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EEN BELEIDSMATIGE VERKENNING

J.J. Dekkers en Prof.Dr. C.C. Oosterlee,
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1. CONCLUSIES EN MNBEVELINGEN

1. Dit rapport bevat een beleidsmatige verkenning van een aantal te ver-

wachten ontwikkelingen in het moleculaÍr en celbiologisch onderzoek ten

behoeve van de dierliike produktie. Het dient gezien te worden a1s aan-

vulling op de NRlo-probleemstudies rGenetische manipulatie ín díenst van

de landbouwt eÍr 'commerciële aspecten van plantenbiotechnologisch onder-

zoekt .

2. onderscheid wordt gemaa,kt in ontwikkelingen op het terrein van de fok-

kerij, van de dierlijke cell-en en van de biotechnologische produktie van

biologisch actieve verbindingen met behulp van gerecombineerde celsyste-

men. Geconcludeerd LToIdt dat bi-i de fokkerij vooral onclerzoek naar het

beïnvloeden van het geslacht van het embryo en van de vroeg-embryonale

sterfte naast onderzoek naar factoren die de ziekteresistentie van land-

bouwhuisdieren bepalen (inclusief de studie van het Major HistocoÍnpati-

bilÍty Complex) in het landbouwkundig onderzoek versterking behoeven.

3. I^Iat berreft de benodigde ínfrastructuur is het noodzakelíjk om uit-

voering te geven aan de reeds eerder ' Íraat voren gebrachte gedachte om

een service-laboratorium voor de produktie van hybridomars ten behoeve

van het landbouwkundig onderzoek op te richten. Er dient op korte termijn

een (kleine) commissie van belanghebbenden te worden ingesteld om te ad-

viseren over locatie en de benodigde investeringen'

Een aspect dat in dit verband tevens aandacht zou behoeven' is het con-

serveren van (hybride)cellijnen in het landbouwkundig onderzoek. Hierbíj

dient men attent te zíjn op nogelijkheden tot ínternationale samen-

werkíng.

4. Enige beschouwingen worden naar voren gebracht ten aanzien van de in

het geding zijnde ethische en veiligheidsaspecten. Geconcludeerd wordt

dat de ethische problemen bij de dierlijke produktie minder ulgent lijken

dan ín de humane sector.

o) 
Biot".hoologie in het landbouwkundig
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!Í,at hetreft de veiligheidsaspeeten kan worden gesteld dat deze aanzÍen-
liJk ní.nde:r probl-emat,trseh zl,Jn daa het zich enige Jaren geleden llet aan-
aien. Het volgen van eD het t.oezÍ-en op ultvoering van de richtlLjnen, o.1r-

gssteLd door d.e CourÍsole ad hoe RecorÈinant-DNA-selkzaauhederr" lijkE
voldoende.



2. INLEIDING

In het kader van de bespreklng van de rapporten rGeneËische manipulatie

ín dienst van de landbouwt en tCommerciële aspecten van plantenbiotechno-

logisch onderzoekt in de Nationale Raad voor Landbouwkundig onderzoek

kwam naar voren dat het ger\7enst is meer aandacht te besteden aan de con-

sequenties van de nieuwe ontwikkelingen op het terrein van de celbiologie

en van de moleculaire biologie voor het onderzoek ten behoeve van de

dierli-jke produktie. Besloten werd híer in een vervolg-rapport op in te

gaan en de beide auteurs werden bereid gevonden deze taak op zich te ne-

men. Zij konden hiervoor kennis nemen van de lezlngen, gehouden tijdens

een studiedag van de NRLo-contactcommíssie'Biochemische-fysiologÍsche

technieken in de dierlijke produktier op 14 mei 1982. Deze leziogen zijn

als deel 2 in deze studie te vÍnden. Tevens werd aan een aantal deskundi-

gen in de dierlijke produktí-esfeer verzocht hun visie op het terrein te

geven waarbij zi1 a1s een begeleidingscommissie hebben gefunctioneerd.

Hun namen zijn vermeld in de bijlage.

Het rapport is a1s volgt opgebouwd. Eerst wordt een verkenning gepresen-

teerd, bezien vanuit de wetenschappelijke stand van zaken. Benadrukt zij

dat deze verkenning slechts het terrein in vogelvlucht weergeeft, waarbij

bewust is nagelaten grondige roetenschappelijke beschouwíngen aan de orde

te ste11en. Drie gebíeden worden onderscheiden, te \^7eten: 1. technleken

gericht op de fokkerij,2. dierli-ike cellen en 3. biotechnologische pro-

duktie van biologisch actieve polypeptiden met behulp van voor dit doel

gerecombineerde bacteriën. Daarnaast za1 summier enige aandacht worden

besteed aan de ethische en veiligheidsaspecten die bij het besproken

onderzoek in het geding zijn.
Het geheel wordt besloten meÈ een aantal

perspectíeven (aandachtspunten) en de te

naar voren zu11en worden gebracht.

beleidsoverwegingen waarin de

overr^7egen beleidsmaatregelen





3. VERKENNING VAN I{ET TERREIN

3. I . WetenschappelijkS- onlriliELsli-rtgsn

In dit hoofdstuk za1 worden íngegaan op een aantal wetenschappelijke ont-

wikkelingen op het terrein van de rnoleculaire en de celbiologie die van

belang zi.jn of kunnen worden voor de dierlijke produktie. Allereerst za1

aandacht worden besteed aan de fokkerij. Daarna zullen enkele ontwikke-

lingen op het gebied van het onderzoek met dierlíjke ce11en en met bacte-

riën en virussen, voorzover van belang voor de dierlijke produktiesector,

r^Torden belicht.

3. 1. l. Fokkerij
Reeds eeuwenlang worden landbouwhuisdieren gefokt met a1s voornaamste

doe1, door een betere combinatÍe van genen, de nutseigenschappen te op-

timaliseren. Door middel van selectje op economisch belangrijke eigen-

schappenismeneringeslaagddierenteverkrijgen\4Taarmeeeenhoger
rendement en een produkt met een lagere kostprijs gerealiseerd konden

worden. Door de toename in de biologísche kennis en de introductie van

nieuwe technieken is, vooral na de tweede wereldoorlog, de efficiëntie

van de reproduktie verhoogd. Met de introductie van de kunstmatige in-

seminatie kan in het kader van de dierlijke produktie in zekere zirL over

bíotechnologie \íorden gesproken, De ingrepen bij het vroul^7e1ijk dier'

zoals oestrus synchronisatie en embryotransplantatie, zijn van meer re-

cente datum. Het is niet ondenkbaar dat op dit terrein, op grond van

níeuwe inzichten en technieken, nog vooruitgang geboekt kan worden. In

het volgende za]- dit kort worden besproken. Daarna zal worden ingegaan op

een aantal biologische technleken met geslachtscellen, die zÍch voor-

alsnog in de researchfase bevinden eÍr LTaarvan op dit moment nog geen

directe toepassing te verwachten va1t. Het zaL nog veel (basis)onderzoek

vereisen voordat deze technieken voor de praktijk van de dierlijke pro-

duktÍe van belang zullen kunnen worden. Het landbouwkundig orrd,erzoek zal

in dezen uiteraard srel attent moeten zijn.

3. 1. 1, 1. Bestaande techníeken

a. 5999!re!iee-llselrle!ie
De kunstmatíge inseminatie (K.I.) heeft vooral in de rundveehouderij een

grote vlucht genomen, alhoewel de K.I. in príncipe blj alle landbou!,huis-
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dieren kan worden toegepast. 0orspronk-elijk is de K.I. vooral van beteke-
nis geweest voor het voorkomen van dekinfecties. Nu staan de foktech-
nische voordelen centraal en de genetische vooruitgang in produktie-
aanleg is daardoor per generatie sneller ge\rorden.

t . 9slgerysrgt-yet-gPgrge
De grote vlucht die de K.1. heeft genomen is te danken aan het invoeren
van technieken waarbij het sperma bij zeer lage temperaturen bewaard kan

worden. Opgemerkt zij dat dit vooral geldt voor stieresperma; voor diver-
se andere diersoorten is de lange-termijn-conservering van sperma nog

niet goed mogelijk of verre van optimaal (sterk verminderd bevruchtend
vermogen).

Op het terrein van de opslag van stieresperma zijn, aÍgezien van voort-
durende verbeterin6;en van invriesprotocols, geen spectaculaire verande-
ringen te verwachten. In hoeverre het systeem van wachtstieren vervangen

wordt door sperma-opslag is eerder van de kostprijs dan van technische
ontwikkelingen afhankelijk.

c. 99s!rr!-:yr9!r911!s!19
Synchronisatie van de oestruscyclus, om een kudde na hormoonbehandeling

in dezelfde periode te laten dekken of insemineren. is technÍsch moge-

1ijk. Voor de praktijk van de veehouderij ís het waarschijnlijk vooral
voor de schapen- en varkenshouderij in voldoende mate interessant.

a. 9s!ryg!r3teP1s!!e!]e
De afgelopen jaren zijn technÍeken ontwikkeld om embryots van het ene

naar het andere dier over te brengen. Het is mogelÍjk aan de techniek een

superovulatie van de donor te laten voorafgaan. Bij een superovulatie is
het ovarium hormonaal gestimuleerd, waardoor het aantal vrijkomende ei-
ce11en vergroot wordt. Opgemerkt zLj dat het theoretisch goed mogelijk is
hormonale sturing van fol1ikel-ríjping niet a1leen in relatie met super-
ovulatie te zien, maar ook in het licht van de kwaliteit van de eicel en

van de embryonale sterfte. Dit temeer daar de omvang van de embryonale

sterfte zowel bij varkens a1s bij rundvee aanzienlÍjk is (circa 30%).

Fundamenteel-praktisch onderzoek naar het vermínderen van de varíatie ín
vrorpgrootte bij varkens en stabilisatie van tussenkalftijden bij rundvee

is van groot econonisch belang.
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Enbryotransplantatie krijgt in toenemende mate betekenÍs voor de rundvee-

fokkerij. Het nakomelingschap van koelen met een hoge produktie-aanleg

kan worden opgevoerd door de receptorkoeien de getransplanteerde embryo

te laten voldragen. Nationaal is de genetische vooruitgang van een popu-

latie sneller via de mannelijke lí-in te verkrijgen. Voor de índividuele

fokker kan de embryotransplantatíe van betekenís zijn. Deze betekenis kan

in de toekomst aanzienlijk groter worden indien het mogelijk wordt door

middel van een chromosoom-analyse van het trophoblast de sekse te bepa-

len.
Op incidentele schaal kan embryotransplantatie toegepast worden in ge-

va11en waarbij veterinair-hygiënische maatregelen export van levende

dieren onmogelí-jk maakt. Tevens kan het kostenelement bij export over

grote afstanden een ro1 sPelen.

3. 1. 1. 2. MogeLíik belarrgrt,ike terce'Lnen

,. 99Pg19r-vg!-99-!9E99
De mogelijkheid orn de sekse van een embryo te bepalen en om X- en Y-

dragend spermatozoön te scheiden za1 belangrijke consequenties hebben

voor de dierlijke produktie met betrekking tot het verbeteren van de

selectie-intensiteit en het vergroten van de vleesproduktj.e. Doelstelling

btj het onderzoek is om te komen tot een methode die eenvoudig, snel,

goedkoop, betrouwbaar en niet schadelijk is. De meest betrouwbare methode

tot nu toe bij embryots is karyotypering. Een alternatieve methode zou

kunnen liggen 1n de mogelijkheid van het aantonen van het HY-antigen op

het mannelijk embryo met behulp van gelabelde monoclonale antilÍchamen

tegen dit HY-antigen.

Een betrouwbare techniek om X- en Y-dragend spermatozoön te scheiden is

nog niet voorhanden. Sommlgen menen dat de hybridomatechniek (zÍe para-

graaf 3.1.2.) aanknopingspunten in di.t opzicht biedt. Anderen zien meer

mogelijkheden met een flow-cytofluorometer (cell-sorter) indien de onge-

bruikelijke celvorm van het spermatozoön (met staart) geen belemmering

zal blijken te zijn. De mogelijkheid van scheiding ligt dan in karakte-

rÍstieke X- en/of Y-chromosoom-DNA-sequenties die fluorescentie vertonen

met een celwand-penetrabel niet-mutageen en reversibel bindend fluoro-

chroom.
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u. Er!:ErE-!seee19-zll-vel-9s-sser:!el9
Alhoewel de weerstand tegen ziektes, waarbij vooral uordt gedoeld op in-
fectiezíektes, als een secundair produktiekenmerk kan worden opgevat en

de verbetering deels via de traditionele selectiemethoden zou kunnen

worden benaderd, lijkt het ge\,renst het erfelijk bepaald zijn van de weer-

stand hier apart te bespreken. Een belangrÍjk argument hiervoor is, dat

ingrepen in de weerstand tegen ziektes de entiteit a1s organisme van het
dier weleens dusdanig kunnen beinvloeden dat van genetische rnanípulatie
in de ruírne betekenis kan worden gesproken. Een tweede argument ís gele-
gen in de grote betekenis van de ziekte voor het rendement van het vee-

bedrij f.
De weerstand tegen ziektes heeft zowel kwalitatief a1s kr+antitatief
genetische aspecten welke vooral via laboratoriumtechnieken zichtbaar
worden gemaakt. Dit nieuwe terrei-n van onderzoek vraagt om een fundamen-

Èe1e benadering van een aantal basisvragen. Een van deze vragen is bij-
voorbeeld of het mogelijk is een aantal parameters van de afweer zoals
van de a-specífieke afweer, van het immuunsysteem en van het Major Histo-
compatibility Complex (MI{C), te combineren tot één index voor de algemene

veers tand .

Door onderzoek bij meÍrs en muis zijn vooral over het Major Histocompati-
bility Complex gegevens beschÍkbaar gekomen. Met behulp van immunolo-

gische technieken kunnen specifieke combinaties van MHC-allelen worden

bepaald. Sommigen hiervan zÍjn aanwijsbaar gekoppeld aan de zogenoemde

specifieke weerstand (gericht tegen één bepaalde ziekte van een popula-
tie). Het is bekend dat a1le Landbouwhuisdieren ook een MHC bezitten.
Kennis hiervan zou benut moeten worden voor onderzoek naar het verband

met gevoeligheid voor specifíeke ziektes. Tenslotte zij opgemerkt dat
verbetering van de h/eerstand door middel van selectie ook van grote be-
tekenis kan zijn voor de vaccinati.eprogrammats. 0p grond van recent
onderzoek kan worden verwacht dat hierdoor op populatienj-veau een betere
bescherming wordt bereikt.

c. Egyrgs!!-1gc_13_y1!r9
Bevruchting in vitro gevolgd door een geslaagde zwangerschap is tot nu

toe bij een aantal soorten gelukt, zoals konijn, muis, rat, en de mens.

Voor landbouwhuisdieren is het echter nog niet gelukt dit op een consis-
tente en herhaalbare manier te realiseren. Tot nu toe heeft het in vitro-
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r^rerk vrij\^re1 uitsluitend gediend om de celbiologische en biochemische

processen, die zích bij de bevruchting afspelen, beter te begrijpen.

voor praktÍsche toepassingen is de techniek nog te weínig ver gevorderd.

De verwachting is echter dat dit de konende één à twee decaden wel het

geval zaL zijn. Het ís noodzakelijk dat het landbouwkundig onderzoek op

deze ontwikkelingen attent is, met name in relatie tot de rnogelijkheid om

de sekse van het embryo te bePalen.

a. §crl!:eleplsrlsllg-gs-s1elertts
Door bij de muis kernen te isoleren uit ce1len van kiemcellagen in een

vroeg differentiatiestadium en deze over te brengen in geënucleerde pas

bevruchte eicellen is het in princípe mogelijk om genetisch identieke

individuen te verkrijgen. Het Ís echter de vraag of deze techniek voor de

dierli-jke produktie van enig belang za1 worden. Mogelijk zaL de tweeling-

dracht bij runderen we1 toepassingsmogelijkheden kunnen hebben in de vee-

teelt waarbij het geslacht van de embryots we1 bekend moet ziin, in

verband met het voorkomen van freemartinism (het optreden van steriele

vrouwelijke kalveren) .

". B9s9r!r!er!:9I4:9r49r299E
Door extra kopíeën van een gen in de pronuclei, die vlak na de bevruch-

ting ontstaan, in te spuiten, is het in principe mogelijk 'vreemde' gene-

tische informatie in te brengen. ofschoon enkele experimenten bij muizen

technisch geslaagd lijken, zijn op dÍt terrein bij landbouwhuisdieren

binnen afzienbare tijd geen voor de praktijk toepasbare ontwikkelingen te

verwachten. Dit geldt ook ten aanzl.en van het gebruik van oncogene (tumor-

verwekkende) virussen om tvreemdet genen te integreren in dierlijk DNA.

Voordat deze genen gericht kunnen worden ingebracht' moet de dierlijke

ce1 eerst geidentificeerd worden en de locatie op de chromosomen in kaart

worden gebracht (gen-mapping). Het onderzoek hiernaar is kortgeleden

gestart eíl zeer snelle vorderingen liggen niet in de lijn der verwach-

ting. Daarnaast lijkt het in de rede te liggen om aan te nemen dat econo-

misch belangrijke eigenschappen niet op één gen gelocaliseerd zu1len

zíjn, hetgeen de toepasbaarheid van recombinant-DNA-onderzoek aanzienlijk

vermindert.
Als zeer recente ontwikkeling kan worden gemeld dat onderzoekingen op het

terrein van genoverdracht tussen zoogdiersoorten - die aanvankelijk
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\,reinig succesvol waren - in een versnelling zijn geraakt door de geslaag-

de transplantatie van het groeihorrnoon-gen van de rat naar de muis. De

overdracht tussen deze twee soorten leidt tot reuzengroeí bij de muis

(1,5 à 2 keer het gevricht Ín dezelfde tíjd). Niet zeker is of de expres-

sie van het getransplanteerde gen na overdracht in volgende generatíes

stabiel is. Het verdient aanbeveling de verdere ontwikkelingen, die op

dit terrein bij landbouwhuisdleren zeker zu11en volgen, nauwlettend in de

gaten te houden.

3.1.2. Dierlijke cellen
Naar de technieken van celfusÍe en cloneren, díe in de vorige paragraaf

gedeeltelijk aan de orde zíjn ge\./eest, wordt a1 bijna twee decaden

(basis)onderzoek verricht. Vooral de laatste jaren vertoont het aantal
wetenschappelijke publikaties op deze terreinen van onderzoek een aan-

zienlijke stijging, hetgeen als een indicatie kan worden gezier voor de

groeiende belangstelling voor deze takken van biologÍsch onderzoek. Een

andere gerelateerde basistechniek is de dierlijke cel- en weefselkweek.

Deze techniek gaat terug tot het begin van deze eeu\^7, toen het gelukte orn

organen, buiten het organisme, op kunstmatÍ.ge wijze in leven te houden.

Sindsdien is het onderzoek naar ce1- en weefselkweek aanzienlijk toegeno-

men en heeft toepassing plaatsgevonden op velerlei terreinen. Genoemd

kunnen worden het kankeronderzoek en bacteriologisch, virologisch en

farmacologisch onderzoek. Tevens vindt in tcenemende mate toepassing
plaats op het terrein van de toxicologie (toxiciteitstests) met a1s be-

langrijk voordeel het terugdringen van het gebruik van proefdieren ten

behoeve van deze tests.
Een van belang zijnde toepassing betreft verder de produktie in vítro van

biologisch actieve verbindingen zoals vÍra1e vaccins en farmacologisch
werkzame stoffen. De laatste jaren blijkt het ook mogelijk deze stoffen
biotechnologisch te produceren door gebruik te maken van voor dit doel
gerecombineerde bacteríën. 0p beÍde methoden za1 in de volgende paragraaf

nader worden ingegaan.

Een doorbraak in de produktie van biologisch belangrijke stoffen betreft
de hybridomars. In 1975 slaagden Köh1er en Milstein er in een techniek te
ontwikkelen om lyrnfocyten uÍt de milt van muizen - die van te voren in-
gespoten zijn met een bepaald antigen - te fuseren met muizen-myeloma-

cellen. De op deze maníer verkregen hybride-myeloma-ce1len, of hybridoma-
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ce11en, vertonen zo\^Ie1 de specifieke antilichaam-produktie van de lymfo-

cyte-ce1 a1s het onbeperkt prolifererende (tumor) karakter van de

myeloma-cellen, 0p deze manier was het voor de eerste keer mogelijk mono-

clonale antilichamen, dat is een antilichaam geproduceerd door een cloon

',,an één celsoort, te verkrijgen met een zeel hoge specifÍciteit (dus geen

mengsel van antílichamen, zoals bij de traditionele bereiding van anti-

lichamen vaak het geval is). De hybridomatechniek heeft, vooral in de

medische sector, a1 tot vele toepassingen geleid, in het bijzonder op het

terrein van:

- de immunodiagnostiek; monoclonale antilichamen, gelabeld met een radio-

isotoop (RIA) of enzymen (ELISA), kunnen worden gebruikt om antigenen te

detecteren die gepaard gaan met een bepaalde ziekte (bijvoorbeeld leuke-

mie of hepatitís) en zo een specifieke fysieke conditie diagnosticeren;

- het zuiveren van waardevolle verbindingen uit mengsels met behulp van

immuno-affiniteitschromatografie zoals bijvoorbeeld gelukt is bij inter-

f eron;

- het typeren van weefsels voor tlansplantatie en voor heE detecteren van

gevoeligheid tegen ziektes;

- het in vivo onschadelijk maken van pathologische ce11en met behulp van

celspecifieke monoclonale antilichamen gekoppeld met toxines.

Tevens zijn belangrijke toepassingen te verwachten in de landbouw zowel

in de plantaardige a1s in de dierlijke produktie, bijvoorbeeld bij het

determineren van virussen, bacteriën, protozoën en parasieten, als hulp-

gereedschap bij problenen in het blologisch basisonderzoek' bij het ge-

bruik in de genetische analyse (bijvoorbeeld brj het onderzoek naar de

structuur van het Major Histocompatibility Complex)' bij het in kaart

brengen van functionele plaatsen op moleculen en het bepalen van de ei-

\íitsequenÈies die velantl4Toordelijk zijn voor de infectiviteit van virus-

sen, bij het opsporen van residuen.en andere verontreinigingen in dier-

lijke produkten (kwaliteitsbe\^Taking) en bij het onderzoek naar de werking

van hormonen ten behoeve van de studie van het mechanisme van hormonale

evenwichten.

Het grote potentië1e belang van de hybridomatechniek voor het landbouw-

kundig onderzoek zij hiermee voldoende aangetoond.

