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Samenvatting

Opzet van hel in dit proeÍschriÍt beschreven onderzoek was te komen tot een
nadere karakter iser ing van die T cel len en T cel  reakt ies,  d ie,  in het koni jn,
betrokken zi jn bi j  de helper-akt iv i te i t  voor de humorale ant i l ichaam vorming.
Een dergel i jke karakter iser ing is van belang zowel voor het verkr i jgen van ver-
der inzicht  in de wi jze waarop fysiologische koóperat ie tussen T en B cel len
plaatsvindt,  a ls voor het verder in kaart  brengen van het,  funkt ioneel  en cel lu la i r
heterogene, systeem van perifere T cellen.

In hooÍdstuk I  worden eerst  (1.2) aan de hand van de l i teratuur een aantal  T cel
Íunkt ies behandeld met de bedoel ing informat ie te verkr i jgen over de cel lu la i r -
immunologische eigenschappen van de daarbi j  betrokken cel len.  Daarbi j  is
bizondere aandacht aan de helper- funkt ie besteed. Vervolgens (1.3) worden een
aantal  l i teratuur-gegevens besproken op grond waarvan kan worden aangeno-
men dat binnen de populat ie per i fere T cel len subklassen moeten worden on-
derscheiden, die zowel Íunkt ioneel  a ls wat betref t  de eigenschappen van de
ertoe behorende cel len van elkaar verschi l len.

In hooÍdstuk l l  worden de in de exper imenten gebruikte mater ia len en metho-
den beschreven. Bizondere aandacht wordt  daarbi j  geschonken aan een aantal
aspekten van de haemolyt ische plaque-test ,  o.a.  met betrekking tot  het  gebruik
van diverse indikator-systemen zoals schape-erythrocyten (SRBC), k ippe-ery-
throcyten (ChRBC), een mengsel  van SRBC en ChRBC en SRBC waaraan hu-
maan gammaglobul ine (HuGG) is gekoppeld.

De bedoel ing van de hoofdstuk l l l  beschreven exper imenten was het morfolo-
gisch substraat van de T cel  afhankel i jkheid van humorale ant i l ichaam vorming
te bestuderen. Daartoe werden de reakt ie-beelden van mi l t  en ( tevoren lokaal
bestraalde) lymfkl ieren geanalyseerd na pr imaire en sekundaire intraveneuze
( i .v . )  o f  subcutane (s .c . ) toed ien ing  van an t igenend ' ie  van e lkaar  versch i l len  in  de
mate waar in de ant i l ichaam vorming ertegen van de aanwezigheid van T cel len
afhankel i jk  is .  Bovendien werd het ver loop van de ant i l ichaam vorming gedu-
rende de eerste dagen van de pr imaire en sekundaire immuun-reakt ie onder-
zocht,  zowel op nivo van ant i l ichaam vormende cel len als in het serum. Op deze
wi jze werden ook gegevens verkregen over de relat ie tussen de plasmacel lu la i -
re reakt ie (PCR), 'p laque-forming-cel ls '  reakt ie (PFO-reakt ie)  en serum t i ter  ont-
wikkel ing.  De in deze studies ge'bruikte ant igenen zi jn (1) een Paratyphus-B
vaccin (PAR),  waartegen de lgM vorming T onafhankel i jk  is ,  en (2) heterologe
gammaglobul ines (HuGG en HoGG) en erythrocyten (SRBC en ChRBC), waar-
tegen in T cel loze koni jnen geen ant i l ichaam wordt gevormd.

De belangr i jkste resul taten van deze exper imenten zi jn bi jeen gebracht in
tabel  S.1.  Daarui t  b l i jk t  dat  de (histologisch als PCR waarneembare, funkt ioneel
als PFC-reakt ie of  serum t i ter  ontwikkel ing detekteerbare) pr imaire ant i l ichaam
vorming tegen PAR enerzi jds en heterologe gammaglobul ines of  SRBC ander-
z i jds verschi l len in begin- en piekmoment:  de T (cel)  afhankel i jke ant i l ichaam
vorming is 1 à 2 dagen ver laat .  Bovendien is er verschi l  in lokal isat ie van de eer-
ste stadia van de PCR: deze worden, al thans in lymfkl ieren, na PAR di Í fuus in B
gebieden, na SRBC en HoGG/HuGG op de grens van T en B gebieden gevon-
den, waardoor een band ( lymfkl ier)  of  r ing (mi l t )  ontstaat.  Wat betref t  de fo l l ikel
centrum reakt ie en de sekundaire PCR werd tussen de gebruikte ant igenen
geen verschi l  gevonden.

