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1 Inleiding

In het afgelopen decennium is het aantal aanwijzingen toegenomen, dat erop duidt
dat blootstelling van mens en dier aan verbindingen die het immuunsysteem onder-
drukken, resulteert in het vaker voorkomen van infecties en neoplastische aandoeningen,
in casu van tumoren, Dit is vooral bekend voor het gebruik van bepaalde geneesmiddelen
(Descotes, 1986). Ook van een aantal chemicalién die in het milieu voorkomen, is vast-
gesteld dat zij het immuunsysteem kunnen beinvleeden. Een aantal voorbeelden hier-
van is te vinden in tabel 1.

Bij dergelijke verbindingen is het minder duidelijk dan bij geneesmiddelen dat ook
blootstelling aan deze milieucontaminanten een verhoogd risico van infectic of neo-
plastische aandoeningen teweeg kan brengen. Het moet echter, wat dit laatste betreft,
worden benadrukt, dat er nog maar weinig epidemiologisch onderzoek op dit gebied
is gedaan, Eris wel een aantal voorbeelden, Zowel melkveehouders in Michigan (USA)

’

Tabel 1, Voorbeelden van stoffen die bij de rat of de mens aan-
leiding geven tot immuntoxiciteit. {(uit: IPCS, 1986)

Chemicalie Immuunverstoring
rat mens
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxine + +
polychloorbifenyten + +
polybroombifenylen + +
hexachloorbenzeen + onbekend
lood + onbekend
cadmiym + onbekend
methylkwik + onbekend
7,12-dimethylbenz[a]anthraceen + onbekend
benzo[a]pyreen + onbekend
di-n-octyltindichloride + onbekend
di-n-butyltindichloride + onbekend
benzidine + +
stikstofdioxide en ozon + +
benzeen, tolueen en xyleen + +
asbest + +
dimethylnitrosamine : + onbekend
diethylstilboestrol + +




diec aan polybroombifenylen (PBB’s) waren blootgesteld als Taiwanezen die per ongeluk
waren blootgesteld aan rijstolie die gecontamineerd was met polychloorbifenylen
(PCB’s}), en tetrachloordibenzofuraan (TCDF) vertoonden duidelijk waarneembare ver-
anderingen in het functioneren van het immuunsysteem, wat aan de hand van een aan-
tal immunologische parameters in het laboratorium vastgesteld kon worden. Klinisch
werd bij de laatst genoemde verbindingen een verhoogd voorkomen van infectie in de
bovenste luchtwegen waargenomen, voornamelijk in de periode direct volgend op de
PCB- en TCDF-vergiftiging. Onlangs werd door enkele onderzoekers gesuggereerd dat
langdurige blootstelling van mensen aan 2,3,7,8-tetrachloordibenzo-p-dioxine (TCDD,
dioxine), zoals dat in 1971 gebeurde in een bepaald gebied van Missouri (USA) ge-
correleerd was aan een verminderde cellulaire immuniteit, In 1981 werd in Spanje long-
ontsteking waargenomen bij mensen die chemisch behandelde raapzaadolie die als olijf-
olie werd verkocht, geconsumeerd hadden. Dit ‘Toxic Qil Syndrome’, zoals de aan-
doening sindsdien wordt genoemd, is mogelijk te wijten aan imidazolidine-thione-
componenten, derivaten van isothiocyanaat, aanwezig in raapzaadolic, Deze compo-
nenten zouden aanleiding geven tot aandoeningen die op ‘graft-versus-host” ziekte lijken.
Dit zijn aandoeningen waarbij een transplantaat met een immunologisch vermogen
{beenmerg, lymfocyten) een immunologische reactie vertoont, gericht tegen compo-
nenten van de gastheer. Tenslotte kan, als voorbeeld voor effecten van milicucontami-
nanten op het afweersysteem, worden genoemd de verhoegde incidentie (voorkomen)
van infecties in de luchtwegen bij personen die zijn blootgesteld aan luchtverontreini-
gende gassen of agrosolen.

Wat betreft effecten van milicucontaminanten op de afweer tegen infecties is onlangs
geopperd dat er een verband zou kunnen bestaan tussen de verhoogde incidenties van
huidaandoeningen als gevolg van infecties bij verschillende vissoorten in Nederlandse
kustwateren en de vervuiling van het water met persistente (niet-afbreekbare) verbin-
dingen, waaronder chloorkoolwaterstoffen zoals PCB’s en organometalen (Vos et al.,
1988).

Wat betreft geneesmiddelen is een verhoogde incidentie van infacties en neoplasti-
sche aandoeningen waargenomen bij patiénten die om therapeutische redenen waren
behandeld met immunosuppressieve gensesmiddelen. Patiénten, die een orgaanirans-
plantatie ondergingen, en die, om afstoting van het transplantaat te verhinderen,
gedurende lange tijd werden behandeld met immuunsuppressicve geneesmiddelen, zo-
als corticosteroiden of azathioprine, vertoonden een opmerkelijk verhoogde frequen-
tie van tumoren (van 26 % een jaar na transplantatie tot maar liefst 47 % tien jaar
na transplantatie).

Het dramatische gevolg van vermindering van de weerstand tegen infecties en neg-
plastische aandoeningen, en dus het potentiéle gevolg van blootstelling aan immuno-
toxische verbindingen, wordt waarschijnlijk het best geillustreerd door de verhoogde
incidentie van lymfomen en leukemicén, Kaposi-sarcomen en opportunistische infec-
ties, zoals die worden waargenomen bij patiénten lijdend aan de ziekte AIDS (acquired
immunodeficiency syndrome). Wat de laatste ziekte betreft, moet worden opgemerkt
dat de patiénten geen verminderde weerstand vertonen ten gevolge van blootstelling
aan toxische stoffen, maar ten gevolge van infectie met het HIV (human immuno-
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deficiency-virus) dat desastreus is voor het immuunsysteem.

Bij proefdieren kunnen de toxische etfecten van chemische verbindingen op het im-
muunsysteem op verschillende manieren tot uiting komen (Dean et al., 1987; Exon et
al., 1984; Gibson et al., 1983; IPCS, 1986; Van Loveren en Vos, 1988; Vos, 1977; Vos
en Van Loveren, 1989}, Een belangrijke parameter is daarbij het gewicht en de histo-
logie van lymfoide organen. Voorts worden kwantitatieve en kwalitatieve veranderin-
gen in ceilulariteit (aantallen cellen) van lymfoide organen en veranderingen in de aan-
tallen witte bloedlichaampjes in het perifere bloed vaak waargenomen. Een gevolg van
veranderde immunologische functies door blootstelling aan toxische stoffen kan een
veranderde weerstand zijn tegen experimenteel veroorzaakte infecties of ingebrachte
transplanteerbare tumoren.

