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attori virali intrinseci e cefattori microambientali estrinseci 
elle fasi precoci della eritroleucemia da virus di Friends 
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Riassunto. - Sono state studiate /e ./M precoci (fino a 
giorni &/l'inoculo virak) de/b eritrolemmia indotta uki 

e ceppi (policitemico, FLV-P,  cd anemim, F L V - A )  
/ virus di Friend. Sono state approfodte b cinetica ed 
reymnti ormonali necesrari per lo miluppo ottimab di 
bursts s (BFU-E) e colonie (CFU-E) eritroidi così come 
colonie mielomacrojagicbs ( G M C F U ) .  L'FLV-P con- 

:te di M virus competente db replicapione (P-MuLV), 
pace di indurre da solo ma erifmkmmia in topini neonati 
rcettibiU, e di fmpionare & u belper r per Pdtro p m a  
rak u difettivo n ( S F F V ) ,  cbc imce è responrabib &l& 
mparsa di foci di eritrobhrtosi al di sotto del& capsda 
t/nnca 9 ,@orni dopo Pinoculo. L 'FLV-P indnse ma eri- 
okuccmia con epatospknome,qa/ia, erihvbhtosi e polici- 
mia. L ' F L V - A ,  i m ,  causa La comparra del& stasra 
rma di eritmkucemia ma accompapata & smra anemia. 
'm consiste &/h rterso F-MuLV (o di m v i m  estrema- 
ente simik ad e m )  competente per h repUcqione a capace 
i& m'eritmbmmia. Sono inohpremnti >VU.FLV-A 
q m q  SFFV-simili c h  appamntemenk non mno compit~- 
tmante espresn a livslo biologira. 
E stato osnruato cbc: 

a) BFU-E spbnicbc o midolkri & topi infettati con 
'LV-P o -A, mno parzUJmente indipenaÈnti WPqgìmta 
piastra di B P F  (burst-pmoting factor(s), ma g b p -  

ina di 24.W U t m ) ,  & cui pnseqa l i m  M requisito 
,ndamentak per h cloma~ione &l& BFU-E & topi normali; 

b) b fraxiom di BFU-E ancora dipctukii &/Pag- 
' k t a  di B P F  mostrano, perd, m spiccata iperrensibilitd 
1 B P F  stesm; 

C) nei supernatanti di colture di spbnanti & topi in- 
tkrti con FLV-P o -A, vengono rihrciati, in assenza di 
!cm stimolo & lectine e m p  (Concanaua/ima A, etc.), 
rttori BPF-simili; 

d )  b crescita &/h CFU-E & splenon'ti di topi injttati 
in F L V - P  è totdmmfa indr@ndentc UPqgiunta n pia- 
va di eritropoietina, anch in c d z i o n i  di coltura prive 
i siero fatale bovino. 

A fronte di madifibc pmfondr a carico &l& BFU-E e 
'FU-E di milza C midollo osseo di topini infettati con 
mo o Pdtm &i d a  virus, stanno PaJsoluia mancaqa di 
'mili altera~i01(1' per qnanto riguarda i pgnn' ta '  &l& serie 

mielomamofagica, e cioi: G M C F U  splenicba o mihlbri 
di topi infetti mno remprc e compktamente dipendbnti &l- 
Paggi'& &/ o &i fattori (CM-CSE) cbc sono mcessari 
per b miluppo fisiobgico del& colonie mielo-tnacmfagic6c. 
Znoltrs quei muranatanti contenenti attivitd BPF-simili sono 
totalmente spmyvirti di attivitd CM-CSF-simi/i. 

Qwsti &ti sono conpatibiU con b contemporanea presenza 
cd intcrqione di i) meccaimi intrinseci a/ o ai genomi vi- 
raii coinuolti (vedi maggi'ore nmibilitd &IIe BFIJ-E al B P F  
esopno) e I I )  meccaniimi, prerumibilmente virus-indotti, ma 
estrimeci al fenomeno u irusfwmapione n i# d e per si, e 
probabiimente a ndr nel compksso T Unfociti-macmfagi, cbc 
sono i PrincipaiÌ pmdnttar' di attiuitd tipo BPF. 

Viene proposto M mdl lo  patopnetico delk prime fasi 
&l& sritrokuemia di Friend cbc tiene conto dei due possi- 
bili meccaniimi rwcennati, e cid: 

a) in una primissima fuse, PF-MuLV si replica at- 
tiwrnente ancbs nel compksm T Unfociti-macrofagi, &ter- 
minandone PatlÙqione e b conngmte iperprodqiom di 
fattm' tipo BPF; 

b) il B P F p d t t o  stimob alb prohferqim S) 
b BFU-E sbbnich e midolbri. cbc. brobrio Dsrcbd in re- . ... - 
p l i c q i o ~ ,  m p  prefercnpialmente infettate e u trusformate r 
U ~ F - M ~ L  v; 

C )  h BFU-E infettate e u trasformate n continuano 
ad essere modwhte urrm h serie eritroide &Ib contempo- 
rama presenza m/ micrwmbimte spknico o m i d o k  di 
B P F  (vedi a), al qnale, fra Paltro, sono diventats estrema- 
mente sensibili in uirtd della u trasformapione n inhtta &/ 
virus; 

d )  a questa eritropoiesi virus-modubta manca, nel caso 
&lPFLV-A, il fattore differen~iatiuo tardico, Peritropoic- 
tima, per cm gli eritmbhti accumukziisi specie nelb milpa 
non maturano compkkrmcnte, e quindi si ba anemia; 

e) M I  caso &Il'infepiw & FLV-P,  invece, lo stimolo 
erihvpoietin+simib rifornito daib componente uirak S F F V ,  
cbs trusforma Pcritmpoicri & imflcace in eflcaee, quindi 
termina&, con cmgucnta policitemia. 

