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VOORWOORD 
Van de hiergebodengelegenheid maak ik gaarne gebruik al diegenen dank te 
zeggendie tot mijn medische en wetenschappelijke vorming hebben bijgedro
gen1 alsmede hen die mij bij het tot stond komen van dit werk behulpzaam zijn 
geweest. Daarbij denk ik allereerst aan mijn promotor, Prof. Dr. D.W. van Bek
kum. Ik beschouw het als een groot voorrecht om te hebben kunnen werken in 
eendynamische werkgroepzoals deze door hem werd gecreëerd. Zijn vooruit
ziende blik en actieve belangstelling is bijzonder stimulerend voor zqn me
dewerkers, vooral ook omdat hij hen doorbij de volledige individuele vrijheid 
laat ten aanzien van de kunst tot experimenteren: een voorrecht dot door mij 
op hoge prijs werd gesteld. 
De medische studie verrichte ik aan de Utrechtse universiteit1 het post-doc
torale gedeelte in Rotterdam. 
Mijn opleiding als radioloog ontving ik in het Rotterdams Radiotherapeutisch 
Instituut en het Diaconessenhuis te Rotterdam. De fundomenten door gelegd 
bleken buitengewoon hecht. Ik blijf daarvoor Prof. Dr. K. Breur en de radio
logen Mevrouw S. den Hoed-Sytsemo en J.H. Nouta zeer erkentelijk. 
Daarnaast heeft de gehele staf van het Radiobiologisch Instituut TNO aan 
mijn vorming als experimenteel onderzoeker in belangrijke mate bijgedragen. 
Alle medewerkers van dit laboratorium die door discussies1 raad of daad aan 
hettotstandkomen van dit onderzoek hun steun hebben verleend betuig ik hier 
mijn oprechte dank. In het bijzonder betreft dit- buiten miin promotor- Dr. 
G.W. Barendsen1 Dr. M.J.de Vries en Dr. H. Balner voor hun opbouwende ad
viezen tijdens het onderzoek en tijdens de bewerking van het manuscript. 

Vele statistische adviezen mocht ik ontvangen van Drs. J. Kaa!en 1 statisticus 
van het R. T.l. Ik heb zeer grote waardering voor de belangeloze toewijding 1 

waarmee hii dit heeft gedaan. Ook heb ik grote bewondering voor de snelheid 
van geest1 waarmee hii zich in de gestelde vraagstukken wist in te werken. 

Hetenthousiasme1 waarmede de dames C. de Bree1 J. Hordijk en M. Stuart be
hulpzaam zijn geweest bij het verrichten van dit onderzoek is mij tot grote 
steun geweest. De adviezen en daadwerkelijke steun, die ik van Dr. H. Gal
jaard en Mej. J. Buys (MBL-RVO-TNO) ontving 1 hebben in belangrijke mate 
bqgedragen tot de ontwikkeling van de histologische technieken, noodzake
lijk voor het gebruik van fluorochromen. Voor de zorg, besteed aan de ver
vaard:g:ng van de instrumenten door de heren A.H. Andreasen J.E. Nelemans, 
ben ik zeer erkentelijk. 

Dat Prof. Dr. M. Frenkel en Prof. Dr.M.J. de Vries zich in de functie van co
referent in .de inhoud van dit proefschrift hebben verdiept wordt door mij op 
hoge prijs gesteld. 

Wat betreft de verzorging van het manuscript is een woord van dank op zijn 
plaats voor de dames H.A. Zandstra-Overvoorde, E. E. S. Verschoor-G lasber-



gen, Sl. Boranié-Stanesié, A. Ledney-Honchar en E. Keuning-Schoore!. 
DitZelfde geldt voor de vervaardiging van de foto's en diagrammen door de 
heren J.P. de Kier, A.A. Glaudemons en H.J. van Westbroek. De bibliogra
fische assistentie van de dames H. Broski en M.G.A. Overgoog was mij tot 
grote steun. He·t ontwerpvoor de omslag dank ik aan Nono Reinheld en de Heer 
W. Crouwel,die zich daarvoorin dit voor hen geheel onbekende ondeJWerp 
hebben verdiept. 

Zeer belangrijk voor het tot stand komen van een proefschrift is de medewer
king ondervonden binnen huiselijke kring. 
Moge ik besluiten met op te merken dat mijn vrouw steeds die omstandigheden 
heeft weten te scheppen, waardoor dit werk mogelijk werd. 
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HOOFDSTUK I 

INLEIDING 

Effecten van bestraling op levende cellen 

Het belangrijkste doel van een radiologische behandeling van eenmaligne 
aandoening is het bereiken van een genezing door het doden van alle tumor
cellen. Het streven van de klinische radiotherapie is om het maligne proceste 
genezen met een minimum aan ongemakken voor de patient; de radioloog be
ziet dus zijn patient als geheel en let niet alleen op het tumorweefseL 

Indien men echter de foetoren wil bestuderen welke de therapeutische re
sultaten beïnvloeden zal men zijn aandacht in de eerste plaats op hetmaligne 
proces moeten richten. Het mag als de taak van de radiobioloog worden gezien 
om gegevens te verzamelen over de reacties van een tumor op bestraling. Bij 
voorkeur maakt hij doorbij gebruik van experimentele modellen, waarin o!le 
samenstellende factoren afzonderlijk kunnen worden bestudeerd. 

Sinds de eeuwwisseling heeft het niet aan pogingen ontbroken om de reactie 
van tumoren op bestraling quantitatief te waarderen. Er is bijvoorbeeld veel 
werk verricht om histologische criteria voor de strolingsgevoeligheid van de 
tumorcellen te vinden. Een kenmerk van vele maligne gezwellen is de ver
hoogde celdelingsactiviteit van het tumorweefsel vergeleken met dot van het 
normale weefsel waar de tumor van uitgaat en reeds voor de twintiger jaren 
was bekend dat het celdelingsproces uiterst gevoelig is voor bestraling. Tot 
voor kort probeerde men dan ook de reactie van tumoren op bestraling te ver
klaren via de mechanismen die het mitose-uitstel na bestraling veroorzaken 
(100). Toch kan het tijdelijkachterv.;ege blijven van celdelingen na bestraling 
niet bepalend zijn voor de totale strolingsschode aan het tumorvveefsel; het 
doel van de radiologische behandeling is pos bereikt wanneerol Ie maligne cel
len voor altijd hun celdelingsoctiviteit gestaakt hebben, onverschillig of dit 
tot stond is gekomen door het doden of door het steriliseren van deze cel! en. 
Immers, indien de tumorcellen in aansluiting op het laatste, welbekende effect 
van bestraling niet direct zouden verdwijnen maar zouden overgaan in een 
meer gedifferentieerde vorm, zal het gevaar voor de pat i ent toch zi in geweken. 
Voor de beoordeling van de schade die de cellen in het tumorv.;eefsel door de 
zojuist beschreven mechanismen ondervinden is eenquantitotieve maatstaf on
ontbeerliik. Echter, zelfs indien men met behulp van histologische technieken 
onderscheid zou kunnen maken tussen intacte en door bestra I i ng gesteri I i seerde 
tumorcellen,zou hetnog zeer de vraag zijn of het aantal intacte cellen quan
titatief zou zijn te bepalen gezien de overmootgesteriliseerde cellendie aan
wezig is. Men zou in dit verband een para I lel kunnen trekken met sommige 
soorten bacterie~ Ie infecties, bijvoorbeeld .met een tuberculeus veranderde 



lymphklier (81 ). Het micro-organisme is hierin moei lijk aantoonbaar en volgens 
ruwe schattingen moeten er ongeveer 100.000 bacillen per gram weefsel aan
wezig zijn v66r men met histologische routine technieken de diagnose kan stel
len. Het kweken van de bacillen uit een monster van dit weefsel in een daar
toe geschikte voedingsbodem is dan ook veel betrouwbaarder. Bq gebruik van 
een geschiktproefdier {cavia) zijn bovendien geringe aantollen bacillenaan
toonbaar door overenting van het suspecte materiaal. 

Tumorcellen hebbennet alsmicro-organismen de eigenschap om in eenvoor 
hen geschikt milieu zich voortdurend te kunnen delen. Van deze eigenschop 
kan gebruik worden gemaakt om deze cellen aan te tonen; na enting in een 
gastheer kunnen tumoren ontstaan, in weefselkweek kolonies van tumorcellen. 
Weefselkweektechnieken lenen zich bijzonder goed voor de bestudering van 
de verschi !lende aspecten van de proliferatie van tumorcellen en het is de ver
dienste van Puck en Marcus geweest om deze technieken dusdanig te vervol
maken dot individueel ge~nte cellen tot kolonies (of clonen) kunnen uitgroeien. 
(87). 

Het washiermedevoor heteerst mogelijkgeworden om onderscheid temaken 
tussen overlevende en doorbestraling gedode of gesteriliseerde cellen; slechts 
de eerste kunnen uitgroeien tot 'volwassen' clonen. 

Celoverleving en celoverlevingscurven 

Door telling van hetaantal clonendat uit eenzeker aantal ge~nte cellenont
staat kan men nauwkeurig de verhouding bepalen tussen het aantal gedode en 
het aantol overlevende cellen die in het uitgongsmateriaal aanwezig waren. 
Met deze 'clone counting technique' meet men aldus het percentage van de 
cellen dat ontsnapt is aan de sterilisatie door bestraling. Dit heeft dus slechts 
betrekking op het verlies van één bepaalde eigenschap, nl. het vermogen van 
de (tumor) cel om zich onbeperkt te kunnen delen*. 

Het criterium voor overleving heeft dus niets te maken met het al dan niet 
morphologisch intact zijn van de cellen na bestraling. De door de bestraling 
gesteriliseerde cellen behoeven niet onmiddellijk te desintegreren; het meta
bolisme van deze cellenblijft vaak noggeruime tijd intact. De strolingsschade 
uit zich meestol pas loter in het permanent uitblijven van de celdeling of in 
het te gronde gaan van de cel tijdens één van de eerstvolgende celdelingen. 
Dit verschijnsel van het nog enige tijd aanwezig zijn van de gesteriliseerde, 

*Wanneer een cel in staat blijkt om binnen een bepaalde tijdeen cloon van 50 cellente vormen, 
wordt algemeen aangenomen dot het vermogen tot 'onbeperkte proliferatie' van deze cel behou
den is gebleven. 
Over de juistheid van deze definitie is de laatste tijd enige twijfel gerezen naar aanleiding van 
waarnemingen dot een zeer gering gedeelte van de bestraalde celpopulotie een vertraagde groei 
zou hebben en dus misschien bij de overlevende fractie gerekend zou moeten worden (95)_ of
schoon de daaruit ontstane clonen niet binnen de gestelde tijd de bovengenoemde omvang be
reiken. 
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moor overigens intacte cellen tussen de overlevende cellen, blijkt moeilijk
heden op te leveren bii de omschrqving van het proces van de beschadiging 
van de cellen door de bestraling. Vele auteurs gebruiken eigen bewoordingen 
en Robin:;onheeft er danook in de literatuurniet minder dan zestien verschil
lende uitdrukkingen* voor kunnen vinden (92). 

In ditproefschriftzal naast de uitdrukking 1gesteriliseerde cellen' het equi
valent 'gedode cellen' gebruikt worden. De cellen die aan hetsterilisatiepro
ces zijn ontsnapt worden 'overlevende cellen' genoemd. 

Volgens de gebruikelijke methode zou men een dosis-effect curve kunnen 
maken die de relatieweergeeft tussen hetpercentage gedodecellen en de do
sis (straling) die hielVoor nodig was; een dergelijke cu!Ve zal verlopen als in 
figuurla,d.w.z.de curvenadertasymptotisch tot 100% dode cellen. Onze be
langstelling gaatechter nietuit naar hetaantal gedode cellen, maar juist naar 

Dosis 

Figuur lo MODEL VAN EEN DOSIS-EFFECTCURVE BETREFFENDE CELDOOD NA BESTRALING. 

dàt gedeelte van de celpopulatie dat de bestraling heeft overleefd. De zojuist 
genoemde dosis-effect relatie kan ook worden weergegeven -zoals Puck en 
Marcus dit bij de bewerking van hun resultaten met gekweekte cellen introdu
ceerden - op een schaal waorbi i de fractie overlevende cellen wordt uitgezet 

*De uitdrukkingen welke Robinson noemt zijn: 
'cellular death, cellulor lethality, reproductive deoth, reproductive incapacity, inhibition of clone 
formotion, damage to reproductive capacity, inhibition of unlimited proliferation, lethal events, 
killing, reproductive cel I killing, lossof reproductive integrity, cel I killing, effect on ability to 
proliferate, lossof proliferative capacity, lossof proliferative integrity, lethality'. 
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op de ordinaat (87). Dit wordt in figuur 1 b weergegeven. De ordinaat heeft op 
deze figuur een logarithmische indeling en het is mogelijk op de curve af te 
lezen welk gedeelte van de populatie bij toename van de dosis nog overleeft. 

100 

Dosis 
Figuur lb DEZELFDE RELATIE ALS VAN FIGUUR lo. Het percentage overlevende cellen is nu 

uitgezet op de ordirlaat op logorithmische school. 

Het is door deze wijze van presentatie dus mogelijk geworden de stralingsge
voelighei.d van een weefsel te omschrijven in termen van de 'celoverlevings
curve' van rie cel !en waaruit dit weefsel is opgebouwd. Er zijn reeds vee! pu
blicaties versChenen over celoverlevingscurven van gekweekte cellen en een 
aantol van de met dit criterium onderzochte cellulaire systemen in vivo blijkt 
overeenkomstige dosis-effect reiaties te vertonen. Hierop zal in een volgend 
deel van dit hoofdstuk nader worden ingegaan. 

Parameters 
Aangezien het begrip 'celoverlevingscurve' veelvuldig in dit proefschrift 

zal worden gebruikt, dient eerst een bespreking te volgen over de vorm van 
deze curve1 evenals van de parameters die in gebruik zijn om de curve te om
schrijven. 

Een model van een dergelijke curve is doortoeweergegeven in figuur 2. De 
curve heeftop semi-logorithmische school een initil!le 'schouder 1

1 gevolgd door 
een recht gedeelte 1 woarin de dosis-effect relatie exponentieel verloopt*. De 
vorm van een dergelijke curve kan worden omschreven door 1 e een getal dat 
de helling van het exponentil!le gedeelte van de curve omschrijft en 2e een 
qualificatie van de vorm van de schouder van de curve. 

"'Zelfs onder biophysici bestaat nog geen overeenstemming over de vraag of de celovcrlevingscurve 
al don niet een zuiver exponentieel verloop heeft in het gebied van de zéér geringe overle
vingspercentoges. Dit houdtonder meer verband met de vrq grote experimentele foutengrens in dit 
gebied, woordoor de juiste vorm van de curve niet met zekerheid bepoold kon worden. Daar het 
mechanisme van de initi~lestrolingsloesie nog nietvolledig bekend is, kon de vorm van de curve 
ook niet op theoretische grondenvoorspeld worden (40). 
De hierboven beschreven vorm van de curve wordt don ook- zeker voor de presentatie van de 
in vivo verkregen resultaten- nog algemeen gebruikt. 
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Ad l. Indien de treffertheorie van toepassing wordt geacht kon aan de parometer 
D37rdie een maat is voor de hellingvan de curve in het exponenti~legedeel
te, een bijzondere interpretatie worden gegeven. Deze D37 (ook i nactiveri ngs
dosis genoemd) is dan die hoeveelheid straling welke voldoende is om- ge-

Figuur 2 DE VERSCHILLENDE PARAME-
TERS VAN DE CELOVERLE-
VlNGSCURVEN. 

•• 0 
~ . 
~ 

N '-. 

' ' 

• ~ 1o-
1t--------' .... 

• .'; 

Dosis 

middeldover de gehele populatie- elke cel juist één dodelijk quanturn te be
zorgen. Door statistische bewerking kan nl. worden aangetoond dot in diesi
tuatie niet 100% van de cellen dodelijk getroffen zal worden, maar slechts 
63%. Dit houdt in, dat 3?0/o van de cellen de bestraling heeftoverleefd en el
ke aansluitende inactiveringsdosis de resterende populatie tot 3?0/o hiervan te
rugbrengt. Sommige auteurs prefereren de uitdrukking Do in plaats van D37· 

De uitdrukking D
37 

is alleen bruikbaar in het exponenti~le gedeelte van 
de curve; er zou dus verwarring kunnen ontstaan indien men deze zou willen 
toepassen in het schoudergebied. 

Ad 2. Voor de qualificatie van de vorm van de schouder wordt vaak gebruik ge-
maakt van extrapolotie van het 1rechte 1 gedeelte van de curve naar dosis 0; het 
snijpunt van de ge~xtropoleerde curve met de ordinaat wordt het 1extropolo
tiegetol1 N genoemd. Het is ook mogelijk het snijpunt met het 100% overle
vingsniveau te gebruiken, men vindt don een dosis die DQ is genoemd (5). De
ze laatste uitdrukking wordt nog slechts zelden gebezigd bij de omschrijving 
van celoverlevingscurven. Hoewel de zojuist genoemde parameters door de 
meerderheid der auteurs klaarblijkelijk zij'n geaccepteerd voor de omschriiving 
van celoverlevingscurven in vivo, is de vorm doorvan toch nog niet volledig 
bepaald door D37 en N . De juistevorm van de schouder en de plaats van over
gang tot het rechte gedeelte van de curve zou nog nader bepaald moeten wor
den. Dit is echter nog niet moge I ijk gebleken doordat de experimentele sprei
ding- speciaal in de in vivo systemen -eennouwkeurigebepalingvan de vorm 
van de schouder verhindert. Doordoorkon ook nog geen oordeel verkregen wor
den over kleine verschillen in de vorm van de schouder,welke toch van grote 
invloed kunnenzijn op dereoetie vancellen op gefractioneerdebestraling (8). 

5 



Celoverlevingscurven in vivo 

Na de publicotie van de eerste celoverlevingscurven door Puck en Marcus 
zijn veleonderzoekingen op dit gebied verricht, zowel in vitro als in vivo. De 
methoden van onderzoek hiervoor zijnvanzelfsprekend verschi I I end en boven
dien afhankelijk van de celsoort. 

Het in vitra-systeem werd reeds uitvoerig besproken. Het was Hewitt die afs 
eerste een celoverlevingscurve bepaalde voor een weefsel in vivo (59). Het be
trof een muize-leucoemie die quantitatief werd getransplanteerd met als cri
terium voor de viabiliteit van de tumorcelsuspensie het aantal cellen dat no
dig was om in de helft van de gastheren een tumor te doen ontstaan. De door 
hem gevonden ceroverlevingscurve toonde veel overeenkomst met die welke 

TABEL I 

Weefsel 

Beenmerg muis 

Q lymphklier muis 
z 
0 
N 
w 
() 

Huid muis 

Kraakbeen muis 

z 
~ Leucaemie muis 
0 .::E Lymphosorcoom muis 
::::> ,_ 
w 
() 
:::; 
~ 

tJ Ascites lymphoom muis 

Q Ehrlich oscites tumor muis 
~ 

D37 WAARDEN VAN CELLEN VAN VERSCHILLEND! 

Methode bepaling 
celoverleving 

celtitratie 

aantal kolonies 
in de milt 

ce I ti tratie 

aantal regenererende 
epitheel-foei 

aantol regenererende 
kraakbeen-foei 

tumorce I ti trot ie 

aantol kolonies 
in de milt 

tumorceltitratie 

" 

Bestral i ngsconditi es 

in vitro 
in vitro 
in vitro 
in vitro 

in vitro 

in vivo 

in vivo 

in vivo (lever) 

in vivo (lever en milt) 
in vitro 

in vivo (!ever en milt) 
in vitro 

in vivo (oscites + H202*) 

in vitro 

*Ter vermijding van onoxie werd v6ór de bestraling waterstofperoxyde intraperitoneaal 
geïn F ceerd. 
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door Puck en Marcus in vitroo.m. voor HeLa cellen was bepaald. Voor het door 
Hewitt gebruikte systeem1 de z.g. tumorceltitratie, zijn zeer veel proefdieren 
vereist. Dit aantal kan enigszins worden verminderd door- bij daarvoor ge
schikte tumoren- het ao.ntal kolonies te tellen dat na intraveneuze injectie in 
de milt van bestraalde gastheren ontstaat. Bush en Bruce posten deze methode 
toe ten einde een celoverlevingscur.ve te bepalen voor een muize-leucaemie 
(17). Om een celoverlevingscurve van lymphoïde cellen te kunnen bepalen 
maakten Smith en Vos gebruik van de 'graft versus host' reactie van getrans
planteerde lymphoïde cellen(98). Bii alle tot zover beschreven in vivometho
den wordt gebruik gemaakt van transplantatie-technieken. 

NEEFSELS NA EENMALIGE BESTRALING 

Bestr. bron. N D37 Auteur en jaar Rel. 

::060 ~ ~ 
105 rads McCullough en Til! 1960 (80) 

200 kVp Rö 2,5 84R Smith en V::.s 1962 (97) 
Co60 0 2 115 rads Ti ll en McCullough 1961 (111) 

200 kVp Rö 2,7 74 R Smtth en Vos 1963 (98) 

150 kVp Rö 115 rads Withers 1966 (119) 

230 kVp Rö 6 190 rads Kember 1965 (71) 

Ca60 I 2 165 R Hewitt en Wil~on 1959 (60) 

~ 1,9 133 rods Bush en Bruce 1965 (18) 

f 
0,7 114 rods Bush en Bruce 1965 (IS) 

3 MeV Rö 1,6 160 rods Andrews en Berry 1961 (6) 

200 kVRö 15,4 114 rods Hornsey en Silini 1961 (63) 
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Voor de bestudering van de overleving van cellen in gezonde weefsels 1..!:! 
situ zijn kortgeleden enkele zeer originele methoden beschreven: Wlthers tel
de het aantal regenererende epitheeleilandjes in de bestraalde huid van mui
zen (119); Kember (71) gebruikte een overeenkomstige techniek bij de bestu
dering van de stralingsgevoeligheid van het kraakbeen van de muis. 

In Tabel I zijn een aantal waarden uit de literatuur samengevat voor zover 
deze betrekking hebben op systemen waarbij de celoverleving na bestraling in 
vivo werd gemeten. De bestraling vond vaak plaats in vitrotervermijding van 
~ie van de cellen. Verderop in dit hoofdstuk zal daarop naderworden in
gegaan. 

De in de tabel vermelde kenmerken blijken grotendeels overeen te komen 
met die, welke voorvele cellijnen in weefselkweekgevonden werden en waar
van de gemiddelde waarde omstreeks 130 rads bedraagt (117). Nadere be
schouwing van tabel I doet vermoeden dat er evenmin opvallende verschillen 
bestaan tussen de D37 waarde van de cellen van de onderzochte gezonde weef
sels en van de genoemde 1 1oscellige 1 of gedissemineerd groeiende experimen
tele tumoren zoalsascites-tumoren en leucaemie~n. Stralingsresistente mense
lijke tumoren behoren in het algemeen echter niet tot die groep; zij hebben 
daarentegen een zeerbepaalde structuur, met een eigen stroma en vaatnet. Dit 
soort tumoren wordt ter onderscheiding van de eerder genoemde groep in de 
tumorradiobiologie 1solide 1 tumoren genoemd. Men mag niet zonder meer aan
nemen dat de stralingsgevoeligheidvan cellenvan deze tumorenvergeliikbaar 
is met die van de in tabel I genoemde tumoren. 

Of men uit de totzover beschikbare gegevens moetconcluderen dat de cel-:
overlevingscurven van cellen van verschi /lende oorsprong elkaar al dan nietveel 
ontlopen, blijkt een controversieel punt te zijn (117). Hewitt in het bijzonder 
wordt meer getroffendoor de opvallendeovereenkomst dan door de verschillen 
tussen de curven; sommige verschi !I en zouden zijns inziens kunnen berusten op 
technische factoren. Het zij hierbij opgemerkt dat de D37 waarde niet alléén 
maatgevend is voorde bepalingvan de stralingsgevoeligheid van de cellen van 
de verschillende weefsels; vooral bij lagere dosering is de exacte vorm van de 
schouder van groot belang en zoals verder in dit hoofdstuk zal worden bespro
ken heeft de locale zuurstofconcentratie in het weefsel grote invloed op de 
stralingsgevoeligheid van de cellen in bepaalde gebieden in de tumor. 

Het is ieder die de invloed van bestraling op levende weefsels observeert 
duidelijk dat er tussen verschillende soorten weefsels toch wel degelqk ver
schillen in reactie op bestraling bestaan. Dit geldt zowel voor kHnischewaar
nemingen als voor experimentele resultaten. Wanneer men echter de reactie 
slechts betrekt op de celoverleving-of sterilisatie- blijken de verschillen 
aanzienlijk minder opvallend, maar mogelijk wèl aanwezig. Zo vond Broerse 
aanwijzingen dat het beenmerg van de muis gevoeliger is voor bestraling dan 
het darmepitheel (16). 

He·t is echter opmerkelijk dat er tot op heden nog geen aanwiizingen zijn 
gevonden dat er systematische verschillen zouden bestaan in de D37 waarde 
tussen cellen afkomstig van gezwellen en van normale weefsels, tussen cellen 
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in vitro en in vivo of tussen cellijnen,afkomstig vanverschillende zoogdieren, 
waaronder de mens. Andere variabelen spelen dus waarschijnlijk een belang
rijker rol, zoals de vorm van de schouder en de zuurstofconcentratie. 

Eerder in dit hoofdstuk werd enkele molen de betekenis van de zuurstofcon
centratie in het weefsel voor de strolingsgevoeligheid van de daarin gelegen 
cellen genoemd. Dit betekentdat een door physiologischeomstandigheden be
paalde variabele destralingsgevoeligheid zal kunnen beïnvloeden. De volgende 
paragrafen zijn aan een bespreking hiervan gewijd. 

Zuurstofeffect 

Reeds sinds enkele decennia is bekend dotvele biologische systemen in aan
wezigheid van zuurstof gevoeliger zijn voor ioniserende st~oling dan in afwe
zigheid van zuurstof. Dit verschijnsel stoot bekend als het 1Zuurstofeffece. Het 
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Zuurstofspanning in mm. Hg. 
Figuur 3 RELATlE TUSSEN DE ZUURSTOFSPANNING IN HET MEDIUM EN DE STRALlNGSGE

VOELlGHEtD VAN MENSELIJKE NIERCELLEN l N WEEFSELKWEEK. 
(naar Barcndsen, 1960). 

blijkt dot wanneerin het m·i lieu geen zuurstof aanwezig is de dosis ioniserende 
straling met een factor twéé à drie verhoogd dient te worden om hetzelfde bio
logische effect te verkrijgen als wanneer de bestraling in lucht wordt uitge
voerd. Deze 10xygen Enhancement Ratio 1 (O.E.R.) of 1zuurstofversterkings
factor1 wordt dus niet _uitgedrukt in de verhouding van de grootte van de bio
logische schade door eenzelfde dosis straling in verschillende concentraties 
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zuurstof, maar in de verhouding van de doses, waarmede eenzelfde biologisch 
effect verkregen wordt bii verschi I lende zuurstofconcentrati es. 

Een uitgebreide studie van de quantitatieve aspecten van dit effect werd 
het eerst verricht door Gray en medewerkers (45L met als criteri!Jm voor de 
biologische schade het aantal chromosoom-afwijkingen van cellen van de Ehr-
1 i eh asci tes tumor na bes tra' I i ng in verschi !lende zuurstof-stikstof mengsels. Ba
rendsen vond een overeenkomstige relatie tussen stro !i ngsgevoe !i gheid en zuur
stofconcentratiewanneerdeoverleving van cellen van een gekweekte cel lijn, 
afkomstigvan een menselijke nier, als criterium werd gebruikt (9). Figuur 3 is 
hiervan afgeleid en uitdeze figuurblijktdot de stralingsgevoeligheid nietlineair 
afhankelijk is van de zuurstofconeentrotie. Belangrijk is dat in het 'physiolo
gische' gebied tussen de arteri~le en veneuze zuurstofsponning de"·zuurstof
versterkingsfactor al dicht is genaderd tot de maximale waarde en dat een re
ductie hiervan tot op de helft pos plaats heeft bij een zuurstofspanning van 4 
à 5 mm Hg. 

Gezien de complexe relatie tussen de zu!Jrstofspanning en de stralingsge
voeligheid van de cellen is het gebruikelijk om bij de bepaling van celover
levingscurven slechts onder twee condities te bestralen, te weten onder vol
ledige anoxie en in lucht. Wanneer cellen in vitro worden bestraald onder de 
bovenbeschreven condities, zullen de celoverlevingscurven een aspect krijgen 
zoals in figuur 4 schematisch is afgebeeld. Het is duidelijk dot het al dan niet 
aanwezig zijn vanzuurstof in hetmilieu tijdens de bestraling de kans op over
leving van de cellen in belangrijke mate beïnvloedt. De verhouding tussen de 
overlevende fracties van anoxische en goed geoxygeneerde cellen kon bij
voorbeeld na een enkelvoudige dosis van 2700 rads een factor 106 bedrogen! 

Stralingsgevoeligheid van weefsels 
Uit het voorafgaande is gebleken dat de stralingsgevoeligheid van de cellen 

die tezamen een weefselvormen niet alleenafhankelijk is van de vorm van de 
celoverlevingscurve, maar ook van een aantal physiologische factoren die de 
zuurstofvoorziening van de betreffende cellen beheersen. 

Voor het juiste begrip van de processen die zich afspelen in bestraald tu
morweefsel, in het bijzondervan stralingsresistentesolide tumoren, is het in de 
eerste plaats van belang te weten of de vorm van de overlevingscurve van de 
tumorcellen afwijkend zal zijn ten opzichte van die van cellen van andere 
weefsels. 

Daarom werd voor het onderzoek dat het onderwerp vormt van dit proef
schrift- na overweging van een aantal factoren die in hoofdstuk IJ ter sprake 
komen- een systeemontwikkeld dat het mogelijk maakt de viabiliteitvan tu
morcellen te meten nadat deze uit een solide tumor zijn geïSoleerd. De keuze 
van de ·tumor en de experimentele procedure vormt het onderwerp van hoofd
stuk lil. Met behulp van deze procedure is het mogelijk geworden celoverle
vingscurven te bepalen van de tumorcellen onderverschi I lende bestralingscon
dities, zoals in hoofdstuk IV zal blijken. 
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Toen deze celoverlevingscuiVen bepaald waren, rees de vraag of de gene
zingskans van de tumor nu ook inderdaad uit de verkregen resultaten voorspeld 
zou kunnen worden. 