Immunoetoxicologie is de discipline die zich bezighoudt met de studie van gebeur-
tenissen die kunnen leiden tot ongewenste effecien als gevolg van interacties van che-
mische verbindingen met het immuunsysteem (Berlin et al., 1987). Deze ongewenste
effecten kunnen het gevolg zijn van;

1. de directe of indirecte interactie van de stof, of zijn derivaten (die zijn onstaan zijn
door omzetting in het lichaam), met het immuunsysteem;

2. een immunologische respons van de gastheer op de stof of zijn metabolieten of op
gastheerantigenen, die door d¢ verbinding zijn gemodificeerd. p

De term immuunsysteem is hier in een bredere betekenis gebruikt. In de immunotoxi-
cologie worden niet alleen effecten op de processen die specifiek zijn, bestudeerd, bij-
voorbeeld specifiek voor infectie of voor een specifick antigeen, dat wil zeggen proces-
sen waarvoor specifieke cellen (T-cellen, B-cellen, antilichamen etcetera) verantwoor-
delijk zijn. Het gaat in de immunotoxicologic ook om effecten op processen, waarvoor
cellen, zoals macrofagen, polymorfkernige granulocyten etcetera (die overigens wel onder
controle van de specifieke cellen staan), verantwoordelijk zijn en die van uitermate groot
belang zijn bij de afweer van infecties en neoplastische aandoeningen.

De discipline immunotoxicologie kan in vier subdisciplines worden onderverdeeld:
1. bestudering van veranderde immunologische responsen bij mens en dier na bloot-

stelling aan toxische stoffen, inclusief geneesmiddelen die ontwikkeld werden met

¢en ander doel dan beinvloeding van het immuunsysteem;

2. de bestudering van veranderde immuunfuncties na blootstelling aan immunothera-
peutische geneesmiddelen, in casu stoffen die wel voor dat doel werden geprodu-
ceerd;

3. de bestudering van allergie en auto-immuniteit veroorzaakt door blootstelling aan
lichaamsvreemde, toxische verbindingen, inclusief geneesmiddelen, en

4. de ontwikkeling van immunolegische technieken en benaderingswijzen in de toxi-
cologie,

In het voorgaande kwam naar voren dat er een duidelijke behoefte bestaat aan het
vaststellen van potentiéle immunotoxiciteit van verbindingen die een veranderd immu-
nologisch functioneren van de gastheer kunnen veroorzaken, met de daaruit voort-
vloeiende voor die gastheer nadelige effecten, zoals onder andere verminderde afweer
tegen infecties, Het voor u liggende deel uit de “Toxicologische recks’ is vooral toegespitst
op de eerstgenoemde subdiscipline van de immunotoxicologie, die is gericht op het



vaststellen van dergelijke veranderingen na blootstelling aan chemische verbindingen.

Een belangrijke categorie van immunotoxische effecten van stoffen wordt onder punt
3 genoemd, namelijk auto-immuniteit en allergie. Onderzoek naar dit type effecten
verdient een ¢igen aanpak, die in deze publikatie echter niet verder zal worden uitge-
werkt. Hier wordt volstaan met een korte schets van de problematiek.

Auto-immuniteit en allergie

Blootstelling aan bepaalde verbindingen kan leiden tot veranderingen in lichaamseigen
componenien, Deze componenten worden dan niet meer als eigen herkend, zodat er
een Immunologische reactie tegen gericht kan worden. Deze reactie van een op zich
normaal functionerend immuunsysteem op deze componenten waartegen geen immuun-
respons zou moeten worden gericht, wordt auto-immunriteit genoemd. Van bepaalde
vormen van arthritis (renmatoide arthritis}, multiple sclerose, diabetis mellitus en lupus
erythematosus wordt aangenomen dat bij de aandoening auto-immununiteit betrok-
ken is. Zowel uit onderzoek met dieren als uit klinische gegevens komt naar voren dat
blootstelling aan lichaamsvreemde stoffen aanleiding kan geven tot auto-immuun-
verschijnselen, die ernstige verstoringen bij de gastheer tot gevolg kunnen hebben.

Blootstelling aan weer andere stoffen kan resulteren in een immuunrespons, waarbij
de heftigheid van de respons in geen verhouding staat tot de wenselijkheid de lichaams-
vreemde stof met behulp van het afweermechanisme uit de gastheer te verwijderen,
Immuunresponsen worden gekarakteriseerd door produktie van allerlei celprodukten
door (ontstekings)cellen. Deze hebben uviteindelijk alle tot doel de lichaamsvreemde
componenten te verwijderen, Die celprodukten kunnen echter ook een schadelijke
invloed hebben op de eigen weefsels. Een overdreven respons van het immuunsysteem
tegen een lichaamsvieemde stof is dan ook schadelijk voor de gastheer. Veelal gaat het
daarbij om haptenen; dit zijn laagmoleculaire verbindingen waartegen geen immuun-
respons kan worden opgebouwd, maar die zich goed kunnen binden aan lichaamseigen
componenten (bijvoorbeeld eiwitten). Tegen het complex van lichaamseigen compo-
nenten en hapteen kan vaak een bijzonder heftige immuunrespons worden opgebouwd.
Een dergelijke reactie tegen bepaalde verbindingen wordt overgevoeligheid of allergie
genoemd. Een belangrijke vorm van overgevoeligheid is die, welke optreedt na inademen
van stoffen, en die aanleiding geefl tot aandoeningen van de luchtwegen. Dergelijke
fenomenen kunnen een rol spelen bij chronische aspecifieke respiratoire aandoenin-
gen (CARA). Een ander belangrijk probleem is voedselallergie, dat wil zeggen over-
gevoeligheidsresponsen die optreden na consumptie van voedsel waarin bepaalde com-
ponenten of additieven voorkomen. Tenslotte mogen huidaandoeningen als gevolg van
allergie niet onvermeld blijven.