Bi j  de pr imaire immuun reakt ie tegen ant igenen als SRBC gaat aan de ( late!)
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ant i l ichaam vorming een (o.a.  prol i ferat ieve) T cel  reakt ie vooraf .  Soms werden
gedurende deze reakt ie c lusters waargenomen, bestaande ui t  een (centrale) ln-
terdigí terende Cel ( lDC) omgeven door één enkele laag immunoblasten. Het is
mogel i jk  dat op deze wi jze de di f ferent iat ie van (sommige) T cel len door IDC's
wordt beïnvloed.

De betekenis van de T cel  reakt ie voor de humorale ant i l ichaam vorming is
onduidel i jk ;  de in di t  hoofdstuk beschreven resul taten ( late pr imaire,  vroege
( 'snel lere ' )  sekundaire T afhankel i jke ant i l ichaam vorming) suggereren dat t i j -
dens deze reakt ie wel l icht  een nieuw T cel  type ontstaat (memory T cel)  dat ,
i . t . t .  v i rg inale T cel len,  in staat is binnen korte t i jd na ant igeen kontakt  met B
cel len te koópereren. Het vervolg van het onderzoek was er met name op ge-
richt deze hypothese te toetsen.

In hooÍdstuk lV werd vervolgens getracht de histofysiologie van het systeem van
helper T cel len te bestuderen met behulp van transfer-exper imenten. Daarbi j
werden lymfoiede cel len van (al  dan niet  met ant igeen gest imuleerde) T koni j -
nen overgebracht naar intakte of  B recipiënten, die,  tegel i jk  met de transÍer,  een
testdosis ant igeen ontvingen en waarin vervolgens de ant i l ichaam vorming werd
bestudeerd.  ln de eerste ser ie exper imenten (1V.2) werd als ant igeen SRBC ge-
bruikt ,  en in intakte recipiënten de ant i l ichaam vorming op PFC-nivo bestr l -
deerd ( 'SRBC-intakte recipiënt '  systeem). In een tweede ser ie (1V.3) werd met
PAR gewerkt  en het ef fekt  van de overbrenging van T cel len op de ontwikkel ing
van de ant i -PAR lgG t i ter  in B recipiënten gevolgd ( 'PAR-B recipiënt '  systeem).

De resul taten van deze exper imenten kunnen als volgt  worden samengevat.
1. In het koni jn kan iets dat vergel i jkbaar is met wat in de muis als T cel  eduka-

t ie bekend staat worden aangetoond. Toegenomen (potent ië le)  helperakt iv i -
te i t ,  in fe i te een toegenomen vermogen tot  hulp aan antí-PAR lgG-B cel len,
werd gevonden in een gekombineerde celsuspensie van mi l t  en lymfkl ieren
van met PAR geÏmmuniseerde ï  koni jnen. Er werden aanwi jz ingen gevonden
dat deze speci Í ieke hulp in bepaalde (exper imentele) omstandigheden kan
worden vervangen door aspecifieke hulp mid'dels het allogeen eÍÍekt.

2.  Ef fekt  van T cel  edukat ie is in ieder geval  4 dagen na immunisat ie van T ko-
ni jnen meetbaar.  Er z i jn aanwi jz ingen, dat recent ui t  de thymus geëmigreerde
T cel len erbi j  betrokken kunnen zi jn,  en dat de reakt ie,  d ie het morÍologisch
substraat van T cel  edukat ie is,  vooral  in de lymfkl íeren en slechts in ger inge
mate in de mi l t  kan plaatsvinden.