::::~----~--~lu~c~h-t~~--~~~--~--~~-s-ti_k_·~-to-f--~~~~ 
0 4000 6000 8000 

Dosis in rods 

Figuur4 SCHEMATISCHE VOORSTELLING VAN DE INVLOED VAN HET ZUURSTOFEFFECT 
OP DE STRALINGSGEVOELIGHElD VAN CELLEN. 

Om deze vraag te kunnen beantwoorden moest een 1curatief 1 bestralings
systeem ontworpen worden. In hoofdstuk V wordtaangetoond dat de resultaten, 
verkregen met beide systemen, inderdOad met elkoor in overeenstemming zijn. 

Omdat de stralingsgevoeligheid van cellen sterk afhankelijk is gebleken 
van de aanwezige zuurstofconcentratie ter plaatse en deze op zijn beurt van 
de voscularisotie van het tumorweefsel, werd het onderzoek afgesloten met de 
bestudering van enkele aspecten van de bloedvatvoorziening van de tumor 
(Hoofdstuk VI). Hiertoe werd een nieuwe microscopische techniek ontwikkeld 
waarbij gebruik gemaakt wordt van fluorescerende kleurstoffen. 

Tenslotte zal in hoofdstuk Vil worden besproken in hoeverre de in dit on
derzoek verkregen resultaten inderdaad het inzicht kunnen verruimen over de 
processen diezichafspelen in menselijke tumorenonderinvloed van eenradio
therapeutische behondelina. 

* * * * * 
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HOOFDSTUK 11 

TRANSPLANTATIE EN GROEI VAN 

EXPERIMENTELE TUMOREN 

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

Om een dergelijk onderzoek te kunnen verrichten is het noodzakelijk over 
een geschikte experimentele tumorte beschikken en in principe zou men door
toe de keuze hebben uit primaire* en (routinematig) getransplanteerde* tumo
ren. No overweging van de verschillende mogelijkheden, die in de volgende 
alinea•sbehondeldzullen worden, werd beslotentot het gebruikvan een trans
planteerbare tumor. Een gedeeltevan dit hoofdstukzal gewijd zijn aan een be
spreking van de vele complicerende factoren die bij het gebruik hiervan kun
nen optreden. 

Primaire tumoren 

Het meeste werk op het gebied van de experimentele radiobiologie van tu
moren wordt verrichtmet het doel de verkregen ervaringen toe te passen inde 
kliniek. Daarom zou de experimentele radiotherapie bij voorkeur moeten wor
den beproefd op spontane tumoren, die optreden bij primaten (apen), of even
tueel bij grote huisdieren zoals honden, konijnen en dergelijke. Het algeme
ne klinische beeld, zowel van de gastheer alsvan de tumor, (diagnostiek, stra
lingsreacties, groeisnelheid, localisatie en grootte van de tumor) zou dan dat 
van de mense I i jke tumoren zo dicht moge/ijk benaderen. Inderdaad wordt reeds 
enig werk verricht op het gebied van de experimentele radiotherapie bij grote 
hu;sd;eren (94). 

Het behoeft echter geen betoog, dat voor de uitvoering van een uitgebreid 
experimenteel programmagrotere groependieren nodig zijn, waarbij tevens de 
eis gesteld dient te worden, dat de te behandelentumoren onderling geengrote 
verschillen tonen. In de praktiik is men dan aangewezen op het gebruik van 
knaagdieren, in het bijzonder muizen en ratten. 

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

*In de literatuur wordt veelol niet duidelijk genoeg noorvoren gebrecht met welk tumor-type 
een bepoold onderzoek verricht werd. Of een tumor spgntoon don wel geïnduceerd is heeft be
trekking op de ontstaonswijze von het gezwel. Onofh~nkelijk doorvan kon de aanwezigheid von 
een tumor in een gastheer het gevolg zijn von een ~rimoire groei of van ~plontotie von leven
de tumorcellen. 
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tage van de vrouwelijke individul::n van deze stam ontwikkelt zich een mam
matumor. Toch heeft deze veel bestudeerde tumor ook een aantal bezwaren 
voor radiobiologischeonderzoekingen: de beïnvloeding van de tumorgroei door 
hormonale foetoren compliceertde interpretatie vonderesultotenenmultipele 
tumoren kunnen over het gehele gebied van de 'melklijn' ontstaan, hetgeen 
uiterst verwarrend kan zijn bij de 'fellow up' van curatief bestraalde tumoren 
(32). 

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

Een andere mogelijkheid om grote aantallen min of meergelijksoortige tu
moren te verkriigen is door inductie met behulp van straling, chemische car
cinogenen of virussen. Het tijdstip van ontstaan van deze tumoren heeft men 
echter niet goed in de hond. Daorbii is aangetoond dat sommige geïnduceerde 
tumoren afwijkende antigene* eigenschoppen bezitten (84) en dit maakt ook 
deze methode weinig aantrekkelijk. 
Samenvattend kan worden vostgesteld dot het gebruik van primaire tumoren 
voor quontitatieve radiobiologische onderzoekingen in het algemeen bezwaar
lijk zal zijn. 

Transplanteerbare tumoren 

Het onderzoek met transplanteerbare tumoren is daarom op het ogenblik de 
beste benadering voor quantitatievestudies en dit systeem wordt dan ook door 
de meeste onderzoekers gebruikt. Transplanteerbare tumoren kunnen zowel af
komstig zijn van spontane als van geihduceerde gezwellen. De transplanteer
baarheid van de tumorkan somsin de eerste transplantatiegeneratiesvrij slecht 
zijn1 moor neemt bij de meeste tumoren bij herhooldelijk transplanteren toei 
op de duur blijken de meeste transplanteerbaretumoren zich dusdanig te heb
ben aangepast dat na transplantatie van de gebruikelijke grote i noculo in al
le gastheren een nieuwe tumor ontstaat. Het mechanisme dat aan deze veron
deringen ten grondslog ligt is nog niet geheel duidelijk. Ook na langdurig 
transplanteren zijnveranderingen in het groei patroon en in andere eigenschap:_ 
pen beschreven. De complicatiesdie daardoor in de loop van een langdurigon
derzoek ontstaan1 kunnen worden vermeden door de tumorcellen met behulp 
van weeiele technieken in te vriezen en bij een temperatuur van ongeveer 
-200 C te bewaren (88). Men kon dan zelfs na jaren weer met tumorweefsel 
van dezelfde 'ouderdom' experimenteren. 

Afhankelijk van de tumor-gastheer relatie spreektmen over een 'outoloog' 1 

'i soloog ', 'ho mol oog', of 'heteroloog' transplantaat**. De definitieshiervan zijn 

*Op de compliceties die ontstaan doordot een tumor antigenen bezit welke verschillen met die 
von de gastheer zo I loter worden ingegaan 

**De nieuwe nomenclatuur voor deze begrippen wordt nog slechts zelden in de tumor-radiobiolo
gie gebezigd. 
Syngecn"" isoloog, allogeen"" homoloog, xenogeen of heterospecifiek ~heteroloog. 
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als volgt: Onder autologe transplantatie verstaat men het overbrengen van 
weefsel in de eigen gastheer, onder isologe transplantatie het overbrengen van 
weefsel op een dier van dezelfde, ingeteelde stom.(Een proefdierstom kon uit 
het oogpunt van de transplantatie-biologie als genetisch 'homogeen' worden 
beschouwd indien onderling uitgewisselde huidtransplantaties permanent wor
den geaccepteerdi dit is bij knaagdieren het geval na omstreeks 20 generaties 
inteelt.) Homologetransplantatie geschiedt tussengenetisch niet-identieke in
dividu~n van dezelfde diersoorten heterologe transplantatie tussen individu~n 
van verschi !lende diersoorten. 

Om de groei van een homoloog of heteroloog tumortransplantaat langer don 
een zeer beperkte periode mogelijk te maken zal aan bepaalde immunolo
gische voorwaarden moeten worden voldaan, zoals in de volgende bladzijden 
zal worden duidelijk gemaakt. 

Immunologische factoren 
Voor de experimentele tumortherapie wordtisologe transplantatie algemeen 

gebruikt. Een dergelijk systeem maakt het soms mogelijk, met slechts enkele 
ce I I en een tumor (leucaemi e~n, ascites tumoren) te transplanteren. (51) Het re
produceerbaar transplanteren van tumoren met enkele cellen is voorradiobio
logische studies van groot voordeel, zoals uit de volgende hoofdstukken zal 
blijken. 

Een voorwaardevoor een dergelijkeoptimale transplanteerbaarheid is uiter
aard dat er géén antigene verschillen bestoon tussen tumor en gastheer, omdat 
anders een dergeliik klein inoculum zeer snel wordt afgestoten*. Aan deze 
voorwaarde is niet zonder meer voldaan door van een tumor uit te gaan die in 
een individu van een ingeteelde stam is ontstaan. Vrij veel geïnduceerde tu
moren en zelfs spontane tumoren blijken antigene verschillen te vertonen met 
de gastheer. 

Het controversionele probleem of er tumorspecifieke antigenen in menseliike 
tumoren aanwezig zijn en hóe men deze zou kunnen aantonen volt buiten het 
terrein van dit proefschrift. 
In de literatuur is er enkele malen op gewezen dot in een getransplanteerde 
tumor bacteriel:!n occult aanwezig ziin (70). Hoe vaak dit voorkomt en of een 
dergeliike infectievan invloed is op eenmogelijke immunologischeafweer te
gen hetgehele transplantaat is onbekend. Regelmatige bacteriologische contrêle 
van een tUni'örtransplantatiesysteem lijkt echter in ieder geval gewenst. 

In de volgende bladzijden is een beknopte uiteenzetting gegeven van de 
problemen betreffende immunologischeincompatibiliteitvan experimentele tu
moren t.o.v. de gastheer. 

*Onder 'ofstoting' vcrstoot men hetcomplex von immunologische gebeurtenissenwelke leiden tot 
het niet-oonsloan en dus losloten von het tronsplontoat. 
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Transplantalie-antigenen 
Doordat transplanteerbare tumoren veelal uit snel prolifererend weefsel be
stoan,.kon het lot van zo 1 n tumortransplantaat essentieel verschillend zqnvon 
dat van andere getransplanteerde weefsels zoals de huid of de nier. Ook indien 
eenimmunologische reocti e van de zijde van de gastheer oPtreedt kon het voor
komen dot de tumoraansloot en doorgroeit, nL wonneer de groei van de tumor 
sneller is don de immunologische vernietiging van de antigene cellen van de 
gastheer. De oorspronkelijke grootte van het inocu!um kan hierbij soms be
slissend zijn. Succesvolle transplantatie van een tumor in een genetisch niet 
identiek milieu is dus mogelijk; het vroegere werk op het gebied van trans
plantatie van experimentele tumoren, waarbij met niet-ingeteelde proefdier-
stammen werd gewerkt, toont djt overquidelijk aan (93)._ _ . . 

Zo is de zeerveel gebruikteEhrlichoscites tumorberucht vanwegezijn an
tigene eigenschappen. De waarde van deze tumor voor quantitatief radiobio
logisch werk wordt dan ook tegenwoordig sterk betwijfeld (93). 

Afstoting en 'enhancement' 
Het effect van voldoende sterke immuunreacties op een antigene tumor zal 

dus een afstoting van het transplantoot kunnen zijn. Dit kon zich uiten in een 
verminderd 'percentage dieren met tumor' *,of in een latere regressie vaneen 
aanvonkelijk goed 'aangeslagen' tumormossa. Afhankelijk van het type t~:~mor
weefsel zal de immunologische reactie die tot afstoting van een transplantaat 
leidt voornamelijk door humorale of cellulaire ('cell-bound') antistoffen ge
schieden. Merkwaardigerwijze blijkt echter het ontstaan van humorale anti
stoffen niet altijd tot eenafstoting van hetgetransplanteerdeweefsel te leiden 
en onderbepaalde omstandigheden kan juist een groeibevorderend effect plaats
vinden: de zogenaamde 'immunoligical enhoncement' (67). Deze 'immunolo
gische groeibevordering' wordt gedefinieerd als progressieve groei van een tu
mor homotransplantaat waar dit - gezien de aanwezigheid van antistoffen -
niet verwacht zou worden. Het contoet van de tumor met de specifieke anti
lichamen schijnt de tumor juist te beschermen tegen de klassi.eke afstotings
reactie. Dit effect treedt alleenop bij genetisch niet-identieke gostheer-tu
morsystemen, aangezien andersgeen humorale antistoffen gevormd zullen wor
den (90). 

In verband methet bovenstaandezal hetduidelijk zijndat voor hetverkrij
gen van reproduceerbare resultaten met een tumortransplantatiesysteem de hoe
veelheid getransplanteerd antigeen' materiaal steeds gelijk moet zijn, of, wat 
veel beter is, het tumor-gastheersysteem geheel vrij moetzijn van antigëne ver
schi /I en. 

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

"'In de Angelsaksische literatuur wordt hiervoor algemeen de uitdrukking 'percentage takes' ge
bruikt. 
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weefsel dus een grotere hoeveelheid nodig. Indien het tumorsysteem afwijken
de transplantatie-antigenen bezit zal dus de relatieve hoeveelheid antigeen 
materiool bij deverschi I lende Röntgendoses vori?!ren. Dit maakt dat in een voor 
radiobiologische onderzoekingen geschikte tumor-gastheer relatie geen anti
geen verschi I zal mogen bestaan tussen tumor en gostheer1 zodat nOch een af
stotingsreactie, nèch groeibevordering de quantitotieve bepaling van de stro
lingsschade aan de tumor zal kunnen beïnvloeden. 

De consequentie hiervan is dot het tumor-gastheersysteem zorgvuldig on
derzocht dient te worden op het bestaan van antigene verschillen. 

Het aantonen van antigene verschillen tussen tumoren en gastheer 
Voor het testen van een tumor op de aanwezigheid van eventuele ofwii

kende transplantatie-ontigenen ten opzichte van de gastheer is het gebruike
lijk om het gedragvan de tumor na inoculatie in een groep onbehandeldedie
ren te vergelijken met dat in een groep dierenwaarvan de immuunreactiviteit 
is gemodificeerd. Dit kon geschieden door een mogelijke afweerreactie te ver
sterken door de dieren tegen de tumor te immuniseren1 of juist door eventuele 
immuunreacties te verminderen. Een en ander.kon op verschillende manieren 
tot stand worden gebracht; 

1 e door immunisatie van de gastheer 
2e door (tijdelijke) onderdrukking van een eventuele immuunreacties 
3e .::Joor (tijdelijke) beschermingvan het inoculum tegen eventueel gevorm
de antilichamen 
4e door het inoculum in een immunologisch 'afgeschermd' milieu te enten. 

De verschi I lende procedures zullen achtereenvolgens worden besproken. 
Ad 1. Er bestoon diverse methoden om een proefdier te immuniseren tegenmogelijke 

(tumor) transplantatie-antigenen. Een van de meest gebruikeliike doorvan is, 
om het proefdier één of meerdere malen te inoculeren met 'onschadelijk' ge
maakt tumorweefseL Dit 'onschadelijk' maken kan onder meer geschieden door 
verhitten of door herhaald bevriezen en ontdooien1 moor de laatste jaren komt 
steeds meer in zwang om hiervoor een hoge dosis Rê5ntgenstralen (10.000 rods) 
te gebruiken. 
De aldus zwoor bestraalde cellen* kunnen nog geruime tijd hun metabole func
tie in stond houden (90) 1 terwijl toch hun celdelingscapaciteit geïnactiveerd 
is. De beste immunisatie verkrijgt men door enkele keren ochtereen te inocu
leren, met tussenpozen van ongeveer een week. Voor tumoren welke van na
ture gedissemineerd groeien1 zoals leucoemie?!n is deze methode van immuni
soti"e vrijwel de enige mogelijkheid. Toch lijkt deze wijze van immuniseren
zelfs al zou men per keer 1 grom antigeen weefsel toedienen - minderefficient 
don de thans te bespreken manier. Bij deze methode wordt een proefdiertegen 
een tumor geïmmuniseerd door de tumor eerst te laten groeien en na hetberei
ken van een zekere grootte (ongeveer 1 grom) te verwijderen1 biivoorbeeld door 

*In de Angelsaksische literatuurworden deze Heavily Radiated of H.R. cellen genoemd. Vanwege 
de beknoptheid verdient ook in de Nederlandse literatuur de uitdrukking H.R. cellen de voor
keur. 
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afbinden van de tumor(39). Het individu is dan in een zeer intensiet contact 
geweest met het antigeen, een toestand die ideaal geacht wordt voor het ont
staan van immuunreacties (57). Ongeveer één à twee weken na het verwijde
ren van de tumor is de afweerreactie van de gastheer maximaal, zodat dit het 
tijdstip is waarop de 1test 1 inoculatie dient plaats te vinden. Zelfs een zéérge
ringe ontigeniciteit van de tumor ten opzichte van de gastheer zal hierdoor 
kunnen resulteren in een afstoting van een vers, klein inoculum. 

Ad 2. De afweerreactie van de gastheer· ten opzichte van het tumorinoculum kon op 
verschillende manieren onderdrukt worden. Het meestwordt hiertoe gebruik ge
maakt van totale lichoamsbestralingvon hetproefdier met een subietholedosis 
tussen de 250 en 400 rads vlak voor de inoculatie. Hierdoor wordt naast het 
haemotopo~tische ook het lymphorde apparaat grotendeels vernietigd en het 
kan enige weken duren, voordat de schade hersteld is. In deze periode is dus 
de gastheer niet in stoot om voldoende te reagerentegen antigenen en zal men 
dus bij het bestaan van antigene verschi Jlen tussen tumoren gastheer een snel
lere groei van het inoculum, resp. een hoger percentage aangeslogen tumoren 
na inoculatie van minimale hoeveelheden tumorcellen waarnemen. 

Het effect van de totale lichaomsbestraling bestoot echter niet alleen uit 
de onderdrukking van de afweerreactie, moor ook uit verstoring van vele an
dere functies. De algemene conditie van totaal bestraalde dieren zal dus of
wqken van die van een contrOle groep en wonneer er enig verschil in groei
snelheid van de tumor gevonden wordt, behoeft dit niet persé te betekenen, dat 
het tumorsysteem afwijkende transplantatie-ontigenen bezit. 
Wonneer men echter na inoculatie van een gelijk aantal tumorcellen bij de 
bestrooide dierensignificant méér tumorenvindt dan in de contrOle groep, di ent 
men op zijn hoede te zijn voor antigene verschillen tussen tumor en gastheer. 
Onderdrukking van immuunreacties door toediening van corti costero'(den is ge
bruikelijk, onder andere bij heterotransplantatie van tumorweefsel in hamsters. 
Uit de kliniek is echter bekerid, dot cortison een remmende invloed kan hebben 
op de groei van sommige tumoren en het lijkt dus weinig aantrekkei ijk, om de
ze methode te gebruiken voor het onderdrukken van immuunreacties van de 
gastheer. Ditzelfde argument geldt in nog sterkere mate voor de cytostatica 
zoals imuran, cyclophosphamide etc. die de immuunreactiviteit effectief on
derdrukken, maar daarnaast een directe invloed op de groei van tumoren heb
ben. 

Ad 3. Bescherming van het inoculum tegen afweerreacties van de gastheer doortoe
voeging van een overmaat H.R. cellen* kon als één van de verklaringen voor 
het 1 Révész-effect 1 worden gezien (90). Révész toonde aan (eerst bij het Ehr
lich oscites carcinoom, daarbij bij een 1 e generatie C3H mamma carcinoom en 
bij enkele door methylcholonthreen geïnduceerde tumoren), dot de groei van 

"'Zwoor bestrooide of H.R. cellen, zie voetnoot blz. 16. 
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tumoren gestimuleerd werd dooraan hetinoculum een overmaat H.R. cellen toe 
te voegen. 
Het 'Révész-effect' blijktniet voor alle tumor-transpJantatiesystemen te gel
den, en de interactie gastheer/ /inoculum/ / H.R. cellen staat velerlei inter
pretaties toe. Behalve een beschermend effect op het inoculum doorhetab
sorberen van eventueel antilichaam is ook gesuggereerd, dot in niet-antigene 
systemen de H.R. cellen als een 'feeder layer' zouden kunnen dienen voor de 
vitale cellen*, of dat ervan de zwaar bestraalde cellen een stimulering van het 
metabolisme-van de onbestroalde cellen zou uitgaan (Révész, (90). 

Ad 4. Het inoculum ~on ook beschermd worden door dit te enten in een milieu, waar
in de immunologische afweer niet of minder sterk tot zijn recht komt. Dit is 
bijvoorbeeld het geval, wonneer de tumor wordt ge?;!nt in een diffusiekamer, in 
de voorste oogkamer of in de wangzak van de hamster**. Met behulp van deze 
technieken is heterotransplantatie moge I ijk, het gebruikervan wordt doorgaans 
ook doortoe beperkt. 

Grootte van het inoculum 
Eerder werd vermeld, dot de grootte van het inoculum een rol kan ~spelen 

bij het al of niet 'aanslaan' van een tumor in aanwezigheid van een zwakke 
immuunreoctie. Dit houdt in, dot bij het transplanteren van tumorfragmenten 
met behulp van een trocar (waarbij doorgaans meer dan een millioen cellen 
worden getransplanteerd), een geringe afweerreactie van de gastheer onopge
merkt kon blijven. Indien men een minimale immuunreactie tegen de tumor op 
het spoor wil komen, zal de grootte vanhet inoculum daarom verminderdmoe
ten worden, ietswotmeestolgeschiedtdoorverdunningvonde- te inoculeren
celsuspensie. Naarmate het aantol geinoculeerde tumorcellen per dier minder 
wordt, zal ook het percentage 'dieren met tumor' afnemen en uiteindelijk nul 
worden. Men kon uit de op deze wqze verkregen resultaten het aantal cellen 
berekenen, dat nodig is om 50% 'dieren met tumor' op te leveren. Met deze 

'zogenaamde tumorcel-'titrotie' of' Hewitt type essay' (54) wordt dus de gemid
delde gevoeligheid van de proefdieref"!populatie Voor het inoculum bepaald. Het 
is duidelijk dotook andere don immunologische foetoren (algemene conditie van 
de gastheer, celviobi liteit in een nieuw milieu, etc.) soms van invloed zijn op de 
minimale grootte van het effectieve inoculum. 

Verschillen in gevoeligheid van de proefdieren kunnen worden uitgedrukt 
als verschillen in groottevan deinoculo die no.digzijn om in 50% van de gast
heren in tumorgroei te resulteren. Een alternatieve mogelijkheidomverschillen 
in gemiddelde gevoeligheid op het spoor te komen is door na te gaan of het 
verschijnen van de tumor na inoculatie ·vert.r:aogd is (93); dit zal biivoorbeeld 

*Een 'feeder loyer' wordt gebruikt in de weefselkweek en bestoot uit een loog H.R. cellen op de 
bodem van een kweekbok je. Het is Puck en Morcus (87) ols eersten geluk_t, om individuele cellen 
tot clonen te loten uitgroeien door ze in combinotie met een dergelijke 'metabool ondersteunen
de' (stimulerende?) feeder loyer te enten, in plocts von direct op de bodem van een bakje. 

**Voor referenties zie Tobel 11. 
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het geval zijnals een gedeeltevan de getransplanteerde tumorcellen dooreen 
immuunreactie geïnactiveerd wordt. 

Transplantatie technieken 
In het eerste gedeelte van dit hoofdstuk werden enige methoden genoemd, 

die gebruikt worden om tumorweefsel te transplanteren. Aangezien -voor zo
ver de auteurbekend -in de laatste jaren geen overzichten gepubliceerd ziin 
over de verschi I lende tumortransplantatie-techni eken, maar deze toch herhaa 1-
delqk in dit proefschrift ter sprake komen, lijkt een beknopte samenvatting 
hierover op zijn plaats. Eerst zal de aard van hettransplantaat besproken wor
den, daarna de plaats van inoculatie. 

Het transplantaat 
Tumoren die in ascites-vorm groeien hebben voor quantitatieve transplan

tatie het grote voordeel dat de cellen tijdens de groei van de tumor in het 
proefdier reeds in een vloeibaar medium gesuspendeerd zijn. Hiertoe behoren 
onder meer het Ehrlich ascites carcinoom (63) en het P 388 lymphoom (6) die 
beide voor radiobiologische onderzoekingen gebruikt zijn. Transplantatie ge
schiedt dan eenvoudig door enig ascitesvocht van de donor in eeninjecties puit 
op te zuigen en in de peritoneaalholte van de ontvanger te injiceren. Indien 
een ascites-tumorcelsuspensie elders in een gastheer wordt ingespoten ontstaat 
ter plaatse een solide tumor (14). 

De groei van de meeste experimentele leucaemie~n of lymphosarcomen, die 
intraveneus of introperitoneaal worden getransplanteerd, is gewoonlijk niet ge
localiseerd in het perifere bloed. Er ontstaan onafhankeliik van de plaats van 
inoculatie, leucaemische infiltraten in lever, milt en lymphklieren (55, 77). 
De leucaemische cellen zijn dooruit zeer gemakkelijk te isoleren, door dele
ver of milt fijn te knippenen de aldusverkregen brokjes fijn te wrijven ineen 
geschikt medium. Op deze wqzeheeft onder meer Hewitt zijn origineleexpe
rimenten verricht om de celoverleving van een muize-leucaemie na bestraling 
te bepalen (59). 

Voor de transplantatie van solide tumoren is een uitgebreider instrumenta
rium vereist. De transplantatievan de tumoralsgeheel buiten beschouwingge
laten is het meestgebruikelijk om de tumor in kleine stukjes te knippen en de
ze laatste met behulpvan een trocar te implanteren. Andere chirurgische tech
nieken kunnen natuurlijk ook worden gebruikt. Een originele en eenvoudige 
wijze vantransplantatiewerd beschrevendoor Feder(37). Deze methode maakt 
gebruik van een schoenmakersnaald, die in zijn geheel door de tumor wordt 
geregen. in het oog van de naald blijft genoeg tumorweefsel hangen om, won
neer de naald verVolgens door de subcutis wordt geregen, succesvolle trans
plantatie mogelijk te maken. 

Een speciale methode om verspreiding van de tumorcellen in de subcut is van 
de gastheer te vermijden werd ontwikkeld door Thomlinson (108). Brokjes tu
morweefsel werden daartoe verpakt in een soort 1worstje 1

, bestaande uit een 
stukje darm. 
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De tot zover beschreven methoden voor het overbrengen van solide tumoren 
zijn niet geschikt voor quantitatieve transplantatie; een suspensie van tumor
cellen is hiervoor wel bruikbaar. In de vorige decennia zijn enkele methoden 
gepubliceerd, waarbij op zuiver mechanische wijze het tumorweefsel tot een 
suspensie gemaakt wordt. De methode volgens Craigie (25) maakt gebruik van 
een soort 'weefselpers'; in de 'cytosieve' volgens Snel/ (99) wordt het tumor
weefsel in een rubber hulsgekneed en vervolgens door een zeef geperst. Het 
percentage levende cellen, dat met deze methoden wordt verkregen is gering; 
de opbrengst bestaat grotendeels uit cel débris (76). Inoculatie van de tumor
celsuspensie kan echter geschieden met behulp van een injectiespuit en dit is 
een belangrijke vereenvoudiging van de transplantatieproeed ure. 

TABEL 11 

OVERZICHT BETREFFENDE DE VERSCHILLENDE MOGELIJKHEDEN 

Inoculatie Resulterende tumorgroei Auteur 

r· solide tumor locaal vele auteurs 
staort Van Dongen 

subcutaan oor Suit en Shald 
schedel zie hoofdstuk 
'venster' Algire 

intramusculair poot solide tumor locaal v.d. Brenk 
intramedu lloir femur solide tumor locaal Inga II 

~ intraperitoneaal multipele mesenteriele 
a 

ä metastasen 
E 
a intraveneus stoortvene multipele longmetastasen ~ 

0 intraoraal trachea muI ti pele longmetastasen Epstein 
~ intralymphatisch testis regionale metastasen Walieee 

..2 intracerebraal sol i de tumor i ntracerebraa I Prince 
.~ 

nier solide tumor locaal Gullino en 
i nterporenchymateus ovarium Grantham 

testis Young 

introportaal lever metastasen Fisher 
in diffusiekamer (bu;kholte) tumor in kamer Algire 
in luchtzak (subcutis) multipele locale tumornoduli Hewitt 

g' intraveneus of locaal op multipele noduli op 
..2 chorio-altantois membraan chorio-allantois membraan Smeulers 
E 
.:!' in submucosa van de homsterwangzak solide tumor locaal Goodall 
~ 

I in voorste oogkamer van knaagdieren " Greene 
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Het gebruik van enzymatische procedures voor het verkrijgen van suspens i es 
van geisoleerde cellen is de laatste jaren steeds meer in gebruik gekomen 
(76,13). Quantitatieve transplantatie is hiermede goed mogelijk en dit is van 
voordeel voor 1adiobiologisch onderzoek met tumoren. In het volgende hoofd
stuk wordt hierop nader ingegaan. 

De transplantatie 
Transplantatie van tumorweefsel is een te algemeen gebruikte procedure 

in het kankeronderzoek om alle auteurs die hiervan gebruik maakten te kun
nen noemen. Daarom zal worden volstaan met een zo volledig mogelijk over
zicht van de diverse loca/isoties waarin solide tumoren werden geïnoculeerd, 
waarbij per localisatie slechts naar één representatieve publicatie wordt ver
wezen. 

TOT TRANSPLANTATIE VAN SOLIDE TUMOREN 

Ref. 

(29) 
(105) 

(2) 

(14) 
(64) 

(35) 
(114) 
(86) 

(49) 
(120) 

(38) 
(4) 
(53) 

(96) 

(44) 
(46) 

Opmerkingen 

Quantitatieve transplantatie mogelijk. 
Groei afhankelijk van omgevingstemp. 
Volume .neting goed uitvoerbaar 

Uitwendig zichtbare vascularisatie van de tumor goed 
te observeren 

Model voor metastasering in het beenmerg 

Quantitatieve transplantatie mogelijk. 

Metingen van de weefseldruk in de tumor 

Tumorcellen geïsoleerd in gastheer 

Heterotransplantatie van menselijke 
tumoren 
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Dezegegevens zijngerangschikt in Tabel IJ en een kortesamenvattende be
spreking wordt gegeven in de volgende paragrafen. 

Zonder twijfel is de meest gebruikte localisatie voor een experimenteleso
lide tumor het subcutane weefsel van de flank_. Andere localisaties zqn echter 
soms van voordeeL Wanneer het tumorweefsel subcutaan in de staort wordt ge
ent, blijkt de groeisnelheid van de tumor sterk afhankelijk te ziin van de 
remperatuUr van de omgeving. Zo vorld van Dongen (29) dat de groeisnelheid 
van de tumor in de staart toenam wanneer de staart (met tumor) subcutaan werd 
geïmplanteerd. Als men - zoals ons is gebleken - proefdieren met een tumor 
in de staart in een koud vertrek (4C?C) plaatst, verloopt de groei van de tumor 
dusdanig langzaam, dat deze methode in aanmerking komt om een tumor een 
half jaar te 'conserveren'. 