De methodieken die ter beschikking staan voor het vaststellen van inductie (opwek-
king) van allergie of auto-immuniteit als gevolg van blootstelling aan lichaamsvreemde
componenten en waaraan grote behoefte bestaat, vallen buiten het aandachtsveld van
dit boek. Hier gaat het meer om de veranderingen in het functioneren van afweer-
mechanismen als gevolg van blootstelling aan stoffen, Hierbij moet wel worden opge-
merkt dat dergelijke veranderingen zeker een bijdrage kunnen leveren aan auto-immu-
niteits- of overgevoeligheidsverschijnselen,.die op zich geheel andere oorzaken dan bloot-
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stelling aan de stof kunnen hebben, Met andere woorden, als er reeds sprake is van
auto-immuniteit of overgevoeligheid zou blootstelling aan immunotoxische verbindingen
de ernst van de verschijnselen kunnen beinvioeden.

Routine-toxiciteitsstudies zijn erop gericht het toxicologische profiel van een stof vast
te stellen. Dat wil zeggen, de studies worden uitgevoerd met verschillende doserings-
niveaus:

— een dosering die niet geacht wordt effect te hebben;

— cen dosering die een gering effect heeft en

— een dosering met cen sterk toxisch effect.

Met behulp van deze methode wordt het zogenoemde doelwit(target)orgaan van de toxi-
sche verbinding vastgesteld. Het doelwitorgaan is dat orgaan, waarin bij een bepaalde
dosering nog veranderingen worden waargenomen, zonder dat ook op andere wijze
sprake is van toxiciteit. Het vaststellen van immunotoxiciteit kan het beste in de context
van de conventionele toxicologic worden uitgevoerd, waarbij dan moet worden onder-
zocht of het immuunsysteem het doelwitorgaan van de toxischeverbinding is (IPCS,
1986; Van Loveren en Vos, 1988; Luster et al., 1988; Vos, 1977; Vos en Van Loveren,
1988). Omdat conventionele toxicologie voornamelijk wordt uitgevoerd bij de rat, ligt
het voor de hand dit proefdier ook in de immunotoxicologie te gebruiken. Het vast-
gestelde immunotoxicologische effect van een verbinding kan dan wordenr gegvalueerd
in het licht van het toxicologische profiel van de verbinding. Een voordeel hiervan is,
dat het niet nodig is om vergelijkingsstudies naar dosis-responsrelaties bij verschillen-
de species uit te voeren, In de Verenigde Staten wordt immunotoxicologie nogal eens
bedreven bij de muis (Luster et al., 1988). De reden daarvan is, dat het National Toxi-
cology Program in dat land gericht is op het uitvocren van experimenten op carcino-
geniteit, zowel met muizen als met ratten. De relevantie van de immunotoxicologische
gegevens die voor muizen worden verkregen, kan dan ook worden geévalueerd in het
licht van de overige gegevens. Wanneer immunotoxicologie wordt uitgevoerd bij de muis,
en de overige toxicologische gegevens uitsiuitend zijn verkregen bij de rat, zoals dat
in enkele laboratoria plaatsvindt, is evaluatie van onderzockingen erg moeilijk.

Bij het immunotoxicologisch onderzoek, zoals dat in een aantal instituten wordt uit-
gevoerd, past men in eerste instantic cen aantal algemene immunaologische parameters
in het routine-toxicologisch onderzoek van een bepaalde stof bij de rat in. De para-
meters worden zo gekozen, dat voor het meten ervan geen ingrijpenin het toxicologische
experiment noodzakelijk is. Ingrepen zoals het toedienen van antigenen of infectieuze
agentia etcetera zouden effecten van de toxische verbindingen kunnen maskeren. Het
gaat dus om parameters waarbij het immuunsysteem niet gestimuleerd behoeft te worden
teneinde informatie te verkrijgen, dat wil zeggen, er worden in dit stadium geen functie-
tests gedaan. Worden in deze eerste fase aanwijzingen gevonden voor mogelijke immu-
notoxiciteit, dan komt het onderzoek in een tweede fase terecht, waarbij verschillende
immuunfunctietests worden uitgevoerd, en waarbij veel diepgaander wordt onderzocht
welke componenten van het complex van niet-specifieke weerstand en immunologische
processen worden beinvloed. Tenslotte kan het onderzoek dan nog in een derde fase
terecht komen, waarbij de mechanismen waarlangs een immunotoxische stof zijn
schadelijke effecten bewerkstelligt, worden onderzocht.



Een aantal immunotoxicologische verbindingen zal de revue passeren. In de cerste
plaats zal het immunotoxicologisch onderzoek naar organotinverbindingen worden
behandeld. Dit onderzoek heeft zich het sterkst geconformeerd aan de geschetste onder-
zoekwijze. De tweede groep van verbindingen die aan de orde konten, zijn de gechlo-
reerde bifenylen, dibenzofuranen, ¢n dibenzo-p-dioxinen. De immunotoxiciteit van deze
verbindingen stond voor een groot deel al vast voordat de contouren van het uit te voeren
immunotoxicologisch onderzoek zichtbaar werden. Het mechanisme van de immuno-
toxiciteit van deze groep van verbindingen is voor een deel opgehelderd. Het derde
immunotoxicologisch onderzoek dat besproken wordt, is dat naar hexachloorbenzeen
(HCB). In tegenstelling tot de eerder genoemde verbindingen die het immuunsysteem
lijken te onderdrukken, lijkt HCB verschillende immunelogische parameters bij de rat
te stimuleren. Het laatste immunotoxicologisch onderzoek dat in deze publikatie wordt
behandeld, is het onderzoek naar de effecten van oxiderende gassen op de weerstand
tegen infecties van de ademhalingswegen. In tegenstelling tot de drie eerder genoemde
voorbeelden, vindt blootstelling aan deze gassen via inademen plaats, en niet via het
maag-darmkanaal.

Bij de behandeling van deze vier groepen van verbindingen is niet gestreefd naar
volledigheid, maar is getracht te schetsen welke lijnen het immunotoxicologisch onder-
zoek tot nu toe heeft gevolgd,




2 Specifieke en niet-specifieke afweermechanismen

Het afweersysteem kan worden onderverdeeld in twee typen mechanismen: het niet-
specifieke en het specifieke afweersysteem. Het niet-specifieke afweersysteem is gericht
tegen ziekteverwekkers die de gastheer bedreigen, en berust op een aantal mechanismen:
fagocytose (opnemen in de cel) en intracellulaire lysis (oplossen in de cel) of door extra-
cellulaire cytotoxie (toxische werking buiten de cellen) door bepaalde celtypen. Deze
mechanismen zijn niet specifiek gericht tegen het binnendringende pathogeen; zij
vormen de eerstelijns-weerstand.

