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Rlauunto. - :t stato ottenuto un ceppo cellulare, che è onnai al 6()0 

passaggio, partendo dal miofihroearcoma HS6 di hamater. Da questo ceppo 
sono stati isolati quattro cloni, di cui due costituiti da elementi a carattere 
fibroblastico e due epiteliale . 

.t stata studiata la sensibilità delle cellule del ceppo e dei cloni per di­
veni virus. e si • iniziato lo etudio del potere onoogeno delle cellule dei quattro 
cloni. n potere tumorigeno delle cellule deJ ceppo non era affatto cambiato 
dopo 60 pUI!Iaggi. 

Summary. (Separation of a cell strain from a tumor of chemical origm 
in hom.ster). - A cell strain was established from hamster myofihrosar­
coma HSO. Ftmr clones were separated :&om thia strain, two of which had 
cella with 6hrobla15tic, aOO two with epitheh-al characteri&tie&. 

The susceptibility of the strain an.d its clones to different viroses was 
in.veetigatcd together with the oncogenic p:roperty of the clone cells. The 
tumorogenicity of the celi strain in hamster was unchanged after 60 pa81ages. 

Numero&i AA. hanno riferito sull'isolamento di ceppi (••) cellulari prove· 
nienti da tumori spontanei umani (BARON & RABSON, 1957; CAILLEA.U, 
1960; Ho, KuANG & CBING,1962; Mc ALLISTE& & ComELL, 1959; VAN DER 
VBEN, BOTS & MEs, 1958) e da tumori spontanei animali (DI PAOLO, 1962; 
MooaE, 1962) o indotti da 11ostanza chimi-ca (CaA.SB, 1946) o da virus (Roun:, 

(•) Boni1ta dei La.bo!'atori di Microbiologia. lndiri110 attuale: Istituto di Microbiol(l8ia 
ed EMJemiolosM, Boulevard StoJetofl' 44, Sofia, 8uJ8"al'ia. 

(••) ~linea oellulau Q int.eDde una coltlll'a di ceDale che abbiano 1upcrato un miuHno 
di dieci pauaqi cou creecita soddisfacente; il ceppo cellulue ~ caratteriua.to da una Cl'ellcita 
contimul, la quale si manif~t. dopo che la linea cellulare si i ben 1tahllita (RuZicRA,l%4), 
in senft'll dupo 9-12 meti dall'lDbio deU'~pcrimento. 

• Atul. Iat. BupeJ-. Sanit4 (1967) 3, 21·34 • 
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STROHL & SCHLESINGER, 1966) ed adattati a crescere in terreni di varia 
costituzione. 

In questa nota vengono presentati i dati sull'ottenimento di un ceppo 
cellulare derivato dal tumore HS6 di CaABB (1946) e la 11Ua coltivazione con­
tinua in vitro in terreno oon siero di vitello, Viene inoltre riferito l'i1mlamento 
di cloni cellulari, lo studio della sensibilità delle cellule ad alcuni virus e 
quello del loro potere oncogeno. 

La linea tumorale HS6 è stata ottenuta da CRABB nell944, partendo da 
un m.iofibrosarcoma di derivazione essenzialmente fibroblastica, indotto 
originariamente dall'A. su hamster siriano mediante inoculazioni. sottocu­
tanec ripetute di 9,10-dimetil-1,2-benzantracene. Questa linea tumorale, 
ricevuta dal Dr. Crabh alcuni anm or sono, viene mantenuta nel nostro Isti­
tuto mediante passaggi continui su hamster. 

MATERIALI E METODI 

Soluzioni e terreni di coltura. 

Nei primi due mesi dalla ooltivazion{' delle cellule è stato usato un ter­
reno di crescita contenente : siero di vitello neonato 5 % ; siero di vitello 
adulto lO%; MEM (EAG"LE, 1959) 85%; penicillina 100 UI/ml: streptomi­
cina 100 tJ.gjm1. Dopo questo periodo il terreno è stato cambiato e consisteva 
di : siero di vitello adulto lO %; lattalbumina lO% ; MEM 80 %; antibio· 
tici come sopra. POichè le cellule HS6 sono molto esigenti e necessitano di un 
terreno molto ricco, il teneno di mantenimento era identico a quello di cre­
scita. 