Het lijkt derhalve zeer gewenst toepassingen van deze techniek als te

stímuleren aandachtspunt Ín het Nederlands landbouwkundig onderzoek te

nemen.
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3.1.3. Bacteriën en virussen

Door, via de recombinanI-DNA-techniek, in een bacterie het gen in te
brengen dar codeert voor een immunogeen actief polypeptide en vervolgens

<lít gen tot expressie te brengen, bestaat de mogelijkheid vla microbiële
fermentatie antigenen te produceren ten behoeve van de vaccinbereiding
tegen infectueuze ziektes. Een andere mogelijkheíd betrefË het langs deze

weg produceren van polypeptide-hormonen. Deze methode ís in het bijzonder
aantrekkelijk a1s het via de weefselkweekmethode niet of niet eenvoudig

is om deze polypeptides te verkrijgen. Extractie uit organen is vri-jwel
altijd duut en levert vaak slechts uiterst geringe hoeveelheden. Daar-

naast gelden a1s voordelen van de recombinant-DNA-methode ten opzíchte
van weefselkweek, dat geen grote hoeveelheÍd infectueus virulent virus
behoeft Ëe worden geproduceerd en dat de opbrengst aan biomassa per een-

heid vol-ume en per ti-j<lseenheid verschei.dene malen groter is. Hier staat
echter tegenover dat bacterië1e systemen tot nog toe níet Ín staat zijn
gebleken eiwitten te glycosyleren - d,r't.2. van koolhydraatzijketens te
voorzien -, hetgeen de immunogene actíviteit nadelíg kan beïnvloeden (een

mogelijkheid om dit probleem te ornzeilen is over te stappen op eukaryote
gastheer-vector systemen). Tevens zijn er aanwi-jzingen dat de produktie
van een aantal stoffen in bacterië1e ce1len wordt beperkt omdat deze

toxlsch zoutlen zijn voor de cellen díe ze produceren. A1 met al zj,et het
er naar uit dat beide produktiemethoden in de toekomst naast elkaar ztl-
1en bestaan, waarbij - afhankelijk van diverse factoren - in een aantal
gevallen de voorkeur za1 worden gegeven aan de weefselkweekmethode en in
een aantal andere gevallen aan de recombínant-DNA-techniek. Met redelijke
mate van zekerheid kan worden gesteld dat dit voor de eerste de produktíe
van levende virale vaccins zaL zíjr. en voor de laatste de produktie van

polypeptide-hormonen. Wat betreft gedode virale antigenen is het vaak

nÍet eenvoudig te voorspellen welke methode het aantrekkelijkst zal
b1íjken. Dít geldt bÍjvoorbeeld de produktie van antigen(en) tegen mond-

en klauwzeervírus. Het lijkt derhalve noodzakelijk dat in Nederland,

naast onderzoek aan dierlijke ce1- en weefselkweek, voldoende aandacht

wordt besteed aan recombinant-DNA-onderzoek ten behoeve van de veter-i-
naire gezontlheidszorg. Opgemerkt zii dat hier uiteraard ook een belang-
rijke taak ligt voor de industriële producenten van veËerinaire vaccins.

Een aspect dat in di-t rapport zeker niet mag ontbreken is de te ver-
I.rachten invloed van de recombj-nant-DNA-techniek op het veevoedíngsonder-
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zoek. Momenteel wordt, met name Ín het buitenland, gewerkt aan het ont-

wikkelen van toevoegmiddelen die het ensilerings(inkuil)Proces verbe-

teren. i{et gaat hierbij om toevoegmiddelen in de vorm van geschikte bac-

terÍemengsels en in de vorm van enzymen die suikers vrijmaken. Onderzoek

naar een dergelíjke conservering van ru\rvoeders. geënt op het gebruik van

micro-organismen die a1 dan niet genetisch gemodificeerd zijn, dient a1s

perspectlefrijk te worden gezíen. Tevens zij in dit verband ge\^|ezen op

het toenemende belang van de biotechnologische produktie van stoffen die

als veevoeder of a1s veevoederadditief kunnen dienen.

3.2. Enige beschouwingen ten aanzíen va@

De laatste jaren kan een groeiende bezorgdheid worden geconstateerd ten

aanzien van de ethische en veiligheidsaspecten van het moleculair en cel-

biologisch onderzoek. Het is niet de bedoeling van de auteurs dit aspect

hier grondig te behandelen. Verwezen zij naar het intussen grote aantal

publikaties dat hierover is verschenen. volstaan wordt met het plaatsen

van enige kanttekenÍngen.

i^lat betreft de veiligheidsaspecten van recombinant-DNA-onderzoek is ge-

bleken dat de enkele jaren geleden - ook door wetenschappers - naar voren

gebrachte zorg in de praktijk niet gegrond is gebleken. Gesteld kan

worden dat in geval de richtlijnen worden aangehouden, die door de lande-

lijke commissie ad hoc recombinant-DNA-onderzoek zijn opgesteld, het

gevaar van eventueel ongewenste gebeurtenissen vrijwel afwezíg is. Op te

merken valt dat in internationaal verband ontwikkelingen gaande zijn om

de richtlijnen en beperkingen te versoepelen. Een aspect dat voor het

landbouwkundig onderzoek van belang kan worden is de verbetering van

micro-organismen die symbiontisch werken zals de pensflora. Het econo-

misch belang hiervan is evident maar de vraag lijkt gewettigd of de

toelaatbare veiligheidsgrenzen hiermee niet \^,orden overschreden.

Op het terrein van de ethische aspecten van de resultaten en toepassingen

van moderne celbiologische technieken lijkt minder voortgang te zijn ge-

boekt. Vooral de bevruchting rn vitro en de mogelijkheid van het ver-

krijgen van identieke nakomelingen (clonen) verdienen overdenking in dit

opzicht.
Voorshands zijn de auteurs geneigd de urgentie hiervan vooral bij humane

toepassingen te zien. Ui-teraard ontslaat dit het landbouwkundig onderzoek

er niet van bijdragen te leveren.
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ENKELE BELEIDSOVERWEGINGEN

Teneinde te beoordelen welke van de ín het voorgaande hoofdstuk besproken

onderwerpen op korte termijn Stimuleríng behoeven, verdient het aanbeve-

ling criteria te formuleren die hierbij behulpzaam kunnen zijrr. Zo kunnen

vooral ontwikkelingen, v/aarvan mag worden verwacht dat ze binnen afzierL-

bare termijn gereed zu11en zijn voor toepassíng en grote praktische con-

sequenties zul1en hebben, reden zijn voor een j.ntensievere aanpak. Des te

meer verdient dít over$Teging a1s een goetle aansluiting en/of uitbreiding

kan worden gevonden bij bestaande actíviteiten. ook het feit dat de ont-

wikkelingen op een bepaald terrein van onderzoek snel gaan' kan aan-

leidíng zijn op zijn minst expertíse in het landbouwkundig onderzoek op

te bouwen c.q. ult te bouwen. Tenslotte kan als belangrijke overweging

gelden de voor:nemens in de NRLo-Meerjarenvisie 1982 - 1986, waarin bij de

NRlo-part-ners \^rordt gepleit voor extra aandacht voor de biotechnologíe,

de genetische manipulatie, de immunologie, de bodembiologie en de oeco-

logi e. 
*\

De volgende onderzoekterreinen ' worden, uitgaande van deze overwegingen,

door de auteurs en door de leden van de begeleidingscomrnissie als kans-

rijk gezien voor het Nederlands landbouwkundtg onderzoek:

1. Onderzoek naar het bepalen van de sekse.

De consequenties van clit onderzoek zijn aa.nzíen1ijk. Aangenomen mag !Ior-

den dat binnen afzienbare termijn belangrijke resultaten te verr{achten

zÍjn. onderzoek wordt geëntameerd naar de mogelijkheid om met behulp van.

monoclonale antilichamen runderembryo's vó6r transplantatie jn geslacht

van elkaar te onderscheiden. Mogelijkheden tot scheíding die aangrijpen

op specífieke verschillen in DNÀ-sequentie op het x- en Y-dragenc chromo-

soom zijn alleen nog theoretisch te funderen. De flow-cytofluorometer op

her ITAL kan bij dit type onderzoek grote dlensten bewijzen. Het ligt

voor de hand de verdere uitwerking vooral toe te vertloul^7en aan het

lnstituut voor veeteeltkundig onderzoek en aan de Fakulteit der Dierge-

neeskunde. Het lijkt zeer gewenst dat de Coördinatiecommissie Voortplan-

ti.ngsonderzoek een studiegroepje instelt om met voorstellen te komen ten

aanzien van nrerkplan en taakverdeling.

*) 
wu.rg.g.ven in willekeurige volgorde.
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2. Onderzoek naar de vroeg-embryonale sterfte bij landbouwhuisdieren.
Onderzoek naar de kwaliteit van de te ovuleren eicel kan belangrijk in-
zicht verschaffen in de aard van de vroeg-embryonale sterfte bi-j land-
bouwhuisdieren. Beheersing híervan heeft grote consequenties voor de

dierlijke produktie. Het verdient aanbeveling om de werkzaamheden van de

nieuw gevormde LH-werkgroep, die er op gericht is om de mogelijkheden van

de vruchtbaarheidsbeheersíng in de vroege dracht te bestuderen, te volgen
en van de benodigde personele en materiële steun te voorzien. Tevens zij
ger^7ezen op de activíteiten die op het Instituut voor Veeteeltkundig
0nderzoek in dit kader plaatsvinden, zoals onderzoek omtrent het niet of
nÍet tíjdig bronstig worden (anafrodisie) en omtrent peri- en posË-natale

sterfte en het onderzoek aan de Fakulteit der Diergeneeskunde naar in
vitro kweek en ovulatie van fol1ike1s bij de koe. Voorgesteld wordt dat
de Coördinatiecommissie Voortplantingsonderzoek de benodigde aanpak in
een werkplan vastlegt.

3. Onderzoek naar de factoren die de ziekteresistentíe bij landbouwhuis-
dieren bepalen.

De grote consequenties van dit onderzoek, dat ligt op het terrein van de

ímrnunologie, zijn evident. Onderzoek vindt reeds plaats bij de Fakulteit
der Diergeneeskunde, het Centraal Diergeneeskundig Instituut en de Land-
bouwhogeschool. Bestudering van het MHC dient in het landbouwkundig

onderzoek een belangrijk aandachtsgebied te zijn waarbij onderzoek bij de

kip, onder meer gezien de structuur van de bedrijfstak, zeer waarschijn-
lijk het meest perspectief biedt. Ook andere aspecten zoals het Elenetisch
bepaald zíjn var. de 1oka1e weerstand van de uier tegen binnendringende
micr:o-organismen verdienË vooral vanuit economische motieven hoge priori-
teit. voorgesteld wortlt dat de coördinaËiecommissie rmmunologisch Onder-

zoek de knelpunten in kaart brengt en de verdere aanpak in een werkplan
vastlegt.

4. Toepassingen van de hybridoma-techniek in het landbouwkundig onder-
zoek.

Onderzoek op het terrein van de hybridoma-techniek ligt op het grens-
vlak van de biotechnologie, genetische manipulatie (celfusie) en immuno-

logie. 0p het ogenblik is, vooral ín de humane sector, een aanzienlijke
belangstelling voor deze techniek te constateren. rn het landbouwkundig
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onderzoek Írorden hybrídomars bereid op het Centraal Díergeneeskundig

Instituut, de Landbouwhogeschool en het Instítuut voor veeteeltkundig

Onderzoek. Bundelíng van kennis en uitwísseling van informatie ligt voor

de hand en enkele der betrokken onderzoekers hebben hiertoe een aanzet

gegeven met het opzetten van een werkgroep, ressorterend onder de NRLO-

Coörd inat iecommis s ie Immunologisch Onderzoek.

Gezien de brede toepassingsmogelijkheden van hybridomar s zal er een

groeiende vraag komen zowel in de dierlijke sector a1s in de plantaardige

sector. Teneinde hierop adequaat in te kunnen spelen, is het noodzakelijk

op korte termijn uitvoering te geven aan de reeds in het NRlo-Studierap-

port rBiotechnologie in het landbouwkundíg onderzoek" d.d. januari 1981,

naar voren gebrachte gedachte om een service-l.aboratorium, bemand ÍDet een

kleine staf, hiertoe op te zetten, Er dient een cornmissie te worden inge-

steld met a1s taak om een voorstel voor de regio lnlageningen te ontwerpen.

De voorzienitrLg za! zowel voor de plantaardige a1s de díerlijke sector

werkzaarn zijn en za]- zoweL ten dienste Staan van de instituten a1s van de

vakgroepen. Op deze manier za1 een duidelijke bundeling en taakverdeling

op dit terrein kunnen worden gerealiseerd.
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1. TOEPASSING VAN CELBIOLOGISCHE TECHNIEKEN IN DE DIERLIJKE PRODUKTTE

Dr.Ir. S.H.M. Metz, Instituut voor VeevoedÍngsonderzoek (IVVO),

Lelystad

De Nederlandse veehouderij levert thans een belangrijke, positieve bjj-

drage aan onze betalingsbalans. Het overheidsbeleid tracht' door gericht

stimuleren van het veehouderij-onderzoek, deze nog steeds relatief gun-

stige situatLe zo goed mogelijk te onclersteunen. De op de ons omringende

landen bestaande voorsprong in efficiëntie en kv/aliteit van de dierlijke

produktíe za1 behouden en eventueel verder uitgebouwd moeten worden. Om

dÍt te bereiken Ís allereerst handhaving van voldoende kwaliteit en

kwantiteit van zowel fundamenteeJ a1s toegepast onderzoek over een breed

front noodzakelijk. Bovendien is een goed rendemeot van de in onderzoek

gedane Ínvesteringen slechts mogelijk wanneer sprake is van een wissel-

werking tussen fundamenteel en toegepast onderzoek. Zíi die toegepast

onderzoek verrichten op het gebietl van voeding, huisvesting, gezondheid'

fokkerij, diergeneeskunde, vruchtbaarheid, enzovoort, kunnen zulks doel-

treffend doen mits voldoende kennis van de fysíologie, anatomie en bio-

chemie van de Èe gebruiken diersoort aanwezig is. Deze fundamentele

kennls is noodzakelijk voor:

- een acceptabele keuze van de richting van het onderzoek

- een juiste vraagstelling bij de oPzet van proeven

- een juiste interpretatie van verkregen uitkomsten.

Maar ook het fundamentele onderzoek moet gevoed worden vanuit het toe-

gepaste onderzoek. Mij ís 1n de afgelopen jaren meerdere malen gebleken

dat vele fundamentele onderzoekers behoefte hebben aan ondersteuning

vanuit het toegepaste onderzoek en mofivatie putten uit mogelijke toe-

passíng in de dierlijke produktie van de door hen vergaarde kennis, Er

kan sprake zijn van een symbiose tussen toegepast en fundamenteel on-

derzoek, die voor beide partijen vruchten afwerpt.

Er van uitgaarr.de dat fundamenteel onderzoek verband brengt in feiten-

materiaal Coor er een theoretische groodslag aan te geven, kan dit on-

derzoek ieiden tot een snellere voortgang van het toegepaste onderzoek en

hieraan nieuwe perspectieven bieden. Het ís dan ook terecht dat in de

Meerjarenvisie Landbo;wkundig Onderzoek 1982 - 1986 wordt geconstateerd

dat voor \^7at betreft de dierlijke produktie extra activiteiten nodig zijn
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op het gebi.ed van biotechnologie, immunologie en genetische manipulatie.
Deze extra activiteiten zu11en, gezien het sterk internationale karakter
van de fundamentele wetenschappen, voor een belangrijk deel moeten be-

staan uit het goed op de hoogte blijven en bijhouden van de nieuwste
ontT.rikkelingen in het buitenland. De voorsprong ten opzichte van de ons

omringende landen, met betrekking tot de efficiëntie en de kwalitei.t van

de dierlijke produktie, kunoen we niet in de eerste plaats verkrijgen en

handhaven door een voorsprong in het fundamentele onderzoek, maar we1

door een efficiënte toepassing van basiskennis jn het toegepaste onder-
zoek en daarmee in de dierlijke produktie. Dit stelt hoge eisen aan de

fundamenteel onderzoeker meL betrekking tot gevoel voor het landbouw-

huisdier en aan de rtoegepaster onderzoeker urat betreft kennis van

basiswetenschappen en eveneens aan de integratie van resultaten van

toegepast onderzoek in de díerlijke produktie. Voor een optimaal gebruik
van onderzoekresultaten is een goede beheersing van de gehele dierlíjke
produktieketen noodzakelij k.

Deze v/etenschappelijke vergaderÍng met als thema rtoepassíng van cel-
biologische technieken in het onderzoek naar de dierlijke produktiet,
heeft tot doel ons meer te informeren omtrent rnogelijkheden en perspec-
tieven die vanuit het fundamentele onderzoek oaar de dierlijke produktie
worden aangedragen. Ik hoop daarmee dat deze dag een wezenlijke functie
za1 vervullen in het geven van een stevig fundament aan een effíciënte en

maatschappelijk aanvaardbare dierlijke produktie.

Ten aanzjen van het prograÍma nog t\4iee opmerkingen:

1. Het woord biotechnologie komt niet Ín heË progranma voor. Beschouw dit
niet a1s een omissie, \47ant de organisatoren van deze dag, de heren Egberts,
Garssen, Tannninga, De Vries en Metz hebben gemeend aan de term celbj,olo-
gÍsche technieken de voorkeur te moeten geven. Zij d,ie daartoe behoefte
gevoelen, kunnen in het programma voldoende biotechnologie proeven.

2. Genetische manípulatie staat ook niet als onderwerp op het programma.

Wij hebben bij de opzet van deze d.ag thans de mogelijkheden van toepasslng
van genetische rnanipulatie in de dierlijke produktie a1s te ver r^reg

beschouwd on er uitgebreid aandacht aan te schenken. A1s contactcommissie
zu11en we de ontwikkelingen hierin evenwel niet uit het oop; verliezen.
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2. TOEPASSING VAN EMBRYO-TECHNIEKEN TN DE VETERINATRE RESEARCH.

Prof .Dr. G.H. Zeilmaker, Erasmus Uníversiteit, Rotterdam

Daar \^raar de natuurlijke teeltkeus vervangen wordt door die van de mens

treedt een grote fenotypische variatie op die kenmerkend is voor de

domesticatie in het algemeen en in het bijzonder van die van huisdíeren

en landbouwhuisdieren.

Het tot stand kornen van deze variatie is een proces dat vele eeuwen in

beslag heeft genomen. De laatste tientallen jaren zijn grote vorderingen

genaakt met het ver:beteren van met name runderrassen a1s gevolg van het

toepassen van de kunstmatige inseminatÍe en het doen ingang vÍnden van

het invriezen van sperma, welke technieken het mogeli-ik maken van één

individu een groot aantal nakomelingen te verkríjgen' Zo kan van één

stier zelfs na het beëindigen van het leven een tienduizendtal kalveren

worden verkregen nadat tevoren een nakomelÍngentest is uitgevoerd. Langs

deze weg wordt dus bereikt dat een snel1e verspreicling van geÍ^,enste

eigenschappen plaatsvindt .

Scheiding van zaadcellen

Een vraag die in verband met K.I. steeds gesteld wordt is: Zou het

mogelijk zi-jn te komen tot een scheiding van X- en Y-chromosoomdragende

zaadcellen zodat het geslacht van de nakornelingen niet meer van het

toeval afhankelijk is. Sinds het bekend is dat de X- en Y-dragende

zaadcellen van de mens onderscheiden kunnen worden op basis van de

fluorescentie van het Y-chromosoom zijrr- talrijke studies verricht om

zaadcelfracties te verrijken. Regelmatig verschijnen publikaties waarin

beweer:d wordt dat een kolomscheiding een verrljking van zaadcellen-

fracties bij de mens zou kunnen veroorzaken. Ilet aantal ontkennende

publikaties is echter minstens zo groot en er is theoretisch geen enkele

basis voor kolom- of gradÍëntscheiding aIs methode voor zaadcelscheiding.

De DNA-massa die in de X- en Y-zaadcellen enkèle procenten verschilt zou

theoretisch een uitgangspunt kunnen zijn voor een scheiding op verschil

in massa. Hier staat echter tegenover dat het soortelijk gewicht van de

zaadcellen niet verschillend behoeft te zijn \^Tanneer het volume veranderd

is. Ieder die met zaadcellen heeft gewerkt weet dat er een enorme varia-

biliteit tussen de zaadcellen onderling is en een groot probleem bij het

scheidingsonderzoek met runderzaadcellen za7 ziin het evalueren van een
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potentië1e verrijking. Lnmers het aantal nakomelingen dat verkregen kan

worden in een bepaald onderzoek za1 beperkt zijn. Het verschil in erfe-
lijke aanleg tussen de X- en Y-dragende zaadcellen zot theoretisch
benaderd kunnen wordeÍr door middel van een immunologische binding van

bijvoorbeeld genprodukten uit deze zaadcellen. Belangrijk is echter zich
in dit verband te realÍseren dat haploíde-expressie, dat wil zeggen

gentranscriptÍe, niet wordt waargenomen in zaadcellen. LIel bevindt zÍch
mogelijk nog wat mRNA van vóór de tweede melotische delÍng in de ce1.

Eventuele uíterlijke verschillen tussen zaadcellen worden derhalve
veroorzaakt door het díploide genotype van de spermatocyËen en de Serto-
lice11en in de testis en zi-in niet een gevolg van de expressie van de

erfelijke inhoud van de zaadcel.

Tijdstip van bevruchting en ovulatie
rn de klínísche literatuur \^7ordt van tiid tot ti-id melding gemaakt van

het feit dat een late coitus met betrekking tot het ovulatietijdstip meer

mannelijke nakomelingen zou geven. Elke solide endocrinologísche of
gynaecologische onderbouwing van deze bewering ontbreekt echter. De

indrukken zijn gebaseerd op Íntervievrs achteraf.

Samenvattend mogen we concluderen

methode is en blijft voor het op

bestaande runderrassen.

dat de K.I. vèruit de belangrijkste
bepaalde kenmerken verbeteren van de

Bij het vrouweliik individu zou men zich een soortgelijke ontT^'ikkeling
als bij de K.I. kunnen voorsËel1en. Hoe kunnen wlj dan bijvoorbeeld een

grote toename in het aantal nakomelingen van ééo vrouwelijk dier ver-
krijgen. I^lat zou de waarde zijn van <leze benadering die ongetwijfeld
moeilijker te realiseren is dan K.I. De genetische bijdrage van zaadcel
en eicel zijn gelijk en tle betekenis van het vergroten van het aantal
nakomelingen van vrouwelijke dieren moet dan ook niet gezien worden in
het licht van een Elrotere verspreidingsmogelijkheid van gewenste ken-
merken, want <laar is de K.1. meer voor geschikt, doch in een mogelijkheid
een combinatie van erfelijke eigenschappen te verbreiden op grotere
schaal dan voorheen. Een combinatie van eigenschappen in de zin van ras
of hybride tussen twee geselecteerde individuen, rvelke na de bevruchting
in het genotype van het embryo kan zijn. vastgelegd. Normaliter kunnen per
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geschikt koppel runderen per jaar niet meer dan één of twee nakomelingen

worden verkregen. Gedurende een runderleven loopt het aantal op tot acht

à tien. Welke mogelijkheden zijn er om dít aantal te vergroten.