De specifieke weerstand ontwikkelt zich enige tijd na het cerste contact met het
pathogeen, en is in staat de niet-specifieke weerstand te stimuleren en aan te vullen,
terwijl dit type weerstand ook bij herinfecties van belang is voor een versnelde afweer.
Het doel van het (specificke) immuunsysteem en de daaraan gerelateerde nict-specificke
afweermechanismen, kan worden samengevat als de bescherming van de gastheer tegen
infecties en tumoren.

Vergeleken met andere orgaansystemen is de aard van het immuunsysteem bijzonder
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Figuur 1. Cellen die zijn betrokken bij specifieke en niet-specificke weerstand bij de rat. Monoklonale anti-
lichamen gericht tegen verschillende subpopulaties zijn onder de cellen aangegeven,



en wel in die zin dat andere systemen, bijvoorbeeld de nieren of de longen, hun functie
continu uitoefenen, terwijl het immuunsysteem in principe in rustioestand is, totdat
het in actie moet komen om een opkomende infectie te beperken. Het zal duidelijk zijn
dat deze eigenschap van het immuunsyteem repercussies heeft voor de methode van
het vaststellen van de immunotoxiciteit van stoffen. Het moet overigens worden
benadrukt, dat de gastheer voortdurend wordt blootgesteld aan een veelheid van anti-
genen (stoffen die aanleiding geven tot verschillende immuunresponsen), vooral via het
maag-darmkanaal en de ademhalingsorganen. D¢ immuunrespons diz de gastheer ver-
toont na contact met het antigeen hangt niet alleen in belangrijke mate af van de aard
van dit antigeen, maar tevens van de route waarlangs de gastheer ermee in aanraking
komdt.

De structuur van het afweersysteem is geweldig complex en bijzonder goed uiigeba-
lanceerd. In figuur 1 staan de verschillende celtypen die bij het specificke en het niet-
specifieke afweersysteem betrokken zijn, en hun herkomst genoemd. Hier wordt volstaan
met een korte uiteenzetting van de belangrijkste aspecten van afweermechanismen.

2.1 Weefsels van het inmuunsysteem

Het immuunsysteem is niet gelokaliseerd in één orgaan, maar componenten ervan zijn
door het gehele lichaam te vinden. Belangrijk zijn de centrale of primaire lymfoide
organen, beenmerg en thymus, en de perifere of secundaire Ivmfoide organen en weef-
seis, de milt, lymfeklieren, Peyerse platen langs de darm en met het bronchus geasso-
cieerd lymfoid weefsel. Ook bloed kan tot de secundaire lymfoide weefsels worden
gerekend.

Primaire lymfoide organen

In de primaire lymfoide organen vindt vermenigvuldiging (proliferatie) van lymfocy-
ten plaats, die onafhankelijk is van antigeen. T-lymfocyten, die hun corsprong hebben
in het beenmerg, rijpen in de thymus uit tot functionele cellen. Deze zogenoemde T
cellen zijn verantwoordelijk voor de cellulaire immuniteit en reguleren de humorale
immuniteit voor bepaalde (T-cel-afhankelijke) antigenen. Humorale immuniteit is af-
hankelijk van antilichamen die door plasmacellen (uitgerijpte B-cellen) worden gepro-
duceerd. Specifieke responsen die niet worden bewerkstelligd door humerale immuun-
responsen en waarvoor de T-cellen verantwoordelijk zijn, noemt men celluiaire immuun-
responsen.

Bij vogels is aangetoond dat B-cellen, die evenals de T-cellen uit beenmerg afkomstig
zijn, tot rijping komen in de bursa van Fabricius', net als de thymus een primair lym-
foid orgaan. Het primaire lymfoide weefsel, waarin bij zoogdieren uitrijping van B-
cellen uit voorloper-B-cellen plaatsvindt, is niet in één orgaan geconcentreerd — zoals
bij vogels in de bursa van Fabricius —, maar bevindt zich waarschijnlijk in meerdere

1. De bursa van Fabricius is wat zijn levensduur betreft te vergelijken met de thymus bij zoogdieren, De bursa
is te vinden als uitgroeisel van het epithelium in de cloaca van vogelembryo’s en verschrompelt na 5 — 6 maanden.




organen in het lichaam, waarschijnlijk vooral in het beenmerg. Rijping van B-cellen
(tot plasmacellen), maar ook van T-cellen, wordt geinduceerd in secundaire lymfoide
weefsels. Voorbeelden van T-cellen zijn helper-T-cellen, die de synthese van antilichamen
door plasmacellen mede kunnen reguleren. Verder zijn er T-cellen die verschillende
mediatoren maken, zoals de zogenoemde chemoattractieve stoffen, die het vermogen
hebben verschillende celtypen aan te trekken, en macrofaag-activerende factoren en
interferonen, die behalve macrofagen ook natural kilier(NK)-cellen activeren. Deze
mechatoren worden samen lymfokinen genoemd. Tenslotte zijn er nog de cytotoxische
T-cellen die in staat zijn {(tumor)cellen en lichaamscellen die met virus zijn geinfec-
teerd, fe doden. Een andere aanduiding voor de categorie cytotoxische T-cellen is
suppressor-T-cellen, Deze aanduiding geldt dan met name die activiteit van deze deel-
groep van T-cellen die is gericht op het onderdrukken van de activiteit van andere
T-cellen. Het is nog onduidelijk of cytotoxische T-cellen en suppressor-T-cellen ver-
schillende celtypen zijn of én type van T-cellen vormen, waarbij dan hun activiteit
op eenzelfde mechanisme gebaseerd is: de cytotoxische activiteit van cytotoxische T-
cellen tegen tumorcellen of met virus geinfecteerde cellen, en de activiteit van suppressor-
T-cellen, die de functie van andere lymfocyten kan onderdrukken.

