Now, under certain conditions antibody formation can be completely
restricted to the spleen by intravenous injection of a small quantity
of homologous hyperimmune serum following intravenous antigen
administration (Nieuwenhuis et al., 1967). By using this technique
the antibody production in the locally irradiated spleen itself upon
antigen administration 24 hrs. post-irradiation could be estimated and
was found to be retarded and strongly reduced (cf. fig 13a and b).
Splenectomy controls demonstrated the antibody formation to be
localised in the spleen indeed in 7 out of 9 animals (fig. 13c and d).
If antigen was administered 3, 5 or 10 days post-irradiation, rather
unexpectedly, only moderate repair of antibody-forming capacity
was found to occur during this period (fig. 14), although the spleen
had returned to normal histology by this time. In conclusion, the
influx of blood-borne lymphocytes into the locally irradiated spleen
appears to be responsible for repair of follicular lymphocyte coronas,
marginal zone cells, capacity to react with a germinal centre reaction
and to a lesser degree of immunological capacity (antibody response).

Shielding of the spleen during total body irradiation (850/380 rads)
resulted in considerable histological changes (,,foto 18”): lymphocyte
numbers decreased markedly both in the follicular coronas and in
the periarteriolar lymphocyte sheaths, though no clear signs of lym-
phocyte outflow were observed. In the follicles the lymphocyte de-
pletion would seem to be due to transformation into marginal zone
cells in view of the considerable increase of these cells without reple-
nishment of lymphocytes from the blood. In the periarteriolar lym-
phocyte sheaths a transformation into plasmablasts (upon antigen
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administration) may be partly responsible for lymphocyte depletion.

Antibody responses of the shielded spleen proved to be fairly well,
though somewhat subnormal (fig. 15). Apparently the presence of
large numbers of marginal zone cells, together with only small num-
bers of lymphocytes, is compatible with reasonable immunological
capacity.

Thymus. Total body irradiation (850/380 rads) resulted in a near-
ly complete lymphocyte destruction in the thymic cortex whereas fair
numbers of medullary lymphocytes remained alive. Regeneration of
cortical lymphocytopoiesis may vary considerably, but usually starts
after some 4 days with blast type lymphoid cells repopulating the
depleted cortical areas. Normal cortical histology is usually restored
after about 9 days. After local irradiation of the thymus essentially
the same pattern of regeneration was seen. The almost total destruct-
ion of cortical lymphoid cells (,,foto 20”) was followed by an acti-
vely dividing blast cell repopulation (,,foto 22”) at 3-4 days, and
lymphocytes were only observed 2-3 days later. Apparently a rapid
repletion with blood-borne lymphocytes as observed in the lymph
nodes and the spleen, does not occur in the thymus.

The cells responsible for thymus regeneration could not be ascer-
tained; “small lymphocyte-like cells” as described by Dukor et al.
(1966) in regenerating thymus grafts, have not been observed. A
marked, though small scale “invasion” of plasma cells mostly along
the cortical arterioles and in the cortical tissue (,,foto 21”°) suggested
a possible role of these cells in re-establishing thymic lymphocytopo-
lesis.

As might be expected, local irradiation of the thymus did not
affect the immunological competence of the rest of the lymphoid
tissue (fig. 17). To obtain further information in this respect total
body irradiation (500 rads) was performed, followed by 3 local
irradiations of the thymus (at 6-day’s intervals). This procedure re-
sulted in a complete lymphoid atrophy of the thymus at the 26th
day, and a profound reduction of lymphocyte numbers in splenic
periarteriolar lymphocyte sheaths and in cortical lymphocytic areas
of lymph nodes by this time. However, in both spleen and lymph
nodes small primary follicles had regenerated together with a definite
marginal zone around the follicles (spleen) and along the outer cortex
of the lymph nodes (,,foto 24); the repair of these structures seems
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to be caused by non-thymus-derived cells. In these animals immu-
nological responsiveness (antibody formation) had returned to the
same degree as in non-thymus-irradiated controls (fig. 18).

Shielding of the thymus during total body irradiation (850/380
rads) gave a more or less complementary result. Though no direct
irradiation change was observed in the thymus, a lymphocyte de-
pletion of the thymic cortex developed gradually in 2-3 days (,,foto
23”). Blood lymphocyte numbers decreased to a minimum of 33 %
as compared to 8 %o in non-thymus-shielded controls (fig. 16), where-
as periarteriolar lymphocyte sheaths of the spleen and cortical lym-
phocytic areas of lymph nodes (,,foto 25”) showed lymphocyte num-
bers markedly above those of controls. It may be noted that these
regions in spleen and lymph node correspond to the so-called
,thymus-dependent areas” as described by Parrott et al. (1966). In
irradiated thymus-shielded animals return of immunological response
in the popliteal lymph nodes (subcutaneous administration of anti-
gen) was not enhanced as compared with non-thymus-shielded con-
trols (fig. 20). In the spleen (intravenous adiinistration of antigen)
immunological repair was slightly better, comparable to antibody
production found in lymph node-shielded, irradiated animals (fig.
19). Apparently thymus lymphocytes in these experiments, though
rapidly repopulating the “thymus-dependent areas” in spleen and
lymph nodes, do not contribute noticeably to restoration of anti-
body-forming capacity of these organs.