Per il distacco delle cellule è stata adoperata una soluzione (ATV) così 
costituita: NaCl 40 g; KC12 g; glucosio 5 g; NaHCO, 2,9 g; tripsina (l: 250 
Difco) 2,5 g; versene l g; rosso fenolo (0,2 %) 5 ml; H 10 hidistillata 1000 m1. 
Questa soluzione veniva filtrata per Seitz e co'hservata a 4° C. Al momento 
dell'uso si dilniva nella proporzione l: 5 con H 10 bidistillata. 

Per la tripsin.izzazione del tessuto tumorale è stata usata tripsina al 
0,25 %· 

Diseacco e distribuzione delle cellule. 

Dopo circa 2' di contatto con ATV a temperatura ambiente, le cellule 
venivano staccate dalla parete del recipiente di coltura e la sospensione cellu­
lare veniva raccoha e centrifugata per 5' a 1000 giri per minuto. Il sedimento 
veniva risospeso in terreno con p H 7,2 in modo da avere una concentrazione 
di circa 200.000 cellulefml di terreno: queste venivano distribuite in tubi 
(l ml), in bottiglie quadrate da 200 ml (15 ml) o in bottiglie di Roux da un l 
(50 ml). · 

Ann. la/. Sv.pcr. Sanilà (1967) 3, 27·U. 
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Dopo il 300 passaggio si procedeva al distaceo delle cellule ogni 5· 7 
giomi. Il cambio del terreno veniva fatto ogni 2.3 giomi nei primi 3 mesi 
ed in seguito ogni 3-4 giomi, secondo le condizioni dello strato cellulare. 

l solamemo thi cloni. 

Per l'isolamento dei cloni è stato seguito il metodo di GAVBILOV & SMIKVA 
(1963), lievemente modificato. Quando il numero delle cellule sia molto pie· 
colo rispetto al volume del terreno, esae stentano notevolmente a crescere: 
per questo motivo è stato Ul!ato il cosiddetto terreno già metabolizsato, che 
facilita l'attecchimento e la moltiplicazione delle cellnle, che ai trovano in 
condizione di alta diluizione. Tale terreno l',on è altro che il comune terreno 
che è stato a contatto con le atease cellule da tripsinizzare nelle 24 ore prece­
denti il dùtacoo e che è stato çpntrifugato per 10' li 3000 giri/minuto per eli· 
minare i detriti cellulari. Il terreno nuovo in cui venivano distribuite le cel­
lule tripeinizzate consisteva di l parte di terreno gil metabolizzato ed l parte 
di terreno fresco. Dopo la conta le cellule venivano distribuite in bottiglie 
quadrate iD ragione di 40, 100, 200, 500 e 1000 celhùe per bottiglia. In queste 
condizioni solo alcune cellule riwoivano ad attaccani al vetro ed a cre8C61'e: 
dopo 2 giorni dall'insemenzamento si osaervava con il microsoopio e le cellule 
che apparivano sicu:ralllente come singole. venivano segnate.sul vetro. Le bot~ 
tiglie con grande numero di cellule o senza cellule erano scartate. H numero di 
cellule più adatto per ottenere un buon lisu1tato è stato ,quello di 100 o 200 
per bottiglia. 

Le cellule segnate venivano osservate ogni giorno e trascorsa una setti~ 
mana dall'inizio, là dove si era formata una colonia, prima che esse comin~ 
ciassero a migrare, venivano asportate mediante una pipetta Pasteur con 
punta ricurva fl 11eminate in tubi confènenti terreno metabolizzato. Ottenuto 
uno 11trato abbaatanza conftuito, la coltura veniva distaccata, le cellule con~ 
tate e il procedilnento di clonaggio veniva ripetuto nel modo 110pra descritto. 
Per ottenere la purificazione di un clone è nece1111ario clonare almeno 3 volte; 
in que11to esperimento la purifi.eazione è stata effettuata 4 volte. 