Secundair Iymfoide weefsel 4

Rijping van deze typen van effector-T-cellen, evenals rijping van B-cellen tot plasma-
cellen, vindt plaats in secundaire lymfoide organen en weefsels onder invloed van
antigeen, Deze inductie vindt doorgaans plaats doordat antigeen het organisme hinnen-
treedt en, via antigeen-presenterende cellen, wordt aangeboden aan de lymfocyten, die
daarop een primaire respons vertonen. Door deze initiéle interactie wordt geheugen
(memory) opgebouwd voor dit antigeen, zodat het immuunsysteem bij hernieuwd con-
tact van het organisme met dit antigeen snel en verhevigd reageert teneinde de bron
van de respons zo snel en adequaat mogelijk te verwijderen.

Een belangrijk verschijnsel dat optreedt indien immuunresponsen worden geindu-
ceerd (primaire respons) dan wel opnieuw worden opgeroepen (secundaire respons),
is proliferatie van lymfocyten, Dit geldt zowel voor T- als voor B-lymfocyten. Door
deze proliferatie neemt het potentieel dat het immuunsysteem tegen een bepaald anti-
geen in stelling brengt, in belangrijke mate toe. Lymfocyten zijn daarom erg gevoelig
voor stoffen die in het mechanisme van proliferatie kunnen ingrijpen.

Bloed, lymfe, lokaal afweersysteem

Het immuunsysteem is niet beperkt tot de primaire en secundaire lymfoide organen
en weefsels. Lymfoide cellen (re)circuleren via het bloed en de lymfe naar en van de
lymfoide organen en door vrijwel het gehele lichaam, Ze treden daarbij ook uit de bloed-
baan in de extravasculaire weefsels. Hetzelfde geldt voor antilichamen en voor lymfo-
kinen, produkten van respectievelijk B- en T-cellen. Antilichamen, en meer in het bij-
zonder antilichamen met een gespecialiseerde functie zoals immunoglobuline A (IgA),
worden ook uitgescheiden in het slijm (mucus) van darm en ademhalingsorganen, en
in traanvocht en speeksel. Inductie van het type antilichamen zoals IgA geschiedt in
lymfoide weefsels die met slijmvlies samenhangen, zoals de Peyerse platen en het met
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de bronchus geassocicerde lymfoide weefsel. Men veronderstelt dat regulatie van de
produktie van deze antilichamen min of meer onafhankelijk van de regulatie van im-
muunresponsen die elders in het lichaam plaatsvinden, verloopt. Daarom wordi dat
deel van het immuunsysteem dat gericht is op bescherming van de slijmvlieslaag (mucosa)
het mucosale immuunsysteem, of ook wel het lokale immuunsysteem genoemd. Het
lokale immuunsysteemn is vanuit immunotoxicologisch oogpunt erg interessant; blootstel-
ling aan toxische stoffen vindt immers voor een belangrijk deel plaats via het maag-
darmkanaal en via de ademhalingsorganen. Voor de immunologische bewaking van
de betrokken organen is het lokale immuunsysteem dan ook cruciaal, en effecten van
toxische stoffen hierop kunnen daarom van groot belang zijn, Effecten van stoffen op
het lokale immuunsysteem zijn slechts sporadisch onderzocht, wat cen duidelijke leemte
in de immunotoxicologie genoemd mag worden.

2.2 Cellen van de niet-specifieke afweer

Het immuunsysteem betrekt vele celtypen in de immuunrespons, die strikt genomen
niet zelf tot dit systeem behoren omdat zij niet het vermogen hebben antigenen te her-
kennen, Deze cellen functioneren dan als amplificatie(versterker)-, effector- of initiator-
cellen en zijn als zodanig van groot belang voor de uiteindelijke efficiéntie van het
immuunsysteem. Samen met het immuunsysteem verzorgen deze zogenoemde niet-
specifieke afweermechanismen de weerstand tegen infecties en tumoren. 'Tot de niet-
specifieke cellen behoren macrofagen, natural killer{NK)-cellen (niet-adherente lym-
foide cellen), neutrofiele (ook wel genoemd polymorfkernige neutroficle granulocy-
ten), eosinofiele en basofiele granulocyten, mestcelien en waarschijnlijk zelfs endotheel-
cellen.

Macrofagen en neutrofiele granulocyten zijn tot fagocytose van lichaamsvreemd
materiaal in staat, en zijn daardoor geschikt om in de eerste weerstandslinie te functio-
neren tegen materiaal dat gefagocyteerd kan worden (bijvoorbeeld bacterién). Tuntor-
cellen en cellen die met virus zijn geinfecteerd, kunnen veel moeilijker worden bestre-
den. De cerstelijns-verdediging hiertegen wordt gevormd door de cellen met NK-activi-
teit, Lymfoide cellen die deze activiteit vertonen zijn, evenals cytotoxische T-cellen, in
staat de genoemde doelwit(target)cellen door middel van een extracellulair proces te
doden, maar doen dit in tegenstelling tot cytotoxische T-cellen aspecifiek.

2.3 Samenwerking specifiek en niet-specifiek afweermechanisme

Alle genoemde weerstandsmechanismen spelen in meer of mindere mate een rol bij
de afweer tegen verschillende infecties of tumorziekten. Bij de afweer tegen hacrerién,
waaronder bijvoorbeeld Listeria monocyiogenes, die in immunotoxicologische studies
veelvuldig wordt gebruikt, wordt de eerste verdedigingslinie opgeworpen door poly-
morfkernige granulocyten en in nog veel belangrijkere mate door macrafagen. Beide
celtypen kunnen bacterién fagocyteren. Macrofagen kunnen bovendien antigenen van
de bacterién verwerken en aanbieden aan lymfocyten. Deze lvmfocyten kunnen op hun
beurt lymfokinen produceren, die chemotactisch zijn, en daardoor nog meer macro-
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fagen naar de plek van de ontsteking dirigeren. Bovendien kunnen ze de macrofagen
aanzetten tot verhoogde activiteit. Hierdoor kan een infectie met Listeria worden
beéindigd. Door het presenteren van antigeen aan B-cellen, kunnen de B-cellen uitrij-
pen tot immunoglobuline-producerende plasmacellen. Deze immunoglobulinen kun-
nen als neutraliserende antilichamen, door middel van lysis van bacterién, betrokken
zijit bij de afweer., Een ander mechanisme is opsonisatie; door coating van bacterién
met antilichamen kan de fagocytose versneld worden. Immunoglobulinen zijn in het
Listerig-model relatief onbelangrijk.