Conclusions and discussion

The main conclusions of the present investigations are twofold
and may be summarized as follows:

1. Apart from the long-lived class(es) of lymphocytes, shown by
Gowans and collaborators to be recirculating, i.e. passing from the
blood into the lymphoid organs and (i.a. via the thoracic duct) back
into the blood etc. etc., another category of lymphocytes was found
to be migrating from the blood into the lymphoid organs.

2. Lymphocytes of this second category, possibly representing
short-lived bone marrow-derived lymphocytes as described by various
investigators, upon emigration into lymphoid tissue - in a morpho-
logical respect - constitute the lymphocyte coronas of lymphoid
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follicles and by transformation give rise to the marginal zone cells
and - functionally - appear to control the inducibility of primary
antibody responses and germinal centre reactions.

Apparently both categories of lymphocytes together are respon-
sible for maintaining the characteristic structure and immunological
function of peripheral lymphoid organs: the long-lived, recirculating
class(es) homing into cortical lymphocytic areas of lymph nodes
and periarteriolar lymphocyte sheaths of the spleen, the second cate-
gory being led to the outer cortex and follicles of lymph nodes and
the Malpighian corpuscles of the spleen.

Regarding the long-lived, recirculating lymphocyte class, the
experiments lend support to the hypothesis that it contains long-
lived thymus-derived cells, and that these cells home into the thymus-
dependent areas in lymphe nodes and spleen as defined by Parrott,
de Sousa and East (1966) i.e. the cortical lymphocytic areas (lymph
nodes) and periarteriolar lymphocyte sheaths (spleen). Data have
been accumulating in recent years to suggest that these cells are in
fact the immunologically competent cells in the transplantation res-
ponse, graft versus host reaction and delayed-type sensitization
response; their possible significance in the antibody response will be
discussed hereafter.

As regards the second category of lymphocytes our experiments
with repeated thymus irradiation have shown these cells not to be
thymus-derived; the hypothesis is ventured that they represent
“short-lived” bone marrow-derived elements. Though being led to
the lymphoid organs by the blood stream, they do not seem to par-
ticipate in recirculation on a large scale.

Regarding their immunological function two things stand out
clearly. Firstly the inducibility of primary antibody responses in our
experiments appears to depend on the presence of marginal zone
cells, which were shown to be derived by transformation from this
second class of lymphocytes. In view of the characteristic localisation
of marginal zone cells - in the outer cortex of the lymph nodes over
and between the follicles and around Malpighian corpuscles in the
spleen - there can be little doubt that it are these cells, which are
responsible for the antigen-trapping as described by Nossal and
co-workers. It seems logical to assume, hypothetically, that the gly-
coprotein produced by these cells is in fact the active substance in

158



antigen-trapping. Apparently the marginal zone cell system consti-
tutes the limiting factor as regards the inducibility of antibody
responses in post-irradiation conditions, in the perinatal period and
possibly in other experimental or pathological conditions. Secondly
the question arises whether these cells themselves moreover represent
the immunologically competent cells in the antibody response. The
experiments of McGregor and Gowans (1963) and of Ford, Gowans
and McCullagh (1966) would seem to rule out this possibility. McGre-
gor and Gowans, by thoracic duct drainage during 5 days, could sup-
press antibody response towards sheep-R.B.C.; thoracic duct drainage
can be assumed to deplete the pool of long-lived recirculating lym-
phocytes possibly including thymus-derived elements, but can hardly
be supposed to have seriously affected structure and functioning of
the marginal zone cell system. In addition Ford, McGregor and
Gowans have shown thoracic duct lymphocytes to be immunologi-
cally competent in an experimental system containing “macrophages”
as antigen-processing elements. Consequently the immunologically
competent cell for the antibody response as well as for the specific
cellular responses would seem to be contained in the thoracic duct
cell population and may be the same thymus-derived lymphocytes.
Therefore the hypothesis emerges that the antibody response depends
on the marginal zone cell system as far as antigen-trapping is con-
cerned and on the long-lived recirculating thymus-derived cells as
immunologically competent cells proper, whereby the latter trans-
form into antibody-producing plasma cells. The role of “macro-
phages” as shown in the experiments of Fishman and Adler (1963),
Gallily and Feldman (1967) and those of Ford et al. mentioned above
is not clear: either macrophages might be a third necessary link in
the cell chain, or macrophages - possibly more specifically exsudate
macrophages - might function in a similar way as marginal zone
cells. Further experiments are needed to clear up this problem. The
marginal zone cell system might conceivably itself represent the
bursa-equivalent structure as postulated by Good and Cooper to be
specifically responsible for inducibility of antibody responses in
mammals.

Experiments by Micklem et al. (1961) and v. d. Slikke and Keu-
ning (1964) demonstrate that the specific cellular response (trans-
plantation-immunity) on the contrary does not depend on the co-
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operation of radiosensitive marginal zone cells (macrophages); thus
these responses seem to originate from the long-lived, thymus-deri-
ved lymphocytes alone.
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