Superovulat ie
In gunstige gevallen kan behandeling met hormonen leiden tot het vríj-
komen van zes tot tien eicellen per cyclus die na K.I. a1s embryot" g.-

isoleerd kunnen worden. De praktijk heeft echter geleerd dat dit ver-
schÍjnse1 zeer moeilijk voorspelbaar te realiseren is. Verder onderzoek

op dit terrein is daarom nodig. Zo is bij proefdieren bijvoorbeeld ge-

vonden dat superovulatie a1leen succesvol geÍnduceerd kan worden indien
geen rijpende fo11ike1s in het ovarium aanwezig zijn bÍj het begin van de

hormoonbehandeling. Heeft zich a1 een duidelijke fo11ikelhíerarchie
ingesteld dan werken de toegediende gonadoEropines in op de enkele grote

fo11ike1s ín het ovarium en komen slechts weiníge eicellen vrij. Bi-i rat-
ten is het bijvoorbeeld praktisch onmogelijk een groot aantal eicellen
vrij Èe maken in volwassenheid doch a1s prepuberale dieren is het een-

voudig. Bij hamsters lukt het a11een als het follikelstÍmulerend hormoon

direct na de voorafgaande ovulatie wordt toegediend, op een tijdstip dat

er geen nieuwe rijpende fo1like1s aanwezig zíjn. Bij het rund ligt hier
een belangrijk onderzoeksterrein braak waarbij leeftljd, cyclusstadium,

hormonen a1s variabelen onderzocht moeten worden.

Eicelkweek en follikelkweek
Een doorbraak op het gebied van de beinvloeding van de eicelvorming za1

worden bereikt indien de eicellen uit slachthuismateriaal beschikbaar

zouden komen uit bijvoorbeeld slachtkalveren. Naast het voordeel van de

korte levensfase (generatieduur) is daar het grote potentië1e aantal dat

in principe voorhandig is.
Bij runderen is de bevruchting in vitro vrijwel niet mogelijk, doch bij
andere diersoorten wel. Transpla.ntatie van onbevruchte eicellen naar het

oviduct gevolg door bevruchting is bij het rund tot op heden de aange-

\^rezen \^reg om van een eicel een nakomeling te verkrijgen. Een drastische

vermeerdering van het aantal eicellen door het ovarium van slachtdieren
als uitgangsmateriaal te gebruiken lijkt dus voorlopig niet bij te dragen

tot de ontwikkeling van een praktisch hanteerbare methode van beïnvloe-
ding van de voortplanting van genetisch gewenste individuen. Voorts
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verd\,rijnt de betekenis van deze benadering voor een deel wanneer onge-

selecteerd slachthuismateriaal a1s uitgangspunt wordt gebruikt. Con-

cluderend kunnen we dus opmerken dat naast de K.I. alleen de suPer-

ovulatiebehandeling gevolgd door ernbryo-isolatie en embryotransplantatie

uitzicht geven op een technische mogelijkheid een groot aantal nakome-

lingen van geselecteerde genotypen te produceren in ongeselecteerde

ontvangstermoeders. In de Verenigde Staten zijn van één koe meer dan

honderd nakomelingen gemeld.

Het invriezen van embryots

Door míddel van een thans uitgewerkte invríesmeËhode is het mogelijk het

moment van winnen van embryots te scheiden van dat van de transplantatÍe.
Recent onderzoek in de Verenigde Staten heeft mogelijk gemaakt het

ontdooien en verder behandelen van embryots binnen 5 minuten te reali-
seren en er is bovendien een methode ontwikkeld die ontdooÍen en trans-
planteren in één handeling zonder ernbryoruanipulatie mogelijk maakt. Het

is dan ook te voorzien dat er in de toekomst een wijzlging zal ontstaan

in de kosten verbonden aan het ontdooien en transplanteren van runder-

embryo t s.

Ont\^Tikkelingen bij toepassing van embryotransplantatie

1. Het aanleggen van een embryobank van 1okale en uitheemse runderrassen.

2. Het bevorderen van de diversificatie van de veestapel.

3. Het ontr^rikkelen van tvleesrunderent in melkvee en omgekeerd. Snel1e

aanpassing van veestapel van economische behoeften en nogelijkheden (K.I.

levert 502, E.T. 1002 nieuwe genen).

4. Snelle selectie van rassen door korte generatietijd en groter aantal

nakomelíngen.

5. Een hogere produktie van K.1,-stieren.
6. Tweelingdracht bij vleesrunderen.

7. Sexen van embryots - tweelingdracht bij nelkvee.

8. Transportmogelíjkheden over grenzen.

Samenhangend met deze mogelijke ontwikkelingen is onderzoek vereist naar

de vraag welke rassencombinatíes (donor-ontvangster) mogelijk zijn zonder

obstetrische complicaties.
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Onderzoek over het sexen van runderembryors

Aangezien Y-chromosooÍxtranscriPtie Plaatsvíndt tijdens de preïmplantatie-

ontwikkeling bleek in een studie van Epstein met muize-embryo's dat het

mogelijk is met een antiserum tegen het zogenaamde muize-Y-antigeen 50%

van de embryots te vernietigen in vitlo en vrijwel uitsluítend vrou\^/e-

lijke embryots over te houden. Het ís duidelijk dat toepassing van een

dergelijke techniek bij het rund van het grootste belang zou zi-in ten-

einde tweelingdracht te j.nduceren na embryotransplantatje zonder kans op

free-martinisme. Dít vereist echter het verkrijgen van een runder-Y-

antigeen, tenzij het in Íngeteelde muízen verkregen antigeen ook bij

andere diersoorten werkzaam zort zíjtr. Cytogenetische technÍeken voor het

vaststellen van het geslacht van runderembryots zijn in principe aanwezig

doch te tijdrovend en te moeilijk om tot een praktische benadering van de

geslachtsbepaling te komen. Sínds kort is het mogelijk met behulp van

fluorescerende antilichamen tegen het muíze-Y-antigeen runderembryors te

sexen met vrijwel 100% betrouwbaarheid!

Technieken met moeeliike betekenis voor de toekomst

Embryoklieving

Het microchirurgisch ín t\n7eeën delen van morulats levert in principe twee

identieke nakonelingen (principe van ééneiÍge tweeli.ng) . Deze zullen

a1t:ijd van hetzelfde geslacht zijn dus tweelingdracht mogelijk, ook bij

melkvee. 0p grote schaal worden in de USA embryo's geklíefd en tweel-Íng-

drachten tot stand gebracht.

Diploïdisatie van de eicel

Het verwijderen van 6én van de twee pronuclei uit de zygote gevolgd door

diploidisatie van. de achterblijvende kern levert theoretísch een homo-

zygoot vrouwelijk dier op. Het genotype is echter niet gelijk aan het

ouderdier. Betekenis voor produktie niet duideli-jk. Deze techniek is bij

een beperkt aantal muizen toegepast.

Samenvatting

Experimenteel onderzoek lijkt ge\íenst op de volgende gebieden:

- inductie van suPerovulatie

- sexen van embryots met anti-Y-serum

- klieven van embryots

één en ander naast een actief embryotransplantatieprograÍma'
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3. DE PRAKTISCHE TOEPASSING VAN EMBRYO-TRANSPLANTATIE (T.T.1 BTJ HET RUND

Drs. H. Hoogenkamp, Vakgroep Verloskunde K'I' en Voortplanting'

Fakultelt der Diergeneeskunde, Utrecht

lnleiding
Hoewel het verzamelen van embryots bij het rund zowel chirurglsch als

nier-chirurgisch rnogelijk is wordt het tegenwoordig vrijwel altijd niet-

chirurgisch gedaan. A11een op die manier is het mogeli-jk E'T' meerdere

keren toe te passen bij dezelfde donor zonder dat schade aan het dier

wordt toegebracht. Meestal heeft men de donor eerst hormonaal behandeld'

zodanig dat een superovulatie is opgeÈreden, zodat in plaats van één'

meerdere embryots tegelijk verzameld kunnen worden'

In het algemeen spoelt men de donoren op de 7e of lZe dag van de gesuper-

ovuleerde cyclus (dag van oestrus is dag 0) '

Het is weliswaar technisch mogelijk om embryo's niet-chirurgisch te ver-

zamrelen na de 4e dag van de cyclus (het moment dat de embryors vanuit her

oviduct in de uterus komen) tot ongeveer de 20e dag (het momeÍIt I^Taarop

een verkleving tussen endometríum en allanto-chorion optreedt), echter na

dag15zíjnel.geengeschikteontvangstersomdatopdagl6prostaglandine
F2o vrijkomt dat het corpus luteum in regressie doet gaaÍ|, zodat het dier

in oestrus komt, ook a1 wordt er nog een embryo in de uterus gebracht'

Bovendien is de kans op beschadiging van het embryo doot ztn grote af-

metingen na dag 13 aanzienlijk. Tussen dag B en dag 11 zijn de embryots

moeilijk te vinden doordat ze op dag B uit de zona pellucida zijn gekomen

ennognietgrootgenoegzijnomzonderdezonapellucidamakkelijk
herkend te kunnen worden.

vóór dag 6 is het ontwikkelingsstadíum van het embryo zodaníg dat het

gevoeliger is voor veranderende omstandigheden dan na dag 6'

Na het spoelen van de donor worden de embryors in de verzamelde vloeistof

opgespoord en op kwaliteit beoordeeld en vervolgens direct of na een

bepaalde behandeling zoals vtíezen, sexen of delen getransplanteerd naar

een geschikte ontvangster. Het transplanteren kan ook weer zowel chirur-

gisch als niet-chirurgisch plaatsvinden. In Nederland is het gebruikelíjk

dat de hele methode, dus zowel het verzamelen a1s het transplanteren

niet-chirurgisch geschiedt, zowel om economische als ethÍsche motieven'

De recipiënt moet Írat haar sexuele cyclus betreft synchroon lopen met de

donor. Het geeft nogal eens problemen om een voldoende groot aantal reci-
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piënten beschikbaar te hebben, waardoor er grote behoefte is ontstaan de

ernbryots gedurende langere tijd te conserveren. Dít kan door ze in te
vriezen en in vloeibare stikstof te bewaren. Een probleem voor een groot-
schalige toepassing vormen nog steeds de kosten, díe in verhouding tot de
opbrengst relatief hoog zijn. Daardoor is er vrijwel a1leen interesse Ín
kringen van topfokkers en K.ï. verenigingen. Ook zo.o E.T. voordelen
bieden bij inn- en export van vee, terwijl het veranderen van ras sneller
kan verlopen dan met de tot nu toe gebruikelijke manier van verdringings-
kruizingen.
Omdat gebleken Ís dat donorkoeien na E.T. in het algemeen zeer vlot
drachtig worden, wordt de methode soms gebrulkt bij het behandelen van
repeat-breeders, terwí-i1 het verzamelen van embryors na superovulatie ook
diagnostísch gebruikt kan worden bÍ-i een vermoeden op het aanwezig zijn
van een oviduct obstructie.

Methoden

Na een onderzoek op geschiktheid wordt de donorkoe tussen dag 9 en 14 van
de cyclus (dag van oesrrus is dag 0) geinjiceerd mer 3000 E PMSG (preg-
nant Marers serum conadotrophin) terwijl 4g uur later een analoog van
prostaglandine F2o wordt gegeven waardoor de donor na gemiddeld nog eens
48 uur in oestrus komt. In deze oestrus dient geÍnsemíneerd te worden. De

ontvangsters krijgen prostaglandines tegelijk met de donor om de cyclus
van de donor en recipiënt synchroon te krÍjgen. omdat de oestrus nlet bij
e1k dier even snel na de prostaglandine injectÍe optreedt is een goede

oestrus controle en administratie daarvan voor een groot deel bepalend
r,roor het a1 of niet s1agen van de E.T.
voordat met het verzamelen van embryots begonnen wordt, krijgt de donor
een sacrale epiduraal anaesthesie toegediend om zó het rectum stil te
leggen waardoor de kans op beschadiging van het rectum verkleind wordt,
het manipuleren via het rectum van het geslachtsapparaat vergemakkelijkt
wordt en het verontreinigen van de vulva en omgeving grotendeels voor-
komen wordt. Nadat de vulva en haar omgeving is gereinigd worcit een
é6nweg Foley katheter voorzi.en van een stilet via de cervix in één van
beide uterushoornen geschoven en in een uterushoorn gefixeerd door het
aan het eind aanwezÍge ballonnetje op te blazen. Tevens voorkomt het
ballonnetje 1ater, dat in de uterushoorn aangebrachte vloeistof langs een
andere weg dan via de kaEheter er r^reer uit kan.
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Na het verwijderen van de stilet wordt de katheter via een slangensysteem

aangesloten op een fles met I liter fosfaatbuffer. Door nu afwísselend

25-1OO ml (afhankelijk van de grootte van de uterus) van de fosfaatbuffer

in de hoorn te laten lopen en vervolgens op te vangen in een glas of fles

wordt de uterushoorn rneerdere malen gespoeld (totaal 500 ml per hoorn).

Na het spoelen van de ene hoorn wordt een katheter in de andere hoorn

geschoven en wordt deze hoorn gespoeld. De fosfaatbuffer wordt nu gefil-

treerd en het residu wordt onder een microscoop op aanwezigheid van

embryo's gecontroleerd. De gevonden embryots worden gegroepeerd en be-

oordeeld en vervolgens getransplanteerd. Hiertoe lrordt een embryo in een

inserninatie rÍetje opgezogen en in een gemodificeerde inseminatie pipet

geschoven. De ontvangster koe wordt voorbehandeld a1s de donor (anaes-

thesie en reinigen) en vervolgens wordt de pipet via de cervix in de

ger^Tenste (= ipsilaterale uterushoorn ten opzichte van het corPus luteum

bevattend ovaríum) hoorn gedeponeerd. Wanneer er onvoldoende ontvangsters

zi-jn kan het surplus aan embryots (mits het ongeveer 7 dagen oude

embryots betreft, omdat oudere embryots het invriezen nÍet zu11en over-

leven) worden ingevroren. Daartoe wordt stapsgewijs DMSO toegevoegd en

vervolgens wordt de ampu1, waarin het embryo en medi-um, afgekoeld tot

-6"c.
Bij deze temperatuur wordt kunstmatig een langzame kristallisatie opge-

wekt door het in de ampul aanbrengen van kristallisatie kernen. Iliermee

wordt voorkomen dat later, tijdens het nu volgende langzame afkoel tra-

ject, een spontane sne11e kristallisatie optreedt díe de temPeratuur in

de ampul door vrijkomende krístallisatiewarmte sterk zou doen fluctueren.

De temperatuur \íordt nu met 0.3'C/min afgekoeld tot de ge\47enste temPe-

ratuur (Èussen -30oC en -45"C) is bereikt. Vervolgens wordt de ampul ín

de vloeibare stikstof gedompeld en daarin opgeslagen.

Bij het ontdooien wordt de arnpul snel opgel^rarmd in een waterbad van 35oC.

Vervolgens wordt de DMSO verwijderd, waarna het embryo normaal getrans-

planteerd kan worden.

Resultaten
De laatste 2 jaret werden vanuit de Klíniek voor Verloskunde op ver-

schÍ11ende bedrijven totaal 94 koeien gesuperovuleerd. Van deze groep

koeien werden 4 dieren niet tochtig, vertoonden 18 dieren twee of minder

ovulaties en tas van 6én dier de cervix niet passabel voor de spoel-

katheter, zodat uiteindelijk 71 dieren (75.5%) gesPoeld werden.
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geteld, zodat gemiddeld 8.5 CL per gespoelde donor aanwezig waren. Het

aantal embryors plus onbevruchte eicellen dat uit deze groep dieren werd

verzameld bedroeg 324, dus 53.7% ten opzichte van het aantal corpora
lutea. Dit resulteerde dus in 4.6 embryots plus eicellen per gespoelde

donor. Hiervan had 65.77" eer. goede k\^/aliteít.
Er werden 6B Boede embryors getransplanteerd, hetgeen in 38 kalveren
resulteerde (56% drachtig). De andere embryors \^rerden gebruik voor andere

experimenten of waren van slechte kvraliteit.
Na behandeling mer de beschreven methode van invriezen werden 29 embryots

getransplanteerd naar pinken. Hieruit ontstonden 6 kalveren, hetgeen

resulteert in een drachtigheidspercentage ttan 20,7%.

Discussie
i,Ianneer de resultaten in genoemd materíaal geanalyseerd worden valt op

dat het gemiddeld aantal kalveren per donor klein is (1.7 kalfldonor),
terwijl de resultaten na diepvríezen nog beduídend lager liggen.
Verbeteringen zi-jn ongetwijfeld mogelijk. Echter de meest beperkende

factor is de respons op de superovulatie behandeling. De onvoorspelbare
grote variatie in de respons op een superovulatie behandeling is groten-
deels toe te schrijven aan een individuele variatie in gevoeligheid en is
derhalve niet te beínvloeden. Dit houdt in dat met de huidige superovu-
latie technieken de resultaten van E.T. en dus de prijs per E.T. kalf
slechts weínig te verbeteren zijn.
I4lat betreft het diepvriezen, door in plaats van DMSO, glycerine te ge-

bruiken zouden volgens meerdere recente bronnen de resultaten l0 tot 25%

verbeterd kunnen worden, zodat dan over een bruikbare methode gesproken

kan worden.

0m het aantal kalveren per donor te vergroten za1 het door klieven ver-
rneerderen van embryors wel eens een bruikbare methode kunnen worden. Deze

methode bevindt zich echter nog in de beginfase en Ís zeker nog niet voor
praktische toepassing geschikt.
De conclusie moet zÍjn dat E.T. bij het rund niet-chirurgisch goed moge-

lijk is, maar dat het voor een gemiddelde veehouder in verhouding tot de

opbrengst te duur is.
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4. }4OGELIJKE TOEPASS]NGEN VAN CLONERINGSTECIIN]EKEN IN DE DIERLIJKE

PRODUKTlE

Dr.D.F.M.vandeWiel,InstituutvoorVeeteeltkundigonderzoek
fschoonoord' , zeist

Inleiding
De genetische variatie die het resultaat is van de normale geslachtelijke

voortplanting heeft tot gevolg dat er binnen elke populatie van landbouw-

huisdieren individuen zijn, die méér dan het gemiddelde dier beschikken

over de genetische aanleg tot bepaalde door de mens ge\^Tenste eigenschap-

pen. Hiervan wordt dan ook gebruik gemaakt, doordat deze dieren selectíef

worden vermeerderd via stamboeken, nakomelingenonderzoek, kunstmatige in-

seminatie, embryotransplantatie en inteeltlijnen'

Een ander gevolg van de grote varÍatie díe ontstaat door geslachtelijke

voortplanting is het ontstaan van enkele indivíduele dieren met een zeer

gewenst fenotype, zoals bijvoorbeeld een hoogproduktieve melkkoe of een

winnend renpaard.

Door recente ontr^Tikkelingen op het gebied van de celbiologie is het in

principe mogelijk geworden om exacte genetísche kopieën (= clonen) te

maken van bepaalde dieren die om één of andere reden extra gewenst zijn.

Met enkele van deze technieken, zoals diploídisering van de eicel van

homozygote moederdíeren, of transplantatie van de kern van een somatische

ce1 in een eícel of in een zygote) kan in principe een genetísche kopie

worden gemaakt van een volwassen dier, Prof. Zeilrnaker heeft in zíja le-

zirtg deze cloneríngstechnieken reeds gedetailleerd behandeld. Helaas ís

het zo dat de technische problemen om langs deze weg tot werkelijke pro-

duktie van clonen te komen, nog lang niet zijn opgelost, aL zíjtt' er wel

reeds via de diploÍdisatietechniek enkele homozygote muizen geproduceerd

(Hoppe & ll1mensee, 1977) .

Een techniek waarmee het inderdaad mogelijk is om genetische kopieën te

maken van een individueel dier, is de techníek van embryoklieving' in

combinatie met enbryotransplantatie. we1íswaar kunnen langs deze weg

slechts kopieën worden gemaakt van embryots' en niet van volwassen die-

ren. Bovendien is het aantal op deze wijze geproduceerde kopieën waar-

schijntijk beperkt tot 4. Niettemin zou men, door één embryo zich te la-

ten ontwikkelen en de overige voorlopig i.n te vriezen, de eigenschappen

van verschillende clonen kunnen testen, om vervolgens de beste embryots
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uit te kiezen voor verdere produktie. In e1k geval is het reeds mogelijk
om via de techniek van embryoklieving en -transplantatÍe, het aantal na-
komelingen van vóór geselecteerde afstamming te vergroten. Voorlopig 1ig-
gen de voordelen van deze cloneringstechniek echter vooral nog op het
vlak van het wetenschappelijk onderzoek, zoals beschreven zal worden in
de discussie.

Resultaten

rn i970 verscheen de eerste publikatie (Mu11en et a1.), waarin het kunst-
matig rot stand brengen van identieke zoogdierrweelingen werd beschreven.
Deze onderzoekers kweekten in vitro, éénce11ige muis-blastomeren (= gs1-

1en afkomstig van een méércel1Íg embryo) tot morulae, waarna zij embryo-
transplantatie toepasten. uit onderzoek van Moustafa et a1. (1978) bleek
dat de resultaten aanzienlijk konden worden verbeterd door morulae een-
voudig in twee helften te snijden, en de helften te transplanteren in re-
ceptor muizen. 0p deze manier werden 8 stel identieke tweelingen verkre-
gen.

De eerste onderzoeker die op deze wijze ídentleke tweelingen produceerde
van landbouwhuisdieren was hlí11adsen (1979), Hij slaagde erin om 5 stel
identÍeke tweelingschapen te naken door blastomeren van 2-cellige
embryo's van elkaar te scheiden en tijdelijk te voorzien van een kunst-
matige zona pellucida van agar. Het bleek niet a1leen mogelijk om gehal-
veerde Z-ceTlige blastomeren voor dit doel te gebruiken, maar ook gehal-
veerde 4- en 8-ce11Íge blastomeren. 0p deze wijze werclen 3 stel identieke
tweellngschapen geproduceerd, en nog eens 3 stel nadat deze enige tijd
ingevroren r{aren ge\^7eest (trrri1ladsen, 1980) .

ook bij runderen bleek deze techniek te kunnen worden toegepast, waarbij
ditmaal uit krrart-embryors van 8-ce11ige blastomeren é6n identÍeke drÍe-
ling en 2 stel identieke t\^reelingen werden geboren (willadson & po1ge,

1981). Tevens bleek het mogerijk om rundermorulae van 5 of 6 dagen oud,
dat r^ri1 zeg9eÍL op een leeftijd waarop doorgaans embryotransplantaties bij
runderen worden uitgevoerd, te halveren waardoor de efficiëntie en de

economie van embryotransplaotatieprogrammats kan worden verbeterd. De

slagingskans bleek echter aanzienlijk kleiner indien kwart-embryots van
dag 5 morulae werden gebruikt (Willadsen et al., 1981). i,Ie1 bleek het
mogelÍjk om, bÍj het schaap, uit kwart-embryots één identieke vierling en

verscheidene identÍeke drielingen te laten ontstaan (wi11adsen, lggl).
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Een groep Franse onderzoekers slaagde er onlangs in om de techniek

aanzienlijk te vereenvoudigen, door de gehalveerde embryo's direct te

transplanteren, zonder gebruÍkmaking van de agar coating. Op deze wíjze

werden 6 identÍeke tweelingen verkregen ult 16 gehalveerde dag 6 - dag 7

runder-embryor s (ozil, 1981).