Sum- (Virus-versus Microenvironmental Factors 
in  thc Enrly Stagca o f  Friend Vima-induced Etythro- 
lcukcmia). - Th ANlltia a d  tbc bormonal reynirementr 



' cryfaroid r burstsw (BFU-E) and colonies (CFU-E) 
r well m o f  granulomonocytic colonies (GM-CFU) haue 
rcn studied durikg tbe carb stage (up t o  21 days) of tbc crytbro- 
ukcmia induced by tbe pobg&mic ( F L V - P )  and fbe 
nemic ( F L V - A )  strain o f  Friend Virus. Both strains 
tduce tbe sane type o f  eytbroieukcmia witb hepatospkno- 
lega/,, eythroh/artosis andpobcythemia in tbe jrst instance, 
ut with anemia in tbe care of F L V - A .  Both strains contain 
helpcr-indepndent, replication~onzpetent /euhmogenic virus 

F-MuLV) wbicb is ab/c per se of inducing an cythro- 
!uk.emia accompanied ly anemia. F L V - P  rtoch aho 
antain a defectiue spleen focus-forming component ( S F F V )  
,bich is obuious/~ dcpndent o# tbc preuious or on any comptent 
irus for its rcpfication. S F F V  induces tbe ,forntation of 
ythroid foci beneath tbc splenic capsuh, and, in general, 
r apotcnt stimulus for un effectiuc erytbrapoiesis. In F L  V-A, 
nstead, SFFV-rekated seqycnces are prercnt, but tbey appear 
'ot to be biologicalb exprcrrcd. Ourfndingr cm be summarivd 
s followr: 

a) splenic or marrow BFLT-E from F L V - P  or -A- 
nfectcd micc, are af kast in part independent of tbe exogemus 
diition of B P F  (Burst-promoting factor(s), a 24K &o- 
~mtein), whicb is un absolute requirement for tbe growth o f  
9FU-E frorn normal mice; 

b) tbe BFU-E fraction stil/ depndent u p n  B P F  
rddition exhibitr a prommced bypcrrensitivity to B P F  itseIf; 

C) rupcrnatcr of culturcs of splenocyter from FLV-P- 
v -A-infcted mice apparentb contain factors endowcd with 
BPF-lik activity. Thcsc culturer bad not been rtimuiated 

any Icctin (Con A, atc); 

d) CFU-E growth from spkeens o f  F L V - P  (h& not 
f FLV-A)infected mice arc tota& indepndent of tbc 
di t ion of Erythropoietin, cyen under rtringeut culture condi- 
fions (total rcp/acement of  &al cay serum). 

In jacc o f  these profomd changer of the biology ofBFU-E 
mnd CFU-E frorn rphn  and marrow of mice giucn citber 
virus rtrain, splenic or marrow GM-CFU from virus- 
infcctcd micc arc alwqr fulb dcpendent upon tbc exogcnous 
&tion o f  tbeir pbysiologir rtimdatory factor(s) (GM-CSF). 
Maover, tbc above-dcsmibcd rupcnli?tcs cantaining BPF- 
l i h  activity wcre abroluteb uoid o f  any GM-CSF-l& 
actiuity. 

Tberc data Icnd rupport t o  the simuitaneous prcscncc and 
interadon o f  mecbanisms o f  intrinsic [i.c. dirertly related to 
th cxprersion o f  vira1 gene(s)] ami extrinsic (i.#. not dircctb 
rckatcd to tbc cxprcrrion o f  virai genc(r), albeit triggcrcd 
fbe virus infcction o f  rplenic or marrow microenuironmental 
T bmphocytes-macropbagc complex) iypc. Tbe fornzer m q  
mediate tbe BFU-E lyprscnsitivity i o  BPF, whereas tbc 
hthr mq bc respondblc o f  tbe nleare of BPF-li& artiuity 
ìn ~uIhrr~s of infeccfed splcnocytcs. 

Tbc fallowing patbogmctic mode/ n~ay mderlie t h ~  early 
rtago o f  Friend e~tbroleukemia: 

a) shrt!y apcr infection, F-MuL V infction of T 
bmphocyte-macrophge complex leads t o  its actiuation and 
conscquent production of BPF-like factars; 

b) tbere, in turn, maj rhrpb  increare BFU-E cycling 
botb in sp/een and i# marrow, rendering BFU-E more 
rusccptible to F-MuLV infection and trandormation; 

C) infccted a d  transformed BFU-E will be continuousb 
modulated into tbe cytbroid patbwq becausc of tbe sustained 

p&ton o f  BPF, lo which tranrjormed BFU me cxtremb 
scnsitiuc ; 

d) in FLV-A-infcted mice, t~ythrobbsts accunzulating 
in tbe splcen fo//owiq tbe maturation of BFU-E W;// miss 
the hte differcntiatiue step, induced 4 y  erythropoietin; anemia 
will tbus ensue; 

e) tbe eytbropietin-like s t i m ~ l ~ s  il,' instead, prouided 
ly S F F V  in FLV-P-i~fccted mice: eytbropoicsis will 
tm from uneffectiue into effectiue and terminai, with tbe obuious 
pol ycythemia. 

Si ritiene generalmente che il meccanismo «tipo 
gene src a del vims del sarcoma di Rous possa essere 
esteso a tutte le forme di leucemia sperimentale da Re- 
trovirus, o almeno a quelle ad insorgenza rapida. Sono 
stati isolati, in veriti, geni transformanti simili al src 
in altre forme di leucemie acute aviarie (erb, myc, etc). 
Non è stato però isolato alcun gene di questo tipo 
nel caso delle eritroleucemie acute causate dai ceppi 
policitemico (FLV-P) ed anemico (PLV-A) del virus 
di Friend. 