Cory;elomeruo delle cellule. 

t stato 11eguito il metodo descritto da STULBERG, SouLE & BERMAN 

(1958) con lievi modifiche riguardanti il numero delle cellule per fiala e il 
terreno usato dopo lo scongelamento. 

RISULTATI 

Ouenimemo tkl ceppo cellulare e isolamento dei cloni. 

t stato ottenuto un ceppo cellulare dal tumore HS6 di hamster mediante 
tripsinizzazione del tessuto e coltivazione contin.ua delle cellule in bottiglie 

Ann. Ial. Super. San~IG (1967) 3, 27·Sf.. 
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quadrate, camhian.do il terreno regolarmente ogni 2 giorni. Il primo passaggio 
è stato fatto dopo 2 giorni dalla tripsinizzazione del tessuto tumorale, dopo 
di che le cellule non vennero staccate con ATV per la durata di un mese. 
Alla fine del primo mese è stato eseguito il secondo distacco e le cellule otte· 
nute da una bottiglia furono distribuite in due con terreno mttaholizzato. Il 
terzo distacco è stato fatto dopo 15 giorni e i passaggi SUC('GSsivi avvennero 
ad intervalli di IO giomi, cambiando regolarmente il terreno. Dopo 3 mesi 
dall'inizio dell'esperimento le cellule vennero distaccate ogni settimana, 
cambiando il terreno ogni 3 giorni. Nei primi 6-7 mesi si notò in alcuni casi 
degenerazione spontanea, la quale si verificava generalmente subito dopo il 
cambio del terreno o dopo il distacco. La degenerazione cominciava con l'ar­
rotondamento di alcune cellule e si diffondeva a tutto il monostrato in 24-48 
ore. Questo aspetto era molto simile all'effetto citopatico causato da virus: 
sono state fatte prove per ottenere l'isolamento di eventuali agenti virali 
presenti in queste cellule degenerate, inoculandole in colture primarie di cel­
lule renali di scin;tmia Rhesus o in colture dello stesso ceppo HS6, ma i risul­
tati sono sempre stati negativi. 

Dopo circa 9 mesi dall'inizio dell'esperimento questa degenerazione 
spontanea era quasi scomparsa. Il <'eppo cellulare era ormai più stabile, ma 
esigeva che si procedesse al distacco con regolarità : le cellule non resistevano 
più di lO giorni, anche se il terreno veniva cambiato. 

Da queste cellule ormai giunte al 30° passaggio (8 mesi dopo l'inizio 
dell'esperimento) sono stati isolati 4 cloni (indicati come clone l, 2, 3 e 4), 
i cui elementi avevano un. aspetto morfologicamente diverso ; due, il clone 
l e il clone 3, erano fibroblasto-simili (Fig. 1-B e 1-D), mentre gli altri due 
presentavano un aspetto epiteliale (Fig. 1-A e 1-C). 

Sensibilità delle cellule del ceppo non clonato e dej cloni a diversi virus. 

È stata studiata la sensibilità del ceppo non clonato per i seguenti virus : 
polio tipo l; ECHO l, 2, 4, 7, 9; influenzale A1 ; Herpes simplex; virus vacci­
nico; adenovirus della scimmia (SV11 e SV31). Solamente il virus dell'Herpes 
simplex (Fig. 2-A, 2-B, 2-C, 2-D) e il virus vaccinico causavano un effetto 
citopatico (Tab. l): il titolo del virus vaccinico, ottenuto in cellule HS6, era 
uguale a quello ottenuto in coltura primaria di cellule renali di scimmia 
(Mat:aeus rhesus). 