De eerstelijns-verdediging tegen met virus geinfecteerde cellen, bijvoorbeeld cyto-
megalovirus, en tegen furmoren wordt vooral verzorgd door NK-cellen, daarin bijgestaan
door macrofagen. Beide celtypen lyseren hun doelwitcellen aspecifiek door middel van
een extracellulair proces, waarbij stoffen vrijkomen die voor de doelwitcellen toxisch
zijn. Ook bij dit proces komt antigeen vrij, dat door antigeen-presenterende ceilen wordt
aangeboden aan lymfocyten. Een belangrijke populatie van lymfocyten die door dit
mechanisme wordt geactiveerd, is die van de cytotoxische T-cellen. Deze lyseren even-
eens doelwitcellen, maar op een specifieke wijze, waardoor de infectie eveneens wordt
begindigd. Bij sommige virussen speelt de cvtotoxische T-cel geen belangrijke rol, maar
komt de tweedelijns-weerstand tot stand door antilichaamproduktie.

Bij een parasitaire infectie met de darmworm Trichinella spiralis (die vaak als infec-
tiemodel gebruikt wordt) komen, door de ingewikkelde cyclus van de parasiet, waar-
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schijnlijk veel aspecten van afweer naar voren. Een diagram van de cyclus is weergegeven
in figuur 2. Na consumptie van vlees dat is besmet met spierlarven, worden de larven
in het maag-darmkanaal volwassen. Bevruchte vrouwtjes boren zich in de mucosa van
het jejunum, waar de larven vrijkomen. Deze migreren naar dwarsgestreept spierweef-
sel waar ze zich innestelen, en aldus als spierlarven wachten op consumptie, om een
nieuwe cyclus te beginnen,

Weerstand tegen deze parasiet is T-celathankelijk, maar ook niet-specifieke ont-
stekingscellen (eosinofiele granulocyten, mestcellen, macrofagen) en alle klassen van
immunoglobulinen, worden alle geactiveerd, hetzij in de darm, tijdens de migratie van
de larven, of in de spieren.

Omdat weerstand tegen infecties en tumoren afhangt van het samenspel van immu-
nologische verschijnselen en niet-specifieke cellen, zal de immunotoxicologie zich tevens
met het onderzoek van deze typen cellen dienen bezig te houden.

2.4 Samenvatiing

Samenvattend kan worden gesteld, dat voor de weerstand tegen opportunistische in-
fecties en neoplastische aandoeningen, functioneel immunocompetente cellen nodig
zijn. Deze cellen moeten, om hun functie uit te oefenen, prolifereren en differentiéren,
Ze zijn dus gevoelig voor agentia die deze processen kunnen beinvloeden. Bovendien
is het immuunsysteem een strikt georganiseerd systeem waarin intensieve communica-
tie tussen verschillende celtypen via oplosbare mediatoren en direct celcontact voort-
durend optreedt. Elk agens dat in deze ingewikkelde regelsystemen kan ingrijpen, heeft
de potentie om de balans die het systeem in stand tracht te houden, te verstoren. Dit
kan leiden tot veranderde immuunfuncties, zoals immuunsuppressie, met als gevolg
een deficiénte afweer van de gastheer voor infecties en tumoren. Maar ook stimulatie
van het immuunsysteem als gevolg van blootstelling aan stoffen kan voorkomen, met
als mogelijk gevolg het tot expressie komen van auto-immuniteit of overgevoeligheid.
Beide zouden kunnen zijn geinduceerd door andere corzaken dan blootstelling aan
de betreffende stof, die in een niet blootgestelde gastheer onder controle gehouden zou
zijn door een adequaat functionerend immuunsysteem,
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3 Het vaststellen van immunotoxiciteit

3.1 Inleiding

In dit hoofdstuk wordt besproken waarom het van belang is dat bepaling van immuno-
toxiciteit van verbindingen plaatsvindt in het kader van routine-toxicologisch onder-
zoek. Tevens worden problemen die bij een dergelijke aanpak naar voren komen, be-
licht, Vervolgens wordt aangegeven hoe immunotoxicologie in de praktijk kan worden
opgenomen in routine-toxicologisch onderzoek en verder, hoe vervolgonderzoek erop
gericht is van immunotoxische stoffen vast te stellen welke aspecten van het immuun-
systeem en daaraan gerelateerde afweermechanismen door de stof worden beinvloed.
Tenslotie wordt besproken op welke wijze het onderzoek naar de mechanismen waar-
langs immunotoxische stoffen hun effecten sorteren, kan worden uitge\/foerd.

3.2 Immunotoxicologie als onderdeel van algemene toxicologie

Routine-toxicologisch onderzoek omvat onder meer het vaststellen van het toxicologi-
sche profiel van de te testen stof. Autoriteiten in de meeste geindustrialiseerde landen
schrijven voor dat, naast acute toxiciteitstests bij de rat, 28- en/of 90-daagse toxiciteits-
proeven maeten worden uitgevoerd, waarbij tenminste drie doseringen van dete testen
stof worden gebruikt: cen hoge dosis {die duidelijke toxiciteit zou moeten induceren),
een lage dosis (waarmee geen effect wordt verwacht) en een dosis daartussenin, Deze
aanpak wordt ook gebruikt voor het vaststellen van immunotoxiciteit (IPCS,1986; Van
Loveren en Vos, 1988; Luster et al., 1988; Vos, 1977; Vos en Van Loveren, 1989). De
testmethoden die worden toegepast bij het vastsiellen van immunotoxiciteit, zijn uiter-
aard veelal tests die iets zeggen over het immunologische potentieel of over het daad-
werkelijk functioneren van het immuunsysteem en daaraan gerelateerde afweermecha-
nismen.

