












































lisi di cloni di FLC resistenti all'IFN. Per ~onnnitn~ent 
intendiamo quell'evento (o eventi) innescato dall'indut- 
tore, che porta, attraverso trascrizione e traduzione di 
nuovi mRNA e successiva inibizione della capacità 
moltiplicativa, all'espressione del fenotipo differenziato. 

Per quanto riguarda il primo approccio (vedi Tab. l), 
cellule di Friend, clone 745A, sono state trattate per 
43 ore con DMSO e dosi variabili di IFN, quindi la- 
vate e riseminate in assenza di DMSO e IFN in terreno 
contenente 0,33 % agar. La colorazione con benzidina 
effettuata direttamente sulla piastra di coltura, 3 giorni 
dopo il piastramento in agar soffice, permette di clas- 
sificare le colonie, sviluppatesi in 3 giorni, in bianche, 
miste o blu. La colonia bianca è un clone derivato da una 
cellula non-conrmittcd, la colonia mista deriva invece da 
una cellula che perfeziona il proprio commitment in agar, 
la colonia blu è la progenie di una cellula già ton~nrited. 
Nella Tab. 1 è riportata la percentuale di cellule B+ 
di colture parallele, non utilizzate per il piastramento 
in agar, esaminate 4 giorni dopo la semina per control- 
lare l'effetto dellPIFN. I1 trattamento con basse dosi di 
IFN non sembra modificare la percentuale di cellule 
comrnitted (colonie miste + blu), ma accelera solamente 
il processo differenziativo. Infatti, si osserva un incre- 
mento nella percentuale delle colonie blu a danno delle 
miste. Nel caso, invece, dell'inibizione del dikrenzia- 
mento indotto da alte dosi, si osserva una diminuzione 
di cellule comn~itfed nella popolazione, con ovvio incre- 
mento delle colonie bianche. Ciò indica che le alte dosi 
di IFN agiscono a livello precoce, e cioè sul conrnlitmnt 
stesso. Si può perciò concludere che la riduzione dei 

Tabella 1. - Impegno differen<iatiuo (= Comn~itment) eri- 
troide delle F L C :  infuen<u deII ' IFN. 

9; di colonie 98 di rsllule 
TRATTAMENTO B+ In col. 

ture cdlul~rl  
(43 ore) Ilquide 

Bianche 81" Mbte + mille ,, 
Ncesuno . . . . . . . 92,O 2.4 5,6 8.0 1 
DMSOl,Z9k. .  39.0 38,O 23.0 61,O 24 
DMSO 1,2 X + 

IFN 125 Ulml 39,O 48.0 13.0 61,O 40 
DMSO 1,2 % + 

IFN 250 Ulml 36,O 57,O 7.0 64,O 47 

DMSO 1,5 9/,  . . 21,6 64,O 14.4 78,4 72 
DMSO 1.5 % + 

IFN 12.000 U/ 
m1 .......... 71,O 20,O 9,O 29.0 38 

DMSO 1.5 $6 + 
IFN 24.000 U/ 
m1 .......... 79.0 1 6 3  4,2 21,o 33 

10'1ml FLC, seminate -t DMSO e10 IM alle dosi indicate 
venivano accuratamente lavate dopo 43 ore c piastmte in 
0,5 m1 di Dulbecco 20 9; siero fetalc di vitello e 0,33 0/, 
bactoagar su di un supporto nutritivo di 2 m1 costituito da 
Dulbecco 15 :6 siero fetale di vitello c 0.5 O, bsctoagar. 
Dopo 3 giorni di crescita (37DC in atmosfera umidificata 
contenente 5 % COI). le colonie venivano colorate aggiun- 
gendo qualche goccia di una soluzione 1 0,:o bensidina diclo- 
rata in 3 % acido acctico glaciale. 

Colture cellulari liquide. allestite parallelamente. sono state 
utilinatc dopo 96 ore di crescita, per ottenere il % di cel- 
lule B+ in coltura liquida. 

livelli di mKNA della globina, osservata in saggi di 
ibridazione liquida, non è dovuta ad un effetto sulla 
trascrizione per se, ma piuttosto ad un effetto dell'IFN 
a monte della stessa e cioè sul con~mitn~ent. ., 

Per quanto riguarda il secondo approccio, recente! 
mente abbiamo isolato alcuni cloni IFN-resistenti delle 
YLC. L'isolamento è stato ottenuto per clonaggio in 
agar di una popolazione cellulare (clone 745A) selezionata 
mediante crescita continua in presenza di IFN per circa 
IO7 divisioni cellulari. I cloni isolati sono resistenti al- 
l'azione antivirale esercitata dall'IFN. Infatti, mentre 
il pretrattamento per 20 ore con 200 U/ml di IFN delle 
cellule di tipo selvaggio (745A) porta ad una inibizione 
di 2-3 logaritmi nella produzione virale a seguito di 
infezione con virus Mengo o virus della stomatite ve- 
scicolare (VSV), nessuna attività antivirale è rilevabile 
nei cloni resistenti [14]. 