Subcutane localisatie in de oorschelp, zoals werd gebruikt door Suit en 
Shalek (1 05) voor een C3H mamma carcinoom, maakteen nauwkeurige volume
meting mogelijk. Het is ons echter niet gelukt om het rhobdomyosarcoom BA 
1112 (zie hoofdstuk lil) op deze plaats te laten groei en. De redenhiervoor zou 
gezochtkunnenworden in de ve(Schillende afkomst van de tumoren, moor mo
gelijk speelt zelfs het warme klimoot van Texos hierin een rol~ 

Voor nauwkeurige externe observatievan hetvasculorisatie-potroon van tu
moren ontwierpAigire een systeem, waarin men door een venster de tumorgroei 
in de subcutis kon volgen. In hoofdstuk VI zal hierOp nader worden ingegaan, 
evenals op de resultaten, verkregen met de Originele methode van Guliino en 
Granthom. Bij deze laatste methodewordt hettumorweefsel geïnoculeerd in het 
nier- of ovarium-parenchym. Dit parenchym wordt geheel door tumorweefsel 
vervangen, het vaatstelsel wordt echter niet essentieel aangetast. Het bleek 
mogelijk, om de tumoren door één toevoerend en één afvoerend vat van bloed 
te latenvoorzien en metingen te verrichten omtrent de hoeveelheid bloed, wel
ke de tumor passeert. 

Het is duidelijk dat sommige maligne tumoren regionale 'metastasen' zullen 
vormen na inoculatie in een daartoe gunstige localisatie. Daarentegen is het 
echter ook mogelijk om uitzaaiing tegen te gaan, door de tumor inzogenoom
de diffusiekomers te loten groeien. Deze bestaan uit twee schijfjes van milli
pere materiaal, die op enkele millimetersafstandvan elkaar gevat zijn in een 
cylindervormige houder (4). Daar er in deze situatie slechts een humorale- en 
géén cellulaire interactie mogelijk is tussen tumor en gastheer, wordt dit sys
teem soms ook gebruikt ter vermîiding van cellulaire immuunreacties. 

Voor de volledigheid werden de localisaties, die voor heterotransplantatie 
gebruikt worden, tevens in Tabel 11 opgenomen. 
Dit zijn de chorio-ollantois membraanvan een bebroed kippenei, de submucoso 
van de wangzak van de hamster en de voorste oogkamer van knaagdieren. 

In het volgende hoofdstuk zal ter sproke komen welke van al deze trans
plantatietechnieken en locelisaties werden verkozen voor onze radiobiolo
gische onderzoekingen. 
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Groei van tumoren 
Vriiwel ieder die op oncologisch gebied werkt wordt regelmatig geconfron

teerd met de verschillende aspecten van de groei van tumoren. Dit geldt met 
name voor onderzoekingen waarbij gebruik wordt gemaaktvan één van de zo
juist beschreven transplantatie-technieken, voor volume-metinge.n aan tumoren 
al dan niet in combinatie met bestraling en voor bepalingen van de 1 iotente 
periode 1 van een tumor. 

In verband met het in dit proefschriftbeschrevenonderzoek is enkelemolen 
gebruik gemaakt van groeimetingen om o.a. informatie te verkrijgen over de 
aanwezigheid van eventuele antigene verschillen tussen tUmor· en gastheer, 
over het tijdstip van verschijning van de tumor na inoculatiè en· t.o.v. de re
gressie van de tumor na bestraling. 

Het lijktduswenseliik om, aansluitend op de bespreking vori de verschillen
de aspectenvan hetgebruik vanexperimenteletu.moren in deradiebiologie ook 
enkele eig.eoschoppen van de tumorgroei te belichten. Dat de meeste tumoren 
met de tijd in velum~ toenemen is bekend en als eenvoudigste model hiervoor 
kon gelden dat alle maligne tumorcellen zich delen, zodra hun metabole con
ditie dit toestoot. Uit iedere tumorcel zullen 2 cellen ontstaan, hieruit bij de 
volgende delingen 4,8, etc. 
Het volume· van de tumorzal d.erholve exponentieel met de tijd toenemen, in
dien geen andere foetoren interfereren. -

In deyeigende paragrafenzal naderworden ingegaan op de technieken wel
ke worden gebruikt voor het meten van tumorgr~i en op de vraag of de uit
eindelijke groei van een tumor al dan niet exponentieel verloopt. 

Meting van het tumorvolume 
Er zijn verschillende technieken beschreven om de groei van een tumor te 

kunnen meten, in de kliniek zowel als in het dierexperiment~ 
Wanneer' men het vol urne van een tumor nauwkeurig wi! bepalen, is het uit

. prepareren vOn de tumor een essenti~le voof'..Voorde. Men' kan don gewicht of 
·volume bepalen door middel van wegen of dompel·en. Dit houdt·e;chter in, dat 

. men slechts een éénmali ge bepaling kon verric'hten, waarmede dus de moge-
liikheid vervalt om van een individuele tumor de toenome in.groottete meten. 
Dit nadeel kan in experimentele systemen soms gecompenseerd worden door het 
gebruik v6n grote aantallen proefdieren, w6orir1 de tumor-don natuurliik zeer 
uniform moet groeien. 

Or.n van' individueletumoren op regelmatigetijden de grootte in situ te re
gistreren kOn worden volstaan met de bepaling van enkele le~gte~Het is 
ook moge.li[kde grootte van (oppervlakkige) sUbcutane_ tumoren volumetrisch 
te bepalen, bij voórbeeld door het maken van gips- of plos.tic replica's (113). 
Ook ziin enkele plethysmografische methoden beschre'ven; vyaarbij men de tu
mor een hoeveelheidvloeistof laatverdringen,waarvan het _volume in een ge-
calibreerde pipet kan worden afgelezen (27). · 

De meeste auteurs echter bedienen zich van een meetsysteem, waarbij éér: 
of meerafme'tingen vC?n de tumor in millimetersworden bepaald~ Sommigen be-
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rekenen daaruit het volume van de tumor, maar veelol wordt eenvoudig als 
mootstof de gemiddeldediameter gebruikt. Voor tumoren, welke min of meer in 
een plot vlok groeien, zoals huidtumoren of subcutane metastasen van mense
lijke tumoren, is hetgebruikelijk om de oppervlokte in mm2 uit te drukken, be
rekend uit twee loodrecht op elkoor staande diameters. (Deze laatste worden 
meestol gemeten met een schuifmaat). Wonneer een tumorvrij kon expanderen 
in losmazig weefsel (longmetastose, subcutane enting van een experimentele 
tumor), zal de vorm bij benodering bolrond kunnen zijn en wordt de meting van 
het volume aanzienlijk eenvoudiger en kon b.v. geschieden door middel van 
een kaliber. 

Deze methode wordt gebruiktvoor het bepalenvan de grootte van longme
tastasen op een Röntgenfoto (15) of van subcutane tumoren (31). 

In de praktijk zal het weinig uitmaken welk meetsysteem men gebruikt; de 
moeilijkheid ligtniet zozeer in de metingvan de juiste afstand tussen de gren
zen van de tumor, maar in de objectieve bepaling vàn die begrenzing. De ron
den van een schaduw op een Röntgenfoto zijn soms vaag en moeilijk te bepa
len, bii het meten van de grootte van tumoren in situ wordt het overliggende 
weefsel (meestal huid en subcutis) altijdenigszins gecomprimeerd en wel door 
verschillende onderzoekers in verschillende mate. Het verdient dus aanbeve
ling dot een serie metingen aan een tumor door dezelfde onderzoeker wordt 
verricht. Het gebruik van een kaliber met een serie gaten of cirkels bevordert 
de reproduceerbaorheid der metingen. . 

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

Vorm van de groeicurve 
Wonneer in een tumorgeen differentiatie* optreedtvan de tumorcellen zal 

elke tumorcel zich delen, zodra zqn metabole conditie dit toestoot**. Het vo
lume van een tumorzal verdubbeld zqn, als alle cellen zich éénmaal gedeeld 
hebben. De term 'tumorvolume verdubbelingstijd 1 wordt meestol gebruikt als 
maatstaf voor de snelheid, waarmee dit gebeurt. Deze term spreekt voor zich
zelf. 

Het is duidelijk, dot indien alle tumorcellen zichregelmatig zouden delen, 
de groei exponentieel*** verloopt; per tijdseenheid zal dan het aantol cellen 
toenemen met een constant gedeelte van het aanwezige aantal cellen. 

Wonneer men de groei grafisch weergeeft op semi-logorithmische school 
(log diameter of log volume op de ordinaat, de tijd lineair uitgezet op de ab
scis), verkrijgt men een rechte lijn. Moyneord (78) was de eerste, die een of-

*De term 'differentiatie' dient. in dit verband te worden gezien als het zich definitief onttrekken 
van een zeker gedeelte der tumorcellen aan de prolHererende cel populatie. 
,. ... Variaties in de duur van de celdelingscyclus van verschillende cellen in hetzelfde milieu, zo
als b.v. worden gevonden in weefselkweek zijn buiten beschouwing gelaten. 
***Exponenti\:!le groei zal ook gevonden worden, wonneer een constant percentage van de tu
morcellen regelmatig deelt. 
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wijking van deze regel vond; in zijn experimenten betreffende het Jensen sar
coom van de rot verliep de groei niet exponentieel. Wanneer hij de lengte van 
de tumor (traject 5 tot 50 mm) op lineaire school uitzette tegen de tijd, vond 
hij een lineair verbond. Via berekeningen kwam hij tot de conclusie1 dat al
leen de cellen in een oppervlokkige laag van de tumor regelmatig in deling 
zijn. Men zou in dit verband dus beter kunnen spreken van een groeiende 
schil van tumorweefseL Een lineair verbond tussen tumordiameter en tïïd werd 
ook door andere auteurs gevonden; het meest recente werk van Thom l i nson (1 09) 
toont dit zeer duidelijk. 

Anderen vinden daarentegen wèl een exponentit:le toenome van het tumor
volume (of de diameter); o.o. Collins (24) en Breur (15). Beiden verrichten me
tingen aan tumormetastasen (traject 5 tot 100 mm diameter), waarvan de groot
te was af te lezen op Röntgenfoto's. Ook uit het fraaie experimentele werk van 
Suit c.s. (105), die met behulp van een prepareermicroscoop de volumeveran
deringen van een muize-tumor in het oorbepaalden (traject 0,1 tot 100 mm3), 
blijkt een exponentit:Je groei. 

Er zijn dus discrepanties tussen de ervaringen van verschillende onderzoe
kers. In dit verband is een mededeling van Wel in c.s. (116) van belang; hij 
kon geen antwoord geven op de vraag, of de groei van tumoren (in casu darm
tumoren, waarvan de grootte beoordeeldwerd door middel van borium contrast 
foto's) lineair don wel exponentieel met de tijd verloopt. Hij publiceerde een 
diagram, waoruit bliikt dot men ook niet kan verwachten .significante ver
schillen ·te vindentussen een lineaireen een exponentit:legroeicurve wanneer 
de metingen zich uitstrekken over een gebied van 5 tot 60 mm diameter en er 
een gemiddelde meet-onnauwkeurigheid van 2 mm is. Beide typen curven kun
nen elkaar dan overlappen. Wel in oppertdat een groeicurveeen logistische of 
een Gompertze curve zou kunnen zqn, een benadering, die - onafhankelijk van 
zijn publikatie- ook door Kaaien (66) en Laird (74) werd ontwikkeld*. 

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

"'Na het gereedkomen van dit manuscript zijn nog twee publicoties verschenen, waarin de auteurs 
eveneens tot dergelijke conclusies komen: 
Steel, G.G. end Lomerton, L.F. Brit. J. Coneer 20, 1966, 74. 
McCredie, J.A., Inch, W.R., Kruuv, J, end Woï;;n, T.A. Growth, 29, 1965, 331. 
"""Voor de volledigheid volgen hier de formules; -

Exponenti~le groei; vt kt 
-"e 
V 

0 

logistische curve; .::!._ = 1 + b 

V 1 +be-kt 
0 

Gompertze curve; 

waarin: Vt is het bereikte volume uit V
0 

in tiid t; ben k zijn constanten. 
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vorm; zij beginnen exponentieel, moor na hetbereiken van een bepaald volume 
neigt het verloop ervan asymptotisch tot een maximum. Het liikt aannemelijk, 
dot het verloop van het exponentiêle gedeelte van de curve grotendeels be
paald wordtdoor de (maximale) delingsoctiviteitvon de tumorcellen en dot het 
afbuigen van de curve het gevolg is van een aantol beperkende factoren, waar
van de invloed toeneemt noormate de tumor groter wordt. 

Ook de groei van het in dit onderzoekgebruikte rhobdomyosarcoom BA 1112 
bleek niet geheel exponentieel te verlopen. Vooruitlopende op de in het vol
gende hoofdstuk te bespreken transplantatieprocedures lijkt het gewenst om ter 
illustratievan het zojuist besprokene de groeicurve van deze tumor te behan
delen. 

De groei van het rhabdomyosarcoom BA 1112 
Een experiment werd verricht met ratten van drie tot vier weken oud. De 

inoculatie werdverricht met een suspensie* van 10.000 tumorcellen in 0,05 cc 
vloeistof volgens Si mms in de subcutis van de kop. Na verloop van tijd ont
stonden hieruit tumoren. 
M.~t een plastic schijf die was voorzien van een serie gaten, per mm opklim-

Figuur 5 TEKENING VAN EEN PLAST!C MEETKAL!BER. 
De getallen hebben betrekking op de diamefer van de gaten in .mm. 

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

*Voor de celsuspensietechniek en plaats van inoculatie zie het volgende hoofdstuk. 
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Figuur 6 RELATIE TUSSEN TUMORDIAME
TER EN HET GEWICHT VAN DE 
TUMOR. : . 
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terengewichtvandetumorisweergegevenin fig. 6. Hieruit blijkt dat de door
snede van de tumor in het levende dier een redelijk betrouwbare maat is voor 
het tumorvolume, respectievelijk het aantol cellen in de tumor (tabel Vll). 
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Figuur 7 GROEICURVE VAN TUMOR BA 1112. 
Op de ordinaat is aangegeven de gemiddelde diameter van de tumor, tevens het daar
mede overeenkomende aantal cellen. Het aantal dieren n staat bovenaan vermeld. Op 
de abscis de tijd in dagen. Op dog 0 werden 10.000 cellen geïnoculeerd. 
In het tweede gedeelte van de curve verloopt de groei niet meer exponentieel. 
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De groeicurve van de tumor wordt weergegeven in fig. 7. De progressieve 
toename van hettumorvolume tussen de tiende en twintigste dag komt overeen 
met een exponenti~le groei. Het is echterduidelijk dat, wanneer de tumor een 
diameter van ongeveer 12 mm bereikt heeft, de groeisnelheid afneemt. Dit sug
gereert dat de groei van dit rhabdomyosarcoom inderdaad volgens een Gom
pertze of logistische curve kan verlopen. 

Het verloop van de groei van tumoren na bestraling 
Uit de experimenten van Suit en Shalek is het mogelijk gebleken om een 

celoverlevingscurve na bestraling te berekenen via de groeicurven van expe
rimentele tumoren (105). Vooi"\-Vaarde hiervoor is dot de tumor vóór en na be
straling dezelfde groeisnelheid heeft en dat de volume-toename exponentieel 
verloopt. 

Door terugextrapolatie van de curve nà bestraling tot op het moment van 
de bestraling kan het overlevende 'vitale volume' worden afgelezen. De over
levende fractie kon daarna worden berekenddoor vergelijking van dit volume 
met het (gemeten) volume·vande tumor op de dag van de bestraling. Men bepaalt 
met deze methode dus nietdirect het percentage overleving voor de gehele po
pulatie, maar dat van de groeiende fractie van de tumor. Het lijkt aannemelijk 
dot de volumetoenome evenredig zal zijn met het gehalte aan celten die tot 
ongelimiteerde proliferatie in stoot zijn, zodat men de resultaten, verkregen 
met de zojuist beschreven methode, toeposbaar mag achten op de celoverleving 
van de prolifererende tumorcel populatie. 

Breur gebruikte een modifi ca tievan deze methode om uit klinisch materiaal 
- in casu een aantal op de Röntgenfoto zichtbare longmetastasen -de volume
reductie tengevolge van gefractioneerde radiotherapie quantitatief te meten 
(15). Ook de door Breur vei"\-Verkte informatie betreft tumoren met exponenti~le 
groei. 

Wanneer de groei van een tumor niet exponentieel verloopt, zoals bijvoor
beeld die van het door Thomlinson gebruikte transplanteerbare fibrosorcoom 
R.I.B.5, zal het niet goed mogeliik ziin om uit de extrapolatie van de groei
curve na bestraling conclusies te trekken t.o.v. de ce/overleving. 

Thomlinson beperktzich don ookvoorzijn studie betreffende de invloed van 
o.a. hyperbarische zuurstof op de stralingsgevoeligheid van tumoren, tot de be
paling van de zuurstofversterkingsfactor. Dit is een zeer bruikbare benadering; 
hij gebruikt de tumorvolumemetingen dus slechts voor de vergelijking van de 
verschillende iso-effect doses in afhankelijkheid van de bestralingscondities. 

Het in dit onderzoek gebruikte rhabdomyosarcoom BA 1112 bleek zich even
eens minder goed te lenen voor een quontitotieve bepaling van de effecten 
van bestraling op de groeiende tumorcelpopulatie door middel van volumeme
ti ngen; o.a. bleek dat de groei van de tumor na een locale dosis van 1920 
rods in de tvveede week na bestraling een relatieve vertraging toonde (fig. 8). 
Misschien is dit het gevolg van stralingsschade aan het tumorbed. Terug
extrapolotie van het laatstegedeelte van de curvetot het 'overlevende vitale 
volume' op de dogvan de bestraling, doet vermoedendat deoverlevende frac
tie ongeveer 20% bedraagt, in plaats van ongeveer 1%, de waarde, die werd 
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bepaald met de tumorceltitrat.iemethode (hoofdstuk IV). Dit verschi I is zonder 
twijfel voor een belangrqk gedeelte te wijten aan het niet voldoen aan de 
eerder genoemde eis, dat de ,g:roeicu!Ven v6ór en na de bestraling evenwiidig 
dienen te verlopen. Daarom werd dan ook voor het onderzoek betreffende de 
celoverleving van deze tumor een ander quantitatief systeem verkozen. De 
techniek daarvan zal het onderwerp vormen van het volgende hoofdstuk. 
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Figuur 8 GROEICURVE VAN TUMOR BA 1112 VOOR EN NA BESTRALING MET EEN DOSIS 
VAN 1920 RADS. 
Op de ordinaat het volume van de tumoren in procenten van het volume op de do9 von 
de be5traling. De gemiddelde diameterop dag 0 was 10,5 mm. Het aantal dieren n ~teat 
bovenaan vermeld. 
De groeisnelheid in de tweede weck na bestraling is geringer don vóór de bestraling. 

De groei van microscopisch kleine tumoren 
Vóórdat een tumor macroscopisch aantoonboarwordt,vindt uiteraard eerst een 

zeer belangrijkgroeiproces plaatsen de duur hiervanwerddoor Craigie de pe
riode van microScopische groei genoemd of P.M.G. (26). Aangezien het tech
nisch nog nietuitvoerbaar is om nauwkeurige bepo !i ngen te verrichten van b.v. de 
de ce I profiferati e van deze -si echts uit enke Ie ce I Jen bestaande - tumoren, ver: 
dient de uitdrukking 'P.M.G.' de voorkeur boven de benaming 'latente periode'. 
De P.M.G. kan gedefinieerd worden als: de periode die verloopt tussen het tijd
stip van het begin van de autonome groei, metastasering of tijdstipvan inocu
latie tot het moment, waaro;:. de tumor macroscopisch aantoonbaar is. 

Volgens enkele auteurs (21, 26, 62) kan de P.M.G. gebruikt worden om de 
viobiliteit van tumorcelsuspensies te testen.,Steeds werdhierbij subcutaaneen 
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tumorhomogenaa.t geïnoculeerd, waarvan het 'inoculatie-volume' werd bepaald 
door middel van centrifugeren. De relatie tussen het 'inoculatie-volume' en de 
'P.M.G.' (meestal 4 tot 10 dagen) werd empirisch bepaald. Er bleek een lineair 
verband te bestaan tussen de logarithme van het 'inoculatie-volume' en de 
P.M.G. Het zalduidelijk zijn, dat deze methode om deviabiliteit van een tu
morcelsuspensie te testen niet zonder bezwaren is; reeds een geringeverande
ring van de initi~le groei van de geinoculeerde cellen (b.v. ten gevolge van 
een voorafgaande behandeling) kaninvloed hebben op de resultaten. Bovendien 
blijkt de P.M.G. soms verkort te worden door de aanwezigheid van een over
maat zwaar bestraalde cellen in het inoculum (21 ). Deze zojuist genoemde be
zwaren hebben ons weerhouden om voordit onderzoek de P.M.G. te gebruiken 
als quantitatieve maatstafvoor de bepalingvan de viabi liteitvan tumorcelsus
pensies. Het systeem van tumorceltitraties volgens Hewitt (54) leek betrouw
baarder en dit werd dan ook voor ons onderzoek verkozen. 

Het was natuurlijkinteressant om achteraf na te gaan of er eenverband was 
tussen de grootte van het inoculum en de P.M.G. bij onze tumorceltitraties. 
Inderdaad bleek het tijdstip van verschijnen van een tumor Wel enigszins af
hankelijk van het aantal geinoculeerde cellen maar de grote spreiding maakte 
het weinig aantrekkeliikom de P.M.G. als maatstof te gebruiken. Toch hebben 
berekeningen over de groei in deze periode ons onverwacht een beter inzicht 
verschoft over de wijze waarop de tumorcellen zich bij inoculatie in de sub
cutis verspreiden. Het betreft berekeningen uitgevoerd door Kooien over de 
groeisnelheid van het rhabdomyosarcoom. 

De grootte van de tumor werddestiids nog nietgemeten met behulp van een 
meetkaliber, maar wèl stonden gegevens ter beschikking over het aantal ge
inoculeerde cellen (10, lOOen lOOO)en het gewichtvan de daaruit ontstane 
tumoren (100 tot 400 mg). Ook was de tijdsduurbekend tussen de inoculatie en 
het uitprepareren. Het bleek, dat het gewicht niet direct evenredig was met 
de grootte van het inoculum, maar met ongeveer de derde machtswortel* hier
van. Dit zou verklaard kunnenworden dooraan te nemen dat de verdeling van 
de geinoculeerde cellen in de subcutis aan dit effect ten grondslag lag. 

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

*De formule, welke Kooien vond is ols volgt: 

G =5 2510,29 e 0,05T 
t ' 

geldig ols T ) 22 dagen. 
Gt is gewicht van de tumor in mg. 

I is het oontol cellen in het inoculum. 
T is tijd in dogen na i noculotic 
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gedeponeerd worden. Eerst werd aan de mogelijkheid gedacht, dat de tumor
cellen zich zouden nestelen aan de periferie van de injectie 'quaddel'. No 
resorbtie van het medium zouden de tumorcellen zich in een plat vlak bevin
den. 

Om een inzicht te verkrijgen in de distributie van suspensies in de subcutis 
werden enkele experimenten verricht. De kooldeeltjes van een subcutane in
jectie van onverdunde Oostindische inkt bleken zich inderdaad in eenschijfje 
met een doorsnede van omstreeks 8 mm gerangschikt te hebben. Deze localisa
tie kon voor de statisticus toch geen goede verklaring vormenen hij sugge-

Figuur 9 DEMONSTRATIE VAN HET 'NAALDS?OOR' BIJ SUBCUTANE INJECTIE. 
In het "subcutane bindweefsel van de kop werd 0,1 mi zeersterk verdunde Oostindische 
inkt geïnpceerd. De foto. toont de binnenzijde van de uitgeprepareerde huid. 

De vloeistof van een dergelqke suspensie van kooldeeltjes en water diffundeert in en
kele secondenver in de losmazigesubcutis en wordt daar geresorbeerd. De kooldeeltjes 
daarentegen rangschikken zich lineair volgens het naaldspoor. 

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

Het probleem werd pas opgelosttoen het werk van Hewitt onder onze aan
dacht kwam. Hewitt 'inoculeerde' suspensies van Oostindische inkt in de sub
cutis van muizen (52). De Oostindische inkt werd door hem zodanig verdund, 
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dat deze nauwelijks van water was te onderscheiden. Het bleek, dat bij injec
tie hiervan de vloeistofzich als eenquaddel in het losmazige, subcutane bind
weefsel verspreidde, maar dat de koold"eeltjes bij de punt van de naald ble
ven. Dit onverNachte effect leek het gevolgt"e zijn van filtratie; als gevolg 
hiervan concentreerden de koolstofdeeltjes uit de sterk verdunde Oostindische 
inktzichenwerdentezamenals één-zwartestip in hetsubcutane weefsel zicht
boor. Hiermede was volgensHewitt een verklaringgevonden voor de algemeen 
bekende waarneming, dat tumoren die na inoculatie van tumorcelsuspensies ont
staan, meestal vanuit één enkel focus lqken uit te groeien. Het experiment 
werd door ons herhaald en het bleek, dat de kooldeeltjes zich lineair rang
schikten, zoals de statisticus voorspeld had! O(een puntvormige of een lijn
vormige verdeling zal optreden wordt bepaald door de injectietechniek. Het 
1 nooldspoor 1 dat door ons bij inoculatie voor tumorceltitraties gemaakt wordt, 
is ongeveer l à 2 cm long (fig. 9). 

Het is ons gebleken, dot het beschreven mechanisme al leen opgaatvoor een 
suspensie van deeltjes in een niet-visceus medium; wanneer het medium door 
de aanwezigheid van colloïden ook maarenigszins visceus is, zoals bij onver
dunde Oostindische inkt, vindt geen filtratie plaats, maar extensie van het 
subcutane weefsel. 

Het effect dot cellen in waterige suspensie zich lineair volgens het naald
spoor in de subcutis verdelenen datdoordoor meerdere turnortjes achter elkaar 
kunnen ontstaan, maakt dotwonneer solitaire tumoren gewenst zijn de inocula
tie met grote zorg dient te geschiede~. Van deze ervaring werd in dit onder
zoek o.a. gebruik gemaaktbij de inoculaties voor de 1CUratieve 1 experimenten. 

* * * * * 
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HOOFDSTUK 111 

CELTITRATIES MET 
RHABDOMYOSARCOOM BA 1112 

Keuze van de tumor 

De voordelen van het gebruik van transplanteerbare tumoren voor quant i
tatief-onderzoek boven andere -typen werden in het vorige hoofdstuk beschre
ven. In hoofdstuk I werd uiteengezet dat bij het begin van dit onderzoek reeds 
een aantal gegevens bekend warenover o.o.lymphoïde en oscites tumoren van 
de muis (tabel 1), maar dat het zeer de vraag is of deze gegevens van toepas
sing zouden zijn op solide tumoren. Dit vormde de reden om te zoeken naar 
een solide (experimentele) tumor, die bq voorkeur vergelijkbaar zou zijn met 
de z.g. stro[ingsresistente tumoren bij de mens. Tot dusverre waren alle cel
overlevingscurven in vivo van tumoren bij muizen bepaald en omdat het voor 
de extrapolatie van dit soort gegevens naar de mens wenselijk is tumoren van 
meer dan één diersoort te bestuderen, was het van belang om na te gaan of 
voor de rat een geschikt tumor systeem kan worden ontwikkeld. Een onder 
voordeel van deze diersoort leek, dat een opstelling voor locale bestraling 
eenvoudiger te verwezenlijken zou zijn. 

Uit het in het voorafgaande hoofdstuk besprokene zal voldoende duidelijk 
zijn gebleken dat slechts een tumor, welke ontstaan is in een volledig in
geteelde proefdierstam en welke daarin getransplanteerd kan worden zonder 
dot immunologische complicaties optreden, in aanmerking komt voor een on
derzoek als hier beschreven. Hiervoor kunnen slechts in eigen loboratorium 
ontstane tumoren worden gebruikt omdat introductie van tumoren uit andere 
laboratoria op grote bezworen stuit (o.o. de noodzaak van de import van de 
bijbehorende proefdi erstam). 

Oorspronkelijk werden twee tumoren van de ingeteelde W.·A.G./Rij rat
tenstam, een rondcellig sarcoom en een odenocarcinoom, die beide in het Ra
diobiologisch Instituut TNO aangehouden werden, onderzocht op hun trans
plantatie-eigenschappen. Het bleek echterdat de groei van deze tumorengro
te variatie toonde als gevolg van immunisaties. Dit maakte het vrijwel zeker 
dat deze tumoren op grond van antigeneverschillen onbruikbaar zouden zijn 
voor ons onderzoek. Het mag don ook een gelukkig toeval worden genoemd dat 
in december 1962 bij een W .A.G./Rii rat, behorende tot een groep proefdieren 
die voor beenmergtransplantatie waren gebruikt1 een tumor werd ontdekt die 
goed transplanteerbaar bleek binnen deze stam. 

De oorspronkelijke tumor leek gelocaliseerd in de onderkaaksmuscu!atuur. 
De gastheer had omstreeks 8 maanden tevoren een totale lichoomsbestraling 
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ondergaan van 864 rods gevolgd door een transplantatie van beenmerg afkom
stig van Brofo ratten (7). De tumor werd geregistreerd onder nr BA 1112 en 
bleek geschikt voor dit onderzoek. In de volgende'paragrafen zullen de his
tologie van de tumor, de techniek om cellen uit het tumorweefsel te isoleren 
en een aantal biOlogische eigenschappen van deze tumor besproken worden. 

Histologie 
Microscopisch werd de tumor geclassificeerd* als een rhabdomyosarcoom. 

Het tumorweefsel is opgebouwd uit bundels spoelvormige myoblasten, die in 
diverse vlokkendooreengeweven zijn(fig. 10).ln de tumorcellen konden myo-

Figuur 10 MICROFOTO VAN RHABDO
MYOSARCOOM BA 1112. 
De tumor bestoot uit spoelvormige 
myoblasten, welke in bundels 
dooreen gevlochten zijn. 
Hoemotoxyline-eosine x 120. 

fibrillen en dwarse streping worden aangetoond met behulp van de phosphol'
wolframzuur- haematoxyline kleuring volgens Mallory. Typisch voor de tumor 
is het voorkomen van meerkernige reuscellen. De mitotische activiteit lijkt 
hoog. De tumor infiltreert op uitgebreide schaal in de omgevende normale 

,.M.J. de Vries, persooolijke mededeling. 
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weefsels. De primaire tumor was gemetastaseerd in enkele regionale lymphe
klieren en de longen; van de getransplanteerde tumoren werden nooit metos
tasen waargenomen. De experimenten, die in dit proefschrift worden beschre
ven werden uitgevoerd met de 3e tot en met de 20e transplantatie generatie. 
Het aantol passages kon binnen deze grenzen worden gehouden door enkele 
malen terug te keren tot vroegere tumorgeneraties, die door invriezen waren 
geconseJVeerd volgens een techniek die beschreven is voor het bewaren van 
beenmerg (88). Het invriezen bleek geen invloed te hebben op de transplan
tatie-eigenschoppen van de tumor. 