Met gebruÍkmaking van soortgelijke technieken is het daarnaast ook moge-

lijk gebleken om chímaeren te produceren. Door 2 ééncellige blastomeren,

afkomstig van tvlee verschillende morulae, Samen te brengen, ontstaat een

chimaer, waarbij echter de kans bestaat dat slechts één van beide ce1-

t)rpen in het volwassen dier aanwezíg is. Zo werden 4 identíeke blasto-

cysten geproduceerd door ce11en afkomstig van een Hereford morula te com-

bineren met cellen van een FrÍesian morula. Twee van de 4 embryors ont-

wikkelden zich tot Hereforcl-Friesian chimaeren, en de andere 2 ontwikkel-

den zlch tot zuivere Hereford kalveren. Eén van de chimaeren was hoofd-

zakelijk van het Hereford type, maar had grote zwaÍte vlekken op de huid

afkomstig van het Friesian embryo, terwijl de ander hoofdzakelijk van het

Friesian type \^7as, maar met grote bruine vlekken afkomstig van het

Hereford embryo (ARc-report 1980-198i) .

Species verschillen blijken hierbij geen onoverkomelijke barrière. TÍ.j-

dens mijn recent bezoek aan het ARC Institute of Animal Physiology in

Babraham liet men mi-i een chimaer zien die afkornstig \ías van een schaap-

en een geit-embryo. Het dier had het uiterlijk van een schaap, maar de

vacht bestond afwisselend uit schape- en geiteharen.

Discuss ie
De voordelen van het produceren van clonen tloor middel van de techniek

van embryoklieving en -transplantatie kunnen als volgt puntsgewijs worden

samengevat.

- Reductie van de genetische variatie in wetenschappelijke experímenten.

Door gebruik te maken van ééneiíge tweelingen van voorgeselecteerde af-

stamming en zeLf te kiezen leeftijd, kan men de genetische en de omge-

vingsfactoren die van invloed zijn op bepaalde te bestuderen kenmerken,

veel beter van elkaar onderscheiden.

- Produktie van genetische kopieën van individuele dieren met uitzonderlijk

ger,renst f enotype.

Dlt is nog slechts in beperkte mate

een deel der ééneiïge tweelingen of

mogelijk, namelijk door i-nvriezen van

rneerlingen, in afwachting van de eigen-
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schappen die de niet-ingevroren clonen zu1len blijken te bezitten.
De meest kansrijke methode lijkt op den duur te zijn de transplantatie
van kernen vaÍ1 somatische ce1len in eicellen; waarschíjnlijk zullen
hiervoor echter nog jaren van ontwikkelingswerk nodig zíir.. De beste
kandidaten voor donorcellen zouden wellicht spermatogonía zijn.
Overigens kan men verwachten dat over het algemeen de langs deze weg ver-
kregen clonen weliswaar fenotypisch erg op elkaar zu1len lijken, maar dat
zi-i rninder aan elkaar gelijk zullen zijn dan het geval is bij ééneiíge
tweelingen. Dit is een gevolg van verschillen zowel 1n uterine milÍeu als
in omgevingsfactoren na de geboorte. Verschillen in fenotype zouden zelfs
erg groot kunnen zijn bij kenmerken met een lage erfelijkheidsgraad,
zoals reproduktÍekenmerken of melkproduktÍe; bij deze kenmerken ontstaat
de variatie normaal gesproken meer door de omgeving dan door het
genotype.

Ook een aantal genetische verschillen tussen clonen kan men verwachten.
Eén oorzaak van mogelijke verschillen berust op de waarschijnlijk mater-
nale vererving van het mÍtochondriale genoom en de mogelijk eveneens

maternale verervíng van het centriolen genoom. Een andere bron van

functionele genetische variatie Ís de willekeurige inactivatÍe van één

der beíde X-chromosomen in vrou\relijke individuen. Overigens lijkt het
onwaarschijnlijk dat clonering een ro1 za1 spelen bij het produceren van

grote aantallen dieren voor directe produktiedoeleinden. Hiervoor zijn de

technieken (nog) te ingewikkeld en te duur.

- Produktie van enkele genetische kopieën van individuele dieren met een

uitzonderlijk gewenst genotype ten behoeve van de fokkerij.
Zelfs a1s de cloneringstechnieken ingewikkeld en kostbaar ziitr kan men

verwachten dat ze, op deze manier toegepast, zeer veel profijt zul1en op-
leveren. Tn Amerika verwacht men op den duur een toepasslng op dezelfde
schaal a1s bij embryo-transplantatie (SeÍde1, 1980).

- ProduktÍe van lijnen van dieren met een hoog percentage van een onge\^7oon

kenmerk (bijv. tweelinggeboorten bij runderen), sne1le produktie van in-
teeltlÍjnen en automatÍsche selectÍe op geslacht.
Deze toepassingsmogelijkheden spreken voor zi.ctrzelf. Automatische selec-
tÍ-e op geslacht is echter a11een mogelijk bij de dÍploidisatie-techniek,
waarbij uitsluitend vrouweli-jke dieren ontstaan.
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Nadelen van cloneríng zijn:

- clonering is waarschijnlijk (voorlopig) een moeizame techniek met een

lage kans op succes.

- Clonering is (voorlopig) zeer kostbaar.

- Naast de problemen van het cloneren zit men ook altijd vast aan de pro-

blemen van het kweken en transplanteren van embryots.

- Het is (voorlopig) onrnogelijk om kopieën te maken van volwassen dieren.

- Ten gevolge van clonering kan er een vermindering ontstaaÍI van de gene-

tische varíatie in een .populatie.
- De economie van de producenten van zuivere rassen kan erdoor worden

vers toord .

Tenslotte lijkt ook de diersoort een factor te zijn die de toepasbaarheid

van cloneringstechnieken mede bepaalt. Clonering zal het meest van belang

zijn voor monotoke díeren met een lang generatie-interrzal, zoals runderen

en paarden. Bij diersoorten zoals schapen en geiten za1 clonering minder

snel tot toepassing leiden en bij dieren met meerdere nakomelingen in een

worp, zoals konijnen en varkens, is de praktísche toepasbaarheid waar-

schijnlíjk het kleinst.
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Discussie rblokr 
1

Alink concludeert uit Hoogenkamp's voordracht dat hij a1s i.nvrlestechniek

voor muizenembryors de zogenaamde ttweestaps koelrnethodet volgt' een

aantal jaren geleden ontwikkeld door Farrant (U.f.;, a1s vervanging van

de geprogrammeerde invriesmethode. Een verschil is dat Farrant vanaf

-20oC naar vloeiba.re stikstoftemperatuur koelt, terwijl Hoogenkamp lagere

temperaturen (dan -20"C) onderzocht heeft en vindr dat tussen -30oC en

-40oC de optimale temperatuur 1igt. Alink c.s. vonden eveneens dat bij

het invriezen van gedifferentieerde hartcellen -30oC een hogere opbrengst

gaf dan -20'C. Een nog verdere verbetering van de 2-stapsmethode ten

aaozíen van overleving was te verkri-jgen wanneer men het traject van

0 tot -20oC snel doorloopt en vervolgens tot -30oC langzaam koelt.

Alink vraagt of Hoogenkamp deze methode met embryors ook vo1gt.

Hoogenkamp: Daar kan ik heel kort over zi-jn. Ik koel vanaf -6'C tot -30"C

lineair. Aan onderzoek binnen dat traject zijn we nog niet toegekomen.

Alink: U vindt een overleving van ruwweg 302?

Iloogenkamp: 80% overleving in een reageerbuis en na transplantatie tot 20

à 30% zowel voor het rund als voor de muis.

Alink: U vindt dat met betrekking tot het succes van het invriezen, het

ontwikkelingsstadium van de embryo's sterk bepalend is. Embryo's ouder

dan 12 dagen kunnen, dacht ik, niet meer gereanimeerd worden. llijn vraag

is of dit samenhangt met de grootte van het embryo na die 12 dagen of met

het ont\^Tikkelingsstadium. hlanneer er samenhang is met de grootte, dan

lijkt het me mogelijk om door middel van klievj.ng een dusdanige ver-

kleining te verkrijgen dat na die periode succesvol ingevroren kan wor-

den.

Hoogenkamp: Ik denk dat je die verder ontwikkelde embryo's moeilijk

zodanig kunt klieven dat ze overleven. Naar míjn idee speelt het ont-

wikkelingsstadÍum (na dag 10) een ro1.

Buis: Naar aanleidÍng van de hybríde schaap-geit ín Van de Wiel's voor-

dracht, vraag ik me af of dit iets bijzonders is, of dat men ook via na-

tuurlijke dekki.ng zoiets kan verkrijgen. Is er een relatie tussen deze

bastaard en bijvoorbeeld muildier en -ezel? Met andere woorden is deze

hybride vruchtbaar?
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Zeilmaker: Het Elaat níet om hybriden, maar om een chímere, dat \íi1 zeP;gen

een gemengd embryo. tr{anneer een chimere muÍs die in elk laboratoriurn

gemaakt kan worden, nakomelingen kr:ijgt, dan zíjr. de geslachtscellen

afkomstig van één van de t\^/ee componenten of van beide. Dus die ge-

slachtscellen hebben het genotype van één van de componenten en die zijn

öf van het schaap öf van de geit in dit geval. Dus dÍe nakomelingen zijn

volkomen normaal: schaap of geit.

Het belang van het chimere-onderzoek, dat bij muizen op grote schaal

mogelijk is, is dat b1i-ikt dat e1k orgaan in het lichaam (oog, 1ever,

milt etc.) nooit afkomstig is uit één cel, maar uit een populatie van

ce1len, want e1k orgaan 1n het lichaam in deze experimentele chimeren,

kan chimeer zijn,
Van de I{ie1: Het bi-jzondere is dat dlt het eerste voorbeeld is van een

chimere afkomstig van een schaap en een geit. Dit is vrij recentelijk
gelukt en of het dier vruchtbaar is werd nog níet bekeken.

Buls: trrlat beoogt men hiermee?

Van de líie1: Voor zover mij bekend beoogt trr1illadsen hiermee a1-leen fun-

damenteel onderzoek: \{at kun je met embryots doen en rrat laten deze toe.

x: Bij die schaap-geit chimere komen in elk orgaan dus 2 typen ce11en

voor. Geldt dit nu ook voor geslachtscellen?

Zeilmaker: Dat is in een experimentele studie bíj de mujs inderdaad

aangetoond. Daar zi-t echter weer een probleem aan vast. Die 2 embryors

waaruit de chimeer ontstaat kunnen van verschillend geslacht zijn zodat

je in één individu een aanleg tot hermafroditisme hebt; in de praktíjk

bfijkt dat het mannelijk geslacht gaaL overheersen. I^Janneer beide van

hetzelfde geslacht zijn, dan kunnen in. het ovarium 2 soorten eicellen
aanwezig zijn, in de testis kunnen 2 soorten zaadcellen geproduceerd

worden.

Taverne vraagt aan Zeilmaker om nadere uitleg over resistentie bij jonge

embryots tegen teratogenen.

Zeilmaker: Die vraag wordt natuurlÍjk geste-l-d ten aanzien van het werken

met embryo?s bij de mens met name; vrat voor risicots daaraan verbonden

zijn voor het zích ontwíkkelend individu. Ook bij de farmacologen leeft
de vraag of we die embryotest niet kunnen gebruiken als screening op

mogelijk teratogene stoffen. Je kunt honderd embryots (muÍzen) aan de

test blootstellen en daar later individuen van maken en kijken of er

afwijkingen zijn. Het blijkt dat het blootstellen van een muize-embryo na
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de impl,antatie aan teratogene stoffen a1s mitomycine, op een bepaalde dag

bijvoorbeeld bij 90% een hazelip geeft. Wanneer je dat twee dagen daar-

voor geeft, dan werkt het níet. Met andere woorden die stoffen werken

a11een tijdens de organogenese, dus na de implantatie. Het blootstellen

van jonge embryots aan die stoffen, kan we1 leiden tot de dood van het

embryo (toxisch), maar niet tot die Eeratologieën díe men kent na tle

implantatie. Daar is uitvoerig werk aan verricht. Men komt tot de con-

clusie dat het ernbryo we1 kan omkomen doordat bijvoorbeeld de pH nlet

goed is of dat een stof toxisch is, maar dat die schade zich niet mani-

festeert later in de ontwikkeling.

Metz: Kun je via techníeken als cl.onering komen tot stabil1sering van heË

heterosis effect? In c1e veefokkerij vinden zeer veel kruisingen plaats in

de hoop via een he,terosis-effect een superieure kwaliteit te verkrljgen.

Zeilmaker: Daar z':e ik geen toekomstmogeli-ikheid voor om dat te fixeren'

Het aantal nakomelingen van één bepaalde kruísing bli,jft beperkt alhoewel

je dat enigszins zou kunnen vergroten'

Van de Wiel: Clonering via kern diploidisatie om tot exacte copieën te

komen heeft alleen effect als je een hor,rozygote ouder hebt; dat heb je

juist niet a1s je uitgaat van een kruising.

Boender: Bij de cloneringstechnieken moet begonnen worden met het ver-

wijcleren van de zona pellucida, wat in dÍt geval in Engeland met behulp

van microchirurgísche methoden gebeurt. Is het ook te doen met enzymen

bi-j deze dieren, bijvoorbeeld met hyaluronidase?

Van de Wiel: Dat r^7eet ik niet, ik werk zelf niet aan clonering.

Zeilmaker: Nee. Er zijn soortveIschillen. Het verwi-jderen van de zona

pellucida gebeurt met pronase of trypsine. Hyaluronidase is nodig om <le

cumuluscellen te verwi.jderen. Pronase is niet in a1le diersoorten acËief

en het hangt ook sterk van het sÈadium van het embryo af of de zona

pell,rrcida nog gevoelig is voor pronase.

Hoogenkamp: Bij het rund kan ik me dat nog we1 voorstellen. De zona

pellucida wordt met pronase nÍet geheel opgelost maar wordt we1 tbrozert,

langs mechanische weg wordt deze tenslotte verwijderd.

Boender: Ik ben nanelijk met pronase bezíg. Bij varkenseicellen lukt het

niet hiermee.

Van der Steen: Het lijkt er oP dat

dat dat schadelijke effecten heeft.
grove mefhode van beoor<1el,en?

je met ernbryots veel kunt doen zonder

Is het we1 of niet overleven niet een
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Zeilmaker: Het gaat erom of -je afwijkende nakomelíngen kri-jgt na manipu-

latie met embrvonen en die zi-jn eÍgenlijk nooit gevonden. Dus je vindt
overleving of géén overleving. A1s -je kernen gaat Ëransplanteren zoals

Hoppe en Illmensee dat bij muizen hebben gedaan, dan gaat wanneer U of
\^/ij dat doen, we1 90% van de embryo's dood. A1s je het goed doet ligt dat
percentage 1ager.

De naald díe in de kern gaat in de pronucleus zie je ni.et en toch over-
leven veel van deze zygoten en ontwikkelde zich tot muizen. Ik heb meer

dan 100 van die muizen gemaakt en je verbaast -je over het feit dat de ce1

dat al1es kan verdragen.

A1Ínk: Is er in verband met de vorige vraag, ook gekeken naar bijvoor-
beeld genetische defecten, bepaalde enzvmdeficiënties, mutagene veran-
deringen of andere lange termijn effecten?
Zeilmakgr: Bij de muis is vastgesteld dat de voortplanting na afloop
volkomen normaal is, dat er géén morfologische afwi-ikjngen zíjn. Ook zijn
er nog transplantatieproeven gedaan.

Metz: Kunt U iets zeggen over (genetische) manipulatíe van embryots en

eice1len.
Zeilmaker: fk kan a11een wat speculeren. Ik 1íet U zien dat het mogelijk
is om vreemd DIJA met name in de muis te brengen. De transcriptíe is nog

een probleem, maar er zijn berichten in de literatuur dat het vertaald
kan worden. Men zou zich kunnen voorstellen dat deze experimenten ook bij
landbouwhuisdieren worden uitgevoerd. Je zotr bÍjvoorbeeld het groei-
hormoon-gen, <lat in gecloneerde vorm beschikbaar is (in handen van de

industrie) in runderen kunnen inbrengen. De vraag is of dit tot expressie
komt en aanleiding geeft tot een verhoogde groeihormoonproduktie. Het

lijkt me beter om dít eerst blj muÍzen uit te voeren. Er is een mogelÍjk-
heid dat je op deze manier een snellere groei krijgt; je hoeft het maar

éénrnaal te doen en het blijft permanent in het genoom aanwezig.

Garssen: Er is in Uw inleidlng sprake geweest van rantí-Y-serum' , tegen

welke antigene component is dit serum opgewekt?

Zeilmaker: Dat is bij muizen gebeurd. Men immuniseert een konijn tegen

materiaal van een mannelijke muis. Het koníjn maakt antilichamen tegen

het Y-chromosoom, maar tegen a1 die andere honderden eíwitten eveneens.

Daarna neutraliseert men dit antÍ-serum behalve dat antilichaam tegen het
Y-chromosoom, meE een homogenaat afkomstig van een vrouwelijke muis

nÍaarin al die honderden andere eiwitten ook voorkomen (want men beschikt
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over ingeteelde muizen). Er is één laboratorium in de verenigde staten

dat anti-Y-serum heeft, dat werkt tegen mannelijke ce11en van de muis.

In hoeverre er kruisreactie is naar andere diersoorten I^7eeË ik niet' Dat

zou we1 essentieel zijn wanneer men zotÍt antiselum bij het rund zou wi1-

1en maken, \^7ant je kunt natuurlijk niet antistiereserum neutraliseren met

een koeieserum vrant die twee ziin weer genetisch verschillend' Je moet

dus identÍeke indíviduen hebben, die a11een van geslacht verschillen om

serum te verkrijgen. Kruisreactie is, dacht ik, we1 beschreven tussen

muis en rat; of dÍe Eussen muis en rund aanwezig is, weet ik niet'

Van de wíel: Je zou eigenlijk kopieën van volwassen dieren wi11en maken

en dat kan eigenlijk nog niet voorzover ik weet, Je kunt, Ín theorie, wel

kerntransplantatie doen van een kern van een somatische cel in een eicel'

Is er a1 geëxperimenteerd met kernen van spermatogonia? Zouden die het

soms beter doen?

Zeílmaker: Nee, bij amfibiën waat deze proeven veel gemakkeli-jker gaan'

is het nog nooit gelukt om door één kerntransPlantatie van een somatische

cel een hybride te verkrijgen, Er moeten hertransplantaties plaatsvinden.

Het eníge vrij spectaculaire is dat men uit een kern van een darmcel van

kikkerlarven een individu verkregen heeft. Ik zíe niet in dat een en

ander realiseerbaar is.

Timmernan: Met betrekking tot het vorige wi1 ik nog aanvullen dat in de

darm erg veel ongedífferentieerde ce11en voorkomen en dat in dít experi-

ment slechts ít 4% van de gevallen een embryo ontstond'
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5. DE BETEKENIS VAN SOMATISCHE CEL1IYBRIDISATIE VOOR DE DIERLIJKE

PRODUKTIE

MONOCLONALEANTILICHAMEN:EENBELANGRIJKEONTI,IIKKELINGINDE

SEROLOGIE

Dr. E. Egberts' J.J.M. van Groningen

Vakgroep Experimentele Diermorfologie en Celbiologie'

Landbouwhogeschool, Wageningen

Inleiding
Fusie van somatísche ce11en, alle ce1len van een organisme behalve de

geslachtscellen, is in de natuur geen onbekend verschijnsel. Meer dan 150

jaar geleden stelde de Duitse bioloog Miiller vast dat sommige patholo-

gische verschijnselen, zoals tur,rorvorming, bij dierlijke organismen

gepaard gaan met het optreCen van veelkernÍge cellen' Lang bleef het een

punt van discussie of zulke veelkernige cellen ontstaan door het achter-

wege blijven van celdeling na kerndelingen, of door heË versmelten van

meerdere éénkernige cel1en. Alleen in het laatste geval kan men strikt

genomen van celfusie spreken. Inmiddels ís gebleken dat beide mechanismen

in de natuur aangetroffen worden. Zo is de vorming van veelkernige spier-

ce11en door versmelting van een aantal myoblasten een goed voorbeeld van

celfusie. Alhoewel ook de vormlng van een zygote door celfusj,e tot stand

koint, wordt dit verschijnsel echter niet gerekend tot het terrein van de

somat ische celhYbridisat ie.

Historie van somatische celhybridisatie

Tn het begin van deze eeuw slaagde Harrj.son (1) er in zenuwweefsel van

een kikkervísje buiten het lichaam in leven te houden in een medium be-

staande uit lymfevocht van de kikker. De daaropvolgende toepassing van

dierlíjk serum in het kweekmedium door carrel (2) vormde een inleiding

tot de standaardisatie van kweekmethodes voor dierlijke ce11en. In het

bijzonder is de bijdrage van de groep van Earle (3) hierbij van onschat-

bare waarde gerTeest. Zij toonden a1s eersten aan dat het mogelijk is om

ilierlijke cellen in grote hoeveeJheden op glas als substraaL of in

suspensie te kweken. Bovendien waren zij in staat in celkweken uit één

enkele cel nieuwe celcultures te ontwikkelen (cloneren). Momenteel vormt

cel- en weefselkweek gezien de mogelíjkheden tot het hantelen en bestu-

deren van cellen onder controleerbare omstandigheden een belangrijk com-
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ponent van celbiologisch onderzoek aan eukaryotische ce11en.

In 1960 toonden Barski et a1. (4) aan dat ook fusie van somatische cellen
in celkweek kan plaatsvinden. Okada (5) introduceerde het gebruik van

geínactiveerd virus om celfusies in vitro te induceren. Het jaar 1965

wordt we1 beschouwd als een belangrijk jaar voor de ontwikkeling van de

huidige somatische celhybridisatietechnieken. Harris en Watkins (6) pu-

bliceerden toen dat fusie in vitro ook optreedt tussen cellen afkomstig
van verschillende diersoorten, waarbij zogenaamde heterokaryons nTorden

gevornd. Tevens lieten EphrussÍ en l^leiss (7) zíen dat dergelijke fusie-
produkten na versmelting van de beide kernen kunnen overgaan in
synkarions, welke in staat zijn zictr in celkweek te verneerderen.