A mtt'oggi si conoscono fondamentalmente le se- 
guenti caratteristiche di questi due ceppi: I'FLV-A, 
originariamente isolato da Chadotte Friend, induce 
una rapida leucemia eritroide con epatosplenomegalia, 
eritroblastosi e profonda anemia, in assenza di tumori 
timici o comunque di neoplasie linfocitarie [l]. L'FLV-P, 
isolato causalmente da E. Mirand alcuni anni dopo, 
induce la stessa forma di leucemia eritroide, che è as- 
sociata, invece, ad una spiccata policitemia [2]. Recenti 
studi del gruppo di E. Scolnick [>7], che facevano 
seguito ad altri di C. Friend [8], hanno messo in evi- 
denza che: 

a) il genoma donato del virus competente per la 
replicazione (designato F-MuLV) è capace di indurre 
in topini neonati suscettibili una forma di eritroleuce- 
mia acuta con anemia del tutto sovrapponibile a quella 
indotta da FLV-A; 

b) il genoma corrispondente alla componente vi- 
rale difettiva (SFFV, spleen focus-forming virus, pre- 
sente ed attivo nelllFLV-P, ma inattivo nell'F1.V-A) 
veniva anch'esso donato in pBR322 e successivamente 
recuperato attraverso cotransfezione con DNA del vims 
F-MuLV o di altri virus leucemogeni murini. I1 ge- 
noma S F W  così recuperato era in grado, nell'ambito 
della leucemia indotta dal virus competente, di indurre 
foci di eritroblastosi splenica e, più in generale, di in- 
durre un'attiva stimolazione dell'eritropoiesi fino alla 
comparsa di una policitemia. 

In questo contesto rimangono ancora da deiinire 
alcuni punti essenziali. Quale t il molo del F-MuLV, 
che è in grado da solo di indurre una leucemia eritroide? 
In particolare, è riconoscibile in questo virus un gene 
specifico capace di sollecitare I'eritropoiesi con mec- 
canismo intrinseco, ovvero esso agisce anche tramite 
meccanismi csjrinreci, e cioè inducendo la produzione 
di fattori esogeni stimolanti I'eritropoiesi? Ed, infine, 
in che modo il SFFV esercita uno stimolo efficace del- 
I'eritropoiesi? 

Mecranirnri in gioco nel& rritroIeucemia indotta da F- 
M n L V ,  c comuni U I ~  malattia da F L V - A  c FLV-P.  - 
Le nostre indagini sono state focalizzate sulla fase pre- 
coce della malattia. In precedenti lavori [9-1 l ]  avevamo 



dimostrato che a 7-14 giorni dall'inoculo v i d e  le BFU- 
E (Bwt-forming Uniw-Eythroid), progenitori scar- 
samente differenziati della serie eritroide, sono in fase 
S e, pertanto, il pool dei progenitori è in spiccata at- 
tività proliferativa. Tale attiviti risultava nettamente 
inferiore nei tipi non infettati. Per contro, la prolifera- 
zione dei progenitori deUa serie mielomacrofagica 
(GM-CFU, Granulo-Monocytic Colony-forming Units) 
non era significativamente aumentata nei topi infetti. 
La cinetica delle BFU-E è controllata da una glico- 
proteina di 24.000 daltons (BPF), che verosimilmente 
è distinta dal GM-CSF (Granulo-Monocytic Colony- 
stimuhting Factor), a sua volta responsabile della mo- 
dulazione delle GM-CFU. 

Di fronte al selettivo aumento dell'attivith prolifera- 
t i ~  dei progenitori u rossi n, abbiamo ipotizzato che 
tale fenomeno fosse da riferire ad un aumento dell'at- 
tività del BPF. A confronto di quest'ipotesi abbiamo 
osservato che la proiiienzione in uitro delle BFC-E 
da topi iniettati con FLV-A o -P è, almeno in parte, 
indipendente dall'aggiunta in piastra di BPF. Va sot- 
tolineato che questi esperimenti sono stati wndotti 
in colturc contenenti solo il 4 % di siero fetale bovino, 
in q m t o  quest'ultimo presenta spesso livelli signifi- 
cativi di BPF. È anche essenziale rilevare che il do- 
naggio delle GM-WU degli stessi topi virus-infetti 
era dipendente dall'addizione di CSF, come si osserva 
in condizioni fisiologiche. Soprattutto nel caso di topi 
infettati con FLV-A, il fenomeno e n  più evidente per 
k BFU-E di origine splenica rispetto a quelle midoi- 
iari, in acwrdo alla ben nota prevalente espressione 
splenica d e h  malattia di Friend. 

Sul piano teorico, questi risultati si prestano a due 
possibili interpretazioni, non necessariamente al tem- 
tive. In primo luogo si può supporre che le BFU-E, 
infettate daVF-MuLV divengano, a seguito dell'espres- 
sione dei geni vimli, iper-responsive allo stimolo del 
BPF, che verosimilmente è prodotto in piastra in 
quantith minuswle, dal complesso T linfociti-macro- 
fagi, cosemelupti con le BFU-E stesse 1131. Si tratte- 
rebbe quindi di un meccmismo intdnreco aall'infczione 
n trasformante n del genoma vide.  Un'altra possi- 
bilità, invece, è rappresentata dall'iperproduzione di 
BPF nelle piastre con cellule di topi infetti; in questo 
caso, però, il fenomeno sarebbe dipendente dall'infe- 
zione da parte dell'F-MuLV dei T linfociti-macrofagi. 

La seconda ipotesi è in linea con recenti dati della 
letteratura, che indicano come: 

a )  i macrofagi splenici siano le prime cellule ad 
essere infettate dal vims di Friend [14]; 

b) a 24-48 ore dall'infuione con FLV-P o -A, 
esistano r markers n virali e particelle in fase replica- 
tiva nelle cellule epitelic+reticohri del timo, i cui pro- 
dotti ormondi circolanti nel siero risultano notevol- 
mente diminuiti [15]; 

c) il vims di Abelson induca in viha una doppia 
popolazione di colonie emopoietiche di natura linfo- 
citarin e eritroide [16]. 