Onderzoek naar mogelijke antigene verschillen 
tussen tumor en gastheer 

In het vorige hoofdstuk werd uiteengezet dat een tumortransplantatie-sys
teem dat gebruikt wordt voor dit type radiobiologische onderzoekingen, vrij 

TABEL JIJ 

DE INVLOED VAN TOEVOEGING VAN ZWAARBESTRAALDE CELLEN 

OP DE EFFECTIVITEIT VAN HET JNOCULUM 

lnoculum Aantal dieren met tumor 

1vitale 1 cellen HR* cellen totaal aantal dieren 

Experiment A 

103 4/5 

103 + 3,3 x 106 5/5 

102 3/5 

102 + 3,3 x 106 3/5 

10 2/5 

10 + 3,3 x 106 0/5 

Experiment B 

40 25/30 

40 + 40 x 106 26/28 

HR*cellen zqn tumorcellenvan het rhabdomyosarcoomdie door bestraling met 
9500 rads zijn gesteriliseerd. 
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dient te zijn van storende immunologische invloeden. Het rhabdomyosarcoom 
BA 1112 is volgens de in hoofdstuk 11 beschreven richtlijnen bij herhaling on
derzocht en zoals uit het volgende bliikt werden géén afwijkingen gevonden 
in het gedrag van de tumor die op aanwezigheidvan storende antigene facto
ren zouden kunnen wijzen. 

Om na te gaan of er een 'Révész effect' aantoonbaar was, werd het aanto I 
dieren dot een tumor ontwikkelde na inoculatie van verschillende aantallen 
cellen vergeleken met een groepwaarbij aan een inoculum van dezelfde groot
te een overmaat zwaar bestraalde cellen was toegevoegd (Tabel lil). Aanslui
tend werd nog eens een soortgelijk experiment verricht met een groep dieren 
die een inoculumontving van40 cellen of 40 cellen gemengd met 40 millioen 
zwaar bestraalde cellen (Tabel 111). Toevoeging van zwaarbestraalde cellen 
bliiktgeen significante toename in het aantol dieren met tumor te geven en 
hieruit kan dus geconcludeerd worden dat de tumor géén 'Révész effect' ver
toont. 

Het afbinden van een groeiende tumor ongeveer één week vóór de titratie, 
bleek evenmin van invloed op de percentoges 'dieren met tumor' (Tabel IV). 

TABEL IV 

HET EFFECT VAN 'IMMUNISATIE' OP DE EFFECTIVITEIT VAN HET 

INOCULUM 

Gastheren Aantal cellen in het inoculum 

104 103 102 10 

onbehandeld 5/5 5/5 3/5 1/5 015 

'geïmmuniseerd' 5/5 5/5 2/5 1/5 0/4 

De getallen in de tabel geven aan het aantal dieren met tumor t.o.v. het 
totale aantal dieren. De gastheren waren al dan niet gefmmuniseerd door bij 
hen een groeiende tumor af te binden één week voor de inoculatie. 

Ook wanneer het immuunapparaatvan de gastheer werd verzwakt door een to
tale lichaamsbestraling van 240 radsop de dog vóór de inoculatie (Tabel V), 
bleek het percentage dieren met tumor niet toe te nemen. 

Tenslotte werden evenmin overtuigende afwijkingen gevonden in hetgroei
P-atroon van de tumor, wanneer een groep proefdieren was geïmmuniseerd door 
een (afgebonden) tumor (fig. 11) of het immuunopporoot was verzwaktdoor 
een totale lichaamsbestralingvan 384 rads (fig. 12).1n de laatste figuur wordt 
weliswaar de indruk gewekt dat na de 20e dag enig verschil optreedt, dit is 
echter niet significant. 
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TABEL V 

DE INVLOED VAN TOTALE LICHAAMSBESTRALING OP DE EFFECTIVITEIT 

VAN HET INOCULUM 

Gastheren Aantal cellen in het inoculum 

4 x 103 4 x 102 4 x 10 4 

on bestraald 10/10 3/10 0/10 0/10 

bestraald 10/10 4/10 1/10 0/10 

De getallen inde tabelgeven aan het aantal dieren met tumor t.o.v. het tota
le aantol dieren. De gastheren ondergingen al dan niet een ~otale lichaams
bestraling van 240 rods daags voor de inoculatie. 
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Dagen no inoculatie 

Figuur 11 GROEIPATROON VAN DE TUMOR NA 'IMMUNISATIE'. 
Ordinoot: gemiddelde di ometer met standaard afwijking van het gemiddelde. 
Abscis: tijd in dagen na inoculatie van ]Q4 cellen. 
Er is geen significant verschil in groei tussen geïmmuniseerde- en contrólcdieren. De 
immunisatieprocedure bestond uit het afbi ndcn van een groeiende tumor een week voor 
de inoculatie. 

37 



Figuur 12 GROEIPATROON VAN DE TUMOR IN BESTRAALDE GASTHEREN (384 rods). 
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Ordinoot: gemiddelde diameter met stondoordofwiiking von het gemiddelde. 
Abscis: tijd in dogen na i noculotie met 104 cellcn. 
Er is geen significant verschil in groei tussen immunologisch verzwakte~ en contrOle
dieren. 

Bestraalde dieren · 
Controle 

n bestraald 
n controle 

5 10 

' ' " ' 1 

9 12 
8 

Degen 

12 21 21 21 21 21 1S 16 
10 16 16 19 19 19 19 18 

15 20 25 
na inoculatie 

"Klinische" stralingsgevoeligheid 
Ten einde een indruk te verkrijgen over de stralingsgevoeligheid (of resis

tentie) van deze tumor werden enkele dieren met een tumor van omstreeks 
15 mm diameter bestraald met een dosis van 30 x 192 rads, gegeven in 6 we
ken. Deze bestraling sorteerde slechts een minimaal effect; de toenome van 
het volume van de tumor (dus de groei) werd slechts tijdeliik geremd. NoClot 
een dosis van 5760 rods (6000 R) was bereikt, werd de bestraling beèHndigd en 
de tumor groeide daarna binnen een maand uit tot een ulcererende massa van 
enkele centimeters doorsnede. 

Volgens dit 1klinische 1 criterium was het waarschijnlijk, dot de tumor tot 
de strolingsresistente tumoren moest worden gerekend en mogelijk heeft dit 
rhobdomyosorcoom zelfs een strolingsresistentievergelijkboor met de stralings
resistente menselijke rhabdomyosarcomen. 

De bereiding van tumorcelsuspensies 

Voor de quantitatieve transplantatievan de tumor is het noodzakelijk over 
een methode te beschikken, die voorziet in de behoefte om in een relatief 
korte tïïd op reproduceerbare wqze een aantol monsters van het (al dan niet 
bestraalde) tumorweefsel te verkrijgen met een bekende hoeveelheid cellen. 

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

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

Sinds een tiental jaren zijn steeds meer enzymatische methoden voor dit 
doel in gebruik genomen. Het proteolytische enzym trypsine wordt algemeen 
gebruikt in de weefselkweek en enkele trypsinisatie-procedures voor het dis
pergeren van tumorweefsel zi.jn gepubliceerd (13, 76). Deze voldeden echter 
niet aan de eisen van het type experimenten zoals in dit proefschriftbeschre
ven worden, waarbij soms zeer grote aantallen cellen in een relatief korte 
tijd ter beschikking moeten komen: Daarom werd enige aandocht besteed aan 
verbetering van deze technieken. Teneinde de trypsine zo efficient mogelijk 
op het tumorweefsel te kunnen laten inwerken, is her aangewezen om bij het 
begin van het dispergeren uit te gaan van een brei van kleine brokjes. Solide 
tumoren bevatten vrqwel steeds een aantal tooiere weefselstrengen, die het 
fijnknippen met een schaar ernstig bemoeilijken. Daarom werd een eenvoudig 
1 hakmes '-mechaniek ontworpen, waarvan het gebruik tevens het voordee I heeft 
dot het weefsel snel en reproduceerboor in kleine stukjes wordt gehokt. 
Men veronderstelt dot door de trypsine in het medium de intercellulaire kit
stof* van de weefselbrokjes wordt opgelost. Er is daarna slechts een geringe 
mechanische krocht nodig om detumorcellen·uit het weefsel los te maken. Dit 
gebeurt doorgaans met behulp van een sterke agitatie van het medium, wat 
met verschillende methoden kan worden bereikt. 

De eenvoudigste van deze, zoals herhaaldelijk pipetteren of schudden van 
het medium in een kolf, zijn niet geschikt, wanneer een grote celopbrengst 
vereist is. Dit is evenmin het geval bij de elegante methode volgens Boyse 
(13), woarbi j het medium met de daarin gesuspendeerde tumorbrokjes door mid
del van een vingerpomp wordt rondgepompt in een slang van siliconenrubber. 
Modden en Burk (76) gebruikten een magnetische roerder in een trypsinisotie
kolf (Erlenmeyer met indeukingenL maar onze ervaring leerde dot bii ,deze 
methode teveel schuimvorming optreedt. Een belangrijk gedeeltevan de celop
brengst kan verloren gaan in dit schuim. 

Het in dithoofdstuk beschrevensysteem maakt gebruikvan een platte roer
der (i.c. scheermesje), welke nauwkeurig in een horizontaal vlak roteert. 
Hiermede wordt het medium plaatselijk intensief·geagiteerd, terwijl de rest 
van de vloeistof vrJj rustig blijft. 

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

*De semenstelling ven de 'intercelluleire kitstof' ven deze tumor is niet onderzocht. 
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het scheermesje nog juist kan passeren. Doorbij wordt, om ongewenste turbu
lenties aan het oppervlok tot een minimum te reduceren, het vat steeds tot 
halverwege de glodwandige hals met medium gevuld. In een dergelijk systeem 
werd aan phosphaotbuffer de voorkeur gegeven; de ervaring leerde nl. dot bij 
gebruik van een carbonaatbuffer in korte tijd zoveel C02 ontsnapt, dat een 
ernstige verstoring van de zuurgraad optreedt. 

Apparatuur 
Voor het mechanische gedeelte van de celdispersiemethode werd een in

strument geconstrueerd, dot zowe1 kan dienen voor het fijnhakken van het tu
morweefsel als voor het agiteren van het medium (fig. 13). 

8 

Figuur 13 SCHEMATISCHE VOORSTELLING VAN HET 'D!SPERSIE'-APPARAAT. 
1 motor, 2 wormoverbrenging, 3 excentriek, 4 flexibele as, 5 vijzel, 6 scheermes in 
houder, 7 roestvrij stalen as met scheermes, 8 dispersie-vat, 9 snelheidsregelaar. 

Het centrale gedeelte van het instrument bestaat uit een motor met regel
baar toerenteL Deze motor heeft aan beide aseinden de mogelijkheid tot het 
aanbrengen van hulpstukken. Aan de rechterzijde wordt- via een wormover
brenging-een excentriek aangedreven, waardoor een verticale as een oscil
lerende beweging maakt. 
Aan deze as wordt een speciale houder bevestigd, waarin een (roestvrij sta
len) scheermes post. Dit scheermes maakt aldus een verticale, hokkende be
weging, waarvan de snelheid regelboor is. 
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Het tumorweefsel bevindtzich onder dit scheermes opeen plaatje van sili
conenrubber datweer in eenplastic petrischaal ligt. Dit geheel is op de juiste 
hoogte instelbaar tïïdens het hakken doordat het rust op een (zeer solide) vij
zel. 

Aan de linkerzijde van de motoras is een flexibele as bevestigd, waarvan 
het uiteinde verticaal is vastgeklemd. In de boorhouder wordt een (roestvrij 
stalen) asje vastgezet, waaraan een roestvrij stalen scheermesje dwars is be
vestigd. Dit laatste kan vrij ronddraaien in een horizontaal vlak in het cen
trum van een glazen vat van het type, zoals dat geleverd wordt bij de Buhler 
homogenisator. Een dergelijk glazen vat bestaat uit een cylindrische hals en 
een bol met 3 keerribben. De afstond van de rand van ·het scheermes tot de 
ribben is ongeveer 3 mm, dit geldt zowel voor de 150 mi ais de 400 mi vaten, 
die voor deze celdispersiemethode gemaakt werden. Zowel de scheermesjes 
in hun houders, als het siliconenrubber en de glazen vaten worden droog ge
steriliseerd. 

Medium 
Het medium, dat gebruikt wordt voor het dispergeren van de brokjes tu

morweefsel tot geisoleerde cellen is een iets gewijzigde oplossing volgens 
Honks; Tabel VI geeft de samenstelling. Tevens is in deze tabel de samenstel-

Component 

Na Cl 

K Cl 

CaCI2. 6H20 

MgCI2. 6H20 

Na H2 P04. H20 

Na2 HP04. 2H20 

K H2 P04 

Glucose 

Phenolrood 

TABEL VI 

SAMENSTELLING VAN DE MEDIA 

{grammen per liter) 

'Hanks met trypsine' 

7,4 

0,2 

0,05 

0,18 

0,75 t Buffer 
0,05) 

1,0 

0,02 

Trypsine (1f3oo NBC) 0,5 

pH na het instellen 7,35 

'Si mms' 

8,0 

0,2 

0,147 

0,20 

0,07 } Buffer 
0,35 

1,0 

0,05 

7,0 
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ling van de oplossingvolgens Si mms* vermeld, die gebruikt werd voor het her
suspenderen en verdunnen van de tumorcelsuspensies. 
De pH van de oplossingenwerd op de gewenstewaarde ingesteld door toevoe
ging van een (gering) volume van een oplossing van O,SM Na2 HP04. Het 
steriliSeren geschiedt door de vloeistof met behulp van stikstof onder een druk 
van {: à 1 atmosfeer door een Seitz asbestfi I ter te persen. De media worden 
opgevangen in infusieflessen (250 of 100 mi inhoud) en bewaard bij een tem
peratuur van -20° C tot het tijdstip van gebruik. 

Procedure 
Na het uitprepareren en wegen wordt het tumorweefsel met een schaar in 

stukjes geknipt. Als het type experiment dit noodzakelijk maakt, kunnen deze 
tot brokjes van 1 à 2 mm3 worden verkleind met het hakapparaat. Deze proce
dure duurt slechts enkele minuten. Het tumorweefsel wordt onder het op- en 
neergaande scheermesgebrachtdoor de petrischaal te draaien en door de brok
jes bijeen te houden met een spateltje. De aldus verkregen tumorbrei wordt 
vervolgens in het dispersievat gebracht en er wordt zoveel medium toegevoegd, 
dat het dispersievat tot halverwege de hals gevuld is (fig. 14~ 

centrifugeren 

Figuur 14 SCHEMATISCHE VOORSTELLING VAN DE CELDISPERSIEPROCEDURE. 

Het dispergeren gebeurt bij kamertemperatuur en de agitatie van het me
dium, die daarvoor nodig is, wordt verkregen door het scheermesje in het dis
persievat gedurende 10 tot20 minutenmet een snelheid van ongeveerl200 tot 
1600 toeren per minuut te laten roteren. 

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

""T.C. Simms x
7 

solution, dried (Difco). 
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No het dispergeren wordt de inhoud van het vat (zonder de scheermesroer
der) gedurende 5 minuten met rust gelaten, teneinde de overgebleven weef
selbrokjes te laten bezinken. Dit is in het bijzonder van belang voor de zéér 
kleine brokjes van enkele honderden cellen. Deze zouden anders gevangen 
worden in de nylon zeef, waardoor de vloeistof na decanteren wordt gefil
treerd en dus verloren gaan voor een volgende dispersie-gang. 

De op deze wijze verkregen suspensie van geisoleerde cellen wordt snel 
gekoeld tot omstreeks 0° tot 4° C in een kolf, die in iis staat. Op deze wijze 
wordt de eventueel resterende proteolytische activiteit gestopt. Nadat vers 
medium is toegevoegd aan de achtergebleven weefselbrokjes wordt doorgaans 
een tweede dispersiegong ingezet en de opbrengst daarvan bij die van de eer
ste gevoegd. Vervolgens wordt gecentrifugeerd (170 x g gedurende 10 minuten 
bii 0° C) en de celopbrengst die zich dan op de bodem van de centrifugebuis 
heeft verzameld, wordt geresuspendeerd in ijskoude Si mms' oplossing. 

Figuur 15 ASPECT VAN EEN CELSUSPENSIE IN EEf'.J TELKAMER. 
De donker g!!kleurdecellen hebben trypaanbfauw ge>::b',:.-rbecrd en worden niet als 'le
vende cellen' meegeteld. 

Indien voor bepaalde experimenten een zeer 'schone' celsuspensie is ver
eist, kan de duur van de eerste suspensiegong tot 3 à 5 minuten bekort worden 
en na het bezinken van de weefselbrokjes de bovenstaande vloeistof worden 
weggeschonken. De meeste erythrocyten worden dan mede verwijderd. 
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Opbrengst 
Na toevoeging van 9 delen 0,02% trypaanblauw in 0,90/o NaCL aan één 

deel van een monstervan de suspensiewordt het celaantal bepaald in een tel
kamer (fig. 15). Slechts ongekleurde cellen worden als intact beschouwd. 

Het gehalte aan door trypaanblauw gekl·eurde cellen bedraagt meestol 10 
tot 20 procent. 

De iuiste celconcentraties voor tumorceltitraties worden verkregen door 
verdunning in serie in iiskoude Simms 1 oplossing. Meestal bedraagt de opbrengst 
van het rhobdomyosarcoom BA 1112 omstreeks 20 tot 70 millioen cellen per 
gram tumorweefseL Het aantal cellen in het tumorweefsel kon geschat worden 
op(5xl08) cellen/gram (zie volgende paragrafen) en een gemiddelde oogst 
van 20 tot 70 millioen cellenig betekent, dot de opbrengst ongeveer 10% be
draagt. 

Gebruik van celsuspensies 

Wanneer een tumor op de bovenbeschreven wïïze tot geisoleerde levende 
,cellen is gedispergeerd, kon de zo verkreg-en. ce~suspensie gebruikt worden 
voor een groot oanto/·doelei'nden. 

'Niet alleen heeft een dergetijke· ~uspensie voorde~en voor transplantatie 
van tumoren maar ook leent deze.zich b~i uitstek' voor bepaalde biochemische 

· ondër.zoeki ngen, alsmede-voor het fnv(ï-ezen van levende cellen. ter c6nserve
ring voor een tumorbank. 

In hoofdstuk V en VI komen o.a.ter sproke het aantal cellen in het tumor
weefsel;- alsmede het zuurstofverbruik-van de cellen. Daar beide parameters 
vat:'! deze tumor zijn bepaald met behulp van -celsuspensies, worden deze ex-
perimenten in dit hoofdstuk besproken~ · 

Bepaling van het aantal cellen in tumorweefsel 
Van een suspensie met een bekend aantol celten kon het drooggewicht of 

DNA gehalte worden bepaald en b.v:uitgedrukt in een waarde per(l 06) cellen. 
Wonneer overeenkomstige woorden bekend zijn voor de intacte tumor, kon op 
eenvoudige wijze het aantol cellen per grom tumorweefsel berekend worden. 

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

De berekende ce/aantallen, welke werden gevonden met beide technieken, 
bevinden zich in dezelfde orde van grootte. Bij de beoordeling van de resul
taten, dient echter in aanmerking genomen te worden, dat de celsuspensies 
nog wel enig'celgruis' zullen bevatten en dat het tumorweefsel een onbeken
de (bij deze tumor waarschijnlijk geringe) hoeveelheid intercellulaire sub
stantie zal bevatten, alsmede een wisselende hoeveelheid bloed en necro
tische substantie. 

"'"De bepaling werd vcrricht door H.M Klauwen en A.M.W. Appelman 
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TABEL VIl 

HET AANTAL CELLEN IN HET TUMORWEEFSEL, BEREKEND NAAR GEGE-

VENS OVER DROOGGEWICHT EN DNA-GEHALTE VAN TUMOR EN 

TUMORCELSUSPENSIES 

Celsuspensie Tumor Berekend 

Exp. Aantal cellen Drooggewicht Gewicht Drooggewicht aantol cellen 

(x 106) (mg per 106 (mg) (mg per grom tumor) ( x 1 o7
) 

cellen) per gram tumor 

250 0,28 1525 169 60 

" 400 0,23 " 73 

11 715 0,38 371 191 50 

" 825 0,38 50 

DNA (mg per DNA (mg per 

106 cellen) gram tumor) 

lil 186 0,0163 500 7,7 47 

" 174 0,0158 " 52 

124 0,0135 " 56 

IV 26 0,0135 1701 7,5 55 

V 160 0,0159 595 7,0 44 

Het gemiddelde aantol cellen per grom tumorweefsel zoals getabelleerd in de laatste kolom is 
54 x 107. I.v.m. enkele onzekerheden (o.o. het bloedvolume van de tumor in situ en de hoeveel
heid intercellulaire substantie) wordt als benadering aangenomen 5 x 108 cellen per grom tumor
weefsel. 

Daarom werd als benadering het aantal cellen per gram tumorweefsel ge
schat op 5 x 108. Deze waarde is redeliik in overeenstemming met de (zeer 
grove) schattingen diegebruikt worden in de theoretischeradiobiologische li
teratuur, waarin meestal zonder meer wordt aangenomen, dot een tumor tussen 
de 1o8 en 109 cellen per gram bevat. 

Bepaling van het zuurstofverbruik van de tumorcellen 
Zoals eerder werd opgemerkt, is de zuurstofconcentratie in het tumorweef

sel van groot belang voor de stralingsgevoeligheid. De zuurstofconcentratie in 
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een weefsel is o.o. ofhonkeliik van de zuurstofconsumptie van de cellen (zie 
hoofdstuk VI). Daarom werd het zuurstofverbruik van enkele celsuspensies van 
hetrhabdomyosarcoom bepaald in een Warburg-apparaat. Het suspensiemedium 
was de met phosphaat gebufferde oplossing volgens Si mms, de temperatuur 37° C. 
De resultaten staan gerangschikt in Tabel VIII; het gemiddelde zuurstof ver
bruik is 0,023 fJ\02 per 106 cellen per minuut. 

Exp. 

11 

lil 

IV 

" 

V 

" 

TABEL VIII 

HET ZUURSTOFVERBRUIK VAN TUMORCELLEN VAN HET 

RHABDOMYOSARCOOM IN SUSPENSIE 

Totaal aantol cellen Concentratie Zuurstofverbruik 

in de suspensie x 106 (aantal cellen/mi) (~102/106 cellen/min) 

300 100 0,026 

210 70 0,032 

600 200 0,016 

300 100 0,021 

150 50 0,026 

270 90 0,021 

270 90 0,023 

135 45 0,023 

135 45 0,030 

330 110 0,020 

165 55 0,023 

300 100 0,015 

150 50 0,019 

Zuurstofverbruik gemiddeld: 0,023 ~ 102/106 cellen/minuut. 

Deze waarde bevindt zich in dezelfde orde van grootte als de gegevens 
van Warburg {115); een aantol van de getallen die door Greenstein (47) wer
den verzameld zijn iets hoger. 

De conclusie lijkt gerechtvaardigd1 dat de zuurstofconsumptie van de cel
len, afkomstig van dit rhobdomyosarcoom1 weinig verschilt van de woorden die 
opgegeven zijn voor andere tumoren. 
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Tumorceltitratie in vivo 
De overleving van tumorcellen na Röntgenbestroling, zoals bepaald met 

behulp van quontitotieve transplantatie, zal het onderwerp vormen voor het 
volgende hoofdstuk. Voor quantitatieve transplantatie is het noodzakelijk een 
mootstaf te bezitten waarmee de 1viabiliteit' van de tumorcellen wordt ge
meten. Hiervoor wordt meestal gebruik gemaakt van het systeem volgens He
witt (54), waarin het aantal cellen wordt bepaald, dat nodig is om in de helft 
van de proefdieren een tumor te doen ontstaan. 

Daar deze 50% waarde zelden van tevoren nauwkeurig bekend is, wordt een 
aantal groepen dieren met zodanig opklimmende celdoses geïnoculeerd, dat 
verwacht mag worden dot de percentoges van dieren met tumor van de ver
schillende groepen tussen de 0 en 100% zullen vari~ren. 

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

In de volgende paragrafen zal nader worden ingegaan op de berekenings
methode ter verkrijging van de 50% waarde. Het is echter duidelijk, dat de
ze methode vereist dat grote aantallen proefdieren nauwkeurig en snel met 
verschillende aantollen cellen geïnoculeerd kunnen worden. 
Met het oog opeen mogelijke teruggangvan de viabiliteitvan de tumorcellen 
door een te langdurig verblijf in vitro, werd de duur van de gehele cel suspen
sie- en transplantatieprocedure beperkt tot maximaal 4 uur. 
Als volume voor injectie van de celsuspensie werd 0,1 mi gekozen; het maxi
mum aantal cellen dat zich in 0,1 mi kan bevinden, zonder dot de suspensie 
te visceus wordt, bedraagt ongeveer 1 mi llioen; dit is een concentratie die bij 
sommige bestrol i ngsexperi menten onvermijdelijk is. 

De procedure van de inoculatie moet eenvoudig zqn en voor dit rhabdo
myosarcoom werden de volgende mogelijkheden beproefd: intracerebraal, in
traperitoneaol, intraveneus, subcutaan. Subcutane injectie werd verkozen om
dot deze het snelste kan worden verricht en omdat het proces van de tumor
groei in de overige locelisaties moeilijk is te volgen. 
Als plaats voor de enting werd de kruin van de rattekop gekozen. 
De inoculatie in het subcutane bindweefsel op de kop voldeed aan de eisen 
van efficientie bij de injectie en voorzag in de mogelqkheidom de groei van 
de tumor te kunnen volgen. Tumoren die op deze plaats ontstaan, lenen zich 
bovendien bijzonder goed voor locale bestraling. 
. Fig. 16 toont de kop van een rat, nadat daarop een tumor van 12 mm dia
meter was gegroeid. Het is duidelijk, dot de inspectie van de rottepopulatie 
op aanwezigheid van tumorveel eenvoudiger is, dan na inoculatie in de flank 
van de proefdieren. Voor het 'aanhouden' van de tumor werd gewoonlijk ech
ter wèl de flank gebruikt; de tumoren kunnen hier veel groter worden zonder 
dat het proefdier daarvan hinder ondervindt. 
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Bepaling van de E050 
Zoals reeds werd vermeld in vorige paragrafen van dit hoofdstuk, wordt als 

maatstaf vOor de viobiliteit van de tumorcellenveelal gebruikt de 1 Effectieve 
(cel) Dosis 1 die nodig is om in de helft van het aantal gastheren een tumor te 
doen ontstaan. 

Figuur 16 EEN SUBCUTANE TUMOR VAN 
OMSTREEKS 12 MM DIAMETER. 
Dezetumor is no inoculatie in het 
subcutane bindweefsel van de kop 
gegroeid. 

De E D50 kan in verbond metdeze onderzoekingen gedefinieerdworden als 
het aantal tumorcellen dat na subcutane inoculatie op de kop binnen 100 da
gen bii 50% van de proefdieren een tumor doet ontstaan en wordt uit de re
sultaten van de celtitraties berekend. De termiin van 100 dagen werd aange
houden, nadat uit de inleidende experimenten was gebleken dot zelfs uit de 
kleinste i noculo na 80 dogen geen tumor meer te verwachten was. 

Voor de berekening van de E Dso werd de methode volgens Litchfield en 
Wilcoxen (75) gevolgd. Hierbij wordt gebruik gemaakt van een ingenieus 
systeem van nomogrammen; met een minimum aan rekenwerk wordt de heteroge
niteit getest van de afwijkingen ten opzichte van de (probit) lijn, waarna de 
E Dso met de betrouwboorheidsgrenzen kan worden berekend. Het is met deze 
methode eveneens mogelijk om de getallen van verschi I lende experimenten 
bijeen te voegen en daarop één enkele berekening uit te voeren. Bij de ver
gelijking van de resultaten van meerdere experimenten wordt tevens getest of 
dehellingenvande probitlijnen significant verschillen. De verhouding van de 
ED50 woorden wordt met deze methode eenvoudig berekend, alsmede het 95% 
betrouwboorheidsgebied hiervan. 

De E 0 50 waarde toonde tijdens de duur van het onderzoek van omstreeks 
2 jaar enige variabiliteit, iets wat gezien de ingewikkelde proefopstelling 
geen verwondering wekt. Een overzicht hiervan wordt gegeven in Tabel IX: 
gemiddeld kan de E D50 voor dit tumor-gastheersysteemopongeveer30 cellen 
worden geschat. Voor de tumorceltitraties werden evenveel monlqke als 
vrouwelijke ontvangersgebruiktvan eenleeftijd van4 à 5 weken (gewicht 50 tot 
100 grom). Er werd nooit enige invloed van het geslacht op de tumorgroei 
waargenomen. 

* * * * * 
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TABEL IX 

FLUCTUATIE IN ED50 WAARDEN OVER EEN PERIODE VAN 2 JAAR 

Maand en jaar E D 50 Aantol experimenten 

A-M- J 1963 40 cellen 5 

J - A- S " 37 8 

0- N-D 13 

J - F - M 1964 11 6 

A- M- J " 16 5 

J - A- S 19 " 6 

0- N- D " 70 12 

J - F 1965 25 " 5 

De dieren die gebruikt werden voor de 1curatieve' experimenten die in 
hoofdstuk V worden besproken1 waren enkele weken ouder in verband met de 
tiid welkevoor de- te bestralen- tumoren nodig was om tot de gewenste dia
meter uit te groeien. 
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HOOFDSTUK IV 

BEPALING VAN DE STRALINGSGE
VOELIGHEID VAN DE CELLEN VAN HET 
RHABDOMYOSARCOOM 

Inleiding 
Toen in 1962 met de voorbereidingen voor dit onderzoek werd begonnen, 

was in de literatuur slechts één gegeven te vinden over de strolingsgevoelig
heid van cellen van solide tumoren en wel in een artikel van Hewitt (61), 
waarin enkele experimenten worden vermeld, die hij verichttemet een solide 
rondcellig sarcoom. Uit die gegevens trok Hewitt de conclusie, dat de cel
overleving na bestraling van het sarcoom in vivo veel overeenkomst toonde 
met de eerder door hem op overeenkomstige wiize bepaalde woorden van een 
onder anoxische condities bestraalde muizeleukaemie. 