È stata poi considerata contemporaneamente la sensibilità delle cellule 
dei 4 cloni al virus erpetico: essa è risultata relativamente bassa per le cellule 
del clone 4 (DICTu =lO ·'·'/ml}, mentre in quelle dei rimanenti tre era quasi 
identica (circa DICT60 = IO ·8•6/ml). 

Le cellule dei cloni si sono dimostl'ate sensibili in modo qualitativamente 
identico a diversi altri virus: i dati sono raccolti nella Tab. l. 
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TABELLA l. 

SenslbiJità delle cellule del ceppo HS6 e del suoi cloni a diversi tipi di virus 

Linea. l 

Ma.teria.hJ prima. 
Ceppo ili virus di dell 'Iso· Clone l Clono 2 Clono 3 Clone 4 provo-

n l onzo. lamento 
del cloni 

l 
Polio l ( Brunhilde) RS - - - - NF 

Echo l (Farouk) . RS - - - - NF 

Echo 2 (Cornelis) RS - - - NF NF 

Echo 4 (Pesascek) . RS - - - NF -NF 

Echo 7 (Wallace) RS - - - NF NF 

Echo 9 (Vispo) RS - - - NF NF 

Mtoso A (Quinzano). RSu NF + + + + 
Mtoso O (Cremona) p RSu NF + + + + 
Sindbis . CTo NF + + + + 
Mayaro . CTo NF + + + + 
W est Nile . CTo NF + + + + 
Bunyamvera CTo NF + + + + 
Influenza (A,/England/1961) . LA - NF NF NF NF 

Sendai LA NF + + + + 
sv 17 RS - NF NF NF NF 

sv .39 RS - NF NF NF NF 

Herpu simplex ( HS) . ET + + + + + 
Vaccinico (Lister) 

l 
ET + + + + + 

- = resist ente, + = sensibile. 
RS cellule renali di scimmia Rhesus ; 
RSu cellule renali di suino ; 
CTo cervello di t opo neonato ; 
LA liquido allantoideo ; 
ET ceiJule di embrione di pollo ; 

F la prova di sensibilità non è stat a fatta. 
T utti i ceppi usati fanno parte della collezione del nostro Laboratorio. 

Ci sembra interessant e ricordare il risultato avuto piastrando il vuus 
vaccinico, secondo il metodo di D u LBECCO & VOGT {1954), su monostrati di 
cellule appartenenti ai due tipi di cloni sopraricordati. Mentre le placche 
formatesi nelle cellule di tipo epit eliale erano rotondeggianti e per nulla dissi­
mili dai molti tipi di placca che si hanno di solito con molti a ltri virus, quelle 

Ann. 1st. S uper. Sanitit (1967 ) 3, 27 ·3'. 
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cht· '-1 otlt'llt' \ ano ndlt · C't·llult· di t ipo lihrohl a~tiC"o l'fi'M' Ill:l\ <111 41 ~··m pr• · 1111 . 

l'orm a allun~<lla. !!ro:-~olananu·n t r · pnrall<·la alla 1lin·zio rw d t•i gru;.:-i lu:-n 

l't'llular i da C'ui apparr · <·o~o~tituito il rnonn l'tratn (Fil!.:~ - ·\,. :~-B ) . 

Il pott·n · tumori (!t' ll" dt· l l'l' l'l'o cellulnn· :-i t' rnan tt·nuto eo:-tantt· d''l'" 

l' l l 0 , il 38°. il 4b0 t'i l hO" pa~:-a(!!!i" t' andll' dopo M'lllll!l' lanrl' ll t o dt•ll t· c• ·ll uf , 

d a lla tl'JJ'fiC'ratul'a di eunsl'n aziont· a - RO"(.. 