Voor de immunologie is een groot aantal immunologische tests ontwikkeld. In im-
munotoxicologisch onderzoek dat wordt vitgevoerd onder auspicién van het ‘National
Toxicology Program’ in de Verenigde Staten, is een ‘panel’ (groep) van immunologi-
sche parameters voor de muis oniwikkeld, waarmee de immunotoxiciteit van een aan-
tal stoffen is komen vast te staan (Luster et al., 1988). De immunotoxicologische gege-
vens konden worden geévalueerd in het licht van andere toxicologische gegevens die
in deze studies werden verkregen. Bij de rat, waarmee de meerderheid van toxicologi-
sche onderzoekingen wordt uitgevoerd, zijn de immunotoxicologische methoden over
het algemeen echter wat minder uitgebreid gevalideerd, dat wil zeggen op hun geldig-
heid getoetst. Dat betekent dat van een aantal van deze methoden nog niet duidelijk
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is in hoeverre ze relevant zijn voor het vaststellen van immunotoxiciteit. Mede omdat
er een voortdurend groeiend aantal verbindingen is dat in aanmerking zou moeten komen
voor immunotoxicologisch onderzoek, is het in de praktijk onmogelijk alle verbindin-
gen te testen met betrekking tot alle aspecten van het immuunsysteem en daaraan gere-
lateerde niet-specificke afweermechanismen. Daarom moeten de tests in eerste instan-
tie beperkt blijven tot ‘screenen’ van een aantal belangrijke en relevanie parameters
die op zich effecten op de weerstand grofweg in kaart brengen, om vervolgens, indien
een aanwijzing voor immunotoxiciteit wordt gevonden, met andere tests meer diep-
gaand onderzoek te verrichten. Een dergelijk hiérarchisch (gelaagd) systeem, dat in
de Angelsaksische terminologie wordt aangeduid met de term ‘tiered system’, moet
zijn samengesteld uit een aantal panels van immunologische tests. Het immunotoxico-
logisch onderzoek, dat onder auspicién van het National Toxicology Program wordt
uitgevoerd mret de muis, volgt inderdaad een dergelijke hiérarchische structuur. Als de
vitkomst van het primaire panel aanwijzingen geeft voor immunotoxiciteit, kan wor-
den besloten een volgend panel van immunologische tests uit te voeren, waarbij de samen-
stelling van dit securndaire pane! wordt vastgesteld aan de hand van de uitkomsten van
het eerste panel. De door het Rijksinstituut voor de Volksgezondheid en Milieuhygiéne
(RIVM) gekozen immunologische tests, die samen deze panels vormen en die zijn weer-
gegeven in tabel 2, zijn voor een belangrijk deel overgenomen door het International
Programme on Chemical Safety (IPCS). Onder auspicién van deze organisatie wordt
een internationale valideringsstudie voor immunotoxicologisch onderzoek met de rat
uitgevoerd (IPCS, 1988). De genoemde tests zullen in de volgende paragrafen worden
besproken.

Ten aanzien van het primaire panel dat wordt gehanteerd om immunotoxiciteit vast
te stellen, moet hier het volgende worden opgemerkt, Deze groep van immunologische
tests is gericht op het meten van een aantal algemene parameters van specifieke en niet-
specificke weerstand van de gastheer. Bij deze tests wordt de toxiciteitsstudie in tact
gelaten. Dat wil zeggen, de ratten worden niet belast met antigenen, of geinfecteerd
met bacterién of parasieten, om het functioneren van het immuunsysteem vast te stel-
len. Er worden dus geen zogenoemde functietests uitgevoerd. Het voordeel hiervan is,
dat deze algemene parameters alle eenvoudig in te passen zijn in de 28- of 90-daagse
routine-toxiciteitsproeven. Bij dergelijke proeven zou het induceren van infecties of het
toedienen van antigenen aan de proefdieren de resultaten van de algemene toxicologi-
sche parameters kunnen beinvloeden, en de tests zouden om die reden als niet-geldig
worden beschouwd. Een probleem van deze aanpak is, dat wellicht niet alle immuno-
toxische verbindingen worden opgemerkt of, met andere woorden, dat deze aanpak
aanleiding kan geven tot fout-negatieve uitkomsten, Het immuunsysteem blijkt echter
bijzonder gevoelig te zijn voor toxische verbindingen, die schade kunnen aanbrengen.
Met de hier beschreven aanpak, waarbij een higrarchisch systeem van verschillende panels
van immunologische tests wordt gehanteerd, is het in de praktijk dan ook mogelijk
gebleken verschillende immunotoxische verbindingen te identificeren.

Veranderingen in het functioneren van het immuunsysteem, zoals die tijdens immuno-
toxiciteitsstudies worden waargenomen, dienen kritisch te worden bekeken, om te kunnen
vaststellen of het werkelijk gaat om een direct effect van de chemische verbinding op
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Tabel 2. methoden voor vaststellen van immunoctoxiciteit bij de rat.

Parameters Procedures
Primaire panel
immunopathologie — routine hematologie (differentiéren van witte bloedcellen)

— serum IgM-, IgG- en IgA-gehalten

— beenmerg cellulariteit

— orgaangewichten en histologie (thymus, milt, lymfeklieren, Peyerse
platen, bronchus geassocieerd lymfoid weefsel

— eventueel: immunocytochemie en flowcytometrie van lymfoide
weefsels

Secundaire panel
celgebonden imuniteit — sensibilisatic met T-celafhankelijke antigenen (ovalbumine, tubercu-
line, Listeria) en huidtesten
— In-vitro lymfoproliferatieve responsen tegen antigeen (bijvoorbeeld
L. monocytogenes), T-celmitogenen (Con A, PHA)}
humorale immuniteit — serumtiters van IgM, IgG, IgA en IgE tegen T-celafhankelijke anti-
genen (ovalbumine, tetanustoxoid, SRBC, T. spiralis)
— serumtiters van [gM tegen T-cel-onafhankelijke antigeen (E. cofi-
lipopolysacharide, LPS)
— in-vitro lymfoproliferatieve respons tegen LPS

macrofaagfunctie — in-vitro fagocytose en lysis van L. monocytogenes
— in-vitro cytolyse van YAC-tymfoma cellen ,
NK-celactiviteit — in-vitro cytolyse van YAC-lymfoma cellen door niet-adherente
cellen
weerstand tegen infectieziekten — challenge met T, spiralis (wormuitdrijving, spierlarven)
— challenge met £. monocytogenes (kiemtelling in milt of long)
auto-immuniteit — adjuvant arthritis

— allergische encefalomuyelitis

het immuunsysteem, of dat een indirect effect in het spel is zoals: ondervoeding, ver-
stoorde eiwitsynthese, stress, of hormonale ontregeling als gevolg van blootstelling aan
de te testen verbinding.