In de loop van dit onderzoek kwamen nog twee publicoties ter beschikking, 
van resp. Powers en Tolmach (85) en Clifton en Draper (21). De eersten be
poolden met behulpvan tumorceltitraties een celoverlevingscurvevon een so
lide lymphosorcoom, in casu het 'Gardner' lymphosarcoom van de muis. 

Het onderzoek van Clifton en Draper werd verricht met twee adenocarci
nomen van de muis. Deze onderzoekers verkregen de celoverlevingscurven van 
deze tumoren uit berekeningen, waarbii als criterium voor de celviabi liteit de 
P.M.G. werd gebruikt na enting van verschillende hoeveelheden tumorcel ten. 
Deze laatste werden bepaald uit de haematocriet-waarde van een tumorcel
suspensie, die was bereid met de 'cytosieve 1 methode volgens Snel I. 

Tenslotte bleek uit eenvoorlopig rapport van Kaliman (68) dat hii celover
levingscurven heeft gemaakt vaneen C3 H sarcoom. Hij gebruikte een iets ge
modificeerde titratiemethode, waarbij per gastheer 4 inocula* werden gegeven. 

De belangrijkste gegevens, die door genoemde auteurs verkregen werden, 
zijn in tabel X vermelden zullen in de besprekingaan het eind van dit hoofd
stuk worden vergeleken met de resultaten, verkregen met het rhobdomyosor
coom. 

*Wanneer meerdere inocula per proefdier kunnen worden gegeven betekent dit een belangrijke 
be5paring oan proefdieren. In dit onderzoek werd echter de voorkeur gegeven aan één inoculum 
per proefdier, omdat bij de multipele-inoculatietechniek het regelmatig voorkomt dat éénzelfde 
proefdier zowel 'negatieve inoculo' herbergt als grote tumoren. Dit heeft als consequentie dat 
men- om het proefdier niet onnodig te doen lijden- genoodzaakt is het dier af te maken en vrij 
ingewikkelde correcties in rekening te brengen. Deze correcties hebben betrekking op de kans 
dot naderhand tOch nog een tumor uit een 'negatief inoculum' zou zijn ontstaan. 
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In hoofdstuk 1 werd uiteengezet dat de stralingsgevoeligheid van cellen in 
sterke mate afhankelijk is van de zuurstofspanning. Daarom werdende experi
menten1 die werden verricht om celoverlevingscurven te verkrijgen van het 
rhabdomyosarcoom1 in drie groepen verdeeld: 
1. Bestraling van de tumorcellen in anoxisch milieu (in situ en in vitro) 
2. Bestraling van de tumorcellen in een mi I i eu met voldoende zuurstof (Ln....Yl!:!:..o) 
3. Bestraling van de tumorcellen in hun natuurlijke milieu in het tumorweef

sel (in vivo). 

Methodieken 

Bestral'lngsopstel1'1ng 
Voor de bestralingen1 die voor de uitvoering van bovengenoemd programma 

noodzakelijk waren1 werd gebruik gemaakt van een General Electric 'Maxi
tron' Röntgenopporaot. De anodespanning bedroeg 250 kVp, stroomsterkte 30 
mA, halveringsdikte van de straling 211 mm Cu*1 doseringssnelheid tussen de 
40 en 200 radsper minuut. Er werd steeds gebruik gemaakt van maximale te
rugstrooiing1 waartoe een onderlaag van omstreeks 15 cm masonite werd toe
gepost. De inhomogeniteit in dosisverdeling in het tumorweefsel was in deze 
opstelling geringer dan 5%. De toegediende Röntgendosis werd gemeten met 
een Beidwin 'lonex' dosimeter. Daartoe werd de ionisatiekamer van de dosi
meter èf naast de tumor gelegd1of op een andererepresentatieve positie in de 
RöntgenbundeL 

Bereken i ngsvoorbeeld 

In het vorige hoofdstuk is behandeld, hoe berekening van de ED50 een 
maatstaf oplevertvoor de viabiliteit van een tumorcelsuspensie. Wonneer door 
de bestraling een zeker gedeelte van de tumorcellen is geïnactiveerd, zal, om 
hetzelfde percentage dieren met tumor te verkrijgen1een groter aantol cellen 
nodig zqn. 

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

EDso onbestraalde tumorcellen 
overlevende fractie=--"''--------~-:---

ED50 bestraalde tumorcelten 

Figuur 17 geeft de verschuiving van de ED50 waarde na bestraling weer. Het 
is op deze wijze mogelijk om per Röntgendosis de overlevende fractie van de 
tumorcellen te berekenen en aldus een celoverlevingscurve te bepalen. 

*Bepao!d door J.J. Broerse. 
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TABEL X 
LITERATUURGEGEVENS OVER CELOVERLEVINGSCURVEN VAN SOLIDE TUMOREI'
BEPAALD MET BEHULP VAN QUANTITATIEVE TRANSPLANTATIETECHNIEKEN 

Auteur 
en 

Jaar 

Hewitt en Wi lson 

1961 

Powers en Tolmach 

1964 

Clifton en Draper 

1965 

Kaliman 
1965 

Ref. 

(61) 

(85) 

(21) 

(68) 

Tumor 

en 
(Proefdier) 

rondcel lig sarcoom 

(CBA) 

C3H ED 
{Gordner lymphosarcoom) 

MTG-B resp. 755 
(beide mommatumoren) 

KHT sarcoom 
(C

3
H) 

Bestraling van de tumorcellen in anoxisch milieu 
(in situ) 

Wanneer een identieke zuurstofconcentratie vereist is voor alle cellen die 
zich bevinden in eendergelijk heterogeen gevosculariseerdmilieu als dat van 
een tumor1 kan deze toestand het eenvoudigst verkregen worden door middel 
van een- in zekere zin- 'negatieve' benadering, nl. door het onttrekken van 
alle zuurstof aan het milieu. Daarom werd de eerste celoverlevingscurve be
paald doorbestraling van de tumorcellen ineen anoxisch milieu. Dit geschied
de volgens de methodedie door Hewitt (60) werd aangegeven en die gebruik 
maakt van het feit dat in eendood dier snel een volledige anoxie van het tu
morweefsel ontstaat t.g.v. het zuurstofverbruik vonde tumorcellen zelf. De 
proefdieren werden 10 minuten voor de bestraling met oether gedoodi na de 
bestraling werd de tumor uitgeprepareerd en een celsuspensie gemaakt. Voor 
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Loco I i sa tie 
en 

Tumorgrootte 

subcutaan 

5-10 mm (/) 

subcutaan 

1-2 cm(/) 

subcutaan 

100-400 mm2 

subcutaan 
10 mm (/) 

Testmethode 
en 

(ED5o) 

ti tratie 

5 cellen 

titratie 

2-5 cellen 

latente 
periode 

titratie 
15-140 
cellen 

Resultaten 

overlevende fractie 
overeenkomstig met die van 
'anoxische' Jeueoemie -cellen 
(037 380 R) 

celoverlevingscurve heeft 
2 componenten met 
resp. 037 11 0 en 260 rods 

D37 in vivo resp. 

352 en 319 rods 

D37 in lucht en stikstof resp. 
124 en 398 rods 

de tumorceltitratie werden de ontvangers geïnoculeerd zoals beschreven werd 
; n hoofdstuk liJ. 

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

Deze D37 waarde van 380 rads ligt zeer dicht bij die, welke door Hewitt 
en Wilsen (60) bepaald werd voor een muize-leucaemie (380 R). 

Het extrapolatiegetal en dus de schoudervan deze overlevingscurve is waar
schijnlijk wel verschi !I end (N =2 voor de Jeueoemie tegen N ongeveer 10 voor 
dit rhabdomyosarcoom). Het is echter duidelqk, dat tengevolge van de aan
zienlijke spreiding van de resultaten geen nauwkeuriger aanwijzingen kunnen 
worden verkregen over de vorm van de schouder. 

Bestraling van de tumorcellen in vitro 

Door het onwaarschijnlijkgeacht moetworden dat in het solide tumorweef
sel een toestand bereikt kan worden, waarin alle tumorcellen voldoende zuur-
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stof ter beschikking kriigen (zie hoofdstuk VI) werd besloten enkele bestra
lingsexperi menten te verrichten met tumorcellen in suspensie. De bedoeling 
was, deze tumorcelsuspensie te bestralen, nadat de zuurstofconcentratie in de 
suspensie volledig in evenwicht was gebracht met die van de lucht. De con
centratie van de suspensie was ongeveer 70 x 106 cellen per mi. Inleidende 
experimenten toonden echter aan, dat wanneer een dergeliike suspensie be
straald werd in een platte petrischaal, aanzienlijk meer cellen de bestraling 
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(8} & 

(30la~ 

• (10) 
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0~------~~------~~------~~------~ 1 10 100 1000 10000 

Aantel tumorcellen per inoculum 

Figuur 17 VOORBEELD VAN EEN BEPAL! NG VAN DE OVERLEVENDEFRACTIE NA BESTRALING 
(HET 'N2' PUNT VAN FIG. 20) 
De overlevende fractie wordt berekend volgens de formule: 

EDso onbestroolde tumorcellen 
over!. fr.= 

EDso bestraalde tumorcellen. 

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

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

*G,J. Barendsen, persoonlijke mededeling. 
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Tijdens het draaien bevochtigde de celsuspensievoortdurend de wanden van 
de fles. De lucht hierin werd doorlopend ververst (60 tot 80 mi/min) door een 
luchtstroom die het midden van de fles bereikte door een injectienaald, die 
centraal door de stop was gestoken. 

Figuur 18 OVERLEVJNGSCURVE VOOR 
ANOXJSCHE CELLEN VAN HET 
RHABDOMYOSARCOOM BA 
1112; BESTRALJ NG VAN DE TU
MOR IN SITU IN HET DODE DIER. 
Bij elk punt is het 95% betrouw
boorheidsgebied aangegeven door 
een verticale lijn. De curve werd 
op het oog getrokken. 
037::::::380 rads,N::::: 10. 

10 

10"
5!-----:;:;;;;----."=--=;;-----;;"' 0 1000 2000 3000 4000 

Dosls ll'l rod:!i 

Na de bestraling werden de suspensies op de gebruikelqke wijze verdund 
en de gewenste aantollen cellen in ontvangers geïnoculeerd. 

De verkregen punten na bestraling ziin uitgezet in figuur 20; de lijn werd 
op het oog door de punten getrokken. De onbestraolde (contrOle) ED50 be
droeg 13,5 cellen. 

De D37von het exponenti~le gedeelte van de curve bedraagt omstreeks 120 
rods. Dit betekent dot, vergeleken met de zojuist beschreven 'onoxische' D37 
waarde van 380 rods, de zuurstofversterkingsfactor voor dit tumorsysteem on
geveer 3 is. 

In dezeserie proevenwerd één experiment verricht, woorbii de lucht door 
stikstofwas vervangen; het verkregen punt is op de figuur aangegeven als 'N2', 
en valtzeer fraai op de in de vorige paragrafen behandelde 'anoxische' curve. 

Anderhalf jaar later werden met enkele aanvullende experimenten nog 2 
punten bepaald. De contrOle ED50 waarde hiervan bleek 52 cellen te bedra
gen; de overlevende fracties na doses van respectievelijk 1440 en 2880 rads 
werden, evenals het 'Ni punt, uitgezet in de grafiek van fig. 20. De drie 

55 



punten tonen géén significante verschillen met de celoverleving, zoals be
paald in het dode dier. Dit maakt oonnemlijk, dot Hewites methode, om vol
ledige onoxie van het tumorweefsel te bereiken door eerst tien minuten na de 
dood van het dier te bestralen, inderdaad betrouwboor is. 

Figuur 19 SCHEMA VAN DE OPSTELLING 
VOOR INTENSIEVE GASWIS
SELING VAN DE CELSUSPENSIE 
GEDURENDE DE BESTRALING. 
De flacon draait longzoom om zijn 
lengte-as, zodat de celsuspensie 
de wonden bevochtigt. De lucht in 
de flacon wordt voortdurend ver
verst (60 ml per minuut). 

Figuur 20 OVERLEVINGSCURVE VOOR 
GOED GEOXYGENEERDE CEL
LEN VAN HET RHABDOMYO
SARCOOMBA 1112 NA BESTRA
LING VAN CELSUSPENSIES. 
De curve werd op het oog getrok
ken. D37:::::: 120 rads, N ~ 1 0. 
Bovendien is in de figuur de 
'anoxische' cur:ve van figuur 18 
onderbroken aangegeven, de pun
tenwelkenabij deze curve liggen 
werden bepaald door bestraling 
onder stikstofdoorleiding. 

o: de overlevende fractie na be
straling onder doorleiding van 
lucht. 

.t.: de overlevende fractie na be
straling onder doorleiding van 
stikstof. 

Bij elk punt is het 95% betrouw
baarheidsgebied aangegeven door 
een verticale lijn. 

lucht 

-·~,;;jj;~---
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Teneindeeen indrukteverkrijgen over een mogelijk aanwezige 'onoxische' 
celpopulotie in de tumor in het levende dier, werd een aantol experimenten 
verricht, woorbii de tumor in vivo werd bestraald. 

De tumoren, die voor deze experimenten werden gebrui kt, waren steeds ge
localiseerd in het subcutane weefsel van de kop. Slechts tumoren die minder 
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dan 1 gram wogen werden gebruikt; het gemiddelde gewicht (van de 150 tu
moren) was OA gram. De tumor die is afgebeeld in figuur 16 is representatief 
voor zowel de localisatie als voor het gewicht. Er werd nauwlettend voor ge
zorgd, dat de bloedvoorziening van de tumoren tqdens de bestraling ongestoord 
was. 

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

Figuur 21 OVERLEVINGSCURVEVAN CEL
LEN VAN HET RHABDOMYO
SARCOOM NA BESTRALING IN 
VIVO. 
Het gemiddelde gewicht van de 
bestraalde tumórcn was OA grom. 
Bij elk punt is het 95% betrouw
boorheidsgebicd aangegeven door 
een verticale lqn. 
Uit de ligging von de punten ten 
opzichte von de (onderbroken) 
'anoxische' en 'goed geoxyge
neerde' curven {figuur 18 en 20) 
konworden afgeleid dot ongeveer 
15% von de tumorcellen onoxisch 
is. 

10 

1o·
5

c0---";;;;-----,;;;;;;---:;;;;;;--= 
1'1 1000 2000 3000 4000 

Dosis ln rods 

De onbestraalde (contrOle) EDso voordeze groep experimenten was 30 cel
len: de verkregen punten zijn uitgezet in figuur 21. Het is duidelijk, dat de 
punten zich dicht bij de 1anoxische 1 curve bevinden. Deze waarneming kan 
het best verklaard worden door aan te nemen dat de tumoren een zekere hoe
veelheid 1anoxische 1 cellen bevatten. Het gehalte aan anoxische cellen werd 
voor ieder punt (dus bii de verschi /lende Röntgendoseringen) berekend volgens 
de formule: 

% anoxische cellen= 100 overl. fr. (vivo)-overl.fr.(vitro ox ). 

over!. fr.(anox)-overl.fr.(vitro ox). 
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Wegens de eerder genoemde onzekerheden omtrent het juiste verloop van 
de vorm van de schouder vande-in de vorige paragrafen behandelde -over
levingscurven, werd het gewogen gemiddelde bepaald voor de drie punten die 
zich ter hoogte van het rechte gedeelte van de curve bevinden. Dit betreft 
dus de in vivo waarden voor de doses van 1920, 2880 en 3840 rods. Voor de 
bepaling van het 'gewicht' per punt werd de N waarde van de berekenings
methode van Litchfield en Wilcoxen gebruikt. De definitie hiervan is 'het to
tale aantol dieren dot gebruikt werd tussen de 16 en 84 procent verwacht ef
fece, dus binnen de stondoordafwijking van de EDsO· Het op deze wijze ver
kregen gewogen gemiddeldevan het gehalte 'onoxische' cellenbedraagt 15%. 

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

Uit deze in vivo overlevingscurve blijkt duidelijk, dot de overlevende 
fractie van de cellen van deze kleine tumoren bij doses, hoger dan ongeveer 
1000 rads, grotendeels wordt bepaald door de aanwezigheid van- slechts-
15% onoxische cellen. 

Bespreking van de resultaten 
Dit rhobdomyosorcoom is volgens klinische mootstaven (zie hoofdstuk JIJ) 

waarschijnliik als strolingsresistent te beschouwen. Het was daarom enigszins 
verrassend dat de D37 van de celoverlevingscurve van de anoxische cellen van 
dezetumor vrijwelgelijk bleekte zijn aan de waarde die door Hewitt en Wil
son (60) werd gevonden voor een muize-leucaemie (lymphosarcoom). Aange
zien lymphosarcomenklinisch gewoonliik als zeer stralingsgevoelig wordt be
schouwd, rijst de vraag of het verschi I tussen de zogenaamde stralingsgevoelige 
en resistente tumoren wel berust op verschillen in 037 waarden van desbetref
fende celoverlevingscurven. 

Inderdaad blijkt, dot wanneer de 037 woorden van dit rhabdomyosorcoom 
wordenvergelekenmet de getallen van tabel X, de onderlinge verschillen niet 
groot zijn. Ook wanneer men de 037 woorden van tabel I (hoofdstuk 1), ver
kregen met zeer uiteenlopende systemen beziet, kan men zich niet aan de in
druk onttrekken dat de vorm van de meeste celoverlevingscurven meer geken
merkt is door overeenkomst don door opvallende verschillen. 

Men dient echter niet uit het oog te verliezen dot, ook al moge er in ol
gemene zinovereenkomst zijn in de vorm van deceloverlevingscurvenvon ver
schillende celtypen, voor de resultaten van-de radiotherapie ook kleine ver
schillen van groot belang kunnen zijn. 

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

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

He~ is dus waarschiinlijk, dat- naast anoxie -niet zozeer de D37 van de 
celoverlevingscurve, als wel de vorm van de schouder een maat is voor de 
stralingsresistentie van een tumor onder gefractioneerde bestraling. 

Het vrii hoge extrapolatiegetal N van ongeveer 10 van dit rhabdomyosar
coom kon in deze richting wijzen en dot is don in overeenstemming met de 
eerder genoemde minimale resultaten, die werden verkregen toen deze tumor 
aan gefractioneerde bestraling werd onderworpen. 

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

Omtrent het gehalte anoxische cellen in solide tumoren zijn in de litero
tuur nog niet veel gegevens gepubliceerd. Slechts de schottingen van Hewitt 
en Powers en Tolmach zijnvoor vergelijking ter beschikking, alsmede medede
lingen die kortgeleden werden gedaan door van Putten en Kaliman (89) en 
Clifton c.s. (20). 

De conclusie van Hewitt was, dat het door hem bestudeerde sarcoom gro
tendeels uit onoxische cellen bestaat, terwijl de resultaten van Powersen Tol
mach doen vermoeden dot het door hen gebruikte solide lymphosorcoom onge
veer 1% anoxische cellen bevot. Zoals werd vermeld, is het geha·lte aan 
anoxische cellen van het in dit onderzoek bestudeerde rhabdomyosorcoom on
geveer 15%. Van Putten en Kaliman vonden eveneens 15% anoxische cellen 
in het door hen bestudeerde C3 H sarcoom. 
Berekeningen van Clifton c.s. wezen uit dat ongeveer 20% onoxische cellen in 
de door hen onderzochte solide transplantabele muize-carcinomen aanwezig 
zijn. 

Er zijn nu dus enige woorden bekend over de percentoges anoxische cellen 
die- metbehulp van quantitatieve transplantatietechnieken-insolide tumo
ren werden gevonden. Deze woorden (resp. ongeveer 100%, 20%, 15% en 1% 
onoxische cellen),tonen onderling nogal grote verschillen.maar dit doet nietS 
of aan het feit dat alle onderzochtetumoren een meetboorgehalte aan anox
ische cellen bevatten. De genezingskans van de tumoren na éénmali ge bestra
ling zal daardoor grotendeels worden bepaald. 

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

* * * * * 
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HOOFDSTUK V 

DE GENEZINGSKANS VAN HET 
RHABDOMYOSARCOOM NA 
BESTRALING 

Inleiding 

In het vorige hoofdstuk werd voor het rhobdomyosarcoom de relatie bespro
ken die werd gevonden tussen de Röntgendosis en de fractie overlevende cel
len, waarbij gebruik werd gemaakt van een techniek van quantitatieve trans
plantatie. 

In de theoretische radiobiologische literatUur wordt meestal zonder meer 
een model van een celoverlevingscurve geextropoleerd naar een overlevende 
fractie van b.v. 10-l 1 om hiermede de R<:5ntgendosis te schatten welke minder 
dan één cel ineen bepaaldetumor in leven zou laten. Een 90% genezingskans 
zou eerst danbereikt worden wanneergemiddeld per tumorlO-l cel zou over
leven, aangenomen dat één intacte cel tot een tumor kon uitgroeien (118). 

Verificatie van deze zuiver theoretische extrapolatie leek echter gewenst, 
vooral omdat bij het experimentele onderzoek van langdurige fractionerings
regimes, quantitatieve transplantatie hielVoor niet bruikbaar zal zijn. Het is 
nl. niet te verwachten dat uit een tumor die t.g.v. gefradioneerde bestraling 
in regressie is, nog op quantitatieve schaal tumorcellen voor transplantatie te 
isoleren zijn. Daarbij zou de interpretatievan de resultaten op grote moeilijk
heden stuiten wegens gebrek aan informatie over het aantal afgevoerde cellen. 
Men is daarom dus aangewezen op een andere methode van quantitatief onder
zoek en wel op die van de •curatieve• bestraling, waarbij het notuurlijk nood
zakelijk is dat de resultaten, verkregen met beide systemen na enkelvoudige 
bestraling eerst met elkaar vergeleken zijn. Deze vergelijking zal het onder
werp vormen van dit hoofdstuk, waarin de term •curatieve• bestraling of •cura
tieve•dosis gebruiktzal worden in verband met experimenten, die de bepaling 
van de genezingskans vaneen tumor na locale Röntgenbestralingtot doel heb
ben. 

Een aantal van de factoren welke de genezingskans van een tumor na één
melige bestraling zullen kunnen beïnvloeden zijn in de vorige hoofdstukken 
reeds ter sproke gekomen; dit zqn o.a. de strolingsgevo'eligheid van de tu
moreel/en, de zuurstofvoorziening van het tumorweefsel en het aantal tumor
cellen dot aanwezig is in de tumor. 

Hoewel veel onderzoek is verricht over de reactie van experimentele tu
moren op bestraling is het toch opvallend dot dit maar weinig werkelqk be
trouwbare resultaten heeft opgeleverd. Gedeeltelijk is dit te wijten aan het 
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feit dat zelfs tot op heden nog wordt geexperimenteerd met tumoren die of
wijkende antigenen bezitten t.o.v. de gastheer. Bovendien zijn bij veel van 
de onderzoekingen onbevredigende criteria gebruikt zoals tumor 1regressie 1

, 

waarmee de vermindering van het volume van een tumor na bestraling wordt 
bedoeld. 

Het al dan niet snel slinken van de tumormassa na bestraling is grotendeels 
afhankelijk van de processen die de afvoer van dood celmateriool beheersen 
en wordt nauwelijks beïnvloed door een (gering) aantal in het tumorweefsel 
overlevende cellen. Suit, Lindberg en Fletcher (103) Vonden dan ook géén 
correlatie tussen de snelheid van tumorregressie en de genezing van tumoren 
in hun studiesmet het C3H adenocarcinoomvan de muis en metmenselijke tu
moren. 

De literatuurgegevens die samengevat zijn in Tabel XI hebben daarom al
leen betrekking op diè publicaties waarin de 'genezing' van de tumor als cri
terium werd gebruikt. 

De betrouwbaarste maatstaf om de reactie van een tumor in een curatieve 
opstelling te waarderen wordt verkregen door bepaling van de Röntgendosis 
waarbij de helft van de bestraalde tumoren geneest. De meest gebruikte term 
hiervooris de TCD5Q of'50% Tumor Cure Dose'. De uitdrukking TCDso* wordt 
in dit hoofdstuk gebruikt als betrouwbaarste maat voor heteffect van curatieve 
bestraling. 

De hoogste waarden, welke in de tabel staan vermeld, ziin die van Gold
feder(43). De reden waarom bij de tumoren met een dosis van 10.000 R slechts 
regressie van 80, respectievelijk 74% van de tumoren bereikt werd, is uit het 
artikel niet geheel duidelqk. Mogelijk zijn de bestralingsopstellingen/of de 
dosimetrie niet perfect geweest. Een dosis van 2 x 5000 R zou naar onze erva
ring een aanzienlijk grotere schade aan de bestraalde huid moeten geven dan 
uit een foto i~ het artikel blijkt. De laagste TCDso waarden uit de tabel ziin 
gepubliceerd door Kaliman (69). Opmerkeli ik is dot één von de door hem be
studeerde tumoren gedurende vele jaren getransplanteerd is. Men zou op grond 
hiervan kunnen vermoeden dat antigene verschillen debet ziin aan deze lage 
TCD

50 
De overige TCD50 waarden bevinden zich tussen de 4230 en 6200 radsen 

zowel Cohen en COhen als Suit en Shalek proberen de TCDso te correleren 
met het aantal overlevende cellen in de tumor. 

Uit de gegevens van Cohen blijktduidelijk dat ook deze tumor afwijkende 
antigenen bezit. Door de proefdieren 'te immuniseren wordt de TCD50 lager; 
door de immunologische afweer van de proefdieren te verzwakken wordt de 
TCD50 hoger. De D37 van de tumorcellen werd door hem geschat door de 
TCDso van tumorfragmente!1 na bestraling in vitro en van tumoren ~te 
bepalen. 

*Sommige auteurs gebruiken de uitdrukking 'T o
50

• (of 50% tumor~ dosis) in plaats van EDso 
voor de waardering van de viabiliteit van de tumorcellen bq cel titraties. Dit kan echter vrij 
verwarrend zijn en men kan beter de uitdrukking EDso en TCDso naast elkaar gebruiken voor de 
waardering van respectievelijk tumorceltitratie en tumorgenezing en de term TDso vermijden. 

61 



Hetverschi I dot hij vond bedroeg 2400 rads en hii berekende daarmee op grond 
van het verschil in volume tussen de tumorfragmenten en de in vivo tumoren 
een D37 van 390 rads. Tevens schatte hii dat in deze tumoren na bestraling 

TABEL XI 

LITERATUURGEGEVENS BETREFFENDE EXPERIMENTELE CURATIEVE BESTRALING 
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Auteur 
en 
Joor 

1960 

A. Cohen en L. Cohen 

1960 

Goldfeder 
1962 

Suit en Sholek 
1963 

1964 

Ref. 

( 106) 

(22) 

(43) 

(1 05) 

(106) 

(69) 

Tumor 
en 
(Proefdier) 

.Adeno Co 

Adeno Co 

DBAH 
(DBA) 

DBAG 
(DBA) 

Adeno Co 

Adeno Co**** 
(C

3
H) 

SM T**** 
(C3H) 
SMT 

(C3H) 
H 134*"""** 

(C
3

H) 

Gebruikte 
doses* 

5500 R 

5500 R 

4200 - 7500 mds 

10.000 R 

10.000 R 

465 - 5650 mds 

3300 - 9400 cods 

onbekend 

De gebruikte stralingskwoliteitenontlopen elkoorniet veel en vori~ren tussen de 140 kV en 
250 kV Rt>ntgenstroling. 
De door de auteurs opgegeven tumorgrootte is hier vermeld; bij sommigen was dat de dia
meter, bij anderen het volume van de tumor. 



i u mor 
Jrootte** 

don 25 cellen overbleven. Dit door hem genoemde 1criticol ce/I number 1 is 
identiek oonde in ditproefschrift gebruikte term •E Dso•.Jn het door hem be
studeerde tumor-gastheersysteem blijkt het 1criticol cel/ number• afhonkelqk 

Criteria en opmerkingen 

1 -lOmm Q5 
85% "cure"l "cure" == 90 dogen no bestraling nog vrij van 

tumor l -15mm Q5 

0 mm Q5 5560 R 

42% "cure" 

Indien D37 op ongeveer 390 rods wordt geschat 
(% anoxische cellen is onbekend) don bedraagt het 

critica! cel! number" 25 cellen. 

80% 
12-l5mm0 complete+ woorschqnlijke regressie 

(langer don 6 maanden na bestraling.) 

,6 mm 
3 

3 00 mm 

40 mm 

4975 rods 

6200 rads 

4230 rads 

2730 rods 

2900 rads 

74% 

indien 

l l cel overleeft (en n=2) don is de 0 37 306 rods 
10 cellen overleven n " u " " 356 rads 

100 cellen overleven" " " " " 426 rads 
indien 1 cel over! eeft " " 300 rads 

spontane mammatumoren 

4e en Se possage van mornmatumoren 

lang doorgetransplanteerd 
isoloog hepatoom 

"cure" indien 
langer don 
100 dagen na 
bestrol i ng 
tumorvrij 

**" TC Dso of 50% Tumor Genezings Dosis. 
***" Spontane tumoren; a!!e andere in de tabel vermelde tumoren waren getransplanteerd. 
***""Hepatoom; alle andere in de tabel vermelde tumoren betreffen mammotumorcn. 
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te ziin van de immuunreactiviteit van de gastheer. 
De systemen vanSuit en Sholek zijn mogelijk wel vrij van storende immu

nologische factoren. Zij deden experimenten met spontane C3H adenocorcino
men en metisologe transplantoten {de eerste passage) van deze tumoren in het 
oor. De TCDso van de 4,6 mm3 grote transplantaten was 4975 rads. Uit een 
dergelijk curatief experiment kan uiteraard niet zonder meer een D37 afgeleid 
worden, omdat het minimum aantol cellen dat nog tot een recidief aanleiding 
kan geven onbekend is. In tabel XI zijn daarom de door hen veronderstelde 
aantallen overlevende cellen weergegeven, evenals de dooruit volgende D37 
waarden. Er is een goede overeenkomst tussen de D37 waarde van omstreeks 
306 rads voor de getransplanteerde tumor en de D37 van 300 rads voor de 
spontane adenocorcinomen, indien in beide gevallen wordt aangenomen dot 
één cel overleeft bii de TCDSO-

Uit het voorgaande is duidelijk gebleken dat, wil men zich een oordeel 
vormen over de celoverleving na bestraling van een solide tumor, die in situ 
blijft, niet alleen de 1Tumor Genezings Dosis' bepaald dient te worden, moor 
ook het minimum aantol tumorcel I en, dat tot een recidief aanleiding kon ge
ven. 