Abbiamo pertanto effettuato esperimenti volti a veri- 
ficare la possibile esistenza di un meccanismo cstritucco. 
Sopranatanti di colture di splenociti di topi normali, 
FLV-A o FLV-P-infetti, sono stati raccolti 5-7 giorni 

dopo incubazione a 370 C in aJscnqo di leaine (Concl- 
navalina A, etc.) e saggiati per la loro capacità di in- 
durre crescita di progenitori emopoietici normali in 
assenza di BPF o CSF esogeni. Quelli di splenociti 
infetti hanno costantemente indotto un lieve, ma signi- 
ficativo A t t o  BPF-simile, ma non CSF-simile. Sep- 
pure l'effetto appaia quantitativamente ridotto, h sua 
specifidtà (BPF 4, CSF-) awalora l'ipotesi che gli 
splenociti infettati da FLV-P o -A producano fattori 
BPF-simili. 

L'esistenza di una cooperazione cellulare nella pato- 
genesi dell'eritroleucemia di Friend è inoltre sostanziata 
dall'esame delle regressioni cellule piastrate/colonie ot- 
tenute su cellule midollari e spienociti di topi infetti. 
Per quanto concerne le GM-CFU, le regressioni sono 
strettamente lineari e, owiamente, la crescita delle 
GM-CEU ai realizza solo in presenza di CSF esogeno. 
Nel caso delle BFU-E, un andamento lineare delk re- 
gressioni veniva osservato solo nel caso che il BPF 
fosse stato aggiunto in piastra. In sua assenza, invea, 
u bursts n eritroidi venivano osservati solo in presenza 
di un numero elevato di cellule piastrate. Quest'ultimo 
fenomeno suggerisce che, in assenza di BPF esogeno, 
una quota di splenociti piastrati produce tale fattore 
permettendo la crescita dei n bursts r eritroidi. 

Questi dati spefimentali, pur non definitivi, suggtn- 
scono che i due meccanismi, cstrinscco ed intritucco, 
coesistano in un rapporto forse sinergico. L'aspetto 
intrinseco, oltre ad essere quasi un necessario tributo 
al molo del genoma virale in ogni infezione t r o ~ o r ~ ~ t c ,  
viene in questo caso suffragato da altri dati sperimentali. 
In effetti, curve dose-risposta di progenitori midolimi e 
splenici di topi infetti dimostrano che, accanto alla preac- 
cennata parziale indipendenza delle BFU-E dall'aggiunta 
di BPF in piastra, questi progenitori dimostrano talora 
una maggiore sensibilitb alle quantiti di BPF addizio- 
nato, di modo che il cplateau B venga raggiunto a 
quantità di BPF nettamente inferiori a quelle necessa- 
rie in condizioni fisiologiche. Tale fenomeno di iper- 
senaibilizzazione è più evidente nel caso dei progeni- 
tori splenici e midollari provenienti da topi infettati 
con FLV-P, rispetto a quelli inoculati con FLV-A. 

Meccanismi ingioco nclh critrolcurcmia inabtta &l FL V-P 
c cid & F-MuLV + SFFV. - I1 dato biologico che 
caratterizza i ceppi di FLV con SFFV attivo, rispetto 
a quelli in cui il SFEV è assente o non attivo, è rappre- 
sentato daUa policitemia. Cib è dovuto al fatto che nel 
oiso dell'FLV-A il processo eritropoietiw, pur soggetto 
ad uno stimolo proliferativo e diiierenziativo, è par- 
zialmente bloccato a causa dell'assenza della compo- 
nente SFFV, che, mimicando l'azione dell'eritropoietina, 
è capace di indurre un'critropoiesi efficace e quindi 
terminale, donde, in definitiva, la policitemia. La pre- 
senza del SFFV nell'FLV-P, o in ogni altro complesso 
virale leucemogeno murino, è capace di abolire la di- 
pendenza d e h  crescita delle CFU-E (Coiony-forming 
Units-Eythmid) nei confronti dell'eritropoietina. Ciò 
è stato da noi dimostrato anche in colture siero-prive, 
in modo da escludere ogni interferenza da parte delle 
minuscole qunntitb di eritropoietina eventualmente prc- 
senti nel siero stesso. 

Questi dati, che awalorano altri gih precedentemente 
ottenuti da altri ricercatori (per una rassegna, vedi [ED, 
sembrano assegnare al SFFV un ruolo certo additivo 
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Riassunto. - Nel presente byom sono state cara t te -  
?afe k pmprietd biologicbr e morfologicbe di un. liw di ce/- 
l d e  di amide umanu immortalata mediante infqirmc con Si- 
mian Viw 40 (SV40). h ronim.barfe mmah i m i t a  
come contro/lo per i seguenti parameW' di trasfwmaz-ione: 
a) cafmcitd di &re colmi in agar m&; b) aspfto mot/o- 
logico; C) prempa &lPantigm T-nucleare; d) modijica- 
z i o ~  W cariotipo. I ri~uitati ottenuti banm dimostrato cbr 
ka capacità di crescita il/imitata, prengatiua &/k lince ira- 
$ormate, non era accompagnata & uariupioni morflogicbr 
evi'dmti ma solo da uariaziodl' biologiche douufa u//'inserinnrto 
dal genoma uira& d corredo gmiico ctllukare. L'analisi 
u/trmtruttwra& ba confermato Pori& cmi&a drlk celhk 
or@a/i (HC) t &/h l k  stabiiizpata da rsse dsriuata 
(HCISV40) come euidcqiato dalha prrsenza di grmnS' 
intracitopiasmatici elettron-dcnsi, tiipin delka poqione retro#- 
ve& dlll'01c6io umano; inoltre, non ) stata ossewata ka pre- 
5enqa di par t idk  #ira&. 

Surnmary (Biologica1 and Ultrastnieninl Properties 
of a SV40. Transformcd, Human Choroid G l l  Line). - 
Tbc biologica/ a d  morpbobgiCalpmperties of a buniu, cbomid 
n11 lim infected witb Simian Virus 40 (SV40) baue been 
cbaracteriped. Tbr mira$ormed romterpmt was wrcd as 
contro/ to rtudy tbr /o/Iowing tran,farmatiarr parameterrs: 
a) cloning ability in qff agar; b) morpbolo@; C) presence 
of T-antigcn; d) catyotypc modijfcuifins. Tbc results sbowcd 
tbat mlimitcd growtb capabiliiy was not accompanied by 
clear-cut morpimlogical cbanges but onb h biologica/ cbanges 
i&d i m t i o n  o/ vira/ gcnomt into bo~t ce// DNA. 
Tha u/irashwturai ana!yns confrmed tbat botb starting 
ceiù (HC) and tbc t r an~mm~d  dcrivatiye (HCISV40) were 
of cboroid origin as sbown tbc prenncr of intra+ytop/asmjc 
elcciron-dense ,qranwIes iypical of tbr rctroweal area of bwman 
eye. N o  uira/particles were obscrued in a!y re//. 