Toepassingsgebieden van somatische celhybridlsatie
Uit onderzoek met deze synkarions bleek al spoedig dat een verlies van

chromosomen van één der beide partner-genomen ín de hybride ce1 optreedt,
Dit verlies blijkt groter, naarmate de verwantschap tussen de diersoor-
ten, vraarvan beide parEnercellen'afkomstig zijn, geringer is. Het feno-
meen van chromosoomsegregatie in synkarions vormt de basis voor het
opstellen van genenkaarten van dierlijke ce11en in de somatische cel-
genetica (8, 9). Vooral in de huma.ne geneeskunde is daardoor onze kennis
van de achtergronden van erfelijke afwijkingen de laatste jaren aanzien-
lÍjk toegenomen, en zijr, daarmee de mogelijkheden voor de prenatale
diagnostiek van aangeboren afwijkingen vergroot.
In fundamenteel celbiologÍ.sch opzicht draagt de somatische celhybridi-
satie in belangrijke mate bij aan het onderzoek naar de regulatíe van de

genexpressie en heÈ mechanisme(n) van celdifferentiatj.e. Afhankelijk van

de soort en de toestand van de bij celhybridisatie gebruikte cellen, en

de aard van de genetische eÍgenschap welke bestudeerd wordt, kan de

expressie van een gen van é6n der partnercellen in een synkarion aanwezíg

blijven (coëxpressie of codominantie) of onderdrukt worden (extinctie).
Ook is het mogelijk dat een eigenschap die in de ouderlijke cel niet
aantoonbaar was, in de nieuwe sltuatíe we1 tot uÍting komt (activatie).
Algemene kenmerken van ce11en, zoals die welke noodzakeli-ik zijn voor het
voortbestaan van de ce1, vertonen vaak het verschijnsel coëxpressie. De

expressie van kenmerken welke karakteristiek zijn voor gedifferentieerde
cel1en is daarentegen veelal onderhevig aan extinctie. Dit laatste komt

overeen met gegevens die erop wijzen dat selectie in celkweek op goede
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groei-eigenschappen van de cellen gePaard gaat met een neiging tot ver-

lies van gedifferentieerde kenmerken, met andere woorden, proliferatie in

vitro en gedifferentieerde kenmerken sluiten elkaar uit. Dit is een groot

probleem bij de biotechnologische toepassing van eukaryotische celkweken

voor het verkrijgen van specífieke genprodukten zoals bijvoorbeeld hor-

monen en immunoglobulines. vanuit dit oogPunt ligt een toepassing van

recombinant DNA-technieken voor de produktie van zulke stoffen door

bacteriën meer voor de hand. Echter, een groot aantal van deze stoffen

is voor hun bíologísche activiteit aange\íezen op de aanwezigheid van

koolhydraatzijketens.lnprokaryoteSyStemenvindtglycosylatie,de
koppelingvandezekoolhydraatzijketensaaneilTitten,nietplaats.Hetis
echter mogelijk dat de ontwikkeling van eukaryote gastheer-vector

Systemenhiereenuitkomstkanbieden.Eenanderprobleembíjproduktie
door gerecombineerde bacteriën betrefË de mogelijke verontreiniging van

het eindprodukt met endotoxines. Derhalve blíjft het ondeÏzoek naar de

mogelijkheden vàn somatische celhybridisatie voor een biotechnologische

toepassing, r^Taarvoor zeker perspectieven aanwezíg zijn, van belang' De

aard en achtergrond van de beide partnercellen in een celfusie liikt

nameli-jk een belangrijke ro1 te spelen bij de bepaling van het lot van

een gedifferentieerd kenmerk in een eventuele celhybride. Naarmate de

morfologische en functíone1e eigenschappen van de gebruikte celtypes meer

overeenkomen, wordt de kans op extinctie van een gedifferentieerde eigen-

schap kleíner. Een goed voorbeeld hiervan is de produktie van monoclonale

antilichamen door hYbridoma's.

Hvbrídomar s en monoclonale antilichamen

Behoudens enkele uitzonderingen waarbij plasmacellen of hun voorlopers

met behulp van virussen getransformeerd konden worden tot PermaneÍIte

cellijnen (10, 11, 12), zijn de voor de synthese van immunoglobuline

verant\47oorde1ijke plasmacellen buiten het organisme geen lang leven be-

schoren. Uit een groot aantal experímenten ín het begin vao de jaren

zeventig kwam naar voren dat, ofschoon in een synkarion extinctie van de

synthese van immunoglobulíne zeer vaak optreedt, een aantal combinaties

van ouderlijke celtypen aanleiding geven tot coëxpressie van dit ge-

dífferentieerde kenmerk. Hierop voortbouwend slaagden Köh1er en Milstein

(13, 14) erin door fusie van een immunoglobuline producerende, in cel-

kweekgoedprolifererende,muísplasmacytomacelmeteendoorantigeen
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geactÍveerde B-lymfoblast afkomstig van een geimmuniseerde muis, eeÍ1

celhybride (hybridoma) te verkrijgen. Deze kon enerzijds onbeperkt in
celkweek aangehouden worden, en produceerde anderzi-jds een antilichaam
dat specifiek was voor het gebruikte ancÍEieen (monoclonaal antilichaam).
Deze methode, die de mogelijkheid biedt om antilichamen met een absolute
specificiteit en constante titer te verkrijgen tegen e1k gewenst antí-
geen' werd in korte tijd veelvuldíg nagevolgd. Aanvankelijk werd de

hybridomatechniek voornamelÍjk beoefend in laboratoria waar immunolo-
gische vraagstellingen bestudeerd werden, en r^raar men daarnaast beschikte
over facíliteiten voor dierlijke celkweek (zie referentie l5). Naast
diverse laboratoria *) in \,"d.rland werkzaam op het gebied van de humane

geneeskunde, kan in de landbouwkundige sector a1s voorbeeld worden ge-
noemd de sectie celbiologie van de Vakgroep Experimentere Diermorfologie
en Celbiologie aan de Landbouwhogeschool, Wageningen (16, 17, 18, 19).
spoedig kreeg men eehter oog voor de veel bredere mogeli-ikheden in de

fundamentele (zie referentie 20) en toegepaste (zie referentie 21) sero-
logische analvse en diagnostiek, en raakten ook anderen dan immunologen
en celbiologen geinteresseerd in de hybridomatechniek.

Voordelen van monoclonale antilichamen
Monoclonale antilichamen kunnen in een aantal opzíchten aan de beper-
kingen van het gebruik van op rconventionelet wi--ize verkregerr antisera
tegemoet komen. Hiervan zullen in het kort enkele worden besproken.
l. Specificiteit en kruisreactiviteit
De specificiteit van rnonoclonale antilichamen voor é6n determinant, een
kleinst mogelijke eenheÍd van een antigeen \raarmee een immunoglobuline
molecuul kan reageren, sluit krulsreactivi-teit tegen andere antígenen
uit, tenzij deze beschikken over precies dezelfde determÍnant rTaartegen
het monoclonaal antíllchaam gericht is. rn dat geval echter kan men

alsnog onderscheid maken- tussen zulke antigenen, en de overeenkomsten en

verschillen ondubbelzinnig vaststellen, a1s men over meer monoclonale

x) Tot deze laboratoria behoren:

- Afdeling celbiologie en Genetica, Erasmus universitei-t, Rotterdam
- Afdeling Tmmunologie, Antonie van Leeuwenhoek-Ziekenhuis, Ar,:sterdam
- centraal Laboratorium voor de BloedtransfusiedÍenst, Amsterdam
- Instituut voor Experimentele Gerontol_ogie TNO. Rijswijk
- Laboratorium voor Nierziekten, Katholieke universiteit, NijÍregen
- Rijksinstituur voor de Volksgezondheld, Bilthoven
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antilÍchamen beschikt gericht tegen determinanten waarin de antigenen

verschillen. Aangezien conventionele antisera bestaan uit een mengsel

van verschillende immunoglobulines, e1k gericht tegen één der determi-

nanten van een antigeen, en dit mengsel niet in- de afzonderlijke com-

ponenten is te scheiden, zu11en deze antisera. bij overeenkomst van een

deel der antigene determinanten €ieen onderscheid tussen antÍgenen kunnen

maken' voorbeelden van zulke antigenen zijn nauw ver\^7ante soorten van

virussen, bacteriën en parasieten. Ook complexe cellulaire structuren

zoals de weefselantigenen, bloedgroepfactolen, en de op immunoglobulines

en verwante moleculen gebaseerde celreceptoren, die opgebouwd zijn uit

polymorfe (unieke) en algemene elementen, zijn serologisch lastig te

definiëren.
2. Constante eigenschappen

Niet a11een van proefdier fot proefdier, maar zelfs van innnunisatie toË

imrnunisatie van één en hetzelfde individu kan de k\^raliteit van een tcon-

ventioneelr verkregen antiserum sterk variëren. De in vitro kweek van

hybridomars biedt daarentegen de mogelijkheid onder gestandaardiseerde

omstandigheden serologische reagenËia te produceren Í'1et een hoge en

weinig variabele concentratie aan antilichaam en een uniforme affiniteit

voor het antigeen. Een bijkomend voordeel kan een besparing van het

gebruik van proefdieren zijn.

Toepassíngsgebieden van monoclonale antilíchamen

0p grond van de beschreven ei-genschappen van monoclonale antilichamen

kunnen momenteel de volgende mogelijkheden voor toepassing in onderzoek

en praktijk van de plantaardige en dierlijke produktie worden aangegeven:

1. lmmunodiagnostiek

Zoals reeds in het voorafgaande aangeduid kan de serologlsche detectie

met monoclonale antilichamen van bijvoorbeeld infectieuze organismen,

verontreioigingen, hormonen en hormoonderivaten en pathologische ver-

schijnselen, tot ontv/ikkeling gebracht, respecti.evelijk verfijnd \íoIden.

Daarnaast kunnen monoclonale antilichamen een ro1 spelen in het funda-

mentele op landbouwkundige toepassing gerichte onderzoek waarbij iden-

tificatie van biologische structuren of macromoleculen, in het bijzonder

Í/anneer ze in een cornplex verband voorkomen, tot nu toe een belemmering

is gebleken. Voorbeelden hiervan zijn het genetisch onderzoek op het

terrein van ziekteresistentie en onderzoek naar het functioneren van het
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i.mmuunsysteem van landbouwhuisdieren. uit een dergelijk onderzoek kan een

toepassing resulteren van monoclonale antilichamen op het gebied van
bloedgroep- en/of weefselantigeen bepalingen bij landbouwhuisdieren,
terwijl een gedetailleerde kennis van de organisatie en werking van het
immuunsysteem oÍts in staat sEelt effectieve ziektepreventj.emaatregelen te
tref fen .

2. Immunotherapie

Van de specifieke herkenning door monoclonale antilichamen van een anti--
geen kan ook gebruik gemaakt worden om structuren, waarvan zoin antigeen
deel uitmaakt, in vivo door middel van passieve immunisatie uit te scha-
ke1en. Zo is de incidentie van leukemísche tumoren bij muizen sterk ver-
laagd wanneer deze dieren behandeld worden met een muize monoclonaal

antilichaam specifiek voor een tumorcel-eigen antigeen (22). Blythman et
a1. (23) toonden aan dat de actíviteít van zorn monoclonaal antilichaam
onafhankelijk gemaakt kan worden van de andere componenten van het af-
weersysteem van het betrokken individu door het antilichaam te koppelen
aan een cytotoxische stof. Deze elegante methode ter bestrijding van
pathologische celtypes in vivo staat ook we1 bekend a1s de ttarget drug
therapy? of 'guided mlssile-techniquet. Het spreekt vanzelf dat derge-
lijke therapeutische mogelijkheden vooral met het oogmerk van klinische
toepassing in de humane geneeskunde ontwikkeld worden. Vanuit dit ge-

zichtspunt is de ontwíkkeling van soorteigen monoclonale antilichamen ter
voorkoming van een afweerreactie tegen het antilichaam bij meervoudige
passieve immunísatie van groot belang. De eerste publicaties welke de

ont!íÍkkeling beschríjven van mens monoclonale antilichamen uit fusies van

humane tumorcellen met menselíjke lymfocyten (24, 25) zijn daarom een

hoopvol teken.

Men kan zích afvragen of een soortgelijke ontwikkeling van homologe

hybridomars voor de veÈerinaire geneeskunde onderzoektechnisch haalbaar
en voor de praktijk zinvol is. De incidentie van plasmaceltumoren, de

bron voor de isolatie van een cellijn van soorteigen myelomacellen, is
bij de meeste landbouwhuisdieren, afgezíen van pluimvee, namelijk zeer
laag. Tevens zÍjn ten opzichte van de economische waarde van het indivídu
de kosten welke gepaard gaan met de ontwikkeling, produktie en klinische
toepassing van monoclonale antilichamen toE nu toe zeer hoog. Tenslotte
kan in dit kader vermeld worden dat onderzoek bij landbouwhuisdieren naar
de produktie van homologe antilicharnen via ínterspecifieke hybridomats,
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zoals die gevormd in een fusie tussen muis myelomacellen en schapelymfo-

cyten, tot nu toe, in tegenstelling tot bij mens en rat, teleurstellende

resultaten heeft opgeleverd (E.M. Tucker, pers. mededeling)'

3. Scheidings- en zuiveringstechnieken

ook bij de zuivering van geringe hoeveelheden van een stof uit een com-

plex mengsel kunnen monoclonale antilichamen de helpende hand bieden'

door bewerkelijke en tijdrovende, en dientengevolge kostbare scheidings-

processen aanzienlijk te verbeteren. Een voorbeeld ís de bereiding van

interferon, een nu op semi-industrÍële schaal door lymfoblastoide ce11en

in kweek (en misschien binnenkort eveneens door recombinante bacteriën)

geproduceerde stof die lastig in voldoende hoeveelheden ín zuivere vorm

is te isoleren. Door Secher en Burke is een monoclonaal antilichaam ont-

wikkeld tegen interferon. Door dit antilichaam te koppelen aan een drager

kon een immuno-adsorptiekolom geconstrueerd worden waarmee in één enkele

chromatografiestap een 5000-voudige verrijking van een interferon prepa-

raat werd verkregen (26). Op vrijwel identieke wijze is het mogelijk een

complex mengsel van Stoffen door middel van een aantal achter elkaar

geschakelde immuno-adsorptiekolommen, die e1k een monoclonaal antilichaam

bevatten gericht tegen één der componenten van het mengsel, uiteen te

rafelen in de afzonderlijke onderdelen. Deze methode staat bekend a1s de

cascademethode. Het ís hierbij van grote waarde dat voor de toepassing

van een cascademethode geen der componenten van het mengsel geïdentifi-

ceerd en/of in zuivere vorm voorhanden behoeft te zijn.

Conclusies

uit het voorafgaande blijkt dat de ontwikkeling van hybridomats a1s een

bron van monospeclfieke antilichamen zich in korte tijd een belangrijke

plaats heeft verworven in fundamenteel en toegepast wetenschappelijk

onderzoek. Het zwaartepunt heeft daarbij tot nu toe gelegen op de humane

geneeskunde, \^raar ook het eerst reSultaten van een praktische klinische

toepassing te verwachten zijn.

Bij de plantaardige en dierlijke produktie kunnen monoclonale anti-

lichamen een belangrijke ro1 gaan spelen in het op toepassing gerichte

onderzoek en in de serologische diagnostiek. Een therapeutisch gebruik

lijkt voorshands minder aannemelijk. In hoeverre cellen van plant en dier

door middel van somatische celhybridisatie aangepast kunnen worden voor

de in vitro produktie van andere belangwekkende stoffen dan immunoglobu-

1ines, zoals bijvoorbeeld hormonen, is momenteel niet te voorspellen.
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6. TOEPASSING VAN HYBRIDOMAIS ALS BRON VAN MONOCLONALE ANTILICHAMEN

IN DE DIERLIJKE PRODUKTIESFEER

fr. P. Booman

Instituut voor Veeteeltkundig onderzoek'schoonoordt, Zeist

Inleiding
Tot voor kort kon men alleen antilichaÍnen tegen een antigeen verkrijgen

door het antÍgeen in zijn meest zuivere vorm in te spuiten bij een proef-

dier, meestal een konijn. Een dergelijke immunisatie heeft veela1 de vor-

ming van antilichamen in het díer ten gevolge, die dan uit het serum kun-

nen worden geÍsoleerd.

Deze conventionele methode van antistofproduktie heeft echter een aantal

nadelen. Het verkregen antiserum bevat namelijk naast de antistoffen die

specifiek gericht zi-jn tegen het antigeen, ook zogenaamde kruisreagerende

antistoffen. Men moet zich daarbij voorstellen dat aan de oppervlakte van

een antigeen verschillende Structuren of antigene determinanten voor-

komen. Deze determinanten behoeven niet altijd specifiek voor het betref-

fende antigeen te zí1rr. Zo kunnen sommige deterrninanten ook op het opper-

vlak van lichaamseigen Stoffen voorkornen. Een conventioneel verkregen

antiserurn bevat antilichamen tegen a1le determinanten die op het antigeen

voorkomen. llaast antilichamen tegen antigeen-specifieke determinanten

bevat het antiserum dus ook antilichamen tegen niet-specifieke determi-

nanten.

Een ander probleem met conventionele an.tisera is de reproduceerbaarheid.

Geen enkel dier geeft een identiek antiserum na inspuiten met hetzelfde

antigeen. A1s éénmaa1 een goed antiserum is verkregen, is het noeilijk

een dergelijk antiserum opnieuw te produceren.

Monoclonale antil ichamen

Met het onderzoek van Köh1er en Milstein (1975) vond een doorbraak plaats

in de produktie van antistoffen. Zi.j fuseerden antilichaamvormende ce11en

uit de milt van de muis in vitro met muizen tumorcellen, myelomacellen

genaarnd. De alCus ontstane hybride ce1len (hybridoma's) behielden de t\^7ee

belangrijkste eigenschappen van de beide ouderceller,.: de antistofvorming

werd in de samengesmolten ce1 voortgezet en de eÍ.genschap tot voortduren-

de deling, afkomstig van de tumorcel, bleef behouden. Deze combinatie van

eigenschappen maakte het mogeli.ik in vitro een steeds doorgroeiende
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cel1i-jn op te kr,reken die voortdurend antistoffen bleef afscheiden in het
rree f s e l-kwe ekmed ium.

Door de antilichaamvormende cellen te cloneren - dat is een methode

waarbij cellen vanuit één oudercel worden opgekweekt - werd een mono-

clonaal antiserum verkregen waarbij de structuur van a1le antistof-
moleculen volkomen identiek is.
In tegenstelling tot conventionele antisera zijn monoclonale antilichamen
gericht tegen slechts één antigene determinant. Kruisreactiviteit met

andere antigenen treedt slechts op als deze determinant daar eveneens op

voorkomt. Naast hun specificiteit hebben monoclonale antisera het grote
voordeel dat zij Ín onbeperkte hoeveelheden gemaakt kunnen worden bij
constante k\,íaliteit en eigenschappen. Bovendien kunnen de hybride ce1len
jarenlang in vloeibare stikstof bewaard worden en kan op elk ge\^renst

moment de antilichaamproduktie weer ter hand worden genomen.

Het IVO-onderzoek

In 1982 is op het 1V0 aangevangen met de produktie van monoclonale antl-
lichamen via de hybrídomatechniek om ín de dierlijke produktiesfeer in de

behoefte aan antiserum te kunnen voorzien.
Door hun specificiteit, standaardiseerbaarheid en produktietechnische
voordelen ís het gebruik van monoclonale antilichamen bijzonder aantrek-
kelijk wanneer het gaat om immunologische routinebepalingen in grote
aantallen met een absolute herhaalbaarheitl over meerdere jaren.
In dit verband zouden monoclonale antilichamen bijvoorbeeld toegepast
kunnen worden in de volgende op het IVO lopende onderzoekactiviteiten.
- De melk-progesterontest.

Lange tussenkalfËÍjden bij het rund kunnen veroorzaakt Í/orden door het
feit dat de tochtigheid niet, c.q. foutief, wordt r^raargenomen. Via be-
paling van het progesterongehalte in een melkmonsterr g€ÍlorTlèo op het
moment van inseminatie, kan dit worden gecontroleerd. Tevens is het
mogelijk drie weken na de inseminatie vast te stellen of het dier a1 dan

níet drachtig is ger^7orden. De resultaten van de onderzoekingen ziirl
zodanig dat een meer grootschalige en routinematige toepassing van de

melk-progesterontest bÍnnenkort in ons land lijkt te Baan plaatsvinden.
De ontwikkelíng van een niet-radio-actieve bepalingsmethode, de enzym-

immuno-assay (EIA), biedt daarbij veel perspectieven.
In het kader van een bilateraal project voor ontwÍkkelingssamenwerkíng
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\íordt voorts gewerkt aan de invoering van

Thailand, in dit geval bij de waterbuffel.

- Drachtigheídsdiagnose bij varkens.

Het gehalte aan oestronsulfaat in het bloed

tussen de 16e en 40e dag sterk Èoe, terwijl

díer daarentegen vrij constant blijft. 0pdat

een eventuele herinseminatie binnen een dag

werd een EIA voor oestronsulfaat ontwikkeld.

de melk-progesterontest in

van drachtige varkens neemt

het nivea-u bij een cYclisch

de resultaten in verband met

ter beschikking kunnen zijn,

- Aantonen van beregeurcomponent in de slachtlijn

Niet a1leen vanuit het oogpunt van welzíjn maar ook uit economische

overwegingen verdient het de voorkeur beren in plaats van borgen te

mesteÍr. Het optreden van geslachtsgeur bij sommige beren beperkt echter

de verr+erkingsmogelijkheden van het vlees van dergelijke dieren. 0m beren

met geslachtsgeur te kunnen herkennen is eveneens een EIA beschikbaar

voor het objectief meten van androstenon, de belangrijkste component van

ber:egeur.

Voor routinematige toepassing van genoemde analyses in de praktijk zijn

grote hoeveelheden antilichamen nodig. Bovendien kunnen de tests door

gebruik van monoclonale antilichamen beter gestandaardiseerd worden

tussen verschillende laboratoria.

Verdere perspectieven in de dierlijke produktie

Toepassing van monoclonale antilichamen op de hiervoor genoemde terreinen

van het huidige IVo-onderzoek onderstreept het belang van hybridomars

voor de diagnostiek in de dierlijke produktie. In dit kader bieden mono-

clonale antilichamen perspectieven bij onder meer:

- Screeningsprogrammats op . hormonen

. anabolica

. enzymen

. antibiotica/chemotherapeutÍca

. toxische residuen en contaminanten

- standaardisatieprogramnats voor de bepaling van hormonen en andere

sroffen van dierlijke oorsprong (EIA/RIA).

Het streven naar standaardisatie \^Iordt belichaarnd in de plannen tot het

oprichten van een Europees Hormonen Centrum. Hoewel deze plannen tot nu

toe uitsluitend betrekking hebben op standaardisatie van hormoonprepa-

raten, lijkt de standaardísatie van antisera tegen deze hormoonprepa-
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raten een volgende logische stap.

- Vroegtijdige screening op genetisch (on)gewenste gebruÍkseigenschappen.

Met behulp van monoclonale antilichamen tegen een geslachtsspecifiek
antigeen op de oppervlakte-membraan van het Y-chronosoom dragende ce11en,

het H-Y antigeen, kunnen bijvoorbeeld runderembryots vóór transplantatie
in geslacht onderscheiden worden. Hierdoor is ínvloed uít te oefenen op

de geslachtsverhoudingen ín de dierlijke produktie.

- Klinische diagnostiek virologie
. bacteriologie
. parasitologie
. protozoö1ogie

- Bereiding van antilichamen tegen onzuívere of zelfs onbekende anti-
genen.

Naast de diagnostiek zijn bÍnnen de veeteelt talrijke toepassingen van

hybridomars mogelijk. Zonder naar enige volledigheid te wi11en streven,
kunnen de volgende voorbeelden genoemd worden:

- Genetisch onderzoek zíekteresístentie
Ontwikkelingen in de veehouderij resulterende in een verhoogde infectie-
druk, doen de belangstelling voor het genetisch bepaald zijn van de

hTeerstand toenemen. Bij het rund en het varken is een begin gemaakt met

het onderzoek naar de serotypen van de witte b1oedce11en. Specifieke
antisera verkregen door middel van hybridomars zouden dit onderzoek

aanzienlijk kunnen versnellen.