Zoals in de vorige hoofdstukken werd beschreven kan voor het door ons be
studeerde rhobdorayosorcoom door middel van tumorceltitraties nauwkeurig de 
relatie bepaald worden tussen het aantol geinoculeerde tumorcellen en het 
percentage dieren met tumor dot hieruit resulteert. 

Uitgaande van de gedachte dat er een verband bestoot tussen de uitkomsten 
van de tumorceltitraties en het aantal overlevende cellen dat in bestraalde 
tumoren aanleiding kangeven tot een recidief, werd ter bepalingvan dit 1 cri
tische aantol cellen', naast de serie experimenten betreffende de curatieve 
bestraling, een gelijk aantol tumorceltitraties verricht. 

Methodieken 
Teneinde storende factoren, in het bijzonder eventuele periodieke varia

biliteit, zoveel mogelijk uit te sluiten1 werden de proeven zo geregeld 1 dot op 
de dog van de bestraling van een groep proefdieren met tumor, een even oude 
groep dieren werd getitreerd met een onbestroolde (contrêle) tumorcelsuspen
sie. Deze suspensie werd tevens gebruikt om een nieuwe groep proefdieren te 
inoculeren, opdat de tumoren die zich hieruit ontwikkelden omstreeks twee 
weken loter bestraald konden worden. Een schema van de proefopstelling wordt 
weergegeven in figuur 22. 

De- te bestralen- proefdierenwerden geïnoculeerd met eensuspensie van 
10.000 cellen in 0,05ml Simms' oplossing. De plaats van inoculatie was, zoals 
gebruikelijk, het subcutane bindweefsel van de kop tussen de oren. Er werd 
naar gestreefd om de verspreiding van de tumorcellen in het subcutane weef
sel te beperken, opdat circum:;cirpte tumoren zouden ontstaan. Doortoe werd 
het te injicieren volume zo gering mogelijk gehouden: 0,05 mi werd gebruikt 
als compromis tussen het minimale volume, dot reproduceerboor geinjiceerd 
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kan worden en de hanteerbaarheidwat betreft de injectie van grote aantollen 
dieren in korte tijd. 

Cd 
[111[11'1 

2 :n__ 
~ BESTRALING" {

% GENEZEN 

...22.L-
dogen 

% NIET GENEZEN 

-1--~ 
weken TITRATIE {

% MET TUMOR 

...22.L-
dogen 

% ZONDER TUMOR 

Figuur 22 SCHEMA VAN DE PROEFOPSTELLING VOOR EEN PARALLEL-EXPERIMENT VOOR 
CURATIEVE BESTRALING VAN RHABDOMYOSARCOOM BA 1112 EN CEL TITRATIE. 
Dezeprocedurewerd voor o!Je 13 experimenten toegepost in een continue reeks, zodot 
dezelfde celsuspensie kon dienen voor zowel de i noculotie von de te bestrolen dieren 
ols voor de tumor celtitretie von een vorige groep. 

Vooral in de eerste experimenten bleken de tumoren toch een enkele mooi 
een strengvorm te hebben, of een klein uitlopertje naar ochteren te vertonen. 
Om deze multifocale localisatie zoveel mogelijk tegen te gaan werd nader
hond een hulsje om de naald aangebracht, zodat deze niet verder don l à 2 
mm in de subcutis kon doordringen. 

De bestralingsopstelling is eenvoudig en is weergegeven in. figuur 23. Het 
proefdier ligt in een lichte pentothol anesthesie op een stel tafel. Hierdoor is 
het mogeliik een nauwkeurig begrensde tongenti~le bestraling van tumor en 
schedeldak in te stellen. Als hulpmiddel voor het instellen wordt gebruik ge
maakt van een vizier, waarvan het gemarkeerde centrum nauwkeurig is gericht 
op het focus van de Röntgenbuis. De onderzijde van de Röntgenbundel is of
gedekt met lood, zodat slechts datgene, dat boven de centraalstraal ('horizon') 
uitsteekt bestraald wordt. De uitbreiding van de Röntgenbundel naar de nek
zijde van het dier wordt tevens door een verticaal deel van het diophragmo 
beperkt; dit is echter niet op de figuur aangegeven. Wanneer de hoogte van 
de steltafel zo is ingesteld, dot slechts de tumor en een gedeeltevan het sche
deldok bestraald zullen worden, wordt een doorlichtscherm in de bundel ge
schoven, zodat de juiste positie van het proefdiergedurende de gehele bestra
ling gecontroleerd kon worden. De ionisatiekamer van de 'Boldwin' lonexdo
simeter bevindt zich boven de tumor en ontvangt dezelfde dosis als de tumor. 
De strolingskwoliteit is 300 kVp Röntgen, 10 mA (Philips-MUller industrieel 
apparaat, type MG 300L het filter bestond in de eerste experimenten uit 1 

65 



mm Cu (HVD 2,7 mm Cu). Naderhand werd dit tr:r verho9ing v~n de doserings
snelheid gewijzigd in 0,6 mm Cu+ 1 mm Al (HVD 2,0 mm Cu).* 

11 

diefrogmlo ioni~atiekamer 
:u: 
,, ~ ' ' 
: ' 
u _ __ _ ___ ----i\Evizier 

..__... .,. doorlichtscherm 

1 

steltafel 

- venster 

Figuur 23 OPSTELLING VOOR CURATIEVE BESTRALING. 
Slechts datgene, wat boven de centraalstraal vitkomt wordt bestraald. De instelling ge
beurt met een vizier, continue contrOle gedurende de bestraling is mogelijk door mid
del van een doorlichtingsscherm. De dosiswordt gemeten met behulpvan een ionisatie
kamer vlak boven de tumor. 

De dosisverdeling in de tumorenwerd nagegaan door middel van een phan
toom opstelling, bestaande uit zowel aan de voor- als· aan de achterzijde van 
de ionisatiekamer bevestigde plaatjes masonite van een dikte, overeenkomen
de met de te bestralen tumoren. De afwijking van de homogeniteit in dosis
verdeling bleek geringer dan 5%. De focus-huidafstand,was 18 cm, de dose
ringssnelheid in de beschreven opstelling bedroeg tussen de 384 en 627 rads/mi
nuut. De gebruikte doses varieerden van 1920 rads tot 6720 rads. Ondanks 
de hoge stralingsdoses welke in deze opstelling werden gegeven, was het door 
de hoge doseringssnelheid toch mogelijk om de duur van de bestralingen in 
dezelfde orde van grootte te houden als van de in het vorige hoofdstuk be
schreven experimenten. 

In de beschreven bestralingsopstelling is het onvermijdelijk, dat de oor
schelpen van het proefdierworden meebestraald. Dit houdt in dot na een Rönt
gendosis van 3000 rads en hoger de oorschelpen tengevolge van bestratings
schade sterk vervormd worden. Derhalve werden de proefdieren voor de indi
vidueele registratie niet door een oormerk, maar door een subcutaaninde 
poten geinjiceerde quaddel Oostindische inkt gemerkt. 

"De holveringsdikte werd bepaald door J.J. Broerseen M.A.J. Stuart. 
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De diameter van elke bestraalde tumor werd gemeten en geregistreerd op 
·de dag van bestraling. 

De meeste auteurs, die in tabel XI worden genoemd, gebruikten voor hun 
bestralingsopstelling een kokervormige loodafscherming om de muizen, met 
daarin een gat, woordoor de tumor naar buiten kon worden gebracht. Deze 
laatste werd doorgaans gefixeerd met plakband; soms werd aan de tumor nog 
getrokken door middel van een forceps. Het is duidelijk, dat een goede bloed
voorziening van de tumor in een dergelijke opstelling moeilijk te garanderen 
is. Een belangrijk voordeel van onze bestralingsopstelling is, dat de bloedvoor
ziening van de tumor volledig onbelemmerd is en dat gedurende de bestraling 
de juiste instei!ing f!uoroscopisch gecontroleerd kon worden. 

Het is een ~odeel van vrijwel elke opstelling voor locale bestraling, dot 
een lichte narcose van het proefdier onvermijdelijk is. Pentothal (5 mg/100 
gram lichaamsgewicht) voldeed hiertoe het beste en wordt ook door de mees
te auteurs, die in tabel XI worden genoemd, gebruikt. 

De invloedvan de narcose op b.v. de oxygenatie van het tumorweefsel kan 
niet onderzocht worden door het ontbreken van betrouwbare meetmethoden. 
Tumorceltitraties in combinotie met bestraling (hoofdstuk IV) zijn voor het aan
tonen van een geringe variatie van de zuurstofconcentratie te onnauwkeurig 
en polorografische zuurstofmeting* is niet goed uitvoerbaar in tumorweefsel 
van engenarcotiseerde dieren. Een mogelijk nadeel zou kunnen zijn dot door 
de narcose gedurende de bestraling de bloeddruk enigszins daalt, hetgeen de 
oxygenatie van het tumorweefsel zou kunnen beYnvloeden. De zuurstofcon
sumptievan de proefdieren is daarentegen geringer door het ontbreken van de 
normale activiteit en de roze huidskleur tijdens de narcose wijst op een vol
doende mate van oxygenotie van het circulerende bloed. 

Erwerdenintotaoll3 experimenten verricht. Tabel XII geeft een overzicht 
van het aantol dieren, dat niet bestraald is wegens afwezigheid van een aan
toonbare tumor, en het aantal dot overleden is tengevolge van de narcose of 
andere cÓmplicaties. Een gering aantol van de dieren overleed na de bestra
ling, mogelijk tengevolge van afkoeling gedurende de narcose. 

Opmerkelijk is, dot ondanks de zorgvuldige instelling van de proefdieren 
voor de bestraling, toch een aantal dieren een recidief buiten het bestratings
veld toonden. Deze 'missers' zijn geheel homoge~n over het materiaal ver
spreid en het is onwaarschijnlijk dot zij invloed kunnen hebben op de uitein
delqke resultaten. De meeste 'missers' werden ontdekt bii de wekelijkse in
spectie van de bestraalde dieren. Meestal bevond zich dan een tumorknobbel 
ochter de oren en duidelijk buiten het bestralingsveld. De uitbreiding van dit 
laatste is herkenbaar aan de epi lotie van de bestraalde huid. Bij enige twïïfel 
werd het dier als 'niet genezen' geadministreerd. 

Nadat de 'fellow up'-periode van 100 dagen na de bestraling van het 
laatste experiment waS verstreken, werden de getallen van de aantallen gene-

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

TABEL XII 
OVERZICHT VAN HET AANTAL PROEFDIEREN, GEBRUIKT 

VOOR DE CURATIEVE BESTRALINGSEXPERIMENTEN 

Genezen 
Ni et-genezen 
Niet bestraald wegens afwezigheid van tumor op dog 
van bestraling 
Overleden t.g.v. narcose en/ of complicaties+ dieren 
welke bewogen hebben tijdens de bestraling 
Dieren met tumor buiten bestrolingsveld Cmissers 1

) 

Overleden zonder voldoende informatie binnen 100 
dogen na bestra I i ng 

Resultaten 

114 
249 

28 

53 
25 

6 

475 

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

Figuur 24 FOTO VAN EEN RAT WAAR
VAN DE TUMOR DOOR EEN 
CURATIEVE BESTRALING IS GE
NEZEN. 
Hetbestraalde gebied is duidcliik 
herkenbaar aan de epilatie. 

3500 rads ontstaat epilatie en desquamotie van de bestrooide huid, tevens 
wordt de tumormassa geheel geresorbeerd. No omstreeks één à twee maanden 
is de huid genezen, zij het dat er eenpermanente epilotie is ontstaan. Een tu
morrecidief kondigt zich het eerst aan doordot er midden in het geêpileerde 
gebied een minuscuul subcutaan knobbeltje ontstaat. Dit groeit in de daarop 
volgende dogen longzoom uit en de huid ter plaatse goot ulcereren: er ont
staat een tumor-ulcus. In enkele twijfelgevallenwerd dit tumor-ulcus histolo
gisch onderzocht en steeds werd bij histologisch onderzoek tumorweefsel aan
getoond. Meestal werd echterhet dier verder geobserveerd en het feit, dat een 
tumorrecidief was ontstaan, werd dan duidelijk uit de voortdurende progressie 
van het ulcus. Wonneer de uitbreiding van het tumor-ulcus, met zijn opgewor
pen randen de grens van het bestraalde gebied overschreed, was een snelle 

*Afdeling Bewerking Waarncmings uitkomsten.- T.N.O, 
Dr. E.F. Drion en Th.J. ven Goudzwaord. 

68 



tumorgroei indeonbestrooldesubcutishet gevolg. Het verschil in aspect tussen 
genezen en niet-genezen dieren is gewoonliik zo duidelijk dat hierover geen 
twijfel mogelijk is. 

TABEL XIII 
RESULTATEN VAN DE CURATIEVE BESTRALING VAN TUMOREN VAN 

4 t/m 15 MM DIAMETER 
(in de kolommen; aantal genezen/totaal) 

~ DOSIS IN RADS 
c 

l 6720 6240 5760 5280 4800 4320 3840 3360 2880 2400 1920 

~ 4 5/5 7/9 6/7 1/10 1/3 1/3 0/1 1/5 0/3 c 
0 5 1/1 3/3 5/8 2/2 1/9 0/2 1/3 0/3 0/6 0/3 > 

:ê" 6 2/2 7/7 2/3 0/3 1/4 0/1 0/3 0/1 0/2 0/6 0/2 

:2. 7 5/5 3/5 3/7 1/6 0/5 0/3 0/4 0/1 0/2 0/6 
8 4/4 5/6 2/5 1/5 0/3 0/3 0/6 0/7 0/2 0/3 

~ 9 5/7 0/1 5/7 2/5 0/9 0/6 0/9 0/7 0/4 0/1 0/1 0 
Qj 10 3/3 3/3 0/1 0/1 0/:l 0/1 0/7 0/1 
Qill 2/2 0/1 0/3 1/1 1/2 0/2 0/1 0/1 
5 12 0/1 0/1 0/1 0/2 0/2 0/2 

:oe 13 1/1 0/2 0/1 
~ 14 0/1 

..= 15 0/1 0/1 

23/25 18/21 27/46 16/31 6/50 1/26 2/31 0/25 1/28 0/15 0/16 

genezen 92% 86% 59% 52% l :20/o 4% 6% 0% 4% 0% 0% 
tumoren 

De resultaten van 13 experimenten worden weergegeven in tabel XIII. De 
diameter van de bestraalde tumoren varieerde van 4 tot 15 mm. Een aantal tu
moren was ten tijde van de bestraling nog net met de vinger te voelen alsof 
het een subcutaan strengetje of zandkorrel betrof. Deze zijn apart vermeld 
in tabel XIV als zandkorrel-grote tumoren. De regressieliin van de probit
berekeningenvan tabel XIII wordt weergegeven in figuur 25, die van de zand
korrel -grote tumoren in figuur 26. De TC D 50 van de eerste groep is 5460 
rads1 van de tweede 5208 rods. Dit verschil is niet significant. 

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

De overlevende fractie van de tumorcellen na 'curatieve' bestraling, b.v. 
na de TCD50, kan berekend worden volgens de volgende formule: 

overlevende fractie= ~em. oant. cellen, nodig voor 50% 'dieren met tumor' 
(TCD ) em. oant. cellen, aanw. in de bestraalde tumoren 

50 
Van deze breuk is de teller gelijk aan de ED50, de noemer is als volgt te be
rekenen: De gemiddelde diameter van de bestraalde tumoren was 6,9 mm. Deze 
gem i dde I de di ometer werd berekend voor de groep van tumoren met het gene
zingspercentage tussen de 10% en 90%. Dit komt overeen met de Röntgendoses 
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van 4320 toten met 6720 rads. De relatie tussen de gemeten tumordiameter en 
het gewicht is bekend (figuur 6, hoofdstuk 11), en zoals in hoofdstuk lil werd 

TABEL XIV 

RESULTATEN VAN DE CURATIEVE BESTRALING VAN 

ZANDKORREL-GROTE TUMOREN 

Dosis in Aantal genezen 
rads totaal 

6240 5/6 

5760 8/11 

5280 2/6 

4800 1/6 

4320 2/6 

3840 1/4 

3360 1/5 

2880 0/3 

2400 0/1 

1920 0/1 

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

De overlevende fractie wordt dan; 

I t . - 51 - 2 1 o-6 over evende roe he (TCD scY - 2,5 x 1 o7- x 

Deze waarde is in figuur 28 weergegeven. 
Het leek aantrekkelijk, enkele waarden van deoverlevende fractie bij an

dere curatieve doses te berekenen. Hiertoe dient aangenomen te worden, dot 
er een zekereovereenkomst bestaat tussen de probit-regressielijnen van figuur 
25 en figuur 27. Het is nl. een redelijke veronderstelling dat het aantal tu
morcellen, dat na bestraling overleeft in een zeker percentage niet-genezen 
tumoren, geliik zal zijn aan het aantol tumorcellen, dat nodig is om hetzelfde 
percentage dieren met tumor te geven bij de cel titraties. Hiermede is dan het 
aantoloverlevende cellen in de tumorenbekend en konvia deze weg de over
levende fractie tumorcellen per Röntgendosis berekend worden, mits tevens het 
gemiddelde aantol cellen in de bestrooide tumoren bekend is. 
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Als voorbeeld moge gelden de berekening voor de Röntgendosis van 6240 
rads. 

Voorbeeld: 
Dosis 6240 radsi genezen 86% 

niet-genezen 14% 
Om 14% dieren met tumor te verkrijgen is blijkens de grafiek in fig. 27 een 

onbestraald inoculum van gemiddeld 2,8 cellen nodig. 
Er wordt dus aangenomendat na een dosisvan6240 rads gemiddeld 2,8 cel

len in de tumor overleven. De gemiddelde doorsnede van de tumoren, die met 
6240 rads bestraald zijn is 6,19 mm, dit betekent een gemiddeld gewicht van 
34 mg. Het gemiddelde celaantal van de tumoren, die met 6240 rads bestraald 
z;jn ;, dus 34 x 5 x leP cellen= 17 x 1o6 cellen. 
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Figuur 25 RELATlE TUSSEN RÖNTGENDOSIS EN GENEZINGSKANS VAN DE TUMOR. 
De gegevens steen vermeld in Tabel XIII, gemiddeld bedroeg de diemeter von de be
strooide tumorcn6,9mm.De getallen tussen hookjes geven het totale contol dieren per 
punt con. De lijn werd berekend met behulp ven probit-onolyse. 
De TCD5Q bedroogt 5460 rods. Het 95% betrouwboorheidsgebied von de TCD50 is 
tevens aangegeven. 
Het omcirkelde puntkon bi i de probit-onolyseworden verwqderdzonder dot de TCD50 
woorde hierdoor werd beïnvloed. 

De overlevende fractie zal zijn: 
_:2:!.:,8'----;-

overlevende froct;e (6240 rads) 17 x 106 = 1,6 x 10-7 

Opovereenkomstigewijze werdende waarden voor 6720,5760, 5280,4800 
en 4320 rads bepaald en de overlevende fracties uitgezet op semi-logarith
mische schaal (zie figuur 28). 
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Figuur26 RELATIETUSSEN RÖNTGENDOSIS ENGENEZ!NGSKANSVAN DE ZANDKORREL
GROTE TUMOREN. 
De gegevensstaan vermeld in Tabel XIV. De getallen tussen hookjes hebben betrekking 
op het totale aantol dieren per punt. De lijn werd berekend met behulp van probit
anolyse. 
De TCD50 bedraagt 5208 rods. 
Het 95% betrouwboarheidsgebied van de TCD50 is tevens aangegeven. 
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De overlevende fractie van de tumorcellen van de 1zandkorrel 1-grote tu
moren konslechtsgeschat worden, daar een nauwkeurige bepaling van het ge
wicht van deze tumoren niet mogelijk is. Door een aantal van deze turnortjes 
zorgvuldig uit te prepareren en gezamenlijk te wegen, kon het gewicht per tu
mortje op ongeveer 6 mg geschat worden. Het aantol cellen in deze tumoren 
zal aldus omstreeks 3 x lQÓ bedrogen. 

De overlevende fractie van de tumorcellen bij de TCD50 zal don zijn: 

51 
overlevende fractie (T C 

050
t 3 x 106 = 1,7 x 1 o-5 

Deze waarde is dus slechts een benadering. De TCD50 is 5208 rods (fi
guur 26) en de overlevende fractie is uitgezet in figuur 28. 

Daaruit blijkt, dat de overlevingvan tumorcellen in deze minuscule tumor
tjesop ongeveer dezelfdewqze afhankeliik is van de dosis als die van grotere 
tumoren. 

Bespreking van de resultaten 
In de inleiding van dit hoofdstuk werd het probleem gesteld, of de dosis

effect relatie van tumorcellen na bestraling, zoals bepaald werd met quanti
tatieve transplantatie, ook geldig zou zijn tot in het gebied van de curatieve 
bestraling. In dit hoofdstuk werd de dosis-effect relatie in het curatieve ge-
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Figuur 27 RELATIE TUSSEN DE GROOTTE VAN HET CEL-INOCULUM EN HET PERCENTAGE 
DIEREN, DAT BINNEN 100 DAGEN EEN TUMOR ONTWIKKELDE. 
De getallen tussen hookjes hebben betrekking op het totale aantol dieren per punt. De 
lijn werd berekend met behulp van probit-anolyse. 
De ED50 bedraagt 51 cellen. 
Het 95% betrouwboorheidsgebied van de ED50 is tevens aangegeven. 
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bied nader uitgewerkt en om de gegevens, die met beide systemen werden ver
kregen te kunnen vergeliiken, werdende resultatenvan beide groepen experi-

Figuur 28 RELATIE TUSSEN DE 'CURA- 10-l. A 

TIEVE' RÖNTGENDOSIS EN DE 
OVERLEVENDE FRACTIE A 

.& Punten welke werden berekend 
uitde genezingspercentages bij 

. • 
u 10-S 

verschillende Röntgendoses als ~ 
vermeld in tabel XIII. . 

• Overleving VOO cellen VOO 
~ ... 0 

zondkorrel-grote tumoren, be- ~ 
_, .. 

rekend uit de TCDso en EDso 10 

woorden. 0 

• Additioneel berekend punt. Dit 
A werd verkregen door de TCD50 10- 7 

en ED50 woorden van de p1·obit-
analyse (fia. 25 en fig. 27) te .. gebruiken en heeft betrekking 
op olie tumoren van tabel XIII 

1ö
8 

(gemiddelde diameter van 6,9 0 2000 1.000 6000 aooo 
mm). Oosls ;, rods 

menten op één diagram (figuur 29) samengevoegd. 
Het bovenste gedeelte van dit diagram (tot een overlevende fractie van 

10-4) is afkomstig van figuur 21 uit hoofdstuk IV. Het gearceerde gedeelte 
geeft de extrapolatie weer van het gebied tussen de '15% en 100% anoxische 
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Figuur 29 VERGELIJKING VAN DE "CURATIEVE" RESULTATEN EN DE CELOYERLEVINGSCUR
VEN, ZOALS BEPAALD MET BEHULP VAN QUANTJTATIEVE TRANSPLANTATIE. De 
onderbroken lijnen zijn afkomstig van figuur 21, het gearceerde gedeelte betreft de 
extrapolatie van het gebied tussen de "15% en 100% anoxische" curven. Tevens zijn de 
"curatieve" punten van figuur 28 op dit diagrom uitgezet. 
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curven 1 tot ver beneden het niveau van een overlevende fractie van 10-4. De 
bovengrens betreft aldus de extrapolatie van de celoverlevingscurve van de 
anoxisch in situ bestraalde tumor. De iets lager gelegen, evenwiidige grens is 
die van de celoverlevingscurve, verkregen na bestraling van de tumor in vivo. 
Wanneer men de punten, die werden verkregen met curatieve bestraling (af
komstig van figuur 28), vergelijkt met genoemde celoverlevingscurven, dan 
valt het op, dat deze punten liggen in het gearceerde gebied dat begrensd 
wordt door de beide geextrapo!eerde curven. De conclusie lijkt dus gerecht
vaardigd, dat de genezingskans na éénmelige bestraling inderdaad voorspeld 
kan worden door extrapolatie van een celoverlevingscurve dievia een tumor
ce I ti tratiesysteem verkregen is. 

Ondanks de goede overeenstemming tussen de resultaten, verkreÇJen met 
beide experimentele systemen, blijven er nog een oental vragen onbeantwoord. 
In de eerste plaats kan over de juiste vorm van de schouder van de celoverle
vingscurvevanditinvivotumorsysteem nog steeds geendefinitief oordeel wor
den gegeven. Wel suggereren de punten, verkregen met het 1 Curatieve 1 sys
teem, dat het extrapolatiegetal N inderdaad vrij hoog is. Met het tumorcelti
tratiesysteem werd gevonden, dat kleine tumoren van dit rhabdomyosarcoom 
ongeveer 15% anoxische cellen bevatten. De met het 1curatieve 1 systeem ge
vonden punten doen vermoeden, dat het gehalte anoxische cellen van de be
straalde tumoren iets hoger geweest is. Men dient echter niet uit het oog te 
verliezen, dat de bepaling van de overlevendefractievan de 1Curatieve 1 ex
perimenten berekend werd uit een groot aantal parameters, te weten: tumor
diameter, relatie tumordiameter-gewicht van de tumor, het aantal cellen per 
gram tumorweefsel en hetaantal ce I I en, nodig voor een bepaald percentage die
ren met tumor. Al deze parameters hebben hun eigen onzekerheden. Een stan
daard afwijking is daarom nouwel i jks te berekenen en het is derhalve niet goed na 
te go on of het percentage anoxische cellen in b.v. de zandkorre I - grote tumoren 
significant groter is don dat in de overige tumoren. 

De zandkorrel -grote tumoren werdenmede in ditonderzoek betrokken om
dat het van belang leek om vast te stellen bij welke tumorgrootte voor het 
eerst anoxische gebieden voorkomen. Het was immers eerder gebleken (hoofd
stuk IV) dottumoren meteengemiddeldgewicht van 0,4 g reeds duidelijk aan
toonbare anoxische gebieden bevatten. Het is uit de figuur op te merken1 dat 
de strolingsgevoeligheid van de zondkorrel-grote tumoren niet essentieel of
wqkt van die van de overige onderzochte tumoren. Dit zou verklaard kunnen 
worden door aan te nemen dat zelfs deze minuscule turnortjes reeds een insuf
ficiente bloedvoorziening bezitten. De resultaten van dit onderzoek wekken 
dus de indruk dat- althans bij deze tumor-geen aanwijzingen te vinden zijn, 
dat er een minimale tumorgrootte bestaat, waarbij géén of een gering gehalte 
onoxische cellen aanwezig is. De vraag rijst, of het bezit van een zeker ge
halte onoxische cellen soms inherent is aan elke tumorgroei. De verschillen
de factoren, die de zuurstofvoorziening van tumorcellen beïnvloeden, zullen 
daarom in het volgende hoofdstuk aan een uitvoerige beschouwing worden on
derworpen. 

* * * * * 
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HOOFDSTUK VI 

VASCULARISATIE EN OXYGENATIE 
VAN TUMOREN 

Inleiding 

In de voorgaande hoofdstukken is meermalen naar voren gekomen, dat een 
gedeelte van de tumorcellen van het rhabdomyosorcoom BA 1112 in vivo 
anoxisch is. Vrqwel alle cellen in het lichaam worden van zuurstof voorzien 
via het bloedvatensysteem en de aanwijzingen dat in de door ons bestudeerde 
tumor een meetbaar percentage anoxische cellen aanwezig is, alsmede de con
sequentiesdaarvan voorde stralingsgevoeligheidvan de tumor, maken een na
dere beschouwing van de vasculorisotie van tumoren noodzakelijk. 

Het blijkt uit de literatuur dat in de laatste decennia devascularisatie van 
tumoren steeds méér in de belangstelling is gekomen; zowel voor de diagnos
tiek van gezwellen (arteriografie), moor ook vanwege de betekenis van de 
zuurstofsponning voor de strolingsgevoeligheid van cellen. 

Noormate men dieper inging op de eigenaardigheden van de vosculorisotie 
van tumoren wijzigde zich het inzicht hierover. De algemeen gehuldigde op
vatting 'tumoren hebben een uitstekende bloedvoorziening' was gebaseerd op 
de sterke neiging tot bloeden van veel tumoren en wijzigde zich in de tegen
overgestelde overtuiging, te weten 'tumoren hebben een inferieure bloedvoor
ziening' ~ (91) 

Met alle moderne methoden van onderzoek ziin ofwiiki ngen in de voscula
risotie van tumoren gevonden en een overzi chtvon de literatuurgegevens wordt 
in tabel XV gegeven. Aan de hond van de in deze tabel vermelde technieken 
worden de doormede aangetoonde anomalie~n achtereenvolgens besproken. 

Daar de in de tabel gerangschikte onderzoekmethoden géén van alle bruik
boor ziin voor de bestudering van de 'microcirculotie' in tumoren, werd hier
voor een nieuwe techniek ontwikkeld. Het hoofdstuk zal worden besloten met 
een bespreking van de inzichten die met behulp van deze techniek over de 
vosculorisotie van tumorweefsel werden verkregen. 

Macroscopische onderzoekingen 
Arteriog raf1e 

Wonneer men in de Röntgendiagnostiek bloedvaten zichtboor wil maken, 
wordt een Röntgencontraststof in een toevoerende arterie geinjiceerd en in de 
daarop volgende seconden een serie R6ntgenfoto's gemaakt. Deze methode 
wordt arteriografie genoemd en is onder meer in gebruik voor de diagnostiek 
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van tumoren, in het bijzonder van die, welke in de extremiteiten, hersenen of 
nieren* zetelen. 
Doordat een serie foto's snel achtereen gemaakt wordt, kan een indruk ver
kregen worden van de possage-snelheid van het bloed in het onderzochte or
gaan. Het blijkt enerzijds {30) dot in sommige tumoren een deel van het con
trost direct van de orteri~le naar de veneuze phose goot; dit wïïst op het be
staan van arterie-veneuze shunts. Anderzijds is er vaak 'pooling', waarbij het 
controst zich {tijdelijk) ophoopt in verwijde bloedvaten of sinusol"den. Dit 
laatste werd ook door McAiister bij experimentele tumoren aangetoond (79). 