La disponibilità di linee cellulari umane caratteriz- 
zate dalla capacità di aescen in linea continua in 
uitro è stato l'obiettivo di numerosi ricercatori i 
quali, a questo scopo, si sono awalsi sia di cellule nor- 

mali trasformate da agenti chimici, virus oncogeni o 
radiazioni [4, 11, 12, 14, 18, 21, 241, sia di cellule neo- 
plastiche derivate da tumori (HeLa). L'utilizzazione di 
cellule normaii d'origine ha sempre portato alla pro- 
duzione di linee caratterizzate & una limitata capacità 
proliferativa p] che poteva, solo temporaneamente. 
venire prolungata, ma mai immmaiata, dall'uso di 
tecniche di trasformuione in uitro; d'altra parte. I'uti- 
liwazione di cellule derivate da tumori originava linee 
permanemi piil o meno aditfcnnziate rispetto al tessuto 
d'origine. 

In ambedue i casi, i modelli cellulari ottenuti non 
potevano essere utilizzati per evidenziare evcntuaii mo- 
dificazioni comiate con lo stato di cellula trasformata, 
in quanto, nel primo caso, il potenziale dupticativo 
era limitato e, nel secondo caso, non si possedeva la 
controparte normale. Scopo del prebente lavoro è stato 
quello di studiare le caratteristiche biologiche, morfo- 
logidu e genetiche di una linea cellularc derivata da 
coroide umana trasformata e immortaiata da SV40 
(HC/SV40) e della sua controparte normale (HC). 

Celluk r Virus. - Le cellule oggetto del nostro studio 
sono state gentilmente fornite dai Dr. Arrigo Bene- 
detto (Centro di Virologia, Ospedale S. Camillo, Roma). 
Esse sono state prelevate dalla porzione posteriore 
del tratto uveale di un occhio, rimosso chirurgicamente 
da un paziente de t to  da oftalmia simpatica post- 
traumatica. La sospensione cellulare, ottenuta mediante 
tripsinizzazione, ha rappresentato I'inoculo di partenza 
(2 x l@ cellule) ed t stata coltivata in Minimal Elsential 
Medium (MEM) addionato di 20 % di siero fetale 
di vitello (GIBCO), penicillina (100 unità/ml) e strepto- 
micina (100 pglnd). Al raggiungimento della confluenza 
le celluk venivano subcoltivate al rapporto 1:2 e mnn- 
tenute in terreno di Eagle modificato da Dulbecco 
(DME), addizionato di siero di vitello fetale (10 %) 
e antibiotici. Al decimo passaggio, quando le cellule 
n o r d  iniziavano a mosuare un rallentamento nella 
loro cnpacith di duplicazione, una parte di esu  venne 
infettata con 0.5 m1 di Simian Virus 40 (SV40) alla 



di infezione di 25 PFU/cellula. Dopo un 

alla stessa temperatura fino alla 
di trasformazione (cifca una setti- 
periodo le cellule acquisirono una 
costante, caratterizzata da un tempo 

48 ore. Le cellule normali sono 
Choroid) mentre quelle 

r~r j ta  in agar soflce ed eflcien~a di clon~ggio. - Al fine 
onare le cellule trasformate e determinare la 
cienza di clonaggio, venne utilizzata la meto- 

di Macpherson e Montagniers [13]. A tale scopo, 
10' o 1 x IO6 cellule HC e HC/SV40 sospese in 
ml di terreno DMF, contenente 0.3 0,o di agar 
o Agar Difco), 10 qi, di siero fetale e antibiotici, 
ero stratificate su uno strato di 7 ml di terreno 

completo contenente 0.5 % di Agar in petri 
cm di diametro. Le colture vennero quindi incu- 
a 370 C ed osservate dopo 10-15 giorni; le colo- 

formate da almeno 100 cellule furono contate me- 
nte osservazione microscopica con l'aiuto di una 
gliatura costituita da quadrati di 2 mm di lato. 

indiretta sulle cellule HC e HC/SV40 
di Risser e Pollack [19]. A 

Microsropia elettronica. - Per i'esame ultrastrutturale, 
Ilule HC e HC/SV40 cresciute a confluenza su 

ri di 10 cm di diametro, vennero staccate con rubbcr 
'ceman, centrifugate a bassa velociti ed il pellet 
Itante fissato a 40 C per 2 ore in glutaraldeide 2,5 ii, 
mpone fosfati di Sorensen 0,l M pH 7,2. Dopo due 

aggi nello stesso tampone, il pellet fu postfissato 
o C per 1 ora in 0.0, 1 % in tampone di Sorensen, 
ato 2 volte e disidratato mediante passaggi succes- 
' in alcool etilico ed epossipropano. L'inclusione 
fatta in Epon 812 e, dopo polimerizzazione a 650 C 
r 3 giorni, i pezzi inclusi vennero sezionati con ultra- 
icrotomo Reichert, equipaggiato con lama di dia- 
anre e le sezioni colorate in acetato di Uranile al 5 0/, 
H,O e citrato di Pb. L'osservazione fu fatta al mi- 

oscopio elettronico Philips EM 400. 