- Onderzoek naar werkj.ngsmechanismen van bijvoorbeeld receptoren en en-

zymen. Monoclonale antilichamen tegen receptoren kunnen gebruikt r{rorden

bij het isoleren en karakteriseren van deze receptoren; specifieke anti-
lichamen tegen enzymen en andere eit/itten voor studie naar ce1- en weef-

sellocatie van het eiwit.

- Zuivering van biologische stoffen die anderszins moeilijk te verkrijgen
zijrt.
Bijvoorbeeld zuivering van het antiviraal werkende interferon. Wanneer

eenmaal monoclonale antilichamen tegen een bepaald antigeen beschíkbaar
zijn, kan dit antigeen vía affiniteitschromatografie op grote schaal
gezuiverd worden.

- Koppeling van chemotherapeutica, cytotoxische stoffen of radio-actief
label aan een specifiek antilichaam.
Cytotoxische stoffen, verpakt in liposomen, kunnen bijvoorbeeld gekoppeld

worden aan monoclonale antistoffen. Na injectie van de antilichamen in de
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bloedbaan zouden deze hun \^7eg weten te vinden naar het antigeen en speci-

fiek hiermee contact maken. De cytotoxische stoffen kunnen daarna worden

opgenomen.

Homologe hybridomars

Totnutoezijnmonoclonaleantilichamentegeneenbepaaldantigeen
alleentebereidendoormuizen-ofrattenmyelomacellentefuselenmet
detegenhetantigeengesensibiliseerdeantilichaamvormendecellenvan
muizen of ratten. vooral bij therapeutisehe toepassing (passieve immuni-

satie)zouhetdevoorkeurverdienengebruiktemakenvanantilíchamen
van dezelfde soort omdat antilichamen van een andere species bij her-

haalde toepassing tot afweerreacties kunnen leiden. Gebruik van homologe

hybridomars zou ook bij het verklarend onderzoek naar de werking van

hormonen, receptoren' neurotransmitters en dergelijke zijn te prefereren'

Hetimmunologischneutraliserenvanperifeercirculerendehormonenis
bijvoorbeeld één van de wegen waarlangs men de fysiologische betekenis

van bepaalde hormonale evenwichten kan achterhalen'

Vooral in de humane sector is men van meet af aan gebrand ge\íeest op de

ontwikkeling van humaan-humaan hybridomars. Bij gebrek aan een geschikte

humane myelomacellijn richtte de aandacht zich in eerste instantie op de

produktie van t interspecies ' hybridoma I s , waarb ij ant ilichaamvormende

cellen van geimmuniseerde menselijke donoren werden gefuseerd met muízen

myelomacellen. De fusies l7aren succesvol maar de stabiliteit van deze

hybridoma's bleek een probleem te zijn. Door verlies aan genetische in-

formatie waren deze cellijnen slechts in staat om gedurende korte tijd en

ingeringehoeveelhedenantilichamenteproduceren.Thanszijnenkele
humanemyelomacellijnenterbeschikkinggekomen,waardoordezeproblemen
in de nabije toekomst opgelost kunnen zljn'

Naar analogj.e van de humane hybridomars zal op het Instituut voor Vee-

teeltkundigonderzoekdemogelijkheidbestudeerdwordentekomentot
runder- en varkenshybridomats. De mogelijkheden van dergelíjke homologe

hybridomars bieden binnen de dierlijke produktiesfeer bijzonder veel

persPectief.
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Discussie rblokr 2

Garssen: Mijn vraag slaa.t niet geheel op de ontwikkeling van hybridomars,

ma,ar -je zou je kunnen voorstellen dat bijvoorbeeld hypofysecellen die

groeihormonen produceren gefuseerd worden met kankerachtige cellen even-

eens uit hypofyseweefsel afkomstíg. In hoeverre zijn de probleemstel-

lingen hierbij vergelijkbaar mer die bij ontwikkeling van hybridomars?

Werkt men ook hieraan?

Egberts: Daar wordt zeker naar gestreefd. Het produceren van hybridomars

is een gespecialiseerd voorbeeld van een algemeen probleem, nameli-ik het

behoud van gedifferentieerde kenmerken ín een kweekbare cel. Bij de ont-

wikkeling van hybridomats is het min of meer een gelukkige Eireep gelTeest

om uit te gaan van de plasmacytoma cellijn X 63, hoeroel er veel meer be-

kend zí,in bij de nuis. We hebben niet helemaal inzicht in wat nu precíes

bij die combinatie een ro1 speelt, afgezien r.'an de algemene regel dat de

ouderli-jke cellen nauwe functionele verwantschap moeten vertonen. Ik denk

dat dat ook voor a1le andere combinaties (bijvoorbeeld hypofysecellen)

opgel.d zal doen. Dit betekent ín feite dat je een grote hoeveelheid

verschillende kweekbare hypofyse tumorcellijnen moet hebben, wi1 je met

zo'n onderzoek starterr. Ik denk dat daar de bottleneck zit. In dezelfde

zir- zLe ik dit ook voor het rnaken van eventuele intra-species (binnen de

soort) hybridoma's (runderen en schapen). Hoe kom --ie bijvoorbeeld aan een

grote hoeveelheid verschillende kweekbare myelorna tumorcellijnen van het

rund?

Garssen: Is dat te induceren?

Egberts: Bi-j muizen zi-jn die te Índuceren. Het in kweek brengen ís echËer

een heel probleem.

Sachs (Israë1, 1969) is het voor het eerst gelukt om 2 à 3 myelomalijnen

van de muis in kweek te brengen. Hij trok de publikatie echter in omdat

herhal,ing van het experiment niet lukte. Twee jaar daarna is het aan

Horibata en Harris ook gelukt en deze konden de experimenten tevens

herhalen. De inductie is ook iets rnat niet 1002 slagingskans heeft. Je

hebt daar dus nogal \,íat proefdieren voor nodig. Bij rat en muis ligt de

situatie gunstig. Menselijke tumorcel-lijnen zijn natuurli-ik ook weer wat

gemakkelijker te krijgen dankzij de sterke ontwikkeling van de tumor-

diagnostiek en de operatieve methodes. Maar ik zie dat bi-i de veeteelt

moeilijker liggen.
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Metz: Kan dat ook een kr^7estíe zi_in daf bij de veehouderij het trial en

error systeem minder ontwikkeld is? Komt het omdat er minder mee ge-

experimenteerd is?
Egberts: Je experimentele ruimte ís kleiner kat betreft aantallen dieren.
Je hebt al snel 1000 - 2000 muizen in een kleine ruimte en je verkrijgt
ze ook wat gemakkelijker ten behoeve van je onderzoek dan koeien.
Metz: De interferonisolering is a1s voorbeeld besproken. HeË binden van

interferon aan een antilíchaam, en wat vervolgens?

Egberts: Onder bepaalde condities is die binding r^reer te verbreken zonder

dat dit schade doet aan de werking van het antilichaam. Dus zo dat de

werking van de kolom bewaard b1i-jft en het interferon onbeschadigd uit de

kolom komt.

Metz: Geldt dit voor talloze antilichaam-antigeen systemen?

Egberts: Ja, het is a11een een kwestie van uitzoeken van goede condities.
Seinhorst: In hoeverre is de produktie van antilichamen via bacteriën,
DNA-manipulatie dus, concurrerend voor u? BÍedt dÍt niet meer mogelíjk-
heden en is het niet gemakkelijker?

Egberts: In principe wel. De recombinant DNA techniek kan zeker dezelfde
of meer mogelijkheden bieden. Tot nu toe heeft die één nadeel: glyco-
sylatíe van het produkt treedt niet op en immunoglobulinen zijn wat be-
treft hun actíviteit sterk gebonden aan koolhydraatzi-'iketens. Dít is een

absolute voorwaarde voor hun werking. Het betekent dat je dus wè1 de

genetische capaciteit van immunoglobulinesynthese kunt inbrengen in
bacteriën, maar dat wat je eruit krijgt geen echte immunoglobulines zijn,
maar ketens zooder koolhydraatzijketens, ergo: geen werking.
Metz: Egberts sprak op een zeker moment over activiteÍtsverlies bij het
ouder worden van hybridomats. 1s dat een normaal voorkomend iets?
Egberts: Dat is niet een echt activiteitsverlíes van een hybridoma, het
is verlies van hybridomars.

Direct na de fusie zíjn alle hybrÍdomars instabiel, pas na verloop van

tijd worden ze stabiel. Die stabiliteit gaat gepaard met celdood, en met

verlies van immunoglobulínesynthese öf met behoud van deze synthese in de

overblÍjvende prolifererende ce11en. A1s ze éénmaa1 in die zin stabiel
zijn, is het probleem uit de wereld.
l{etzr Zit u in een fasering van aantallen dagen?

Egberts: Pakweg 3 à 4 maanden.

Dekkers: In de Verenigde Staten en Engeland schieten de firmars die
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hybridomars produceren a1s paddestoelen uit de grond. vooral omdat die

als hulpmiddel voor de basisresearch belangrÍjke implicaties kunnen

hebben. Ik vraag me af of men hier in Nederland voldoende op de hoogte is

van cle mogelijkheden die er in dit opzicht zijn (vergelijk de gebíeden

die op de sheet getoond werden). Hoe schat u dat in?

Egberts: De enige is bij mijn weten organon (Akzo) die in ziin zwanger'

schapskit, die op de markt is voor het vaststellen van menselijke zwarLger-

schap, monoclonaal antilichaam gerÍcht tegen hCG, verwerkt' Het probleem

dat geldt voor het maken van a1le monoclonale antilichamen tegen hormo-

nen is, zoals men mij bij Organon ook verteld heeft, een lage affiniteit

van het antigeen. Men zit te springen om een goede test' \.Iaarmee vroeg-

ti-idig goede affiniteÍt vastgesteld kan worden. Het verkrijgen van hybri-

d.omats is geen probleem, wè1 het uitselecteren van goede'

Inderdaad zijn er in het buitenland vTat meer firmats die hierop insprin-

gen. Dit heeft, denk ik, te maken met economische omstandigheden; landen

a1s de Verenigde Staten verschillen in hun actieve research van Neder-

land. Het is ook opmerkelijk dat, hoewel de techniek ontwikkeld is in

Engeland door Köh1er en Milstein (Medical Research Council), deze daarop

geen patent hebben aangevraagd. De techniek is de hele wereld doorge-

z\^rorven en vervolgens hebben Amerikanen alsnog na 4 iaar geprobeerd op

bepaalde delen het patent in handen te krijgen. Met andere rroorden, een

heel- duidelijk verschil in mentaliteit tussen Europese en Amerikaanse

wetenschappers en de connecties die ze eventueel hebben met de industrie.

Dekkers: Ik vroeg me vooral af of de geweldíge mogelijkheden voor basis-

research die monoclonale antilichamen bieden, voldoende onderkend worden

in Nederland oP dit moment.

Egberts: Ik dacht het \^re1. Gezien de ontwikkelingen van de techniek, denk

ik, voornamelijk op het gebied van de humane geneeskunde'

Dekkers: Ik denk aan basiswetenschappen a1s bacteriologie, vÍrologie en

parasitologie.
Egberts: Ik denk dat je goed in de gaten moet houden wat je ermee wint

ten opzichte van de oude situatie. Ik kan me voorstellen dat je er nlet

zoveel mee opschiet als kruisreactiviteit in je testsysteem geen probleem

ís, a1s reproduceerbaarheid maar een miniem probleem Ís. Dan vraag ik me

af of het de moeite waard is om er zoveel geld en moeite in te steken a1s

-je het ook door middel van proefdieren-antiserum kunt produceren in

voldoende hoeveelheid. Het is een afwegen van kosten en baten.
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ook recentelijk weer een firma op dit gebied
gestart; er moet dan toch we1 een uitgebreid terreín liggen.
ll'etzr ziJn er duidelíjke toepassingsgebieden vraarvan u denkt dat die niet
genoemd zijn?
sybesma: Het centraal Diergeneeskundig rnstituut is met monoclonale
antilichamen bezig, voorar in het gebied van de virologíe. rntervet, ook
een firma van het Akzo-concern, in de veterinaire sfeer, is doende om

monoclonale antilichamen te produceren, met het oog op beregeur detectie.
Helmond: I,Ianneer je éénmaa1 een cellijn hebt die antilichaam maakt,
blijft die dan tot in lengte van dagen dezelfde antilichamen produceren;
vinden er geen veranderingen plaats?
Egberts: Nee.

Helmond: rk denk hierbij aan cellijnen die gebruikt zijn bij receptor-
onderzoek van borstkankercellen. Het bleek dat die op den duur toch
veranderingen ondergingen: het aantal receptoren en de activiteít van de

receptoren veranderden.

Egberts: Dat k1opt. Algemeen kenmerk van een cellijn is dat hij feno-
typÍsch vaak een bepaald karakter verroont, maar dat er genotypisch niet
één cel gelijk is aan de ander. cellijnen hebben in het algemeen een zeer
variabele genetische samenstelling vTat betreft chromosomen. Je zult dus

met zekere regelmaat je cellijn moeten controleren en voor de zekerheÍd
af en toe moeten subcloneren: één enkele ce1 isoleren en van daaruit Íreer
een ce11íjn opgroeien. Je kunt het probleem ook ondervangen, zoals wij
dat doen, door zodra je een cellijn hebt deze in te vriezen. Daarmee is
die a1s het ríare gefixeerd. 0p e1k ge\^renst moment kun je hem weer ont-
dooien en heb -ie je uitgangsmateriaal weer voorhanden. Dus je kunt dit
varíab i1 ite it sprob leem gemakkel ij k ondervangen.

Garssen: llanneer het gaat over de laatste stap van de monoclonale- anti-
lichaam produktie dan lijkt mij, te oordelen naar de literatuur, dat
meestal de hybridomats ríeer teruggespoten worden in de muis, dus in vj.vo
produktie. Heeft de in vitro celkweektechniek nog stappen te oven^/innen
en zo ja, waar lÍggen die bottlenecks dan?

Egberts: Dat dacht ik tot voor kort ook. rk had toen een gesprek met

mensen uit het bedrijfsleven en het bleek dat men bezig rras een analyse
te maken, ook op economische argumenten gebaseerd, van beide methodes van

kweken. De indruk bestond dat het niet veel uitmaakte en dan heeft na-
tuurlijk de celkweek in vitro verreneg de voorkeur. rk twijfel er niet
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aan dat er nog r^7el verbeteringen ziJrt aar te brengen: de meeste media

zijn gebaseerd op ervaringsfeiEen en analogieën naar samenstellingen van

lichaamsvloeistoffen etc. Mijns inziens is tot dusverre weinig aandacht

besteed aan de basale samenstelling van de media. Daarbij komt nog dat

een belangri.jk element voor de dierli-ike celkweek de serumcomponent is.

Pas de laatste jaren wordt zeer intensief gezocht naar middelen om die

toch weínig gedefinieerde componenten in het medium te vervangen door

meer gespecif iceerde groeifactoren.

l(etz: Een vraag aan Booman is hoe in die EIA-techniek, die kennelijk

bruÍkbaar is voor steroiden (progesteron), anabolica' pesticiden etc., de

stof \^Taarop gescreend moet worden, gekoppeld wordt aan elwit.

Booman: Hiertoe moet je progesteron-antiserum zien te fixeren aan een

micro-titerplaat. Voor de rest kom je op het princÍpe van de RTA of ETA.

MeEzi Kan bij de bereiding van proElesteron-antiserum, progesteron a1s

zodanig gebruikt worden, of moet dit gekoppeld worden aan een eiwit-

drager?

Booman: Ja, we hebben het gekoppeld aan bovine serumalbumine (BSA). ttet

grootste deel van je gefuseerde cellen za1 produceren tegen BSA, omdat

dat het meest immunogeen is en een groot cleel tegen de brug van proples-

teron en BSA en een k1eín gedeelte tegen progesteron zelf en dat moet je

te pakken zien te krijgen.
Metz: Levert die koppeling als zodanig, voor een breed scala van te

screenen stoffen, geen problemen op?

Booman: Nee, op zichzelf niet.
Metz: Er is eigenlljk weinig gesproken over praktische Ëoepassingen in de

veehouderij. Is een vorm van hormonale castratie via deze techniek moge-

lijk? Zou je naast beregeurdiagnostiek in de slachtlijn, de beer er ook

van kunnen weerhouden, beregeur te maken? Is het voorstelbaar dat' in

plaats van groeihormoongenen ín een eicel te brengen, -je de effectivi-

teit van dit hormoon vergroot door antilichaam tegen somatostatine te

bereiden en in te spuiten?

Booman.: In principe zijt deze zaken mogelijk. Je kunt beregeur neutrali-

seren, daar zijr- voorbeelden van in de literatuur. Je moet per punt goed

afwegen. Elk nannelijk dier zal een aantal injecties moeten krijgen; daar

staat tegenover dat normaal in de slachtlijn maar één procent van de

beren beregeur verfoont. In principe is zotn passieve immunisatie uit te

voeren, mits dat met een homoloog antilichaam gebeurt; en dat is nog een
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X: Ik heb nog een opmerking díe aansluit bij die van Sybesma en Dekker,

in het kader van de veehouderij. Ik dacht dat men op het Centraal DÍerge-
neeskundlg Onderzoek ook bezig r^7as antigenen te bereiden via dit soort
technieken. Llanneer deze dezeTfde werking zouden hebben a1s de klassieke
entstof dan is dat toch een nieuw gebied dat vandaag nog niet genoemd is.
Egberts: Dat heeft op zich niet van doen met het maken van hybrÍdomars.

Dit is normale vaccinbereiding, die op het CDI maar ook op het Rijksin-
stituut voor de Volksgezondheid en bij bijvoorbeeld IFFA-Mérieux plaats-
vindt. Je kunt virus namelijk door middel van een celkweek produceren.

X: Ik dacht dat het erop gericht was om één antigene deterninant uit het
virus te lichten en die te cloneren.
Y: Er zljn natuurlijk twee soorten immuniteit: passieve en actieve. Door

middel van deze hybridorna-techniek krijg je a11een maar passief immuni-

serende stoffen.
Egbertsl Voor de actieve immunisatie hebt u het antigeen nodig, daar

komen dit soort geavanceerde technleken niet ter sprake. We1 kan even-

tueel bij de isolatie van het antigeen voor zotn actieve lmmunisatie
van de hybridomatechniek gebruik gemaakt worden.
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7. TOXICITEITSONDERZOEK ]'{ET BEHULP VAN CELKI^]EEKSYSTEI"ÍEN

Dr. G.M. Alink, Vakgroep Toxicologie, Landbouwhogeschool, iíagenÍngen

De laatste decennia wordt in toenemende mate aandacht geschonken aan de

relaties tussen bepaalde exogene factoren in het milieu en in de voeding

en het ontstaan van bepaalde ziekten. Dit is ^ie:L 
zo verbazingwekkend als

U bedenkt dat het aantal geregistreerde chemische stoffen volgens de

American Chemical Society ín 1977 4.030.907 bedroeg. I'Jekelijks komen er

6000 bij. Naar schatting worden jaarlijks 500-700 nÍeuwe stoffen in het

milieu geintroduceerd.

De toxicologie is de wetenschap die zic]n bezig houdt met het bestuderen

van de schadelijke relaties tussen chemische stoffen en levende orga-

nismen. Chemische stoffen kunnen tot intoxicaties leiden in bijvoorbeeld

de beroepssfeer (industrie, toepassing bestrijdingsmiddelen). Het is de

industríë1e toxícologie die deze risicors poogt te voorkonen door het

aangeven van gevarengrenzen (MAC-waarden) afgeleid van gegevens verkregen

uit experimenteel onderzoek.

Chemische stoffen kunnen ook voorkomen in bodem, vlater en lucht en aldus

een rísico vormen voor mens, dier en ecosysteem. Deze risiCotS wor<len

bestudeerd door de milieutoxicologie.
Het meest relevante voor het thema tdierlijke produktie' zijn de

chemische agentia die kunnen voolkomen in (dierlijke) voedingsrniddelen:

v1ees, vis, gevogelte, zuivelprodukten.

1n dierlijke voedingsmiddelen onderscheiden we additieven en contami-

nanten. Bij plantaardige voedingsmiddelen zouden hier de natuurlijke

stoffen nog bijkomen. Het is de voedingsmiddelentoxicologie die zích

bezighoudt met de risico's van deze stoffen en die ADIrs opsteit, dit

zijn de'acceptable daily intakes'. Stoffen die in dit verband relevant

zijn voor de dierlijke produktie zijn:. conserveringsmiddelen, kleur-

stoffen, natuurlijke stoffen, pesticiden, groeÍstimulerende middelen'

antistressmiddelen, antibiotica. Het gaat in de toxicologie om het vast-

stellen van normen, het vaststellen van voor de mens veilige concen-

traties.

Toxíc iteit sonderz oek

Nadere gegevens omtrent de toxische

worden verkregen uit experimenteel

eigenschappen van chemische stoffen
onderzoek. Het toxiciteitsontlerzoek
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omvat acuut (50% mortaliteit 2-4 dagen), semi-chronisch (b1ootst.e11ing

10% levensduur) en chronisch onderzoek (blootstelling 80-902 levensduur)
met verschillende soorten proefdieren. Daarnaast nog specifiek onderzoek

a1s teratogeniteits/mutagenÍteits en carcinogeniteitsonderzoek. Proef-
dieren worden gebruikt, ervan uitgaande da! dit het beste model is voor
de mens.

Het feit dat deze voordracht gewijd is aan het gebruik van celkweek-
systemen impliceert niet dat Í^7e over celmodellen beschikken die model

staan voor de mens, integendeel het extrapoleren vanuit een celkweek is
alleen maar gecompliceerder, zo niet onmogelijk. De betekenis van het
gebruÍk van celculturen moeten we dan ook zien vanuit een geheel andere
optÍek. De laatste jaren wordt steeds meer kennis verkregen over de re-
latie tussen de chemische structuur van een stof en het effect, de struc-
tuur en metabolisme, de structuur en de farmacokinetiek. 0p grond hiervan
za7 ll'et mogelijk worden te voorspellen waar een stof in het lichaam werk-
zaan is en welke rnetabolieten ontstaan. Het karakter van de toxicologie
zal d,e komende -jaren mogelijk l.angzaam gaan veranderen van een empírÍsch-
deductief model, waarin normen voor concentraties van chemische stoffen
worden ontleend aan gegevens verkregen uit dierexperimenten, tot een

overwegend voorspellend mode1.

Binnen deze filosofie zaT een teenvoudigtmodel als een celcultuur ge-

bruikt kunnen worden om na te gaan wat de primaíre receptoren zijn waar-
mee een stof op moleculair niveau reageert. Andere factoren die deze

ontwikkeling van kortdurende voorspellende modellen stimuleren zi-jn:
a. het grote aantal chemische stoffen dat moet worden getest vereist
prescreening; b. meer kennís en lnzicht in het werkingsmechanisme; c. de

ontwikkeling van geschikte in vitro modellen c.q. celkweeksystemen voor
met name specifieke werkingen: mutageniteit, carcinogeniteit, hepato-
toxicíteit; d, de nadelen van het gebruik van proefdieren.