3.  Er werden aanwi jz ingen gevonden dat de toegenomen helperakt iv i te i t  z ich
niet  a l leen als toename, maar ook als een vervroegd optreden (versnel l in,g)
van de ant i l ichaam vorming manifesteert .

Beide gebruikte systemen bleken weinig bruikbaar voor het verder bestuderen
van de histofysíologie van het helper T cel len systeem, het 'SRBC-intakte reci-
piënt '  systeem o.a.  door het optreden van een al logeen ef fekt ,  het  'PAR-B re-
cipiënt '  systeem door technische gekompl iceerdheid en hoge mortal i te i t .  Om
deze redenen is niet  met deze beide systemen verder gegaan, maar gezocht
naar een eenvoudiger,  l iefst  autoloog systeem.

In hooÍdstuk V wordt een nieuw autoloog experimenteel systeem ter bestude-
r ing van de ontwikkel ing en eigenschappen van T memory in het koní jn be-
schreven. Het basis-systeem hiervan is het volgende. Koni jnen werden i .v.  ge-
immuniseerd met SRBC (pr iming);  de ontwikkel ing van (T?)memory werd ver-
volgens getoetst  door op verschi l lende t i jdst íppen na i .v.  pr iming opnieuw
SRBC (testdosís),  nu s.c. ,  toe te dienen, en het reakt iepatroon van drainerende
lymfkl ieren (PFO-reakt ie)  te vergel i jken met dat van niet  i .v .  gepreïmmuniseerde
kontroles.

ln eerste instant ie werd als interval  tussen i .v.  pr iming en s.c.  testdosis een
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per iode van 4 dagen gekozen omdat,  op grond van de l i teratuur,  aan het eind
van d'eze per iode wel een eÍ fekt  van ï  memory,  maar nog nauwel i jks van B
memory verwacht mag worden. Het bleek, dat het belangr i jkste ef fekt  van i .v.
pr iming 4 dagen voor s.c.  st imulat ie een vervroeging (verder te noemen een
versnel l ing) van de lymfkl ier  lgM-reakt ie in begin- en piekmoment met 1 à 2 da-
gen was; de latente fase was nu minder dan 24hrs,  de piek werd rond dag 3 be-
reikt. Dit fenomeen Ís het versnell ingsefÍekt genoemd.

Vervolgens werd getracht exper imenteel  te bevest igen dat het versnel l ings-
ef fekt  de expressíe van T memory representeert .  Daarbi j  werd gebruik gemaakt
van de bevinding dat SRBC en ChRBC op nivo van PFC ui tgebreid ( i .e.  tussen
30 en 900/o) kruisreageren. Het bleek nu, bi j  exper imenten met SRBC-pr iming
gevolgd door een testdosis ChRBC en vice versa, dat deze kruisreakt iv i te i t  ook
opgaat voor de ontwikkel ing van B memory,  maar niet  voor de ontwikkel ing van
het versnel l ingseffekt .  Zel fs indien kruisreagerende ( i .e.  door ChRBC opge-
wekte,  door SRBC tot  PFC te induceren) memory B cel len aanwezig z i jn,  werd
geen versnelde reakt ie in met SRBC gest imuleerde lymfkl ieren gevonden; het
versnellingseÍÍekt is geen eigenschap van B memory, maar een uiting van T
memory.

In een aantal  exper imenten, waarbi j  o.a.  serum van 4 dagen tevoren met
SRBC geïmmuniseerde dieren naar intakte recipiënten werd overgebracht,  werd
aannemel i jk  gemaakt dat het versnel l ingsefÍekt  n iet  berust  op het in c i rkulat ie
zi jn van speci f ieke of  aspeci f ieke humorale koóperat ieve Íaktoren, maar een
celgebonden fenomeen is.