TABEL XV 
LITERATUUROVERZICHT BETREFFENDE BLOEDVATAFWIJKINGEN IN TUMOREN 

M-!::thode van Anostomoren Avasculaire gedeelten Dilatatie 
onderzoek 

" 
Arteriografie Contrast di reet van Contrast-arme gedeelten Contrast-ophopingen 

''-
arterieele naar ("pooling") 

8 veneuze phase 

§ Dos Sentos (30) McAlister (79) Dos Sentos (30) 

0 Kleurstofdiffusie "Blanke" gedeelten 

" Goldacre en Sylvén (42) 

" 
Polarografie Plaatsen met geringe p0

2 Cater (19) 
"8> Te hoog zuurstof-
] ge holte van veneuze 
} Veneuze p02 

bloed 
~ Bierman (12) 

Directe Observatie Grotere intercapillaire Onregelmatig netwerk 
afstand in cervix epitheel van verwijde copi I! ai ren 

" 
bij "carcinoma in situ" 

·~ Histologie 
Kolstadt (72) Algire (2) 

Anastomosen en Gedeelten zonder Verlengde, verwijde 
ê kruisverbindingen capillairen en gekronkelde ca.pillairen 
u 

':Ë van capillairen 
Thomlinson en Gray (110) 

Urbach (112) Urbach (112) Urbach (112) 

Kleurstofdiffusie 
Door Goldacre en Sylvén (42) werd gevonden, dot een intraveneus geinji

ceerdekleurstof(lissaminegroen) niettot in het centrale gedeelte van de door 
hen onderzochte experimentele tumoren doordrong. De kleurstof verdeelde zich 
wèl homogeen in de perifere gedeelten van de tumor, waarschijnlijk tevens in 
de extravasculaire vloeistof. No enige uren bevatten deze perifere gedeelten 
geen kleurstof meer, moor wèl bleek dat een rest hiervan geconcentreerd was 
in een vrij smalle ring welke gelegen was tussen het centrale en het perifere 

*H. Abramsgebruikt epinephrine om de niervaten te laten contraheren; doordat de bloedvaten van 
een tumor niet op epinephrine reageren worden deze beter selectief zichtbaar op een Röntgen

foto (1 ). 
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gedeeltevan de tumor. De verklaring, welke Goldacre en Sylvén hiervoor go
van, was dat de kleurstof het centrale gedeelte van de tumor niet kon bereiken 
door afwezigheid van bloedvaten aldoor. In het perifere deel was de diffusie 
homogeen maar werd in enkele uren weer uitgewassen. De kleurstof was in
middels ongeveer 150 f.l diep in het niet-gevasculoriseerde gebied gediffun
deerd en was hier geabsorbeerd door de necrotische mosso. Hierdoor was een 
vrij scherp begrensde ring ontstaan op de grens van levend en dood weefsel. 

Ook Griffiths (48), die soortgelijke onderzoekingen deed met operatiepre
paraten van menselijke darmtumoren, kwam tot de conclusie, dot de kleurstof 
niet tot in het centrale gedeelte van de tumoren doordringt. 

Physiologische onderzoekingen 

Bepaling van het zuurstofgehalte van het veneuze bloed 
Bij een aantal patienten met tumoren in verschi I lende delen van het I i chaam, 

waaronder lever en nier, werden door Bierman metingen verricht van de zuur
stofspanning in het bloed van de regionale vaten. Bierman vond een geringer 
verschil in zuurstofspanning tussen het arteriè:le en het veneuze bloed indien 
het desbetreffende orgaan tumorweefsel bevatte. Dit wijstop de aanwezigheid 
van arterie-veneuze shunts of verminderd metabolisme. De bevindingen van 
Gullino en Grootham met hun fraaie experimentele systeem* (waarin het mo
gelijk is om de circulatie in de tumor door slechts één enkel aan- en afvoe
rend bloedvat te laten verzorgen), zijn hiermede volledig in overeenstemming 
(50). De zuurstofconsumptie van deze 'tissue-isoloted' tumoren (waaronder 
hepatomen) bleek soms een factor 15 minder te bedragen dan die van over
eenkomstige gezonde weefsels (bijvoorbeeld lever). 

Ook zii komen tot de conclusie, dat er abnormaliteiten in de zuurstofop
name van een tumor bestaan, welke te wijten kunnen zijn aan een verminderd 
verbruik van zuurstof door de tumorcellen of aan inferieure uitwisselingsmo
gel;ikheden. 

Polarografie 
Meting van de zuurstofspanning in tumorweefsel met behulpvan polorogra

fie werd door Coter geïntroduceerd (19). Voor plaatselijke metingen in het 
weefsel wordt meestol gebruik gemaakt van een dunne electrode van goud of 
platina waarvanslechts de punt vrij van isolatie is. Met behulp van een elec
trisch circuit kan de stroomsterkte worden gemeten welke door de electrode 
gaat, wonneer daarop een spanning van- 0,6 Volt wordt gebracht. Deze stroom
sterkte blijkt evenredig te zijn aan de zuurstofspanning van het weefsel waar
in de punt van de electrode zich bevindt. Hoe eenvoudig de methode ook is, 
de kans op hetmeten van artefacten in plaats van de zuurstofsponning is groot 
en de methode is meermalen aan critiek onderhevig geweest (102, 36). 
Een bezwaar is b.v. dot de ijking van de zuurstof-electrode dient te geschie
den in nauwkeurig hetzelfde medium als waarin de meting geschiedt. Daarbij 

*Zie hiervoor bladzijde 22. 
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zou de plaats van de electrode ten opzichte van de bloedvaten, alsmede de 
schade die door het inbrengen in het weefsel wordt veroorzaakt bekend moe
ten zijn voor elke meting. Het is duidelijk, dat aan géén van deze voorwaar
den is te voldoen bij een tumor in situ en men die:1t enigszins voorzichtig te 
zi in met de interpretatie van de metingen. 

Desondanksis uiteen groot aantal metingen zowel in menselijke (19) als in 
dierlijke (65) tumoren gebleken, dat' er in vriiwel alle tumoren gebieden be
staan waarin de zuurstofsponning abnormaal laag is. 

Microscopische onderzoekingen 

Directe observatie 
In de jaren '40 werd door Algire een techniek ontwikkeld om tumorweefsel 

dot in de subcutis van de muis was geïmplanteerd te kunnen observeren door 
een 'venster' (2). Ook Algire beschreef een abnarmoOI vaotsysteem, bestaande 
uit onderling verbonden verwiide capillairen met vele efferente en afferente 
vaten (3). Door metingen volgens de methode van Chalkley schatte Algire het 
volume van het vaatstelsel in procenten van het totale volume van de tumor. 
Dezewaarde bleeksoms hogerdan vijftig ;::recent te zijn. E:en nadeel van deze 
methode van directe obsèrvatie is, dat het niet uitgesloten geacht moet wor
den dotdeze voscularisatie-index slechts betrekking heeftop die vaten welke 
zichtbaar zijn aan de buitenzijde van de tumor. 

De methode werd door Goedall c.s. (44) enigszins gemodificeerd en gebruikt 
voor de observatie van tumortransplantaten in de wangzak van de hamster. 
Goodoll meent, dat er specifieke verschillen in vascularisatiepotroon bestaan 
tussen op deze wqze getransplanteerde melanomen, hoemongiopericytomen en 
mommocarcinomen. De betekenis hiervan is nog moeilijk te schatten, ook al 
omdatgeengegevens bekendzijnover de invloed van immunologische factoren 
en dusafweer van de gastheerop de vasculairearchitectuur van een aangeslo
g"en tumortransplantaat. 

Directeobservatievan de bloedvaten van de cervix uteri bij potienten met 
aandoeningen hiervan werd verricht door Kolstadt (72) met een colposcoop. 
Ook hij vond onregelmatige vaten en ontdekte tevens dot de intercapillaire 
afstand in corcinomoteus epitheel vergroot was t.o.v. die in normaal cervix
epitheel. 

Histologie 
Abnormo I i te i ten van de capillaire architectuur van men se I ijke hu i dtumoren 

werden beschreven door Urbach en Grohom.(ll2). Zij kleurden de capillair
wanden in maligne melanomen, plootepitheelcarcinomen en basoliemen met 
de alkalische phosphatase techniek volgens Gomori. Hierdoor worden alle 
bloedvatwanden gekleurd, onafhankelijk van de vullingsgraad. Deze laatste 
is altijd onzekerdoor het wegvallen van de druk bij het uitprepareren en door 
het krimpen van het preparaat bij fixatie. 

Urbach en Groham vonden in deze tumoren een toename van het aantal 
zichtbare capillairen t.o.v. het normale weefsel. Deze waren verwijd en had-
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den een gekronkeld verloop, alsmede zeer veel onderlinge anastomosen. 
Het is de verdienste van Thomlinson en Gray geweest er op te wqzen dot 

er een 1Critische afstond 1 kon bestaan1 waorop de zuurstofspanning in het 
weefsel tot nul is gedaald doordot de zuurstofdiffusie over enige afstand van 
de capillairen onvoldoende is om het zuurstofverbruik van de cellen te com
penseren. Deze hypothese werd door hen zowel van histologische -als van 
theoretische ziide belicht (11 0). 

Sommige plaveiselcel-carcinomen van de bronchi bestoon uit strengen tu
morweefsel omgeven door stroma. Thomlinson vond dat wanneer de diameter 
van deze strengen tumorweefsel een zekere waarde overschreed er steeds in 
het centrum necrose bestond. De wanddikte van de aldus ontstane cylinders 
van intact tumorweefsel wasopmerkelijk constant en op grond van de resulta
ten van een groot aantal metingen kwam Thomlinson tot de slotsom dat de 
breedte van de laag intact tumorweefsel, gelegen tussen omgevend stroma en 
centrale necrose, 160- 180 1-1 bedroeg. Het leek aannemelijk, dat de diffusie 
van zuurstof niet verder reikte dan deze afstand en Thomlinson en Gray heb
bendeze gedachtenader uitgewerkt (zievolgende paragrafen) met behulp van 
een theoretisch model. 

Vasculaire architectuur 

Omtrent de ontstaanswqze van het vasculaire patroon van de verschi !lende 
typen tumorenzijn geen betrouwbare gegevens bekend; daarom zu !I en de ver
schillende tot zover besproken facetten enigszins gegeneraliseerd worden sa
mengevat. Ter illustratie wordt in fig. 30 een stereoscopische microfoto weer
gegeven van een gedeelte van het vasculaire patroon van het rhabdomyosar
coom BA 1112. 

Tiidens de initië;;]e groei van een tumor of metastase in een orgaan zal het 
daarin aanwezige vaatnet enige tqd aan de metabole eisen van de tumorcel
len kunnen voldoen. Indien echter de tumorbuiten eendergelijk vaatnet groeit 

Figuur 30 

DRIE-DIMENSIONALE FLUORESCENTIE-MICROFOTO VAN EEN GEDEELTE VAN 
HET VASCULAIRE PATROON VAN RHABDOMYOSARCOOM BA 1112. 
Vele van de in Tabel XV en in de tekst vermelde 
afwijkingen zijn op deze foto te bekennen. 
Het weefsel werd in transporent medium ingebed 
(41). De bloedvatenzijn 'in vivo' gemarkeerd door 
middel van een introveneus geinjiceerd fluoro
chroom-dextron conjugoot. Deze foto's zijn ge
monteerd volgens de methode van Becker (1 0). Voor 
het stereoscopisch zien dient een spiegeltje ver
tikaal tegen <de rechterzijde van de neus te wor
den geplaatst op een hoogte van ongeveer 15 cm 
midden boven het gebied tussen de beide foto's. 
Het linkeroog ziet dan direkt de linker foto, het 
rechteroog de rechter foto via de spiegel. Wonneer 
voor het oog beide merktekens samenvollen ziet men 
tevens het bloedvatpatroon stereoscopisch. (x 60). 
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of infiltreert, ontstaat door ter plaatse een nieuw bloedvatensysteem dot infe
rieur is zowel in opbouw als in functie. Bestoonde capillairen gaan zich ver
wijden, worden langer en krijgen vaak een gekronkeld verloop. Lintvormige, 
uitgerekte cap i I leiren en veneuze sinusoïden ontstaan tengevolge van de ex
pansie van het omgevende tumorweefseL In de centrale gebieden in de tumor 
zullen deze vaten vaak geheel gecomprimeerd worden, zodat er gebieden ont
staan zonder bloedvoorzien ing. 

Om de tumor heen ontstaateen uitgebreid net van (gedilateerde) capillai
ren met veel arterie-veneuze anastomosen. Differentiatie in arteriolen en 
venuloe zal meestol ontbreken. Dit vaatnet zal functioneel reeds insufficient 
zijn, moor kan bovendien na verloop van tijd worden afgesloten door com
pressie of ingroei van tumorweefseL Een en ander houdt in dot, wonneer men 
in een histologische coupe een bloedvat aantreft, het allerminst zeker is dat 
de circulatie in dat vat intensief genoeg was om aan de metabole eisen van 
het omringende tumorweefsel te kunnen voldoen. Het is duidelijk1 dat de-vos
cularisotie van een tumor door vele verschi I lende oorzaken insuffi cient kon 
zijn en dat als consequentie dooiVan het te verwachten is dot een aantol tu
morcellen slecht van zuurstof worden voorzien. 

Zuurstof-diffusie 

Zoals eerder genoemd presenteerden Thomlinson en Gray in 1955 een
klaSsiek geworden - studie

1 
welke het inzicht heeft verruimd over de relatie 

tussen zuurstofsponning in de bloedvaten en die van het omringende weefsel. 
Noor aanleiding van de histologische waarnemingen van Thomlinson (zie 

vorige paragrafen) werd door Gray langs zuiver theoretische weg de diffusie 
van een metaboliet in een cylinde!Vormige mosso metabool actief weefsel be
rekend. 

De berekeningen van Thomlinson en Gray betroffen voornomelijk de 1cri
tische lengte 1 van de straal van een weefsel cylinder waarbij de zuurstofspon
ning in hetcentrumjuist tot nul is gedoold. Deze 1 critische afstond~ is vanzelf
sprekend onder meer afhankelijk van de initi~le zuurstofconcentratie in het 
omgevende stromo en van de diffusiesnelheid van de zuurstof in het weefsel. 
Bovendien is de- reeds eerder genOemde- zuurstofconsumptie van de cellen 
in het weefsel van essentieel belang; naarmate de zuurstofconsumptie groter 
is zal de 1critische afstond' afnemen. Door·de diffusieconstante van zuurstof 
in tumorweefsel onbekend is hebben Thomlinson en Gray deze geschat op ba
sis van gegevens, die in de literatuur waren opgegeven voor water en spier
weefsel. De veneuze zuurstofsponning (40 mm Hg)werd als de initi~le concen
tratie genomen en alswaardevoor de zuurstofconsumptievan het weefsel werd 
hetgemiddelde van een contol metingen gebruikt die door Warburg waren ge
publiceerd voor dertien verschillende tumoren (115). 

Zij berekenden dat de critische afstand ongeveer 145 fJZOu bedrogen. Dit 
is een waarde die goed vergeliikboar is met de door Thomlinson verrichte me
tingen in histologische coupes, waarbij een afstond van 160 f.l tot 180 f.l gevon
den werd tussen omgevend stromo en centrale necrose (Fig. 31.). 
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Figuur 31 SCHEMATISCHE VOORSTELLING VAN DE OPBOUW VAN TUMORWEEFSEL. 
!n de cirkel: het weefsel is onoxisch indien de afstond tot de copil!oiren groter is don 
de 'critische afstond'. 

Dat gebieden met necrose ontstaan behoeft niet direct het gevolg van lo
cale onoxie te zijn. De abnormale vascularisatie kan ook leiden tot een te
kortschieten van de diffusie van nutriït:nten en tot een versterkte accumulatie 
van katabolieten als melkzuur. Dit laatste heeft een daling van de zuurgraad 
ten gevolge hetgeen tot celdood zou kunnen leiden. 

Het behoeft geen betoog1 dat de berekeningen welke gebruikt werden door 
Thomlinson en Grayvoor de diffusie in een cylindervormige weefselmassa ge
wijzigd dienen te worden voor andere geometrische verhoudingen. Uit fig. 30 
blijkt dat deze verhoudingen zeer gecompliceerd kunnen zijn. 

De andere factoren zijn eveneens moeilijk voor een tumor in vivo te be
palen; er bestaan b.v. geen betrouwbare gegevens over de diffusieconstante 
van zuurstof in tumorweefsel 1 de zuurstofco.nSumptie van de tumorcel Jen in vi
~ (speciaal bij lage zuurstofconcentraties) en de zuurstofconcentratie in de 
bloedvaten van de tumor. De enige beschikbare mootstaf voor de beoordeling 
van vasculaire verhoudingen in tumorweefsel blijft daarom voorlopig de cri
tische afstand van ongeveer 150 f.Jr er mee rekening houdende dot deze tussen 
de 100 }J en 200 jJ zal kunnen vorit:Eren. 

Eigen onderzoek betreffende de diffusie van 
kleurstoffen 

In hoofdstuk IV werd beschreven dat in het door ons bestudeerde rhobdo
myosarcoom 15% onoxische cellen werden gevonden. In de vorige paragrafen 
werd besproken dot de verklaring hiervoor kon zi in dot de zuurstofvoorziening 
van de tumorcellen vanuit de capillairen onvoldoende is om het zuurstofver-
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Figuur 32 

-100 jJ 

Figvur 33 



een vriesmicrotoom bij een temperatuur van -20° C gesneden. De nog steeds 
bevroren coupes worden door middel van vriesdrogen gedehydreerd en vervol
gens zonderverdere kleuring gemonteerd in een fluorescentie-vrij medium.* 
Dealdusverkregen preporaten worden door een fluorescentie-microscoop be
keken. 

Resultaten 
In de zojuist beschreven opstelling hebben de kleurstoffen zich in het le

vende dier naar de plaatsen begeven waar zij met het fluorescentie-mie;:;;: 
scoop worden gevonden. Het patroon, dot wordt verkregen met deze fluores
centie-techniek toont zeer veel gelijkenis met het histologische beeld zoals 
dat door Thomlinson en Gray werd gevonden. 

Een voorbeeld hiervan is weergegeven in fig. 32. Het is duideliik dat het 
necrotische weefsel zich op enige afstand van de capillairen bevindt. Deze 
1critische afstand 1 kan worden geschat op ongeveer 100 jJ tot 125 f-l· Dat deze 
afstand enigszins afwijkend is van de door Thomlinson en Gray aangegeven 
waarde van 145 IJ is niet verwonderlijk, daar er zonder twiifel tussen de ~i ver
se tumorsoorten enige verschillen zullen bestaan in de reeds eerder besproken 
physiologische parameters. Doorbij ziin er aanwijzingen dat de penetratie van 
kleurstofinvivoeen gevoeliger indicator is voor het opsporen van necrose dan 
de gebruikelijke histologische technieken (73). Ondanks het feit dat het ge
bruik van deze techniek een goede indruk geeft van de circulatie-verhou
dingen op microscopische schaal, kan het verkregen patroon toch niet zonder 
meer gelijk geacht worden met dat van de diffusie van zuurstof uit de capil
lairen. Wel is het redelijk om aan te nemen dat de distributie van zuurstof in 
het weefsel in grote liinen zal overeenkomen met het patroon van de diffusie 
van de fluorochromen; geen zuurstof in de necrotische gedeelten1 wèl zuurstof 
in de omgeving van de capillairen. 

De diffusie vonkleurstof uit een capillair geschiedt overigens niet volgens 
een radiair afnemende gradient. Voorol in fig. 33 is een fiin 'netwerk zicht~ 
baar van smalle rOde lijntjes, uitgaande van de bloedvaten. 

Figuur 32 

Figuur 33 

FLUORESCENTIE-MICROFOTO VAN EEN PERICENTRAAL GELEGEN GEDEELTE 
VAN EEN 14 MM GROTE TUMOR VAN RHASDOMYOSARCOOM BA lllZ. 
In de necrotische gebieden is het (groen gekleurde) fluorochroom Sionkophor G geab
sorbeerd, de vasculaire circulatie werd zichtboor gemaakt door middel van een intra
veneuze injectie Kiton-Rhodomine. De levende tumorcellen bevinden zich in het 
(ongekleurde) gebied tussen capillairen en necrose. 

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

*Uvivert mountont (Gurr.) 
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Het is vrijwel zeker dat deze configuratie de extravasculaire stroming 
weergeeft en als zodanig een visuele representatie is van het reeds door Ster
ling beschreven mechanisme (101). Dit houdt in dat tengevolge van verschil
len in bloeddruk en colloid-osmotische druk van het plasma aan de orteril;!le 
ziidevande capillairenvocht uit de bloedboon treedt. Dit zal na passage van 
het weefsel aan de veneuze zijde van de capillairen weer worden opgenomen 
in het bloed. In hoeverre het zuurstoftransport dezelfde regels volgt is onbe
kend. De snelheid van de extravasculaire stroom zal in de orde van grootte 
van 1 fJ. tot 10 jJ per seconde liggen. Deze waarde kon worden geschat door 
observatie van het (bevroren~) diffusiepatroon op verschillende tijden na de 
intraveneuze injectie van het fluorochroom. 

Voor zover waarneembaar dringt de extravasculaire vloeistofstroom eigen
lijk nooit door tot in de necrotische gebieden. Dit is in dit systeem zeer goed 
te bepalen daar de gebruikte kleurstoffen volledig verschi I i end van kleur zqn: 
necrotisch weefsel wordt blouw-groen en de vasculaire en extravasculaire cir
culatie rood. 

Het lijkt niet onaannemelijk dat de distributie van metabolieten in het 
(tumor) weefsel voor een deel via de extravasculaire vloeistof-stroom ge
schiedt. 

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

Het is duidelijk1dot wanneer een tumorcel niet in anoxisch milieu kon le
ven1 er ook geen anoxische cellen gevonden kunnen worden. 
Volgens de zojuistbeschreven hypothese zou het gehalteanoxische cellen* in 
eentumor dus nietzozeer bepaaldworden door de functie van het bloedvaten
net1 maar door andere mechanismen welke het de tumorcellen mogelijk maken 
zich te handhoven in een onoxisch milieu. Wonneer dit milieu door de extra
vasculairestroming voldoendewordt ververst, is het niet onmogelqk dot de tu
morcellen deze onoxie gedurende longe tijd zullen kunnen verdragen en dat 
als consequentie hiervan het aantal anoxische cellen hoog zal zijn. 
Bij de 'curatieve' bestraling van de zandkorrel-grote tumoren (vorige hoofd
stuk) werd gevonden dat de stralingsresistentie van deze minuscule tumoren 
vrij hoog was. Dit zou verklaard kunnen worden door een relatief hoog per
centage anoxische cellen. Daarom werd de in dit hoofdstuk beschreven tech
niek gebruikt om het vasculaire patroon van deze tumoren nader te onderzoe
ken. 

*Hoewel in deze beschouwing steed~ gesproken is van anaxische tegenover goed-geoxygeneerde 
cellen, dient niet uit het oog verloren te worden dat de stralingsresistentie van de tumor even
goed verklaardkan wordendoor de aanwezigheidvan 15%volledig anoxische cellen als door een 
veel hoger percentage cellen met een sterk verlaagd gehalte aan zuurstof. 
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Ondanks de technische moeilijkheden om een dergelijk klein object met 
het vriesmicrotoom te snijden, is het gelukt om van een serie turnortjes bruik
bare preparaten* te maken. De drooggevroren coupes werden verkregen volgens 
de in de vorige poragrafen beschreven techniek en waren nooit geheel vlak 
maar vrij sterk gegolfd. Technisch is het nog niet mogelijk gebleken deze ui
terstfragiele coupes tijdens het monteren volledig te strekken. Daarmede ver
viel ook de mogelijkheid om de verkregen indrukken quantitatief te verifit:ren 
door metingen aan coupes van tumoren met bijvoorbeeld verschi [lende diame
ter. Wèl was echter duidelijk dat ook bij de zandkorrel -grote tumoren reeds 
heterogeniteiten in hetvasculaire patroon aanwezig waren (fig. 33) en hoogst
waarschijnlijk was de critische afstand op een aantal plaatsen overschreden. 
Necrose werd echter niet gevonden. Dit laatste steunt de eerder genoemde 
hypothese (blz. 86) dataan het ontstaan van necrose en van anoxische gebie
den in tumorweefsel verschillendemechanismenten grondslag liggen, die ech
ter beide ofhanke I ijk zi in van de bloedvoorzieni ng. Necrose zou ontstaan door 
het ontbreken van extravasculaire stroming, anoxie door een wanverhouding 
tussen het zuurstofverbruik van de cellen en de distributie van zuurstof welke 
laatste weer afhankelijk is van de intercapillaire afstanden. 
Volgens de zojuist beschreven criteria is het dus aannemelijk dat ook in deze 
minuscule tumortjesdevoorwaarden voor het ontstaan van anoxische gebieden 
reeds aanwezig zijn. Dit is geheel in overeenstemming met de waargenomen 
hoge stralingsresistentie van deze tumoren. 

* * * * * 

*H. Golïoord en J. Buys (Medisch-Biologisch Laboratorium, RVO- TNO) vervaardigden deze 
coupes. 
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HOOFDSTUK VIl 

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

Het begrip "stralingsgevoeligheid" 
De uitdrukking 'stro I i ngsgevoeligheid' werdinde vorige hoofdstukken vele 

molen gebruikt en dit noopt tot een nadere bespreking van de verschillende 
aspecten van dit begrip. Aan de hand van deze besprekingwordt in dit hoofd
stuk getrachtmet behulp van de experimenteel verkregen gegevens, aangevuld 
metenkele hypothesen, een interpretatie te geven van de klinische ervaringen 
betreffende straling!gevoeligheid of stralingsresistentie van een weefseL In 
zijn algemeenheid duidt het begrip gevoeligheid van een weefsel of van een 
organisme op de beïnvloeding van 4én of meerdere functies daarvan na de 
toediening van een stimulus. Eén van de klinisch gevaarlijkste -en daarom 
belangrijkste - functies van maligne tumorweefsel is de progressieve groei. 
Aan deze progressieve groei ligt een celdelings proces ten grondslog dot zich 
aan de normale regulotie mechanismen van het lichaam heeft onttrokken. 

Het is dus volkomen juist om het in het laatste decennium geïntroduceerde 
begrip 'ster i I isotie door bestroli ng' als cri ter i um te hanteren voor stro r i ngsscha
de aan tumorcellen en biochemische, histologische of volumetrische criteria 
slechts dan te accepteren indien deze informatie kunnen verschaffen over de 
quontitotieve aspecten van het sterilisatieproces van de tumorce!len. 

Celoverleving 
Wanneer een tumor na een 'curatieve' stralingsdosis tóch na verloop van 

tijd een recidief toont, betekent dit, dat één of meerdere maligne cellen de 
bestraling hebben overleefd en dot de stralir.gsdosis hoger had dienen te zijn 
om een definitieve vernietiging van alle tumorcellen te bereiken. Het spreekt 
vanzelf dot, om de grootte van deze dosis te kunnen voorspellen, een aantal 
gegevens beschikbaar dienen te zijn over de dosis-effect relatie tussen Rönt
gendosis en het aantal daardOor gesteriliseerde tumorcellen. Met andere woor
den: van een te behandelen tumor zou- alvorens de therapie te beginnen -
zowel de celoverlevingscurve van de tumorcel !en bekend moeten zijn als een 
aantal andere parameters (zoals de verdeling van dezuurstofconcentratie) die 
van invloed l<unnen zijn op de dosis-effect relatie. 

Ditonderzoek had tot doel de foetoren te analyseren die de genezingskans 
van een solide maligne tumor na éénmelige bestraling beïnvloeden. Daarom 

88 



werd een experimenteel model gezocht waarmede zowel de celoverlevingscur
ve als de 'curatieve' dosis-effect relatie te bepalen was. Een transplanteer
baar rhabdomyosarcoom van de rat, dat volgens klinische maatstaven als stra
lingsresistent werd beschouwd, voldeedaan de eisen die aan een dergelijk tu
morsysteem werden gesteld. Van dit rhabdomyosarcoom werden eerst met be
hulp van quantitatieve transplantatie de celoverlevingscuJVen na bestraling 
bepaald onder verschillende condities van oxygenotie. Naderhond bleek de 
genezingskons van deze tumor na éénmali ge bestraling inderdaad in overeen
stemming te zijn met de verwachtingen op grond van de eerder genoemde cel
overlevi ngscurven. 

Uit een groot aantol tumorcel titraties, die voor _deze experimenten werden 
verricht, bleek dot de gemiddelde gevoeligheid van de proefdieren voor het 
tumorcelinoculum ongeveer 30 cellen bedroeg en dat deze waarde niet signi
ficantwas te be"i"nvloeden door een aantol modificaties van de immunologische 
relatie tussen tumor en gastheer. Of een overeenkomstige tumorcel-gastheer 
relatie ook bij menselijke tumoren aanwezig is, blijfteen open vraag die ten
gevolge van het ontbreken van de juiste onderzoekmethoden de eerste jaren 
nog wel onopgelost zal blijven. Het zij voldoende op te merken dot de cel
overlevingscurve na experimentele curatieve bestraling, zoals weergegeven 
in fig. 29, niet essentieel zal worden beïnvloed indien b.v. een factor 10 
minder cellen in de tumor zou overlevendon werd afgeleid uit de tumorcel ti
traties. Dit rechtvaardigt dus een vergelijking van de uit ons model verkregen 
informatie met de klinische ervaringen. 

Uit onze resultaten blijkt dot de D37 waarde van het rhabdomyosorcoom 
BA 1112voor bestraling onderonoxische conditiesongeveer 380 rads bedraagt, 
onder goed geoxygeneerde condities ongeveer 120 rads. Deze getallen zijn 
goed vergelijkbaar met de door Whitmore en Til! (117) verzamelde gegevens 
over in de literatuur opgegeven D37 woorden van een groot aantol sterk uit
eenlopende celtypen. 
Gemiddeld bedraagt hiervan nl. de D37 waarde voor bestraling in lucht on
geveer 130 rods. Opvallend is ook de grote overeenkomst met de 'anoxische' 
D37 waarde van ongeveer 380 R die vooreenmuize-leucoemiewerd gevonden 
door Hewitt en Wilsen (60). Door tumoren van het laatst genoemde type in de 
klinische praktijk algemeen bekendstoon als zeer stralingsgevoelig is het on
waarschijnlijk dot verschillen in klinische stralingsgevoeligheid te verklaren 
zullen zijn uit verschillen in D37 waarde. Dit maakt het noodzakelijk andere 
parameters in beschouwing te nemen, zoals het aantal onoxische cellen in de 
tumoren en het extrapolatiegetal N. 