Celkweeksystemen, voor- en nadelen

vergeleken met proefdieren biedt het gebruik van celculturen een aantal
voordelen:
1. De relatief eenvoudige dosis-effect kinetiek
De concentratíe van een bepaalde stof bij de ce11en is meestal exact
bekend, dit in tegenstelling tot bÍj proefdieren, waar a1s gevolg van de

verdeling over lichaamscompartímenten, bloedweefsel barrières, hormonale
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en ínter\^Teefsel effecten de concentratie bij de ce11en meestal niet of

onvoldoende bekend is. Behalve dosis-effect kunnen ook tij d-effect

relaties op eenvoudige wijze worden bestudeerd. GeÍnduceerde verande-

ringen kunnen continu in de tijd worden gevolgd.

2. Fenotypische en genotypische homogeniteit

Dit geldt met name voor cellijnen en celstammen die uit één celtype be-

staan. Dit voordeel wordt duidelijk a1s we bijvoorbeeld denken aan on-

derzoek naar cellulaire effecten van luchtverontreinigende stoffen op de

long, een orgaan waarin 40 verschillende celtypen voorkomen. Met name

voor biochemische effecten geldt dat cle uitkomst de resultante is van een

mogelijk grote verscheidenheid Ín reacties van de afzonderlijke celtypen.

Dit is een grote belemmering bij het onderzoek naar het toxische werkings-

mechanisme van luchtverontreinigende stoffen.

3. Ruímtelijke beperking

De proefopstelling en de noodzakelijke technische voorzieningen zijn van

beperkte omvang.

4. Vermindering van het gebruikte aantal proefdieren

In dit verband kan gewezen worden op de toenemende discussies in de

afgelopen jaren over het gebruik van proefdieren bij het biomedisch en

toxicologisch onderzoek, en de toenemende aandacht die internationaal

wordt besteed aan het zoeken naar alternatieven.
5. Korte tijdsduur voor het verkrijgen van resultaten

Vergeleken met proefdieren treden de te onderzoeken verschijnselen vee1al

snel op. Dit is met name van belang voor screeningstesten. De inductie

van porfyrines door polygehalogeneerde koolwaterstoffen in gekweekte

hepatocyten treedt op binnen 24 wr, terwijl dit ín proefdieren pas hraar

te nemen Ís na een aantal weken.

6. Lagere kosten

Díerproeven, met name chronische dierproeven, ziin zeer kostbaar

(chronísche dierproef f 500.000.-). Mede door bovengenoemde factoren zijn

aan experimenten met ce11en lagere kosten verbonden.

Hoewel de voordelen van celkweeksystemen voor toxicologisch onderzoek

groot zi-in, kleven ook een aantal belangrijke nadelen aan de toepassing

ervan:

1. Extrapolatieproblemen

Doordat in celculturen humorale (ímmunologische), hormonale' nerveuze en
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metabole regulatiemechanismen ontbreken, kunnen de resultaten van derge-

lijke in vitro proeven niet zonder meer van toepassing geacht worden op

in vivo situaties.
2. GerÍnger differentiatieniveau
Vooral in cellijnen, maar ook in toenemende mate bij ouder wordende pri-
maíre culturen, b1ljkt sprake le zíjr. van geringere biochemische, fysio-
logische en morfologische differentiatie, waardoor niet a1le experimenten

in vitro uitvoerbaar zijn.
3. Korte levens<luur

Vooral primaire culturen hebben een beperkte levensduur waardoor lang

lopende proeven niet kunnen worden uitgevoerd. Cellijnen moeten regel-
matig worden getrypsiniseerd en overgezet.

4. Geringe hoeveelheid materiaal
De hoeveel.heid celmateriaal die beschikbaar is. voor proeven onder normale

k\^Teekomstandigheden is gering (enkele mlljoenen cellen). Dit kan voor

bepaalde biochemische metingen te weinig zijn.

De genoemde nadelen zijn van een zodanige aard dat men niet kan ver-
wachten dat celculturen zonder meer en overal dierexperimentele modellen

kunnen vervangen. Bovendien kan er bij risico-evaluaties nooit sprake

zijn van een directe extrapolatie van de verkregen resultaten naar de

menselijke sÍtuatie

Toepassingen van celkweeksystemen

l{e1ke primaire cultuur, celstam of cellijn (er zijn enkele honderden

typen beschikbaar, die onder meer worden geleverd door ATCC (America Type

Culture Collection), moet worden gekozen om de werkÍng van een bepaalde

stof in vitro te bestuderen zal afhangen van de vraagstelling van het
onderzoek, en het cellulaire aangrijpingspunt \^Taarop men een effect
verwacht.

Men kan de volgende toepassingen onderscheiden:

a. algemeen celtoxlcologisch onderzoek

b. celspecifiek toxícologisch onderzoek

c. metabolisme onderzoek

Bij onderzoek a. wordt gekeken naar algemeen cytotoxische effecten.
Niet-celspecÍfÍeke testparameters kunnen betrekkiog hebben op de vita-
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liteit, groei, netabolisme, membraaníntegriteit en morfologie. ook gene-

tische effecten va11en hieronder. Voor dit doel kunnen we ce11íjnen van

fibroblasten of epitheelcellen gebruiken, die een hoge delingssnelheid

hebben en weinig eisen stellen aan de kweekcondities. Een veel gebruikt

celtype is de Hela ce1'

Bij onderzoek b. gaan we uit van primaire culturen of cellijnen die in

meer of mindere mate beschikken over orgaanspecifieke eigenschappen. I^le

gebruiken deze culturen a1s we stoffen testen \^Taarvan het targetorgaan

bekend is. Cellijnen met gedifferentieerde functies zijn meestal tumor-

cellijnen. Het celspecifieke onderzoek is met name van belang voor de

voorspellende toxicologie en het onderzoek 1.aaT werkingsmechanismen.

vee1a1 worden primaire culturen gebruikt va.n hepatocyten (rnetabolisme),

zenuwcellen (neurotransmittelstoffen, neurotransmissie), spiercellen

(contractiliteit) , macrofagen (fagocytose), maar ook van vele andere

celtypen.
In de periode 1976 - L979 verschenen 236 publikaties over algemeen en

specifiek celtoxicologisch onderzoek (met uitzondering van mutagenese en

carcinogenese) en 110 over toepassing van celculturen in het metabolisme

onderzoek (Tabe1 i).

Tabel 1. Publikaties betreffende het gebruik van celculturen in de

toxicologie gedurende de periode 1976-1979 (met uitzondering
van mutageniteits/carcinogeniteitsonderzoek). (Zucco, 1980).

ce11 ij n

f ibrob 1as ten
epitheelcellen

longcellen

reticulo-endotheliale ce11en

levercellen

niercellen

zenuwcellen
hart / spiercellen

pesËiciden, geneesmiddelen, 28
anorganische, organische ver-
bindingen
anorganischeverbindingen, 13
geneesmíddelen' sigaretten-
rook
anorganische/organische ver- 20
b ind ingen
anorganischeverbindingen, 17

geneesmiddelen, pesticiden,
oplosmí ddelen
metalen of natuurlijke ver- 3

bindingen
oplosmiddelen/geneesmiddelen l4
geneesmiddelen/natuurlijke 5

verbindíngen
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Celculturen worden het meeste toegepast, tesamen met andere in vitro
systemen (bacteriën) in het voorspellende mutageniteits en carcino-
geniteitsonderzoek. Het onderzoek naar genetische effecten van chemische

stoffen wordt bijna uitsluitend uÍtgevoerd met in vitro systemen (Gezond-

heidsraadrapport - Mutageniteit chemische stoffen). Zowel puntmutaties

als chromosoommutaties kunnen worden gedetecteerd. De laatste Eiroep met

behulp van cytogenetische technieken. Veel gebruikte testen zijn de

chromosoom-aberratietest en de Sister Chromatid Exchange test. Hiervoor
worden meestal ce11en gebruikt met een gering aantal chromosomen (Chinese

hamster). Celculturen worden ook vrij veel gebruikt voor het in vitro
carcinogeniteitsonderzoek Ín de zogenoemde celtransformatietest. Ce1len

maken in hun ontlrikkeling van normale naar tumorcel een groot aantal
veranderingen door, zoals verlies van contactinhibitie leidend tot
stapeling, dedifferentiatie, biochemische, metabole veranderingen, groei
zonder hechting aan een vast oppervlak. Men kent verschillende systemen,

uitgevoerd met vooral celstammen waarbij men gebruik maakt van genoemde

eigenschappen. Groei in zachte agar - BHK ce11en (baby kidney hamster) of
Focus-test (berustend op contactinhibitie en stapelingsgroel) - 3T3

muizecellen.
Er wordt over het algemeen een zeer hoge correlatie met carcinogeniteit
in vivo gevonden.

Aangezien de metabole capaciteít (gehalte aan microsomale enzymen) van

cellijnen over het algemeen zeer gering is, zal de voorspellende werkÍng
van celculturen voor de in vivo toxicÍteit voor direct toxische stoffen
groter zijn dan voor stoffen die eerst gemetaboliseerd moeten worden

alvorens ze toxisch zíjn.
Voor \,rat betreft cellijnen is de metabole capaciteit het hoogst ín lever-
tumorcellijnen. Nog hoger is de metabole activiteit in primaÍre culturen
van levercellen. 0p de Vakgroep Toxicologie van de Landbouwhogeschool

\"rordt voor dit doel een primaire cultuur van embryonale kippelevercellen
gebruÍkt.

Dit celkweeksysteem werd onder meer gebruikt voor het bestuderen van de

biotransformatie en de porfyrinogene werking van hexachloorbenzeen (HCB,

een fungÍcide) en zijn metabolieten (Debets, 1981). Veel meervoudig geha-

logeneerde polycyclische koolwaterstoffen kunnen toxische leverporfyrie
veroorzaken bij dier of mens, dit is een verstoring van de haemsynthese
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die leidt tot een ophoping en het ontsËaan van afwijkende porfyrines. De

ophoping kan na geruirne tijd (enkele weken) zichtbaar worden gemaakt in

proefdieren onder uV-1ichÈ. Bekend is dat HCB gemetaboliseerd moet LTor-

den, en vermoed wordt dat uroporfyrinogeen decarboxylase (UROG.D) een

sleutelenzym is in de verstorÍng van de haemsynthese. Verder ooderzoek

naar het werkingsmechanisme bij proefdieren stuit op problemen gezien

onder meer de kortlevende metabolieten en de lange latentietijd voor het

ontstaan van porfyrines. In kippe-embryo-leverce1len veroorzaakt HCB en

een aantal andere stoffen ook porfyrie en wel binnen 24 uur. Onderzocht

werd of de biotransformatie in de celculturen overeenkomt met die in het

proefdíer. Diverse metabolieten bleken aanwezíg. Een aantal metabolieten

werden in dit systeem getest; pentachloorthiofenol bleek een porfyríno-

gene werking te hebben, pentachloorfenol bíjvoorbeeld niet.

Uit dit onderzoek maar ook uir andere onderzoeken blijkt dat primaire

culturen van 1evercel1en, gevoelige en bruikbare systemen zijn voor het

bestuderen van het metabolÍsrne van 1Íchaamsvreemde stoffen in relatie tot

hun toxiciteit.

Wat betreft geisoleerde ce1len in weefselkweek met orgaanspecifieke

eigenschappen, worden levercellen het meest toegepast, daarnaast zenu\^,-

cellen, 1ongcel1en, spiercellen, niercellen en nog enkele andere.

Zenuwcellen zijn afkomstig uit het centrale zenuwstelsel of het rugge-

merg, de belangrijkste eigenschappen zijn de afgifte van neurotransmit-

terstoffen (acetylcholine) en actiepotentialen. Gebruikte longcellen zijn

alveolaire macrofagen (fagocytose) en A-549 ce11en (pneumocyt type 2,

surfactant produktie). Geisoleerde hartcellen behouden het vermogen tot

spontane contractie, een zeer gevoelige eigenschap orn stoffen te testen

zoals bijvoorbeeld glycoalkaloiden, en stoffen die de oxydatieve fos-

forilering remmen als dinitrofenol.

Slotbeschouwing

Er is een duidelijke plaats voor celkr^/eeksysternen in de toxicologische

evaluatíe van chemische stoffen. Deze verwachting 1s gebaseerd op een

toenemend gebruik van in vítro testen voor screeningsdoeleinden en on-

derzoek naar werkingsnechanismen.
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In het specifieke ce1-toxicologische onderzoek, \^zanneer de cellen moeten

beschikken over orgaanspecifieke eigenschappen, wordt het meeste gewerkt

met primaire celculturen. Een nadeel van primaire culturen is ondermeer

de sne11e dedifferentiatie, zoals bijvoorbeeld het verlies van het ver-

mogen tot metabole activatie in levercellen. Ontwlkkelingen op het gebied

van de synthetische kweekmedia en groeifactoren zijn van belang voor het

behoud van geclífferentieerde functies. Echter om een nog beter gebruik te

kunnen maken van celculturen in de voorspellende toxicologie' is het van

belang cellijnen te ootwikkelen met permanente, gedifferentieerde, or-
gaanspecifieke eigenschappen. Een mogelijk veelbelovende techniek 1s die

van de celhybridísatíe, een techníek, die zoals door andere sprekers aan-

gegeven, op andere vakgebieden reeds belangwekkende resultaten heeft
opgeleverd. Het is te \^Tensen dat door dit soort technÍeken permanente

cellijnen ontstaan met een grote voorspellende waarde voor mens en dier,
ce1li-jnen díe een functie kunnen vervullen binnen het gestandaardiseerde

toxiciteitsonderzoek dat tot doel heeft veilige concentraties vast te

stellen rran de chemische stoffen ín ons milieu en in de voeding, en ook

die stoffen die van belang zijn voor de dierlijke produktie.
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B. MANIPULATIE VAN DE PENSFERMENTATIE DOOR EXOGENE STOFFEN

Dr.fr. A. de Jong, lnstituut voor Chemotherapie, Bayer AG'

Lluppertal, B.R.D.

Aan het fermentatieproces in de voormagen van een herkauwer kleeft een

aantal nadelen die inherent zj-jn aan een anaeroob gistingsproces door een

gemengde microbenpopulatie. Er tleden verliezen op van voedselenergie dat

in de vorm van $TaImte en methaangas vrijkomË en van voedseleiwit dat Ín

ammoníak wordt omgezet. De ammoniak wordt geresorbeerd en in de lever

omgezet in ureum dat voor een groot deel met de urine wordt uitge-

scheiden. Het verlies aan I^Iarmte en aan methaan bedraagt gemiddeld

respectievelijk 5 en 8% van de bruto-energie terwíj1 de stikstofverliezen

sterk afhangen van de snelheid \^Taarmee ammoniak in de pens vrijkomt en de

mate van energiebeschikbaarheid. In wezen zí1n er twee mogelÍjkheden om

met technísche hulpmiddelen de fermentatieverliezen te beperken. In de

eerste plaats bestaan er methoden om de afbraak van voedselcomponenten in

de pens te verminderen, teneinde een met minder verliezen gepaard gaande

enzymatische vertering nà de voorrnagen te bewerkstelligen. Daarnaast kan

door het toevoegen van additieven aan het voedsel de pensfermentatie ten

gunste van het gastdier worden gemanipuleerd.

Ten aanzien van de remming van de methaanproduktie door exogene stoffen

kunnen twee mechanismen worden onderscheiden. Exogene stoffen kunnen

enerzijds hun werking uitoefenen door rnethanogene bacteriën teo gevolge

van toxische effecten direct in hun gloei te remmen (tdirecte methaan-

remmerst); anderzijds kan de methaanproduktie geremd worden door de

produktie van \^raterstof - het substraat der methanogene bacteriën - te

doen vermínderen ( I indirecte methaanremmers t ) . Daar de metabolische

rnaterstof bij de omzetting van pyruvaat in acetylCoA (precursol voor de

acetaat- en butyraatsynthese) vrijkomt, impliceert de indirecte remming

van de methanogenese een verhoogde produktie van proPionaat (17' 41)'

Aangezien de efficiëntie van de acetaat-, propionaat- en butyraat-

produkËie respectievelijk 62, 109 en 78% bedtaagt (17), betekent de

stimulatie van de propionaatproduktie ten koste van de acetaat- en/of

butyraatproduktie een beduídend efficiëntere fermentatie. Bovendíen zijn

er aanwijzingen gevonden dat de benuttíng van propionaat in de weefsels

efficiënter plaatsvindt dan die van acetaat (1). In latere studies kon
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dit echter niet worden bevestigd (25).

Terwljl een directe remming der methaanproduktie wordt bewerkstelligd
door een aantal chemische additíeven, wordt een indirecte remmi-ng met

name ter^reeg gebracht door stoffen van microbiële oorsprong. De invloed
van één groep van deze stoffen, polyether antibÍotica of Íonoforen, op de

microbië1e fermentati.e wordt nader besproken omdat één dezer stoffen,
monensin, a1s groeistimulator op grote schaal vrordt toegepast (in de

Verenigde Staten sinds 1976 en in de EEG sinds 1978), terwíj1 voor een

aantal andere vertegen\^7oordÍgers van deze groep (salinomycine, lasalocid
en narasin) aanvragen tot toelatlng als voederadditief zÍjn ingediend.

Naar a1le waarschijnlijkheid wordt lasalocid in 1982 Ín sommige landen

a1s toevoegmiddel in mengvoeders toegestaan. Nog weer andere polyethers
bevinden zich in een experimenteel stadÍum. De gunstige invloed van

glycolipide- en glycopeptide-antibiotica op de pensfermentatie berust
vermoedelijk ook op het principe der indirecte remming der methaanpro-

dukrie (4).

Polyether-antibiotica zijn laag-moleculaire, lipofiele stoffen (no1e-

cuulgewicht doorgaans tussen 400 en 1200) en worden geproduceerd door

streptomyceten, bacteriën van de actínomycetengroep (bijvoorbeeld
inonensin wordt gesynthetiseerd door Streptomyces cinnamonensis). Ze be-
staan uit de el.ementen C, 11 en O en soms N en bevatten O-bevattende

heterocyclische ringen, hydroxyl-, carboxyl-, ether- en ketogroepen. De

strategische posítie van de 0-atomen maken bÍndingen tussen polaire
+r1+

kaËionen zoals K', Na'of Ca'' en de 0-atomen van de ether- of hydroxyl-
groepen mogelijk. Door deze eigenschap kunnen de polyethers 6én- of
tweewaardige ionen door biologische membranen transporteren (29). 0p

\íe1ke r4rijze polyethers, of met een functÍonelere benaming aan te duiden
ionoforen, door hun carr:ierfunctie het cellulaire metabolisme ontregelen,
is onduidelijk. Grarn-posítieve bacteriën zi-jn gevoelíger voor jonoforen

dan gram-negatieve bacteriën. Naast de invloed van ionoforen op de pens-

fermentatíe zijn diverse andere biologische toepassingen bekend. Enige

voorbeelden híervan zijn te vinden in de cardiologie (18), fysiologie
(38), neurofysiologie (37), biochemie (34) , virologie (5) en Ín de

endocrinologie (30). Bovendien worden de ionoforen toegepast ter pre-
ventie van coccidiose (3) en weide- emfyseem (14) of a1s therapeutÍcum
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teEïen acetonemie. Momenteel zi-in bijna 100 ionoforen beschreven.

ongeveer 10 jaar geleden werd in een screening-programma met batch cu1-

turen geïnoculeerd met pensvloeistof vastgesteld dat monensin dat des-

tijds a1s coccidiostaticum al enige jaren in de pluimveevoeding werd

toegepast, de anaerobe fermentatie modificeert door de produktie van

propionzuur te stimuleren ten kosfe van die van azj_jrLzutr en boterzuur

(31, 33). Niet alleen in vitro maar ook in vivo bleek een inverse relatie

tussen propionaat enerzijds en acetaat enlof butyraat anderzijds te

bestaan indien monensin aan het voedsel werd toegevoegd. De verhoogde

concentratie van propionaat in de Pensvloeistof íS inderdaad toe te

schrijven aan een verhoogde produktie zoals met de isotopenverdunnings-

techniek gemeten r^7erd (2a, 28). Zowel in vitro (batch en continu cu1-

turen) a1s in vivo werd na toediening van monensin een verminderde

methaanproduktie zondel noemenswaardige detectÍe van \,TaterStof vastge-

steld (6, 35, 36). Soortgelijke effecten werden bij het testen van andere

ionoforen waargenomen (4' 13).

De energetisch efficiëntere pensfermentatie ten gevolge van monensin

resulteerde in een sterke produktieverhoging bij mestvee. Raun et al.

(1976) vonden gemiddeld een ruim 10% verbeterde voederefficiëntie ten

gevolge van zowel een versnelde groei a1s een verlaagde voeropname. In

talloze volgende proeven is onder zeer uiteenlopende omstandigheden de

succes story van monensin bij rundvee en schapen bevestigd. Bij do-

seringen van 5 tot 20 ppm monensin is doorgaans een 0 tot 5Z versnelde

groei en een 5 tot ruim 102 verbeterde voederconversie bepaald. Bij de

hogere doseringen van monensin (20-40 ppm) vinden geen verhoogde ge-

wichtstoenames plaats maar door een sterke remming van de voeropname

r^/ordt de voederconversie bijna 102 gunstiger (26). De gereduceerde voer-

opname zou door een verminderde pensfunctie verklaard kunnen worden (19).

De lnvloed van andere ionoforen op de groei en voederefficiëntie lijkt ín

dezelfde grootte-orde te liggen als die van monensin (3) 
' maar er zijn

nog onvoldoende gegevens beschikbaar om een betrouwbare vergelijking met

monensin mogetljk te maken. Bij melkvee zijn ionoforen onder normale

omstandigheden niet toepasbaar onder andere omdat ionoforen leiden tot

een sterke melkvetdepressie hetgeen voor een veehouder hoogst onge\"renst

is.
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rn verschillend onderzoek wordt aan monensÍn een eiwitsparend effect
toegeschreven (40). De effecten van ionoforen op het eiwitmetabolisme in
de pens zi-jn tweeër1ei: met in vitro technieken is vastgesteld dat niet
a11een de proteolyse in de pens door ionoforen geremd wordt maar ook de

microbÍële eiwitsynthese (2, 4, 23). De hoeveelheíd voereiwir die
onafgebroken de voormagen passeert neemt toe indien monensin a1s additief
gevoerd wordt terwí.jl de hoeveelheid bacterieel eiwit afneemt (21, 27).
De veelvuldi.g waargenomen verlaagde ammoniakgehaltes in de pensvloeístof
suggereren eveneens een verminderde proteolyse (27). Slechts in enkele
proeven nam de totale hoeveelheid stikstof in de lebmaag na het voeren
van monensin toe. Het hÍerboven gerefereerde in vitro werk werd uitge-
voerd met niet aan ionoforen geadapteerde bacteriën. Herod et al. (r979)
vonden echter geen remming van de rnicrobië1e groei r4ranneer een aan

rnonensin gewende bacteriepopulatie werd genornen. rn eigen onderzoek is
eveneens vastgesteld dat monensin de afbraak van caseïne niet beínvloedt
i-ndien geadapteerde micro-organismen van schapen werden gebruikt maar we1

indien niet-geadapteerde microben genomen worden. Anderzi.jds constateer-
den Van Nevel en Derneyer (1979) geen vorm van adaptatie van de microbiële
groei in een drieweekse proef in vivo en vonden wheEstone et a1. (19g1)
in een serni-continu batch cultuur systeem- rnet caseïne a1s substraat geen

adaptatie-effecten na toediening van monensin. Andere vormen van adap-
tatie zijn ook waa.rgenomen: zo werd een verminderde ruwe celstof afbraak
gemeten na h.et voeren van monensin gedurende 2 weken maar niet na 7 weken
(27), rn vitro oefende monensin een sterke remming van de ce1luIose-
afbraak uit met gebruik van nÍet-geadapteerde bacteriën; werden daaren-
tegen pensvloeistofinocula genomen van schapen die gedurende 1 maand

monensÍn a1s voederadditief roegediend hadden gekregen, dan bleek van
verminderde ce11u1ose-afbraak geen sprake meer (De Jong, manuscript in
voorbereiding). le uitkomsten van in vitro werk met niet aan een ionofoor
geadapteerde rnicrobenpopulatie hoeven dus de invloed van dit ionofoor in
vivo niet te r^TeerspÍegelen.