Het versnel l ingsefÍekt  b leek een exklusieve expressie van T memory;  het kan
het beste worden ui tgedrukt  in de ral io 4/3,  i .e.  het  aantal  DPFC (dírekte ( lgM-)
PFC) per 106 lymfkl iercel len gevonden 4 dagen na de s.c.  testdosis gedeeld
door het aantal  DPFC per 106 lymfkl iercel len gevonden op dag 3.  Bi i  een rat io
4/3 k le iner dan 2.5 kan worden aangenomen dat er op het moment van s.c.  st i -
mulatie T memory aanwezig was, bij een ratio 413 van 8 of meer was dit zeker
niet  het  geval .  De exper imenten over het versnel l ingseffekt  le idden verder tot  de
volgende konklusies betref fende T memory:
1 .  T  memory  is  b innen enke le  dagen ( t  2 .5  dagen)  na  immunisa t ie  aantoon-

baar,  en l i jk t  na 4 dagen opt imaal
2.  T memory is speci f iek in indukt ie en expressie
3. T memory betreÍ t ,  b i j  de ant igenen SRBC en ChRBC, grotendeels andere

ant igene determinanten dan die waartegen het (versneld) gevormde antí-
l íchaam ís ger icht

4.  zowel lgM als lgG vorming worden door T memory versneld.
Ook van B memory werden een aantal  e igenschappen gevonden of  bevest igd.

Het bleek dat B memory vooral  een verander ing in de samenstel l ing van de po-
pulat íe 'ant ibody-forming-cel l  precursors '  (AFCP) ten voordele van lgG en ten
nadele van lgM produkt ie betreÍ t .  Deze verander ing kan het beste worden ui t -
gedrukt  in de rat io ( l -D) lD, i .e.  het  aantal  lgG-PFC gedeeld door het aantal  lgM-
PFC, beide bepaald op dag 4 na s.c.  st imulat ie in de lymÍkl ier .  Ti jdens pr imaire
reakt ies bedroeg deze rat io ongeveer 0.1,  in aanwezigheid van B memory wer-
den waarden van ongeveer 3 bereikt .  In tegenstel l ing tot  wat m.b. t .  T memory
werd gevonden bleek B memory rond dag 4 na pr iming pas net aantoonbaar en
in de daarop volgende weken vol ledig tot  ontwikkel ing te komen.

Op grond van de in di t  hoofdstuk beschreven resul taten is het waarschi jn l i jk
dat de vorming van T memory in het konijn naast proliÍeratie omvat de overgang
van virginale T cellen (pre'helper T lymÍocyten = pre-HTL) naar kwalitatieÍ
daarvan te onderscheiden memory T cetlen. Het is niet duideli jk of deze laatste
kategor ie cel len moet worden geïdent i f iceerd oÍwel  met persisterende ef fektor
cel len (HTL),  ofwel  met een nieuw ontstaan, veranderd type voor lopers daarvan
(ímm-HTL),  ofwel  met beide; memory T cel len zul len daarom worden aange-
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duid als (imm-)HTL. Dit kwalitatieve verschil tussen pre-HTL en (imm-)HTL be-
staat o.a. uit een versneld vermogen met B cellen te koópereren, mogetijk om-
dat (imm-)HTL versneld in staat zijn koóperatieve Íaktoren te synthetiseren en
uit te scheiden.

ln hooÍdstuk Vl tenslotte werden, gebruikmakend van het in hooÍdstuk V be-
schreven systeem ter detektie van de aanwezigheid van T memory, enige eigen-
schappen van het helper-deel van het T cellen systeem nader bestudeerd.

In de eerste plaats (V| .2.1) werd de relat ie tussen pr imings-dosis enerzi jds,
T memory ontwikkel ing en ant i l ichaam vorming anderzi jds onderzocht.  Daar-
bi j  b leek,  dat de reakt ie waarbi j  u i t  pre-HTL ( imm-)HTL ontstaan kan plaatsvin-
den na toediening van zodanige doses ant igeen i .v.  dat  n iet  of  nauwel i jks PFC
ontstaan; T memory kan tot ontwikkeling komen zonder dat tegelijk (detekteer-
baar) anti l ichaam wordt gevormd. Wel leek de reaktie pre-HTl- -+ (imm-)HTL
bi j  lage doses ant igeen trager te ver lopen dan bi j  opt imale doser ingen het ge-
val  is .