Analin' Ntogenefica. - Le preparazioni di cromosomi 
urono ottenute da cellule in crescita esponemiale dopo 

.:rattamento con 5 x 1 0 1  M di colchicina (Calcemid, 
Gigma) per 4 ore a 370 C. Dopo trattamento ipotonico 
con 0,9 % di citrato di Na e fissazione in una miscela 
di etanolo: acido acetico (3:l) i campioni vennero pre- 

arati col metodo del « dropping and foamingr 1151. 
er studi di bandeggio, i vetrini furono preparati con 

i metodi GAG e QFQ [6, 231. Una serie di colture fu 
inoltre preparata per bandeggio RBA mediante ag- 

giunta di 5-Brdu alla concentrazione finale di 100 
pg/ml durante le ultime 8 ore di sintesi. I vetrini fu- 
rono quindi colorati con arancio di acridina tamponato. 
Come controllo, simile tipo di preparazione fu effet- 
tuato anche utilizzando i linfociti del paziente. 

Caratteristiche di rrercita e capacità di clonaggio in axar 
soflce. - Dopo un periodo iniziale di crescita costante, 
a partire dall'ottavo passaggio le cellule HC iniziarono 
a rallentare il ritmo di crescita e pertanto, al decimo 
passaggio, una pane di esse venne infettata con SV40. 
Mentre le cellule non infettate si bloccavano quasi 
completamente al decimo passaggio, la controparte in- 
fettata riprese il normale ritmo duplicativo di circa 
48 ore, a partire dal secondo passaggio dopo l'infe- 
zione (120 passaggio dall'inizio della coltura). La mor- 
fologia cellulare, che nelle cellule HC era caratteriz- 
zata da aspetto poligonale con alta sensibiliti all'ini- 
bizione da contatto, mutò parzialmente dopo l'infe- 
zione con SV40, assumendo un aspetto poligonale 
più allungato accompagnato dalla perdita della inibi- 
zione da contatto. Attualmente, dopo più di cento 
passaggi, le celluk HC/SV40 mantengono invariate le 
caratteristiche morfologiche ed il tempo di duplicazione 
di 48 ore. 

Al fine di confermare l'awenuta trasformazione delle 
cellule HC/SV40 in seguito all'infezione virale, si è 
effettuata una prova di efficienza di clonaggio in agar 
soffice utilizzando due concentrazioni cellulari diverse, 
5 x l @  e 1 x 106 cellule (petri da 6 cm di diametro). 
I risultati sono schematizzati nella Tab. 1, dalla quale 
si deduce che l'efficienza è in funzione delle concenua- 
zioni usate e raggiunge, alla concentrazione maggiore, 
una percentuale del W %. In nessun caso si potuto 
notate un effetto citopatico come conseguenza del- 
l'infezione virale. 

Ant&ene T-nncleme. - Per confermare la correlazione 
tra stato trasformato delle cellule HC/SV40 e l'infe- 
zione con il virus, cellule HC di controllo e cellule 
HC/SV40 sono state incubate con antisiero di coniglio 
anti antigene T di SV40 e successivamente con anti- 
siero di criceto antisiero di coniglio fluorescinato. 
L'osservazione al microscopio a fluorescenza ha di- 
mostrato (Fig. 1) la presenza di una intensa colorazione 

Tabella 1. - C r d a  di ccllue in agar sofice. 

TIPO Numcm Numero B 
CELLULARE dl d o n l e  - A 

HC (n)  . . . . . . . . . . . . . . 5 X 1 0 V ~ e u n a  - 
HC . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 x LO' Nessuna 

HClSV40 (b)  . . . . . . . . . 5 x IO3 710 14.21 
HC/SV40 . . . . . . . . . . . . l x 10' 23.000 23,W 

(n) k cdlule HC erano seminate al 60 passaggio. 
(b)  Le cellule HClSV4O erano seminate al 21" passaggio 

dopo l'infezione. 



Fic. 1. - Aspetto di cellule HC/SV40 al microscopio a fluorescenza dopo incubazione in siero di coniglio ami SV40 e successiva 
evid-iazionc con antisiero fluorcscinato di coniglio antisiero di criccto. Si nota una intensa fluorescenza specifica nei nuclei di 

tutic le cellule, dimostrarionc dclla presenza dell'anrigene T nucleare dell'SV40 (X  660) 



nucleare nel 100 % delle cellule HC/SV40; colora- 
zione che risultava invece assente nelle cellule HC e 
nelk cellule HC/SV@ incutate con siero preimmune. 

A d n  n/trdrtrdty~d/c. - L'esame ai microscopio elet- 
tronico a unsmisaione delle cellule HC e d e k  contro- 
parte unsformata HC/SV40 ha mesw in evidenza nl- 
cune caratteristiche peculiari comuni d e  due linee ed 
altre presenti mlo nelle cellule trasformate. La presenza 
intracitophnatica di caratteristici granuli elettro-opchi 
a struttura Lsmcliarc in ambedue le linee ceU& ci 
ha permaso di confermare la derivazione n e d e  delle 
cellule da noi ottenute, a padre dalla porzione retrou- 
vede d e l l ' d o  [9]. 

L'aspetto generale delle cellule in coltura (Fig. 2) 
t risultato di tipo poligonale e caratterizzato da un nu- 
cleo relativamente grande rispmo ai citoplasma cir- 
costante. Si t spesao notaia una condendone peri- 
ferica della cromatina nucleare ed alcuni nuclei conten- 
gono nucleoli assai prominenti. In nessun casa sono 
state osacrvate giunzioni specioliznte ma le cellule sono 
risultate tra loro separate da lunghi spazi sottili, talora 
interrotti da miaovuli, nelle cellule HC (Fig. 2A), o 
da larghe h n e  nelle cellule HC/SV40 (Fig. 2B). Sis 
il reticolo endoplnrmatico ~ g o w  (RER) che il com- 
plesso di Gulgi (GC) sono risultati assai ben svilup 
pati e situati in posizione paranucleare L'aspetto dei 
granuli intraatoplasmatici è cvidente nelle Fig. 2C e 
2D, relative a cellule HC o HC/SV40 rispettivamente. 
Nessuna di&rrnzi è stata notata nei due stipiti cellu- 
lari, né per quanto riguarda la forma nC il numera di 
tali organelli. W e  immagini menzionate è evidente 
l'assenza di qunlsia8i f o m  di vim o micoplasm nelle 
cellule prese in esame. 