P1·r dimo"tran· la tumorif!t 'I1ÌI:itù Jdj ,. e•·llult• d1·i cloni ~ono ~ tal i '""­

eula ti f>l'r via sottoC'utanC"a !!ruppi di harns t•or l'OH fJIIantità di' t·r~•· di c·<·llul •· 
appartl'm•nti ai primi 3 C'Ioni ,. prl'cisanwntt· coli l O. l 00. l 000 c· l 0.000 .. 1. 
ml•nti. Jn tutti i cas i ~ i io avuta la formaz ionr· di tunr or i l't' pun· 111 1rr ta , ... ,. 

c<•ntua lt· di\t•rsa di auimali s iuo a lla I'Oll Ct·ntrn?.ioll.t' d i 100 <a- llul•·. (,}ut :-l• 

t>Sywrien:.w. complf'ta t " dallo studio dd yuarto clone·. !<uno t utt · ora i11 c·or-•• 

t• form eranno o ggC"t lo el i un 'altra nota. 

DISCl 'SSIO" l 

La costituziont· di un ceppo cellula re· con cara ttc·ristich C" rnorfologiclll' • 

metabolichl' lwn definit e· ,. co~tanti h a n ot.n ·ole· irnporla11za :,;ia per Htud i 

virologici. comt' anclu· per rief'rf'h t· di ordine' hiorhimil'o t·. a llnrquarrdu il 

rPppo s ia tumoriw·no, prr studi teorici t• pratici nt·l campo dc·i tumori . 

\'i so11o ormai numerosi l't•ppi Cf' llulari d!'rivati da tt·s::uti norrnah o 

patolop:iei s ia umani , Aia animali : molti di t'R~i son o dntaziont· eomun•· nlla 

magf!ioran.za di'i laboratori di rit·t·rea. A n.cbt• noi s iamo riu ~>eiti ad o t t t ' Ili' n 

dal tumore HS6 di harns tf'r un Ct'Jif'O Ct' llulart' cht• i• f!Ìà a l suo 6011 paFSa(!I.!Ìtt 
111 vitro. 

Sf·<:ondo HtTZJCSK>\ (19(>4). 1'111· h a publJi it·élt o i Auoi ri~ultati !<tdl'ntt••n t­

m t·ntu di Ct> ppi edlulari da rt·n•· d i scimmia. 'i !>uno clut· momenti partin1lar· 

m ente· importanti n el periodo di stahilizzazioJLc• di tlll ceppo <"e llulart · : l ") 

qut>llo corri spondC"ntt· al primo dis taeen clt•lla coltura primaria " C'Ili' a,., ic•nt ·, 

!WCondo l' A. , 'erso la fillt ' della prima st·ttimana d i <'oltivaziont•: 2°) tplt'll tt 

in cui la lint'a f. già stabi li?.zata, t· eior ein·a 85-98 {!iorni rlall'iHizio . 

Nt• l nostro ca st> il primo clis tat:co è s tato fatto già al St'l' tJlldo l!inr11n . 

men.tn• i su ccessn ·r SOJliJ stati co mpiuti risp<"tti' arrwnt•· dopo J JtJt •~o• · . l .i 

giorni, lO giorn.i sino a 7 giorni fra uno t• l'altro. Conw d c•) n •f.to riFulta dalla 

mo ltt'plirt• Lihliol!'rafia in propo~ito , nou 'i è una n ·gola prt'C i~a n•·Ì prut•t·di­

Dl('nli pt·r otlt·nPrt' uu a lint'a c PIIulare; perciù i n os tri ri sultati s i rift·riseonn 

a l p art i cola re t essuto da e u i sia m o parti t i t• non pos:-;ono t'!!st·n· a fl 'a tto (!t' llt '­

ralizzati, au chc· se i m omenti eritici citati da H u zJ CSt. A (1964) sono qua ... i 

sempre pn·senti. 

. 1 11 11. /~1 . 811JII'r . S1111ilo ( l !lfi i) 3 . ~7 <11 
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C:ome è hr n noto , la murfologia delle cellult• in co ltura continua può 

\'ariare O.Oli'VOlmcntc rispetto a quella dr lle Cf' IIUII' primarie. n tumore H 6 

è un rnJOfibrosarrorua, eu tituito •Iuintli da t·lrmcnti di 'aria origine: puri­
liearldo ripctutamentt· il rrppo cdlularc mediante la tecni ca dt•i cloni si sono 

nttenu ti due 1 i p i di ceUule, llllO a carattere ncttame Ll te tibroblastico c l'altro 
.r r·a rattrrt' Pp itcliale, l'uno c l'altro b en differenziabili tra di loro . 