In de tweede plaats (V1.2.2) werd de mobil iteit van pre-HTL en (imm-)HTL
nader onderzocht.  Daartoe werden in eerste instant ie exper imenten met lokale
bestral ing (1000 r)  van de popl i teale lymfkl ieren (PLN) eén dag voor s.c.  st imu-
lat ie verr icht ;  u i t  de resul taten kan worden afgeleid dat ( imm-)HTL zich ín hoog
tempo van bloed naar lymfkl ier  kunnen verplaatsen. In volgende exper imenten
werd de lymfkl ier  t i jdens een totale l ichaamsbestral ing (450 r)  beschermd; ui t
de resul taten wordt gekonkludeerd dat gest imuleerde PLN voor opt imale ver-
snelde reakt iv i te i t  van inf lux van ( imm-)HTL afhankel i jk  z i jn.  Tenslot te werd het
ef fektvan i .v.  pr iming 1ot2 dagen voor de s.c.  testdosis onderzocht.  Het bleek
dat m.n.  b i j  een pr imings-duur van 1 dag de lymfkl ier  reakt ie is afgenomen t .o.v.
die in niet-gepreïmmuniseerde kontroles.  Di t  resul taat  werd geïnterpreteerd als
een ui t ing van 'ant igen induced select ive recrui tment of  lymphocytes' ,  a ls gevolg
waarvan pre-HTL t i jdel i jk  aan de (re)cirkulat ie worden onttrokken en dus aan in-
div iduele,  s.c.  gest Ímuleerde lymfkl ieren afgenomen aantal len pre-HTL ter be-
schikking staan.

Tesamen genomen wijzen deze resultaten erop dat zowel pre-HTL als (imm-)
HTL tot de recirkulerende populatie T cellen behoren.

In de derde plaats (VI.2.3) werd onderzocht in welke mate verschil lende or-
ganen ( thymus, mi l t ,  beenmerg, lymfkl ieren, appendix)  b i jdragen aan of  nodig
zi jn voor de ontwikkel ing van T memory.  De beÍangr i jkste resul taten kunnen
als volgt worden samengevat.
1.  Thymektomie,  zel fs indien 1 jaar voor i .v.  pr iming verr icht ,  is  n iet  van invloed

op de ontwikkeling van T memory; pre-HTL zijn niet'recently thymus-derived',
noch voor hun Íunktie van de aanwezigheid van de thymus aÍhankelijk.

2.  Splenektomie verr ícht  voor pr iming is evenmin van (merkbare) invloed op
het na i .v.  pr iming tot  ontwikkel ing komen van ( imm-)HTL; di t  geldt  ook voor
splenektomie verr icht  1,  2 of  4 dagen na pr iming. Een kombinat ie van thymek-
tomie én splenektomie is eveneens zonder ef Íekt .

Uit deze resultaten wordt gekonkÍudeerd dat een belangrijk deel van de
reaktie pre-HTL -+ (imm-)HTL zich, ook na i.v. immunisatie, buiten de milt aÍ-
speelt. In daarop volgende experimenten werd getracht deze extra-splenale
reakt ieplaats nader te lokal iseren.

3.  Na i .v.  immunisat ie met SRBC werd ook door niet  in de bloedbaan gescha-
keld lymfoied weefsel, zoals lymfklieren en appendix, gereageerd (PFC-ont-
wikkel ing);  in de sekundaire reakt ie werd zel fs na een relat ief  lage dosis
SRBC i .v.  een PlN-reakt ie gevonden die nauwel i jks vertraagd was t .o.v.  d ie
na s.c.  st imulat ie.