&inn cihpf ica.  - L'eaune della distribuzione cm- 
mosomiale eseguita sia al  10D che al 360 paa~ggio ha 
evidenziato una notevole diminuzione d d  numero di 
cellule diploidi, un significativo aumento ddle cellule 
ipoploidi, ed una diminuzione del numero delle cel- 
lule ipcrploidi. Molti riarrangiamenti citogenetici(Fig. 3) 
come aomosomi dicentrici, aomowmi ad anello, pol- 
v e r i d o n i ,  figure ad intuccnmbio, furono osservati 
in preparazioni di cellule HC/SV40 e la loro frequenza 
aumentava, con il numero dei passaggi. La percentuale 
di cellule con lunghi marcatori cromosomici derivati 
dal cromosoma n. 1 ( I p  e 1q- marcatori) era quaai 
costante in tutte le preparazioni, mentre la quantità 

Tabella 2. - Prdpaqioni cronomnia/i in paia@' snrce~siui. 

Dicentrici .................... 12 43 51 55 
Cmmommi ad snello . .. .. .. .. . 2 5 6 8 
Polvrrlauioni ................. 2 5 7 10 
Figure di Intmumbio . . .. . . .. . - 8 9 12 
Marcetori Ip - o lq - . .. . . . . . 7 5 7 8 
Rccoli rnirutorl metacentrici . . . 8 4 2 - 

Frequcnre in percentuali di anomille uomommiche me= 
in cvidmu in pnpsnrloni derivate & cellule HC/SVW. 

di cellule con piccoli cromosomi metacentrici diminuiva 
(Tab. 2). L'annlisi citogenetica eseguita sui linfociti 
del paziente ha rivelato d'altronde un cariotipo normale 
(dati non mostrati). 

Numerosi autori hanno dimostrato che il virus on- 
cogeno a DNA SV40 è in grado di t r a s f o m  in vitro 
cellule di hamster, topo, coniglio, ratto, scimmii e 
uomo [l-3, 7, 10, 12, 17, 21, 241, ma, salvo p& ecce- 
zioni [S. 20, 221 k cellule cosl trasformate erano costi- 
tuite da fibrobhti diploidi. In particolnrc, venne os- 
servato che cellule derivate da pazienti portatori di ane- 
mia di Fanconi [l61 e di sindrome di Down [25] risul- 
tavano p n i c o h e n t e  suscettibili alla trasformazione 
con SV40, come pure cellule piiì difTcrenziate rappresen- 
tate da astrociti di cervello fede  umano [5]. 
Le cellule HC e HC/SV40, da noi utiliuzte nel pre- 

sente lavoro. hanno mostrato un tempo di duplicazione 
di 48 ore, ma d o  il ceppo infettato da SV40 si t di- 
mostrato capace di c d t a  illimitata. Tale ceppo ha 
cvidenziato numcrose delle propried caratteristiche delle 
cellule trasfomte, wme, ad esempio, la crercita in 
soffice e la capacità di dare colonie con alta frequenza 
(23 %). La immunofluo~~acenza ha dimostrato la p=- 
senza dell'antigene T-nucleare nelle cellule HC/SV40, 
antigene che è risultato aamte nelle cellule HC; per- 
tanto, lo stato trmsformato delle cellule HCJSV40 è 
da comlnre con l'infezione virale e non con un processo 
spontaneo di trasformazione. La derimzione delle cel- 
lule ansformate dah COIItropute normale è awalo- 
rata dah p r a n i q  in amòedue le linee, dei granuli 
intraatoplumatia caratteristici delle cellule retrouveali. 
L'analisi ulansmimirnle ha inoltre mostrato l'assenza 
di giunzioni interceiiukn speciaiizmte nei due tipi cel- 
lulari, anche M la loro disposizione reciprocn t in molti 
caai asaai aderente. Nusun vini8 è appano rilasciato 
daUe cellule HC o HClSV40, n6 è stato possibile di- 
mostnue la presenza di SV40 in cellule permissive di 
scimmia CVI, alimentate con il terreno di coltura de- 
rivato da cellule HCISV40. Sulla base di tali risultati, 
queste cellule sono pertanto da conriderani non per- 
missive e I'nr~nzn di replicnzione virale pub essere 
dovuta o ad un'integrazione perziale del genoma del- 
I'SV40 o ad un &ce mecaniamo cellulare di repres- 
sione, tipico delle cellule non permissive, come nel 
caso degli astrociti su menzionati 15). 

L'analisi citogenetica ha evidenziato numerose mo- 
d i f idon i  aomosomiali a carico delle cellule HCISV40, 
il che sta a suggerire I ' e s i s ~  di di&renti tipi di evo- 
luzione clonnle. Il meccanismo con cui l'SV40 è in 
grado di indurre mcdificazioni cromowmiche stabili * domito ad errori di segregazione durante i vari stadi 
della mitoai, rottura e fusione, come dimostrato dal- 
l'infezione m u i l n  di divme lince cellukn [26]. 

In condusione, il nostro mtudio ha portato d a  sta- 
bilizrpzione di una nuova linea cdulnre umana, di ori- 
gine coroidea, caranerizram da un vigorow potenziale 
di crescita, che ne facilita la disponibilità per quanto 
riguarda i gi3 intrapresi studi biochimici e farmacologiu. 

Il pramte Iavom t stato f iwuinto &l Pmgmo Fidi- 
del C.N.R. rCmtmllo delli cirscim nmphsticlr, Contratto 
n. 82,00346.96. 