De gunstige invloed van ionoforen op de produktie kan niet altijd door de

energiebesparende verhogÍng van de propionaatproduktÍe en de eiwitbe-
sparende werkí-ng verklaard worden. rn het complexe pens-ecosysteem kunnen
echter meer gunstige veranderingen plaatsvinden.
Het is niet ven^Tonderlijk dat monensin de pensprotozoënpopulatie redu-
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ceert (27) gezien het feít dat ionoforen benut worden om pathogene pro-

tozoën te bestrijden en dat er een hechte symbiose tussen pensprotozoën

en methanogene bacteriën is aangètoond. Hoewel protozoën een nadelige

invloed op de microbiële groei uitoefenen, is het enigszins voorbarig om

te conclucleren dat een reductie van het aantal protozoën zonder meer

voordelig is. Zowel monensin a1s lasalocid remt de groei van twee be-

langrijke lactaat-producerende bacteriën - Streptococcus bovis en

Lactobacilli species - (11) en beide ionoforen verhinderen experimentele

rnelkzuur acidose (22). Bij normale rantsoenen is daarentegen geen één-

duidig effect van monensin op D- en L-lactaat gehaltes van de pensvloei-

stof te herkennen (eigen onderzoek). Lasalocid 1s in tegenstelling tot

monensin effectief a1s therapeutÍcum tegen monensín. Het feit dat in

somrnige studies monensj-n c1e turÍIover van. de vloeibare en vaste fase

vermindert ( 19 , 28) , suggereert een intensievere pensfermentatie. Het

tegengestelde is echter aangetoond: er vindt een verschuivíng van de

organische stofvertering van de pens naar de dunne darm plaats (2I)'

Monensin schijnt geen effect op de penswandmotiliteit uit te oefenen.

studies met reinculturen hebben meer inzicht verschaft in het werkings-

mechanisme van ionoforen op de pensflora. De ionoforen monensin en lasa-

locid oefenen niet een toxische werking op methanogene bacteriën uit zo-

a1s het geval is bij de C,irecte methaanremmers, maar Iemmen of vertragen

de groei van waterstof en formiaat producerende bacteriën terwijl

succinaat- en propionaatproducers ongemoeid gelaten worden (7, 12, 15).

Zo werden veel voorkomende gram-positíeve bacteriën a1s Ruminicoccus

a1bus, Ruminicoccus flavefaciens eÍr Butyrivibrio fibrisolvens door ge-

ringe doses monensin en lasalocid sterk in groei geremd, de groei van

Bacteroides succínogenes en van Bacteroides ruminicola werd door beide

íonoforen vertraaEld en die van Selenomonas ruminantium \^7erd niet door

hoger:e doses van monensin of lasalocid beinvloed. uit de studie van van

Nevel en Demeyer (1977) valt af te leiden dat monensin de activíteit van

formiaatlyase van formiaatsplitsende bacteriën verlaagt zodat mincler

waterstof voor de methaanvorming beschikbaar ís. Hoe de selectie tegen de

waterstofvormers tot stand komt, is onbekend.

De mogelijkheden om dírecte methaanremners, zoals bijvoorbeeld hogere

vetzuren en gehalogeneerde methaan analogen, als voederadditief toe te
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passen lijken niet rooskleurig. De hogere vetzuren zouden de

methanogenese op fysisch-chemische wíjze remmen ( 1 0) terwij 1 de

gehalogeneerde stoffen de cobamide-afhankelijke methyloverdracht zouden

remmen (10, 42). In in vitro werk komt de energetisch gezien gunstige
invloed van directe methaanremmers op de pensfermentatie duidelijk naar

voren (6, 9, I0, 35); in veel gevallen remmen deze stoffen de

methaanproduktie vrijwel vo11edÍg in tegenstelling tot de indirecte
methaanremmers die een partië1e inhibitie veroorzaken. De toepassing van

directe methaanremmers a1s voederadditief wordt echter behalve door de

vluchtigheid en de toxische werking van sommige dezer stoffen belemmerd

door de geringe en/of variabele groeibevorderende werking. Dit laatste
punt heeft ongetr^7ijfeld te maken met het feit dat er vaak gewenning aan

deze methaanremmers optreedt (8).

S lotbeschouwing

Diverse in vitro technieken vormen betrouwbare en onmÍsbare hulpmiddelen
om de invloed van ionoforen of andere exogene stoffen op de pensfermen-

tatie vast te ste11en. Desondanks is het noodzakelijk om proefuitkomsten
verkregen met in vitro technieken 1n vivo te controleren om te vermíjden
dat bijvoorbeeld ten gevolge van dier-gebonden factoren of adaptatie de

ín vitro resultaten effecten in vivo niet r^reerspiegelen. De veranderingen
in het vetzuurpatroon van de pensfermentatie kan slechts een deel van het
gunstige effect van ionofore antibiotica op de voederefficiëntie ver-
klaren, Vermoedelijk draagt onder meer een verschuiving van de eiwlt-
vertering bi--i tot de gunstige invloed van de ionoforen op de dierlijke
produktie.
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9. HET GEBRUIK VAN IN VITRO TECHNIEKEN VOOR HET VASTSTELLEN VAN NEVEN-

EFFECTEN VAN ANTIBIOTICA OP HET IMMUUNSYSTEEM

Drs. J.L. Grondel, Dr. E. Egberts en Dr. W.B. van Muiswinkel,

Vakgroepen Experimentele Diermorfologie/CelbiologÍe en Veehouderij'

Landbouwho ges choo1, i^Ia.geningen

Inleiding
Het immuunsysteem stelt mens en dier in staat zich te verweren tegen

ziekteverwekkende micro-organismen en/of lichaamsvreemde stoffen (anti-

genen) welke het lichaam trachten binnen te dringen. De aanwezigheid van

antigenen zal- in eerste instantie gesignaleerd moeten worden (herkenning)

waarna een gericht ant\^roord (specifiek) za1 volgen. Het immuunapparaat

heeft zich bij gewervelde dieren ontwikkeld tot een complex stelsel van

weefsels en ce11en die met elkaar samenwerken. Verschillende celtypen

zijn direct betrokken bij de immuunrespons en dragei zoÍg voor een af-

weerreactie van het lichaam tegen een infecterend agens. Hiertoe behoren

de lymfocyten die deel uitmaken van he! totaal aan witte bloedcellen

(leukocyten) en die op grond van hun ontwikkeling en functie(s) in B- en

T-lymfocyten zLjn te verdelen. B-lyrnfocyten ontwikkelen zich bij vogels

in de Bursa van Fabricius en bij zoogdieren onder andere.in het beenmerg.

Na contact met een antigeen nemen deze ce11en toe in aantal en veranderen

voor een deel in p1asmace11en, dle een immunoglobuline (antilichaam)

afgeven dat kan binden met het desbetreffende antigeen. Hierdoor kunnen

zídh antigeen-antilichaarn complexen vormen, die versneld onschadelijk

worden gemaakt door fagocyterende cellen (o,a. macrofagen). De T-lyrnfo-

cyten ont\^rikkelen zich in de thymus. Een deel daarvan kan met virus

geínfecteerde ce11en en/of tumorcellen doden. T-cellen spelen ook een ro1

bij de transplantaatafstoting. Daarnaast bevinden zich onder de T-lymfo-

cyten cellen, die een regulerende invloed uitoefenen op het verloop van

een immuunrespons. Deze invloed kan zowel stimulerend (T-helper ce11en)

als remmend (T-suppressor ce11en) zijn.

Elke respons van het immuunapparaat kan in grote mate versterkt worden en

staat onder strikte controle. Zowel B- als T-lymfocyten bevatten op hun

celoppervlak herkenníngsmoleculen (receptoren) voor een bepaald antigeen.

Vaak moet het antigeen nog op een of andere wijze bewerkt worden voordat

het in contact kan treden met deze receptoren. Dit geschíedt door middel
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van macrofagen, die het antÍgeen vervolgens aan T-lymfocyten aanbieden.

Door dit samenspel worden regulerende produkten (interleukinen) vrij
gegeven die de respons zul1en versterken. Interleukine I (ILl) wordt in
de Eieschetste situatie door macrofagen geproduceerd en zet T-helper
cell.en in combinatie met de antigene stimulatie aan tot produktie van
interleukine 2 (TL2), dat andere T-lymfocyten toË proliferatie en dif-
ferentiatie aanze-t. Ook voor de prollferatie en differentatie van

B-lymfocyten tot plasma-cellen zijn naast c1e interactie tussen het
antigeen en de receptor van de B-lymfocyt de regulerende factoren
noodzakelijk. uit deze schematische en enigszins vereenvoudigde be-
schrijving van een immuunrespons blijkt dat cel-cel contacten zowel a1s

factoren, welke via bepaalde receptoren op de ce1 ínwerken, bij deze

interacties een belangrijke ro1 spelen.
Deze verschíl1ende interacties van lymfocyten en macrofagen tijciens een
j.mmuunreacÈie doen zích nieÈ a11een voor in vivo, maar ook in vitro,
bijvoorbeeld in een lymfocyten stimulatÍetest.

Het principe van de lymfocyten stimulatietest
Bij de inductie van een immuunrespons i-n vitro is het aantal ce11en dat
specifiek net het antigeen kan reageren gering. Hierdoor zijn de effecten
van de activatie van antigeenspecifieke lymfocyten tegen de achtergrond
van het grote aantal niet-gestimuleerde lymfocyten rnoeilijk meetbaar. Dit
probleem kan ondervangen worden door het gebruík van mitogenen die lymfo-
cyten onafhankelijk van hun specificiteÍt voor antigeen kunnen aanzetten
tot ce1de1Íng. De meeste van deze mitogenen behoren tot de groep van

koolhydraatbindende eirlritten, de zogenaamde lectines. Sommige hiervan,
bijvoorbeeld phytohemagglutinine (PHA), srimuleren a11een T-lymfocyten,
andere, zoals lipopolysaccharide van gram-negatieve bacteriën, a1leen
B-lymfocyten. Ook zijr. er mitogenen bekend die zowel T- als B-lymfocyten
tot activiteit aanzetten, bijvoorbeeld 'pokeweed mitogent. De celdeling,
maar vooral de daaraan voorafgaande DNA-synthese wordt gebruikt a1s

parameter. Aan het in vitro systeem kan op eenvoudige wijze radioactj-ef
thymidine toegevoegd worden. Een aantal uren later wordt bepaald hoeveel
thymídine in het DNA is ingebouwd (zie figuur 1).

Hoewel de door lectines geinduceerde celdeling van lymfocyten in vitro
een kunstmatig karakter draagt, is het hele proces vergelijkbaar met de
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De invloed van antÍbiotica op de respons in vitro
Indien exogene factoren het immuunsysteem beinvloeden kan dit grote ge-

volgen hebben voor de weerstand van de dieren. Vooral in de intensieve
veehouderij waarbij het aanbod van micro-organismen (antÍgenen) groot zal
zijn wordt een zware wissel getrokken op het functioneren van het afweer-

mechanisme. Enkele antibiotíca bijvoorbeeld oxytetracycline en

doxycycline zijn in staat de immuunrespons in vitro te remmen (zie figuur
2). De concentraties waarbij 50% inhibitie optrad r^raren respectÍevelijk
3.5 en 1.5 Ug/mI. Deze waarden komen overeen met die welke in vivo
berei-kt dienen te wnrden voor een effectieve therapeutische behandeling.

cpm

t05

Figuur 2. In bovenstaande figuur zijn de resultaten \^Teergegeven van een
lymfocyten stimulatietest en de beïnvloeding daarvan door het oplosmiddel
van oxytetracycline, oxytetracycline en doxycycline. In deze test werd de
celdeling van lymfocyten, geïsoleerd uit een karper, geinduceerd door het
mitogeen PHA. Na drie dagen kweken werd aan het medium radioactief thymi-
dine toegevoegd en op de vierde dag werd de in het DNA ingebouwde activi-
teit bepaald. Deze activíteit wordt weergegeven in 'counts per minuter
(cpm). De hoeveelheid toegevoegd antibíoticum T,rordt weergegeven in Ug/m1.

2.51.25o.62
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Het effect van- antibiotica berust weliswaar op een bacteriostatische of

bactericide werking, maar in beide situatíes za1 het af\^Teermechanisme er

zotg voo1. moeten dragen dat de miclo-organismen geëlimineerd worden.

De constatering van bovengeschetste beÍnvloeding van de imrnuunrespons in

vitro door oxytetracycline en doxycycline is natuurlijk niet voldoende.

Het nodigt uit tot nader onderzoek waarbij enkele vragen centraal staan'

ten eerste: waar grijpen deze stoffen aan binnen het complexe gebeuren

van de immuunrespons? Ten tweede: Wordt de immuunrespons in vivo ook

beinvloed? Op de eerste vraag kan vooralsnog geen uitsluitsel worden

gegeven, maar de tweede vraag kan bevestigend beantwoord worden. Het

b1i-jkt dat therapeutische doses de inmuunrespons van zowel karpers a1s

kippen doen veranderen. Concluderend kan er gesteld worden dat bepaalde

antibíotica de immuunrespons kunnen beinvloeden, hetgeen implícaties kan

hebben voor het gebrulk van deze antibacteriële middelen in de praktijk.

De boven beschreven methode maakt het mogelijk een groot scala aan exo-

gene factoren in vitro te testen (screenlng) op hun immunomodulerende of

toxische eigenschappen. De lymfocyten stimulatietest wordt in dat geval

uitgevoerd met ce11en van gezonde en onbehandelde dieren. Deze lymfocyten

kunnen uit het bloed geisoleerd worden, waardoor de proefdieren gespaard

blijven. Op een vergelijkbare wij ze kart ook het reactievermogen (gezond-

heidstoestand) van dieren in het algemeen nader worden bekeken. Het reac-

tievermogen kan namelijk beÍnvloed worden door vele factoren zoals ziek-

ten, stress, milieuverontreiniging en de reeds genoemde antibiotica.

Tevens is het mogelijk om het effect van vaccinaties na te gaan l^Tanneer

mitogenen in de test vervangen worden door het bij de vaccinatie ge-

bruikte antigeen. Al met at blijken deze kortdurende kweekmethoden waar-

devolle gegevens voor de praktíjk te kunnen opleveren.
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Discussie tblokt 3

De Vries: Een detaÍl uit het verhaal van Grondel heb ik gemíst. Het leek

mogelijk om tritium-thymidine te vervangen door iets anders, dat de pro-

liferatie kan weergeven in de celkweek.

Grondel: Het is mogelijk gebleken dat bepaalde fluorescerende stoffen,

tijdens de proliferatiefase, ingebouwd worden in het DNA. Dat kun je door

middel van een ce11-sorter meten. Het blijft een vraa.g of die stof schade-

lijk is, maar je bent niet meer met radioactiviteit bezig. Dit \nrordt

toegepast, maar je hebt we1 speciale apparatuur nodig.

Garssen: Die stof intercalceert in het DNA?

Grondel: Ja.

Garssen: De kosten van zotn ce11-sorter lagen nogal hoog.

Grondel: Die in Rijswijk, Nijmegen en Rotterdam liggen in de buurt van

één miljoen gulden, maar je hebt ze ook op commerciële basis, dan zíjo ze

natuurlijk ook eenvoudiger.

Dekkers: Kun je zoÍÍLaaÍ overstappen van proefdieren op celculturen; zí7n

er vergelijkende studies gedaan waarbij je een hoge correlatie kunt aan-

tonen?

Alink: Natuurlijk kan dit niet zomaar. Je komt nooit zover dat je voor

a1le typen toxiciteitsonderzoek gebruik kunt maken van celculturen. Bij

bepaalde typen onderzoek, het best geíllustreerd aan mutageniteltsonder-

zoek, heeft men een sËerke correlatie (tot 80%) gevonden tussen mutagene

effecten in celculturen en die Ín vlvo (beenmergcellen). Ook een hoge

correlatie (90%) wordt gevonden tussen celtransformatietesten (met BHK en

3T3 cellen) en in vivo carcinogeniteitstesten. Een probleem is dat deze

testen moeilijk uit Ee voeren zijn en dat er weinig geschikte systemen

zijn. Het lukt vaak in één laboratorium maar elders niet.

Tamminga: De Jong heeft gezegd dat er naast monensin ook nog glyco-pep-

tide-antibiotica zijn en die zouden eveneens een werking op rnenselÍjke

organen hebben. Is de werking van deze antibiotica vergelÍ-jkbaar me! die

van monensin en zouden er níet aantrekkelijker verbindingen zijtt in

verband met resídue kwesties?

De Jong: Uit een aantal onderzoeken blijkt dat ze enigszins vergelijkbaar

zijn rnet de polyethers. Er ontstaat een geringe remrnÍng van de methaan-

produktie en een stimulatie van de propionaatproduktie ten koste van

azijn- en boterzuur. Het effect op de eiwithuishouding is minder bekend,

en hoe ze werken daar is ook weinig van bekend, Ik betwijfel oÍ ze ín
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verband met residuen geschikter zijn dan monensin, dat nauweliiks resi-
duen geeft en volledig is vrijgegeven. Twee van de glycopeptide - en

glycolipide anti-biotica (flavomycine en avoparcin) zijn ook aIs voeder-
additief toegestaan.

Tamminga: Je vindt weinig residuen met monensin; beperkt dat zich tot het
dlerlijk eindprodukt of wordt het volledig afgebroken?
De Jong: Voor zover ik weet wordt monensin vrijwel níet geresorbeerd en

wordt het in het maagdarmkanaal afgebroken (1, 2).
x: rk dacht dat het voor 987" uitgescheiden werd en 14 dagen tot 2 maanden

nodig heeft in de mest om volledig afgebroken te worden.
Grondel: A1s u dat lijstje met ongewenste effecten van antibiotica hebt
gezien, bent u dan nog voorstander van het gebruik hiervan a1s voeder-
addÍtief?
De Jong: Ja. je zou dat van elk antibioticum moeten testen, ik denk dat
de door mij besproken ionofore antibíotica een vrij gunstige groep is.
De vrÍes: rn de Verenigde staten is door de fabríkanten een uitgebreid
dossier overgelegd waarin zeer veel gegevens over monensin, zoals sta-
biliteit, persistentie etc., ook in het mi11eu. Daaruit blijkt dat de

verbinding voor meer dan de helft afgebroken in de mest verschijnr en dat
de halfwaardetijd in mest minstens enkele weken bedraagt. De stof is in
het milíeu onder normale omstandigheden buitengewoon instabiel. verder
treedt er geen accumulatie en residuevorming in planten op.
Grondel: rk heb geen gelegenheid gehad om méér te vertellen over anti-
bioticum gebruik. rk heb hier een screeningstest aangedragen voor een
hele reeks stoffen. Het is eigenlijk te gek dat je in de íeehouderij (en

het hospitaal) met resistentieproblemen te maken hebt, die bljzonder
groot zijn. Dat je juist in de veehouderij door gebruik van lage con-
centraties antibioticum, die de voederconversie verbeteren, de groei
bevorderen etc. wèl de resístentie verhoogt en we1 zodaníg dat op een
gegeven moment bepaalde antibiotica niet meer gebruikt kunnen worden. Dit
Ís een resistentieprobleem. rk moet rne houden. bij de immunologíe en van
daaruit zeg ik, u bent bezig de \^reerstand van het dier te veranderen. Met

de populatie binnen de darm wordt iets gedaan, er wordt een stam uitge-
schakeld, er kornt een muta-tÍe of een resistente st.aÍr; \^iat heeft dat voor
invloed op het dier zelf? De r,reerstand is verlaagd; dit geldt voor één
antibÍotícum: oxytetracycline. Deze stof is hier niet toegestaan, ten-
minste niet continue, in de verenigde staten we1 en wordt daar op grote
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schaal toegepast. Het is echter niet bekend of het immuunapparaat daar-

door geremd wordt.

Metz: Het is een ger^retensvraa.g voor mensen in de veehouderij of je het

gebruik van additíeven in de vorm va.n antibiotica moet propageren \^TanneeI

het economisch rendabel ís. Ik ben b1i-j dat Grondel ons een figuur liet

zien waarop enerzijds het effect van antibiotica en anderzijds ook de

factor bedrijfshygiëne voorkwam. Een deel van de gunstige effecten die je

met antibiotíca bereikt, zijn ook te bereiken bij een betere beheersing

van de hele dierlijke produktie keten, zoals arbeídsdiscipline en een

effectíeve toepassing van \^7at onderzoek aandraagt (3).

Alink: De afwegingen z1.jn van verschillende aard: ethísche, economische

voor- en nadelen. Voor mijn gevoel is er een groot verschil: tussen anti-

biotica die dienen ter besEIi-iding van infectieziekten en bijvoorbeeld

polyether-verbindingen, \^7aar De Jong het over had, die tot doel hebben

het voedergebruik iets efficiënter te laten plaatsvinden.

Ik begreep van De Jong dat het voedergebruik ten hoogste 8% gunstiger zou

worden,

De Jong: Dat is nogal wat!

Alink: Ik heb niets gehoord over eventuele toxicologische effecten. Die

zijn kennelijk niet belangrijk omdat geen residuevorming plaatsvíndt. Je

zou je nog kunnen afvragen of er bepaalde toxische effecten op het dier

zelf zíjr- en hoe lnet zit met de voedselregulatie, de fysío1ogÍe daarvan.

Verandert die door het toepassen van dit soort stoffen?

De Jong: Om te beginnen met het laatster je hebt kunnen zien dat er een

verminderde voedselopname plaatsvindt; men denkt dat dit komt doordat het

voer minder smakelijk wordt. Een aspect rrat ik niet aangeroerd heb, Ís

dat de passagesnelhei<l van vaste en vloeibare delen door de voormagen

vertraagd is; dat zot 66k kunnen samenhangen met de gereduceerde voedsel-

opname. Wat de toxische aspecten betreft en residuevorming, ik heb me met

opzet beperkt tot het voedingsfysiologische gedeelte.

1. Owens, F.N. (1980) Proc. Georgia Nutr. Conf., Univ. of Georgia,
Athens, p. 17-25.

2. Oostendorp, D. en Harmsen, 1I.E. (1981) Boerderij/Veehouderij 66,
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3. Voorzover het monogastrische dieren betreft (varkens, pluimvee) is
De Jong het met deze opmerking volledig eens (noot van de auteur)
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