3.3 Praktijk van de immunotoxicologie

In de figuren 3 en 4 worden voorbeelden gegeven van effecten die met behulp van het
primaire parel voor immunotoxiciteit, zoals genoemd in tabel2, kunnen worden ge-
vonden. Het gaat hierbij om blootstelling aan twee typen immunotoxische stoffen bis-
(tri-n-butyltin)oxide (TBTO, figuur 3), en hexachloorbenzeen (HCB, figuur 4). Naast
gehalten van immunoglobuline M en (G in het serum is een belangrijke parameter voor
de screening van potentieel immunotoxische verbindingen het gewichi van de lymfoide
organen. Uit deze gegevens kan worden afgeleid dat zowel TBTO als HCB immuno-
toxisch zijn. HCB lijkt alle parameters te stimuleren, en is dus wellicht een immuunsti-
mulerende stof. TBTO-effecten zijn wat moeilijker te verklaren; er is sprake van ver-
laagde lymfocyten- en IgG-spiegels, en thymusgewichten, maar toegenomen mono-
cyten-, en IgM-spiegels. De werkelijke aard van de immunotoxiciteit van zowel HCB
als TBTO dient in vervolgonderzoek te worden vastgesteld met tests van het secundaire
panel (tabel 2).
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Figuur 3. Effecten van blootstelling aan TBTO op verschillende immunologische parameters (LN = lymf-
klier).
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Figuur 4. Effect van blootstelling aan HCB op verschillende immunologische parameters.

Bij toxicologisch onderzoek wordt kistopathologisch onderzoek vooral uitgevoerd
met behulp van met Hematoxyline en Eosine (HE) gekleurde paraffinecoupes, In vele
studies is dergelijk histopathologisch onderzoek bijzonder bruikbaar gebleken bij het
vaststellen van immunotoxiciteit; vooral wanneer de histopathologische gegevens in ver-
band werden gebracht met gegevens over het gewicht van de lymfoide organen. Lymfe-
klieren en milt vertonen een functionele scheiding in thymus-afhankelijke en thymus-
onafhankelijke gebieden. Daardoor kunnen aanwijzingen worden verkregen over het
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Figuur 5. Milt van een normale {(boven) en immuundeficiénte {onder) rat. De immuundeficiéntie bij deze
rat berust op een congenitale afwijking, waardoor de thymus slechts in rudimentaire vorm is aangelegd.
Als gevolg hiervan zijn de T-celgebieden in de milt sterk depleet (HE, x75). (uit: Vos et al., Clin. Immunol.
Immunopathol. (1980} 15: 213)
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Figuur 6. Lymfeklier van een normale (boven) en een immuundeficiénte thymusloze rat (onder), waarin een
sterke lymfocytendepletie in de paracorticale gebieden van cen lymfklier (HE, X 30). (uit: Vos et al,, Clin.
{mmunol. Immunopathol. (1980) 15: 213}
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relatieve effect van de te testen verbindingen op de T- en B-celgebieden. In de figuren
5 en 6 is deze indeling goed te zien in respectievelijk de milt en de lymfeklier. Bij een
zeer extreem voorbeeld van immuunsuppressie, zoals in dit geval een aangeboren af-
wijking van ratten die geen functionele thymus bezitten, is het ontbreken van T-cellen
in milt en lymfeklier duidelijk te zien.

Afhankelijk van de route van blootstelling aan de toxische verbindingen kan het van
belang zijn het met de bronchus of met de darm geassocieerde lymfoide weefsel in het
onderzoek te betrekken. Ook deze weefsels vertonen een verdeling in T- en B-celgebieden.

Beenmerg is een integraal onderdeel van het immuunsysteem en bevat multipotente
stamcellen, die in staat zijn te differentiéren tot onder andere B-cellen, T-cellen, macro-
fagen en granulocyten (figuur 1). Morfologisch onderzoek aan beenmerg is dan ook
essentieel bij het vaststellen van immunotoxiciteit. Microscopische analyse kan worden
uitgevoerd met behulp van coupes, maar ook van uitstrijkjes van cellen, verzameld uit
beenmerg. Voor een dergelijke analyse zijn ook cytocentrifugepreparaten erg geschikt;
dit zijn preparaten van cellen, die door middel van een speciale centrifuge op een
objectglas terechtkomen en drogen zonder hinderlijke droogeffecten. De cellulariteit
van beenmerg, dat is de hoeveelheid cellen die daar kan worden aangetroffen, bleeck
in de praktijk een waardevolle parameter voor het vaststellen van immunotoxiciteit.

Na blootstelling aan schadelijke stoffen via de ademhaling blijken kwantificering
en karakterisering van cellen verkregen door fongspoeling goed bruikbare methoden
te zijn.

Een immunologische parameter die eenvoudig in conventionele toxiciteitsexperimen-
ten kan worden ingebouwd en die reeds eerder werd genoemd, is de bepaling van im-
munoglobulinen in serum. Veranderingen in serumgehalten van immunoglobuline M,
G en A kunnen worden geanalyseerd met behulp van de zeer gevoelige ‘sandwich’
enzyvme-linked immunosorbent assay (ELISA), en blijken een bijzonder geschikte para-
meter voor immunotoxiciteit. Proefdieren zijn voortdurend in contact met velerlei micro-
biologische agentia; een heel belangrijke bron is bijvoorbeeld de darmflora. De gast-
heer houdt de microbenpopulatie onder controle door middel van het immuunsysteem
en de daaraan gerelateerde afweermechanismen. Een van de daarbij betrokken aspec-
ten van afweer wordt gevormd door immunoglobulinen.

Immunoglobulinegehalten in het serum zijn dan ook ¢ beschouwen als een reflectie
van de microbiéle historie van de gastheer. Veranderingen in het afweersysteem als ge-
volg van blootstelling aan toxische stoffen, van welke aard dan ook, zullen dan ook
heel snel kunnen leiden tot veranderingen in de immunoglobulinespiegels van het serum.
Vanwege het grote belang van IgA voor de bescherming van mucosale oppervlakken
en de continue blootstelling van juist dic oppervlakken aan bacterién en virussen, zou
de serum-IgA-spiegel wel eens een zeer gevoelige parameter voor het screenen van im-
munotoxiciteit kunnen zijn. Gegevens die zijn verkregen bij onderzoek aan een beperkt
aantal stoffen, wijzen inderdaad in die richting.

Wanneer in de eerste fase van de toxiciteitstudie aanwijzingen voor immunotoxici-
teit worden gevonden, kunnen deze gegevens verder bevestigd en uitgebreid worden met
meer geavanceerde technieken, maar toch nog in het kader van de routine-toxicologisch
onderzoek. Eén zo’n techniek is de zeer gevoelige immunoperoxidasetechniek. Cyto-
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