FIG. 2. - Asptm uitmtmtturpk di cclluk HC (W) e HCJSV4O (ZB). Da noiare in ambedue le linee allulmi I'nssaiza 
di particelle virali, In p e w  di granuli intmcitoplssmatici clettrondensi tipici delle Eclluls re tmuvdi  e gli spazi 
inamllulari &, nelle cellule normali HC appaiono ristretti, mentre nelle a l l u k  trasfomutc HC/SV40 risultano al- 
Inrgnti a fomincc lacune. I nuclei multilobati occupano gran parte del citoplasma cellukre. La disposizione (ZC) c 

la struttura fine larnellarc (2D) dei granuli intracitoplasmatici ne confermano la natura non lisosomiale 



Fir;. 3. - P i ~ s t n  metafasin. e cariotipo di cellule HC/SVM con W cmmoomi. Si notano riarmagkmnti rnultipli(bsndc 
QPQ) incluse trisomie Ip, lq, 3p, 3'1, 1. 7, 8, 10. 13, tetrasomia 9, monoaomie 2. 4. 14 15. 18, nulliaomi~ 12. c assenza 

del cmmosoma Y 
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Studio delle strutture recettoriali di cellule BHK 21 
i coinvolte nell'interazione con il virus della stomatite vescicolare 
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Istituto di Microbiologia, Università degh S t ~ d i ,  Roma 

Riassunto. - E' stata esfguita una ricerca s d e  ce//u/e 
B H K  21, per identificure le  str11tt11re chimiche di membrana l responsabili del legame con il virus d& stomatite twcicolure 
(VSV). Lo studio è stato condotto ind~~cendo uliera~ioni 
chimicbe specifiche sulle membrunc di monorhilti ceiiuiari, 
con differenti enrimi prottolifici e glicosidici. Purulielamente, 
è stato condotto uno studio anche I& lipnproteine sierirk, 1 . .  . 

8 tnrbitorr non unticorpali dell'emugglutina~ione del VSV. In 

! particolare, /e molecole lipproteicbe intere, le apolipopro- 
teine e gli estratti lipidici sono sfati suggiati per uenfcarne 
lu competirione con i recettori cel/u/ari nel legame con il virus. 

Summary (BHK 21 Cell Receptor Structures Involved 
in the Interaction with Vesicular Stomatitis Virus). - 
A reseurcb has been carried out on B H K  21 d h  to ident$y 
the membrane cbemical s t r ~ ~ c t ~ ~ e s  inuolued in the linhge 
with vesicdar stomatitis virus ( V S V ) .  This $tu& was 
made inducing sperific chemicui alterutions on ce// monolayers, ' treuted witb difercnt proteuse~ and gbcoridaser. On tbe 

1 same, unother st114 has h~en curricd owt on serum lipopro- 
1 teins, non antibo& it~hibitors o/ L T V  hemugglutinution. 
' I n  particuIur entire lipproteins, apolipoproteins ami lipidiic 
ertructs /me been tested t o  verfi th ir  rompetition with 
ceil rmptors for virm attachment. 

I1 vims della stomatite vescicolare (VSV) presenta 
sul suo involucro delle proiezioni glicoproteiche che 
permettono l'attaccamento del virus alle cellule sensi- 
bili e sono responsabili di entrambe le propriet.4 emag- 
glutinante e infettante. La natura chimica di tali uniti 
di ricognizione virale è ben nota [l], mentre i raggrup- 
pamenti molecolari recettoriali presenti sulla super- 
ficie delle cellule sensibili non sono stati ancora ben 
identificati. Alcune informazioni sulla struttura chi- 
mica dei recettori per il VSV sono state perb ottenute 
Plterando la superficie delle cellule, per mezzo di vari 
trattamenti chimici. È stato così osservato che dopo 
/I  trattamento di monostrati di cellule L con tripsina 

neuraminidasi si ha un aumento dell'attaccamento 
e1 VSV [2] e che eritrociti di oca, trattati con questi 
tessi enzimi, appaiono pih sensibili all'agglutinazione i $a parte dello stesso virus [3]. Per altri rhabdovirus 

invece. come nel caso del virus rabbico, t stato visto 
come l'emagglutinazione resti invariata dopo il tratta- 
mento degli eritrociti sensibili con varie proteasi, pe- 
riodato di potassio e neuraminidasi [4]. Per quanto con- 
cerne in particolare il ruolo delle molecole glicidiche 
presenti nei recettori, in una nostra precedente ricerca 
abbiamo dimostrato che alcuni esosi presenti suUe su- 
perfici di emazie di oca partecipano al legame con il 
VSV [31. 

In lavoro abbiamo cercato di chiarire la na- 
tura chimica dei siti recettoriali per il VSV: da una parte 
modificando a mezzo di enzimi specifici per proteine 
e carboidrati le membrane di cellule BHK 21 e osser- 
vando poi la differenza nell'interazione con il virus fra 
le cellule trattate e non trattate, e dall'altra studiando 
l'azione di inihitori Iipoproteiu sulla motiplicazione 
del VSV. 

Virns. - Il VSV (sierotipo Indiana), è stato coltivato 
in cellule BHK 21/C13 preparate in MEM (Minimum 
Essential Medium) con sali di Eagle e siero di vitello 
al 7 %. Il liquido colturale 'veniva raccolto 24 ore dopo 
l'infezione, quindi centrifugato a 3000 r.p.m. per 20 
min e conservato a -200 C. 

Trattamenti enrimatiri dette celhle B H K  21. - I trat- 
tamenti erano eseguiti su monostrati confluenti di cel- 
lule BHK 21 lavate in PBS per allontanare tracce di 
siero. Dopo i trattamenti, i sopranatanti cellulari veni- 
vano testati per verificare il rilascio di proteine, acido 
sialico e zuccheri neutri con le metodiche rispettiva- 
mente di Lowry et al. [5]. Aminoff [6], Dubois et al. 
[g. I monostrati venivano nuovamente lavati tre volte 
e si procedeva all'infezione con 100 TCD,, di VSV. 
Dopo 1 ora I'eccesso di virus veniva allontanato e si 
aggiungeva MEM senza siero. 

Trattumenti con proteasi. - Sono state usate tripsina 
(0,l mg/mi), rr-chimotripsina (@,O1 mglmi), pronasi 
(1 pg/ml) e pnpaina (1 &mi). I monostrati venivano 
trattati con gli enzimi proteolitici per 15 min a 250 C. 
