4.  Ï i jdens de pr imaire en sekundaire immuun reakt ie komen in het beenmerg
aanzienl i jke aantal len PFC voor.  Op grond van splenektomie-exper imenten
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È rABEL s.2.
EIGENSCHAPPEN VAN PRE-HTL,  ( IMM-)HTL EN DE REAKTIE VAN PRE.HTL NAAR ( IMM.)HTL

PRE-HTL z i jn  n ie t ' recent ly  thymus-der ived '
rec i rku le ren

thymektom ie-exper i  menten
X-exper imenten
eÍfekt  van i .v.  pr iming
24 hrs voor s.c.  st imulat ie

diskrepant ie vorming ( imm-) HTL
en mi l t -PFC
splenektom ie-exper i  menten
ana lyse  on tw ikke l ing
beenmerg-PFC
SRBC-ChRBC exper imenten

analyse ef fekten toediening Cy
tussen 0  en  4  d .  na  pr im ing
(met dr.  A.  A.  van den Broek)

versnel l ings-ef fekt

X-exper imenten
bepal ing rat io 4/3 op verschi l lende
t i jds t ippen na  pr im ing

REAKTIE PRE-HTL + ( lMM-)HTL treedt op bi j  re lat ief  lage ant igeen doses

( rMM-)HTL

v ind t  na  i . v .  immunisa t ie  g ro tendee ls  bu i ten
de mi l t  en waarschi jn l i jk  evenmin in het
beenmerg plaats
is m.n.  ger icht  tegen andere determinanten
dan waartegen vooral  ant i l ichaam wordt gevormd

is cyclofosfamide gevoel ig

zijn w aarsch ij n I ij k kwal itati ef ve rsch i I len d
van pre-HTL

recirkuleren
zi jn 90 dagen na i .v.  pr iming nog opt imaal
aantoonbaar

I''giiÍlgíglË iËi+r s gigl ËËËËF$F
i  1=8 ; -6 - -ë  ==  ó '



werd vastgesteld dat op z 'n minst  een deel  van deze PFG niet  in s i tu z i jn
ontstaan, maar nakomel ingen zi jn van in de mi l t  (na i .v.  immunisat ie)  of  in de
lymfklier (na s.c. stimulatie) geïnduceerde B cellen. Het koniine-beenmerg
heeÍt een belangrijke Íunktie bij het opvangen en vasthouden van cellen uit
de ptasmacellulaire diÍÍerentiatie-reeks, waarvan de voorloper (AFCP) elders
met antigeen heeÍt gereageerd.

5.  Het beenmerg bleek, in aanwezigheid van memory B cel len en T cel len,  n iet
binnen 4 dagen na i .v.  immunisat ie tot  een eigen PFC-reakt ie in staat;  lymf-
k l ieren waren dat,  onder over igens ident ieke omstandigheden, bi j  s.c.  st imu-
lat ie wel .  Di t  resul taat  maakt het onwaarschi jn l i jk  dat  in de eerste dagen na
toediening van een ant igeen een ef fekt íeve T cel  reakt ie in het beenmerg
plaatsvindt.

Op grond van di t  resul taat ,  en die vermeld onder 3 en 4,  wordt  gesugge-
reerd dat de oorsprong van na i.v. immunisatie buiten de milt tot ontwikkeling
gekomen (imm-)HTL niet in het beenmerg, maar in niet in de bloedbaan ge-
schakeld, extracirkulatoir, lymÍoied weeÍsel zoals lymÍklieren en appendix ge-
zocht moet worden.

De belangr i jkste eigenschappen van pre-HTL, ( imm-)HTL en de reakt ie pre-
HTL --- (imm-)HTL, voor zove( uit de resultaten van de in dit proeÍschrift be-
schreven exper imenten af  te le id 'en,  z i jn samengevat in tabel  S.2.  Op grond van
di t  overzicht ,  en van wat over de cel len betrokken bi j  verschi l lende andere T cel
funkt ies bekend en in hoofdstuk I  weergegeven is,  kan worden gekonkludeerd
dat de T cel len betrokken bi j  de helper funkt ie weinig eigenschappen met cyto-
toxische T cel len en hun voor lopers gemeen hebben. Het is waarschi jn l i jk ,  dat
pre-HTL en ( imm-)HTL tot  d ie subklasse van T cel len gerekend moeten worden
waartoe ook in i t iator cel len voor 'mixed lymphocyte react ions'  en 'graf t -versus-

host react ions' ,  en sommige cel len betrokken bi j  de cel lu la i re immunitei t .  be-
horen.