STOKER & MACPIIERSON (1964) hanno comunicato l ' isolamento di una 

lint·a el'llulare da hamster siriano Sf'r\sibile per molti ";rus appartenenti al 

~ruppo pox. al gruppo erpe tico, al gruppo rlci rn yxo"i rus r a ' Iucllo tlegli 
.triHn irutl. La se rtsibilità si t•stt' ndcva anche a divPrsi ce ppi di virus rabico, 

a l'toso c della stornai i te vPscicolare. LI v irus polio ma determina va t rasfor­

mazione, ;wn Jr.a produziorw di virus infettante. Tutti <' 3 i tipi eli 'irus polio 

t• a lcuui <'t·ppi di rinn virus non si sviluppavano all'atto. 
Fra i virus da noi presi in eon.sider a7.iune, rl'wllo aftoso, a lcuni arbovirus 

(Sinrlbis, .Vlayaro, Runyamvrra, \Vest Ni lc), un •·cppo di parainHrlt'nza l 

(Sendai) , qut•llo l'rpctico (II. sirnplex) e quello "aet!inico c rescevano rwllc cel­
lu le HS6, dctPrminanclo anche un evidente di'etto citopatico. Noo abbiamo 
paragonato la RP nsibilità delle cellule eli hamstt· r normale in coltura primaria 

cnn 'lllf'lla pr('sPntata rlalle cellule llt·l ceppo HS6, però possiamo dire che le 
t·r llule a ppartenenti a 4 cloni derivati da H S6 avevano una diwrsa sensi­
bilità a l virus Jt·ll' H. simplex. Infatti , mentre le cellule derivate da t re doni 

o•rano sensibili in maniera ttuasi identica a questo virus, le c<·llule del !(Uarto 

o· lnnt• lo f' rano meno, eosì <"h e il titolo del 'irus raggiungeva uu valore di circa 
~ logaritmi inferiore a quello ottrnuto con. le cr llulc drgli altri doni. 

~\N FORD et n.l. ( 1958), ;otutliando le lince ceUulari rlrrivate da cloni tli 

<'l'll ult· di tPssuto normale di topo, hanno notato in due di f(llf'Ste lince, diffe­
n ·n ti sia dal plmto di vista rnorfologico, sia metabolico, che a ve vano anehe 
una capacità tumorigcna notf'volmente diversa, allorchè \f'nivano inocu late 

in un ceppo di topi gc neticamt•nte puro. Per r1ucsto motivo abbiamo ricercato 
.t r1Chf' noi se "i fosse una diversa tumorigenicità twlle ct·llulc dt·i cloni derivati 
da lla linea HS6. I pri mi risultati fan.no rit!•nf're che t•sista una differenza twl 

potl' re mlcogo·no dei due tipi di <"e llule isolate nei cloni: è però ncce~:<sa rio 

1111 pitt grandt• numero di dati pt· r potf're '-tabilire <(tlt'Sto fatto !'On maggiore 
,·,·rt('zza . 

o t tobrc 1961i. 
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Fig. l . - Diverso asp etto rnorfologico dei quattro cloni isolati d al <'t>ppo cellula re HS6: 
B e D, cloni l e 3 fibroh lust o-sirnili ; A e C, doni 2 e ~ epite liale-simili ( Y 80). 
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Fig. 2. - Effetto citopat ico da Herpes simplex sulle cellule del ceppo cellulare HS6 ( X 80) . 
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Fig. 3. - Asp etto rlelle placche da virus vnccinico ottenute con le cellule d ei 
c loni l e3 ( X 15). 
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