Invloed van anoxie 
Het hoge percentage anoxische cellen dot in het rhobdomyosarcoom BA 1112 

werd aangetoond kan verantwoordelijk worden gesteld voor het feit dat een 
dosis van meer dan 5000 rads .nodig was om de helft van de tumoren te gene
zen (fig. 29). Dit is volledig in overeenstemming met de theoretische voor
spelling dot de zuurstofvoorziening van het tumorweefsel van veel meer be
tekenis is voorde genezingskons von(een) tumordanziinvolume, c.q. het aan-
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tol te vernietigen tumorcellen (40, 58). Algemeen wordt aangenomen dot ge
zonde weefsels géén of althans weinig onoxische cellen bevatten, zodat deze 
weefsels daardoor stro! i ngsgevoel iger· zouden zijn don tumoren, waarin immers 
een zeker gedeelte van de tumorcelpopulatie door onoxie wordt beschermd~ 

Om deze ongunstige verhouding van het gezonde weefsel ten opzichte van 
het tumorweefsel te verminderen zijn de laatste jaren een aantal technieken 
ontworpen, waarvan sommige reeds worden toegepost zoals het gebruik van 
strolingsbeschermende stoffen, radiosensitizers en zuurstof onder overdruk en 
het gebruik van straling met eenhoge L.E.T. (11). Een originele benodering 
vanhet probleem van deonoxische celpopulatiewerd onlangs door enkele En
gelse loboratorio geïntroduceerd. Men wil met behulp van een onol;!roob levend 
micro-organisme {Clostridium butyricum) de onoxische Celpopulotie vernieti
gen, zodat de overblijvende cellen maximaal stralingsgevoelig zqn~ {Lojtho, 
persoonlijke mededeling). 

Gezonde weefsels 
Alvorens overtegoon op een bespreking van de verschillende aspecten van 

de gefractioneerde radiotherapie dient nog een opmerking gemaakt te worden 
omtrent de sterk éénzijdige informatie welke de celoverl'evingscurve (met als 
parameters D37 en extrapolatiegetal N) geeft over de stralingsgevoeliyheid 
van een weefsel. 

De celoverlevingscurve heeft nameliik slechts betrekking op de sterilisa
tie van cellen. Dit proces behoeft echter niet gepaard te gaan met beschadi
gingvan anderefuncties van de cellen van het weefsel. Er zijn in het lichaam 
diverse weefsels die voor een goede functie vrijwel geheel onafhankelijk zijn 
van de celproliferotie. 

Dit zijn bij de volwassen mens bijvoorbeeld de parenchymcellen van de 
lever, zenuwcellen en spiercellen. Quantitatieve experimentele gegevens over 
destralingsbeschadigingvon deze weefsels op basis van celoverleving ontbre
ken nog en volgens de radiologische ervaringen wordt de functie van deze 
weefsels niet direct merkbaar be"i"nvloed door bestraling, als de dosis niet te 
hoog is. Het is echter niet onmogelijk dat- vooral de late - stralingseffecten 
in sommige van deze weefselsgewetenmoeten worden aan sterilisatie van an
dere cellen dan de porenchymcellen, waarbij in de eerste plaats gedacht moet 
worden aan het bloedvatendotheel. Wanneer men zou veronderstellen dat de 
endotheelcellen aan een regelmatig proces van vervanging - en dus celdeling -
zouden deelnemen, betekent dit dat na verloop van tijd endotheel-defecten 
zouden kunne,n ontstaan tengevolge van mislukte celdelingen. 

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

Invloed van fractienering 

Tot zover betrof de bespreking van de verschillende factoren die de stra
lingsgevoeligheid van een weefsel bepalen slechts de sterilisatie van cellen 
naéénmoligebestraling. Wonneer echter-zoals gebruikelijk is in de kliniek-
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de bestraling niet. in één keer, maar daarentegen gefractioneerd wordt toege
diend, worden nog andere factoren van belang en wel in de eerste plaats de 
vorm van de 1schouder' van de celoverlevingscurve, veelol uitgedrukt als het 
'extrapolatiegetal' N. 

'Eikind type' herstel 
DoorEikindwerdaongetoonddotindieneen stralingsdosis in 2 of meer frac

ties wordt gegeven, het effect- uitgedrukt als het percentage overlevende 
cellen -minder is don wonneer de totale dosis ineens wordt toegediend (33). 
Dit betekent dus dat in de overlevende ce I len op de één of andere wijze een 
gedeelte van de sublethole strolingsschade werd hersteld in de periode tussen 
de twee bestralingen. Indien deze periode long genoeg is (onder weefselkweek
conditiesmeestal4totl2uur), bliikt de celoverlevingscurve als het ware weer 
met een initieele schouder te beginnen. Bii gefractioneerde radiotherapie zou 
de vormvan de resulterende celoverlevingscurve don bepaold worden door een 
repeterende reeks schouders waardoor een belangrijke vermindering van het 
stralingseffect ontstaat (fig. 34). Naarmate de celoverlevingscurve van een 
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Figuur 34 THEORETISCHE OVERLEVlNGSCURVEN VOOR ANOXISCHE 
TUMORCELLEN. 
Indien de dosis in fracties van 200 rods wordt toegediend zullen 
aanzienlijk meer cellen overleven (naar Hcwitt 56). 

tumor een grotere schouder heeft (en dus een hoger extrapolatiegetal) zal dit 
Elkind type herstel belongriiker ziin en zal de tumor resistenter bliiken tegen 
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gefractioneerde radiotherapie. Het lijkt aannemelijk dot de combinatie van 
hethoge extrapolatiegetal en hetbetrekkelijk hoge percentage onoxische cel
len van het rhobdomyosorcoom BA 1112 grotendeels verantwoordelijk is voor 
de minimale therapeutische resultaten welke werden verkregen toen de tumor 
aan een gefractioneerde bestraling werd onderworpen. 

Het is te verwachten dot ook in de kliniek de strolingsresistentie van tu
moren vaak door de zojuist beschreven foetoren zal worden bepaald. 

Uit bovengenoemde overwegingen zou men de indruk kunnen krijgen dot -
ter vermijding van het Elkind type herstel van de tumorcellen -voor het ste
riliseren van een tumor een éénmol i ge dosis Röntgenstralen de voorkeur ver
dient boven een gefractioneerde therapie. Het dient echter niet uit het oog 
verlorenteworden dothet Elkind type herstel zeker niet de enige factor is die 
de gehele reactie van weefsels op gefractioneerde bestraling bepaalt! Ook de 
snelheid van afvoer van dode cellen en de regeneratiesnelheid ven het weef
sel kunnen geacht worden een belangrijke invloed te hebben op het klinische 
gedrag van een tumor op bestraling. Hoewel over laatstgenoemde mechanis
men vrijwel geen quontitatieve gegevens beschikboor zqn, moet het toch wel 
waarschijnlijk worden geachtdatdein de kliniek ontwikkelde froctionerings
methoden door dit soort factoren mede worden bepaald. 

De sinds de eeuwwisseling opgebouwde klinische ervaring maakt gebruik 
van verschillen in reactie tussen maligne tumoren en gezonde weefsels op be
straling. Dit verschil komt in het bijzonder bij gefractioneerde bestraling tot 
uiting. Er bestoot nog steeds geen éénsluidende verklaringvoor deze klinische 
ervaringenwaarschijnlijk heeft de klinicus grotendeels op gevoel en ervaring 
juistdie behandelingsschemo's geselecteerd, die resulteerden in de beste com
binotie van een aantal nader te bespreken factoren. 

Repopulatie 
Gedurende een klinische bestrolingskuur, die meestol enige weken duurt, 

zullen zonder twijfel veronderingen plaatsvinden in de samenstelling van zo
wel de bestraalde tumoren als normale cel populaties. Als theoretisch model 
van de reactie van gezond weefsel op gefractioneerde bestrol i ng wordt meest
al de huid genomen en hoewel de voorstelling van de- nader te beschrijven -
gong van zaken nog steeds op zuiver hypothetische gronden berust, kan een 
bespreking hiervan toch niet achterwege blijven. 

Het theoretische model goot uit van de volgende gedochtengong: stel dot 
per dosis straling de levende celpopulotie van de huid juist tot de helft is ge
reduceerd, don zal dit aantol weer volledig zijn oongevuid nadat al Ie overle
vende cellenzich éénmooi hebben gedeeld. Indien dit proces van repepulotie 
voltooid is v66r de volgende stralingsdosis wordt toegediend, zal dit proces 
zich eindeloos kunnen herholen zonder dot de huid doorvan blijvende schade 
ondervindt. Dit zou bijvoorbeeld de verklaring kunnen vormen voor de klini
sche ervaring, dot bij bewegingstherapie waarbij de huid peroppervlokte-een
heid een zeer geringe 'dagdosis' ontvangt, deze inderdaad vaak nauwelijks 
beschadigd wordt. Als steun voor deze hypothese wordt vaak aangevoerd dot 
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gezonde weefsels door hunintensievere celdel i ngsoctiviteitde opgelopen scha
de snel Ier zullen kunnen repareren dan de tumoren (34). 

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

Wonneer een tumor de eerste stralingsdoses heeft ontvangen zal daardoor 
een belangrijk gedeelte van de goed-geoxygeneerde cellen zijn gesteriliseerd 
en de meeste van deze cellen zullen definitief te gronde gaan tijdens de eerste 
(mislukte) celdelingen. De resten van deze cellen zullen, behalve door de 
lymphbanen, worden afgevoerd via de extravasculaire vloeistofstroom, gedeel
telijk misschien door phagocytosis. Ale resultaat hiervan zal de tumormassa in 
regressie gaan, waardoor de anatomische en physiologische verhoudingen in 
het tumorweefsel zich zullen kunnen wijzigen. 

·Verbeterde oxygenatie 

Vooral de laatste jaren is steeds meer de aandacht van de radiobiologen 
gericht op de bestudering van dit soort m-echanismen, daar men een verklaring 
zocht voor het feit dot het therapeutisch effect van gefractioneerde bestra
ling op tumoren in de kliniek effectiever was don men in eerste instantie zou 
verwachten op grond van de eerder beschreven combinatie van onoxie en 
Elkönd type herstel. 

Verondersteld wordt dot ten gevolge van regressieve processen in het tumor
weefsel na bestraling de zuurstofvoorziening van de resterende tumorcellen 
geleidelijk zou verbeteren. Als steun voor deze hypothese zijn enkele aan
wijzingen gevonden (11). Door deze - in humane tumoren nog niet voldoende 
bewezen - verbeterde zuurstofvoorziening van de maligne cellen tiidens ge
fractioneerde radiotherapie, zou een tumor dus tijdens de behandeling lang
zamerhond strolingsgevoeliger kunnen worden. 

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

Optimale fractionering; verdere ontwikkeling van het 
onderzoek 

De radiobioloog, die de klinicuswil bijstaan in zijn pogingen om de radio
therapeutische resultaten te verbeteren, beschikt thans nog niet over vol doende 
informatie. Wat betreft de tumoren is het van belang te weten of de cel over-
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levingscu!Ven van menselijke tumoren onderling essenti~le verschillen zullen 
vertonen, speciaal in de vorm van de schouder. 
Verfijning van de bestaande weefselkweektechniekenzal waarschiinlifk in de 
nabije toekomst een bepaling van overlevingscurven Van direct uit menselijke 
tumoren geisoleerde cellen mogelijk maken. 

Tevens verdient de vascularisatie- en dus oxygenatie -van tum'oren de 
volle aandochtj informatie hierover zal het beste verkregen kunnen worden 
door een gecombineerd physiologisch-morphologisch onderzoek, gebruikma
kende van polorografische metingen met behulp van een zuurstof-electrode 
waarvan de positie naderhand morphologisch wordt geverifieerd. 

M~tbehulp van zuurstofmetingen in vivo zou aldus een indruk kunnen war
denverkregenover een verbeteringvan de oxygenatie van tumoren in het ver
loop van een bestralingskuur. 

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

Wanneer ten aanzien van al deze factoren voor elke tumor voldoende ge.:.. 
gevens zqn verzameld, is het waarschijnliik mogelijkgeworden om aan te ge
ven hoe groot de minimale tumordosis per fractie dient te zijn in relatie tot 
het optimale tijdsintervol tussen de fracties. Men dient echter niet uit het oog 
te verliezen dat dan nog slechts uitsluitend op de reactie van de ~op be
strating is geleten die van de gezonde weefselsbuiten beschouwing is gelaten! 
Nooraanleiding van het in dit hoofdstuk besprokenezou van de 'critische' ge
zonde weefsels tenminste onderzocht dienen te worden of de voor sterilisatie 
gevoelige cellen in deze weefsels zich voldoende qualitatief en quantitatief 
kunnen herstellen tussen de.- voor de tumorgenezing optimale -fracties. 

Voor de bestudering van celoverleving in de menselijke epidermis is on
langs een originele klinisch bruikbare methode aangegeven (23). Voor de ove
rige weefsels, waoronder het bloedvotendotheel, dienen de onderzoekmethoden 
nog te worden ontwikkeld. 

Zoals uit de laatste poragrafen duidelijk bleek resteren er -ondanks de 
vooruitgong in de analyse van de verschillende in dit proefschrift besproken 
foetoren - nog vele onbekende variabelen, welke zich in het bijzonder doen 
gelden bij gefractioneerde radiotherapie. !n de toekomst zal het de taak zijn 
van zowel klinici als radiobiologen om gezamenlijke! dezefactoren te bestu
deren zodat de klinicus het optimale behandelingsschema en het maximaal be
reikbare therapeutische effect op een meer exacte wijze kon voorspet:en don 
thans mogelijk is. 

* * * * * 
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SAMENVATTING 

Dit proefschrift betreft onderzoekingen die werden verricht om tot een 
analyse te komen van de foetoren die van invloed kunnen zijn op de 9ene
zingskans van een radioresistente tumor na bestraling. 

GeneZing van eenkwaadaardige tumor door bestraling konslechts worden 
verkregen door sterilisatie van de maligne cellen en daarom werd bij dit on
derzoek veel aandacht besteed aan de bepaling van de dosis-effect relatie 
tus_sen Röntgendosis en percentage niet gester i liseerde - en dus overlevende -
cellen. Voor de bepaling van de celoverlevingscurven werd enerzqds gebruik 
gemaakt Van een systeem van cel titraties, anderzijds van een opstelling waar
bij de 'genezing' van de tumor als criter!um werd gebruikt. De bedoeling van 
het onderzoek was om deze informatie te verkrijgen voor een solide tumor, bii 
voorkeurvan het stralingsresistente type,omdot t.o.v. zulke tumoren betrouw
bare gegevens in de literatuur ontbroken. 

!I Uit een overzicht van de literatuur bleek, dot indien dit soort biologische 
testsystemen-die dus gebruik maken van celtitraties-niet geheel vrif zijn 
van interfererende immuunreacties, de verkregen resultaten uitermate verwar
rend kunnen zijn en een juiste interpretatie doorvan dikwijls onmogelijk is. 

JIJ N~J zorgvuldige selectie van de beschikbare transplanteerbare tumoren bleek 
slechts het rhobdomyosorcoom BA 1112, dat isoloog is met de W.A.G./Rij rat
tenstom, aan de hoogste eisen te kunnen voldoen en deze tumor werd daarom 
voor dit onderzoek gebruikt. Volgens klinische criteria kon deze tumor als 
stro I i ngsresistent worden beschouwd. 

Teneinde de stralingsgevoeligheid van de maligne cellen van deze tumor 
nauwkeurig te kunnen bepalen, werd eerst een methode ontwikkeld om deze 
celle.n onbeschadigd uit het tumorweefsel te isoleren. Hiertoe werd gebruik 
gemaakt van een gecombineerde mechanische en enzymatische methode; de 
levende tumorcellenwerden door middel van het enzym trypsine in een speei
ooi roeropporoot gedispergeerd. Met de aldus verkregen cellen werden -al 
dan niet in combi natie met bestralingsexperi menten-tumorcel ti traties verricht. 
Daartoe werden proefdieren die als gastheer dienden onderhuids op de kop in

gespoten met bepaalde aantollen cellen en het percentage dieren, dat binnen 
een termijn van 100 dagen ter plaatse van de injectie een tumOr vertoonde, 
werd gebruikt voor de berekening van de EDso; dat is diè celdosis, welke na 
inoculatie zal resulteren in 50% dieren met tumor. De contrOle (onbestraalde) 
ED50 varieerde enigszins gedurende de periode van ongeveer 2 ja_ar waarover 
de experimenten zich uitstrekten (11 tot 80 cellen). De ED50 van bestraalde 
cellen werd mede bepaald door de Röntgendosis en kon oplopen tot meer dan 
100.000 cellen. 

IV De jonoxische 1 celoverlevingscurve werd bepaald door bestraling van de 
tumor in het dode di er met doses van 480 tot 3840 rads. 
Een D37 waarde van ongeveer 380 rads werd gevonden en een extrapolatie-
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getal van omstreeks 10. Deze D37 woordeis van dezelfde orde van grootte als 
die welke door onderen voor een muize-leucoemie was bepaald. Deze bevin
ding suggereert dat de celoverlevingscurven van stralingsresistente en stro
lingsgevoelige tumoren overeenkomstige D37 woàrden zullen bezitten. Het ex
trapolatie getal N ~ 10 van de celoverlevingscurve van het rhobdomyosorcoom 
isechterwoorschqnlijk wèl hoger don dot van de diverse muize-leucaemiei:!n. 
Door tumorcellen in suspensie te bestralen onder doorleiding van lucht werd 
de 1goed-geoxygeneerde 1 celoverlevingscurve bepaald. Uit de aldus verkregen 
gegevens werd de zuurstof-versterkingsfactor berekend, deze bleek3 te bedro
gen. Deze waarde is voor allerlei andere biologische systemen eveneens ge
vonden. Door bestraling met doses van 480 tot 3840 rods van tumoren met een 
gemiddeld gewicht van 0,4 grom (2 x 108 cellen) in het levende, niet genar
cotiseerde dier, werd de in vivo curve bepaald. Uit de drie curven, te weten 
de 1onoxische 1

, de 1goed geoxygeneerde 1 en de in vivo curve, kon worden af
geleid dat deze kleine tumoren reeds 15% anoxische cellen bevatten. 

V De opvatting dot de strolingsresistentie van een dergelijke tumor hierdoor 
in belangrijke mate zal worden beïnvloed werd gesteund door de resultaten 
van een serie 1curatieve 1 experimenten. 

Deze proeven werden verricht om na te gaan of de resultaten, verkregen 
met behulp van tumorceltitroties, aanwijzingen zouden kunnen geven over de 
genezingskans van de tumor na éénmali ge bestraling. Daartoe werd een grote 
serie experimenten verricht waarin de tumor locaal werd bestraald met hoge 
doses, die varieerden van 1920 tot 6720 rods. 

De Röntgendosis welke in 500/o van de proefdieren de tumor deed genezen 
(T C D so) bedroeg 5460 rads voor de grote groep van tumoren met een di ome
tervon4 t/m 15 mm (gemiddelde diometer6,9 mm) en 5208 rads voor zondkorrel
grote tumoren. In een contrOle serie werd door middel van tumorceltitraties de 
ED50 bepaald; deze bedroeg 51 cellen. Het aantol cellen in tumoren van 6,9 
mmwerd geschat op 25x 106, dot van de zandkorrel-grote tumoren op 3 x 106. 
Metbehulp van dezegegevens washet mogeliikde overlevende fractie van de 
tumorcellen na bestraling te berekenen; deze bedroeg respectieve I ijk 2 x 1 o-6 
en 1,7 x lo-5. Het bleek mogelijk voor andere Röntgendoses (en dus genezings
percentages) de bqbehorende overlevende fracties te berekenen. De resultaten 
bleken inderdaad in overeenstemming te zijn met wat verwacht mocht worden 
op grond van extrapolatie van de eerder genoemde 1 Î~ vivo 1 celoverlevings
curve. 

De conclusie lqkt dus gerechtvaardigd dat de genezingskons van solide tu
moren na éénmelige bestraling voorspeld kon worden uit gegevens, verkregen 
met quontitatieve tronsplantotietechnieken. Opmerkelijk was dot waarschijn
lijk het gehalte anoxische cellen in de minuscule zandkorrel -grote tumoren 
in dezelfde orde van grootte ligt als dot van de grotere bestraalde tumoren. 

De belangrqke invloed welke dit percentage anoxische cellen blijkt te 
hebben op de stralingsgevoeligheid van de tumor als geheel, leidde tot nader 
onderzoek naar de oorzaak van deze onoxie. Door de zuurstofconsumptie van 
de tumorcellen van het rhabdomyosarcoom weinig bleek te verschillen van de 
waarden die opgegeven zijn voor andere tumoren, diende de oorzaak van de 
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aanwezigheid van anoxische gebieden in het tumorweefsel gezocht te worden 
in de vascularisotie van de tumor. 

VI Uit de literatuur bleek reedsdot de vascularisotievan tumoren op vele ma-
nieren abnormaal en insufficient kan zijn en dat het te verwachten is dot op 
0,1 à 0,2 mm afstand van een capillair de zuurstofspanning tot 0 is gedaald. 
Deze geringe afstond maakte het noodzakelijk de circulatoire verhoudingen 
in het tumorweefsel op microscopische schaal te bestuderen en doortoe dien
de eerst een nieuwe techniek te worden ontwikkeld. De beste oplossing hier
voorwerd gevonden doorgebruik temaken van fluorescerende kleurstoffen die 
intraveneus of intraperitoneaal in het I evende di er kunnen worden ingespoten, 
waarna zij zich via de bloedstroom over de weefsels verdelen. Doordot fluo
rescerende kleurstoffen in zeer geringe concentraties kunnen worden aange
toond is het mogelijk na toepassing van speciale histologische technieken (w.o. 
vriesdrogen) een indruk te verkrijgen over de bloedcircu lotie in de cap i lloiren 
van de tumor. Daarbij kunnen ook necrotische gebieden reeds in het levende 
dier gekleurd worden met fluorochromen. 

Het bleek dat er oonzienlqke heterogeniteiten in het bloedvatpatroon van 
het rhabdomyosarcoom aanwezig waren, alsmede centraal gelegen necrotische 
gebieden. De afstond van de capillairen tot de grens van de necrotrsche ge
bieden bedroeg ongeveer 100 f.J tot 125 f.J. Ook de zondkorrel-grote tumoren 
toonden duidelijke heterogeniteiten in het co pil loirnet, overigens zonder dot 
reeds necrose in ~et weefsel was aan te tonen. Deze bevindingen steunen de 
veronderstelling dat inderdaad een belangrijk gedeelte van de tumorcellen 
onoxisch is, in overeenstemming dus met de conclusies verkregen via de cel
overlevingscurven. Tevens werden met deze speciale microscopische techniek 
configuraties gevonden die werden toegeschreven aan de extravoscu I ai re stro
ming en de hypothese werd geponeerd dat de anQxische, maar toch levende 
tumorcel Jen, slechts dankzij deze extravasculaire stroming hun metabolisme 
in stand kunnen houden. 

VIl De verschillende variabelen die kunnen optreden bij gefractioneerde be-
straling en de rol hiervan ten aanzien .,,an de differentie<::le stralingsgevoe
ligheid tussen tumor en gezonde weefsels vormden het volgende punt van be
spreking. Dit betrof o.a. het intracellulaire herstel, regeneratie van celpopu
laties en veranderingen in de vascularisatie en oxygenotie van tumoren. 

Ten aanzien van de stralingsgevoeligheid van niet-prolifererende gezonde 
organen werd de suggestie gedaan dat bepaalde weefsels zoals het bloedvat
endotheel in deze organen wèl aan vernieuwing- en dus proliferatie- onder
hevig zijn en dat dientengevolge de stralingsgevoeligheid van bloedvat
endotheelcellen bepalend zou kunnen zijn voor de late stralingsschode die in 
deze organen optreedt. 

Tenslotte werd besproken wèlke factoren nog onderzocht dienen te worden 
voordat aan de radioloog een op radiobiologische gegevens gebaseerd behan
delingsschema kon worden voorgesteld. 
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SUMMARY 

This thesis deals with investigations concerning the anclysis of factors 
influencing the cure rote of a radioresistent tumour after irrodiation. 
A malignant tumour con only be cured by irrodiation after steri !i zation of the 
malignant cells; much attention was therefore paid to thedeterminotion of the 
dose-effect relation, i.e. the relotionship between the X-roy dose and .the 
fraction of cells surviving the treatment. The cel I survival curves were deter
mined by Hewitt 1s essay as wel! as by experimentsin which the cure rote of 
the tumour was the criterium. The main purpose of these investigotions was to 
obtoin this kind of informotion from asolid tumour, preferabie a radioresistent 
one, because no reliable published dato concerningexperiments with that type 
of tumour were avo i lobJe. 

11 A survey of the literoture showed that this kind of bi,ologicol assay- employing 
tumour cel! titrations - con give rather confusing results if immunologicol 
factors play a role and this con make their interpretation rather difficult. 

111 After careful selection of various avai lable tronsplantable tumours a rhob
domyosorcomo (the BA 1112, isologous in, the WAG/Rij strain of rots) met the 
requirements and was used for these investigotions. According to clinical 
criteria this tumour couldbe assumed tobe radioresistant. To be oble to deter
mine its rodiosensitivity, a method, permitting the isolation of the molignont 
cells from the solid tumour tissue had first to be devised. To this e~d o com
bined mechanica I ond enzymatic technique was employed in which the living 
tumour cel Is were dispersed by trypsinization in a special mixer. The isolated 
cells were used for tumour cel! titrations, a lso ofter prior irradiation of the 
intact tumour or ofthe cel I suspensions. The host onimolswere inoculoted sub
cutoneously on the heod with graded m.:mbers of cel Is and the percentage of 
animals showing a tumour at the site of inoculotion within 100 days was used 
for the colculation of the EOso i.e. the number of inoculated cells resulting 
in 50% tumour 'takes 1

• 

The(unirradiated) control EOso valueshowed some seasonal variations between 
11 and 80 cells, the meen value was in the order of 30 cel Is. 
The EOso ofthe irradioted cellsobviously dependedon the X-ray dose receiv:.. 
ed and approoched va lues of 100,000 cells or more. 

IV The 1anoxic' curvewas obtoined by irradiotion of the tumourcells in the dead 
animal with doses from 480 to 3840 rads. The 037 volue (the usual parameter 
for the slope of the cel I survival curve) was found to be about 380 rads. The 
extrapolotion num~er (i ndi ca ti ng the i ntercept of the extrapolated cel I surv"ival 
curve with the ordinate) was opproximotely 10. These figures, when compared 
with results obtaïned by ethers withamurine leukaemia, suggest that the 037 
value of the survival curves forcelis from radiosensitive and radioresistent tu
mours are similor, although there seem to be differences in the extrapolotion 
numbers. 
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The 1well oxygenated' curve was obtained by irradiotion of aerated tumour 
cel I suspensions. An oxygen enhoncement ratio of 3 was found which is in the 
range of the va lues usually obtained for biologica! systems. By de livering doses 
between 480 en 3840 rads to smalt tumours with on average weight of 0.4 g 
(containing opprox. 2 x 108 cel Is) in the living, non-anaesthetized ani mals, 
the cel I survival curve of the in vivo tumour was estimated. From the shope 
of the various curves it was deduced that 15% of the cells of these smalt tu
mours had probably been in on anoxic state at the time of irradiation. 

V The assumption that such a proportion of anoxic cel Is hos a considerable in
fluence on the radiosensitivity of tumours was further supported by the results 
of a series 'cure rate' experiments. These experiments were performed tover
ify whether the results, obtoined by tumour cel I titrationswould agree with the 
tumour cure rate ofter irradiation. To this purpose a large series of experiments 
was performed in which the tumour was irradioted locolly with high doses of 
X-rays, ronging from 1920 to 6720 rads. The X-ray dose resulting in 50% 
'cures1 was 5460 rads, fora group of tumours with a meen diameter of 6.9 mm 
and 5208 rods for a group of 'sand-grain 1 sized tumours. In separate experi
ments the ED50 was determined by tumour eelt titrations. The average number 
of cells in the firstgroup of tumourswas about 25 x 106 cells, the 'sand-grain' 
sized tumours contained opproximately 3 x 106 cells. Using these dato, the 
values of the surviving fractions after irrodiation could be calculated to be 
2 x 10-6 and 1.7 x l0-5 respectively. The conclusion seems justified that the 
cure rateof solidtumoUrs aftera singledosis of X-rayscan indeed be predicted 
by data, obtai ned from · ce IJ ti trot i ons of irradi ated tumours. I t was noteworthy 
that the proportion of anoxic cel Is in the tiny 1sand-grain' sized tumours was 
apparently of the samemagnitude as that in tumours of a tenfold larger size. 

VI Si.nce the oxygen consumption of the tumour cel Is of the rhobdomyosarcoma 
proved to be in the same range os the va lues published for various ether tu
mours, the reasen for the presence of anoxic areasin the tumour tissue should 
be sought in the voscularization of the tumour. Published datashow that the 
vascularization of tumours is likely to be abnormol and insufficient in mony 
different ways and that a zero oxygen tension moy be expected at a di stance 
of 0.1 to 0.2 mm from the capillories. 
The microscopica! study of the vascular relations in the turnoudissue required 
a refined technique which had to be developed. Applicotion of fluorescent 
dyes was most suited to this purposei they were injected either intraperito
neally or introvenouslyin the living animals and thus distributed by the blood 
stream to the vorious tissues. By freeze-drying and preparetion of cryostat sec
tions the fluorescent dyes could be demonstrated in very low concentroti ons 
making it possible to study several aspectsof the microcirculation in the tu
meur tissue. These observations revealed a considerable heterogeneity in the 
vascular pattern of the rhabdomyosarcoma as welt as the presence of centrally 
located necrotic areas. The distance from the capillaries totheborder of the 
necrotic areas was about 100)J. to 125 fJ.. The 'sand-grain' sized tumours also 
showed heterogeneity in the capillary netwerk, however without any apparent 
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neeros is. These fi ndi ngs seem to support the idee that a proportion of the living 
tumour cel!s con indeed exist under hypoxic conditions1 due toon insufficient 
vascular supply which would be in accordance with the conclusions drawn from 
the cel! survival curves. With the fluorescent microscopie technique eertaio 
patterns we re observed which could only be attributed to on extravascular 
circulation and the ossumption was mode that anoxic but nevertheless living 
tumour cells1 con mointoin their metabolism because of this type of extro
vascular supply of nutrients and remeva I of catabolites. 

VIl The finol point of discussionwas concerned with variables which moy be op
erative during froctionated rodiotherapy and the possible rele they may ploy 
in determining the difference in radiosensitivity between tumour and normal 
tissues. The main factors concerned are likelyto be the introcellul ar repair of 
radietion domoge1 the rate of regeneratien of the cell populotien and changes 
in tumour vascularization and oxygenotion. With respect to the radiosensitivity 
of normal tissuesconsistingof cells whichshow hardlyproliferation,one should 
remember that for instanee certai n consti tuents 10f these tissues1 e.g. the blood 
vessel endothelium, may be prone torenewal and thus to proliferation. Conse
quently, the late damage of such tissues or ergons may wel[ depend upon. the 
rodiosensitivity of these very structures. 

In conclusion a survey was mode of certain factors which should be ap
proached experimentolly befere ony treatmentschedule basedon radiobiolog
icol data con be proposed to the radiotheropist. 
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