Abbiamo esaminato la modulazione del differenzia- 
mento eritroide, determinata dall'IFN, in un clone re- 
sistente. Esperimenti preliminari indicano che I'au- 
mento del differenziamento eritroide indotto da DMSO, 
ottenuto trattando le cellule di controllo con dosi basse 
di IFN non si osserva nelle cellule resistenti. Invece il 
trattamento con alte dosi di IFN determina una inibi- 
zione dose-dipendente della crescita cellulare e del 
differenziamento eritroide sia nelle cellule di controllo 
che in quelle resistenti [14]. Per controllo sono stati 
paragonati, nello stesso esperimento, lo stato antivirale 
e la percentuale di differenziamento eritroide nelle cel- 
lule resistenti trattate con dosi crescenti di IFN. La ri- 
duzione della percentuale di cellule Bf si manifesta 
con dosi di IFN (9.000 Ujml), che non determinano 
variazioni nella capacità moltiplicativa del VSV. Poiché 
la specificità dell'effetto dell'IFN è stata dimostrata 
adoperando preparazioni di IFN puro [12], si può 
concludere che la capacità dell'lFN di inibire il di& 
renziamento eritroide sembra mediata da meccanismi 
differenti da quelli che portano alla espressione dello 
stato antivirale e all'accelerazione del differenziamento. 
Infatti questi ultimi effetti sono aboliti entrambi nel 
clone IFN-resistente esaminato, mentre l'effetto delle 
alte dosi persiste. 

I risultati dell'analisi clonale del differenziamento 
eritroide in presenza di IFN, in aggiunta ai dati pre- 
cedentemente pubblicati, permettono di tentare una 
analisi più avanzata dei meccanismi che regolano le 
interazioni, a livelli diversi di dose, dell'IFN con le 
FLC. In particolare, nel caso dell'inibizione del di&- 
renziamento è evidente che esso si realizza a due li- 
velli: uno alto, o precoce, sul commitment delle FLC 
stimolate a differenziare dal DMSO, ed un secondo 
a Livello della traduzione del messaggero della globina. 
La valutazione congiunta dei dati sulla reversibilità 
dell'effetto di IFN e di quelli, qui riportati, dell'analisi 
clonale dello stesso, permettono di proporre che il 
sito o livello d'azione dell'IFN sul con~mitment eritroide 
è posteriore o a valle di quello del DMSO. Infatti, 
negli esperimenti in cui I'IFN (alte dosi) inibisce il dif- 
ferenziamento indotto dal DMSO, la rimozione di en- 
trambi, dopo 3 giorni di coltura, determina un rapido 
aumento della percentuale di cellule B+. Questa emo- 
globinizzazione si osserva, in minor misura, anche se 
si aggiunge a-amanitina dopo la rimozione del DMSO 
e dell'IFN, cioè se si inibisce la neosintesi di mRNA. 
La percentuale di cellule B+, che si osserva in queste 
colture contenenti a-amanitina, 24 ore dopo la rimo- 



i i i ine d i  DMSO e II'N, è siniile a quella delle colonie n~itmertt e cioè che gi;l contenevano m R N A  della globi. 
blu (vedi Tab.  l ) ,  sviluppate d o p o  il preiratraincnto m. 1.a mam piore percentuale d i  B-+ osservata in c<>Iture ab. 
pcr 43 ore  c o n  DhISO e alte dosi di IFN. Ciò indica parallele, prive di a-anmnitina, indica che alcune cel- 
che, d i  tu t te  le cellule che erano stare bloccare nel pro- lule, bloccate dall'IFN, hanno invece bisogno d i  trn- 
ccsso differenziativo, diventano ernoglobinizzate solo  scrivere per  produrre emoglobina, ma n o n  hanno  più 

che e rano  sfuggite a d  u n  effetto precoce sul  ram- bisogno della presenza dell'induttore (DMSO). 
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