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Caratteristiche di crescita e infezione persistente
del virus Toscana in una linea cellulare
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Riassunto, — i riportano dati relativi alla replicagione
in cellwle VERO del viras Toscana, un nugve arbavirus iso-
late da flebotomi in Italia e classificato nella famiglia Bunya-
viridae, genere Phlebovirus. La resa virale rissitava inver-
samente proporyionale alla melteplicitd di infezione nsata e
sembrava correlata alla presenya nellinocalo di particelle
difettive interferenti. Con passaggi in serie di virus indilwito
5i & ottenwio Pinstaurarsi di infegioni persistenti resistenti
alla superinfezione con virus omologo ¢, anche se solo pargial-
mente, a guella con virus correlati antigenicamente, ma suscel-
tibili a guella con virns eterologhi. La sensibilita alla tempe-
ratura ¢ la produgione di interferone endogeno non sembrano
implicati nell'instanrarsi efo nel mantenimento della persi-
stenza. Le caratteristiche delle cellule persistentemente infes-
tate suggeriscons un raole di particelle difettive interferenti.

Summary (Replication and Persistence of Toscana
Virus in a Cell Line). — Replication in VERO celis of
Toscana virws, a new arbovirus isolated from sandflies in
Italy and included in the family of the Bunyaviridae, genns
Phiebovirus, ir described. The highest yield of infections
vieus was obtained from the cells infected at the Jowest
multiplicity of infection. Auntointerference seemed to depend
upon the presence of defective interfering particles in the viral
stock. Persistent infections were established by serial sndiluted
passage of the virus. Persistently infected cells were resistant
to superinfection with homologous virus, partially resistant
fo challenge with antigenically related virnses and susceptible
10 infection with beterologous virnses. Temperature sensitivity
and imterferon  production seemed to be mot invelyed in
establishment andjor maintenance of persistence. It is suggested
that defective interfering particles may be responsible for
Dersistency.

INTRODUZIONE.

1l virus Toscana (TOS) & un nuovo virus isolato da
flebotomi in Italia e classificato su base morfologica
e sicrologica nel gruppo sierologico « Phlebotomus
fever » degli arbovirus [1] per il quale, del tutto recen-
temente, & stato istituito il genere Phlebovirns della fa-
miglia Bunyaviridae. Sono stati riportati pochi dati
riguardo alle caratteristiche biologiche dei virus del
genere Phlebovirus, data la nota difficoltd di disporre di
sisterni cellulari sensibili per la maggior parte di essi.

Il virus TOS & uno dei pochi membri di tale genere ca-
pace di replicarsi ad alto titolo con produzione di ef-
fetto citopatico in molte linee cellulari.

E stato dimostrato, per virus appartenenti ad altre
famiglie, che la presenza del genoma segmentato {ca-
tatteristico dei virus della famiglia Bunyaviridae) fa—
cilita la generazione di particelle difettive interferenti
(DI) e che tali particelle possono essere implicate nel-
instaurarsi e nel mantenimento di infezioni persistenti
da parte di virus normalmente citolitici [2]. Pochi studi
¢ incompleti sono stati escguiti con virus della famiglia
Bunyaviridae per quanto riguarda sia la generazione ¢
caratterizzazione di particelle DI [3] sia la produzione
di colture persistentemente infettate (p.i) [4].

In questo lavoro sono riportati dati relativi alla re-
plicazione del virus TOS ed all’instaurarsi di infezioni
persistenti in una linea cellulare di mammifero,

MATERIALI E METODI,

Virus, cellule, terreni. - 11 virus TOS & stato usato o
come una sospeasione al 109, di cervello di topino
neonato infetto (TOS-MB) o come virus purificato per
placca mediante tre successivi clonaggi in cellule VERO
(TOS5-3V). Sono state usate linee cellulari di rene di
cercopiteco (VERO) e rhesus (LLC-MK-2). 11 terreno
di crescita era costituito da MEM + 109, di siero
fetale di vitello (SVF); quello di mantenimento da
MEM + 29, di SVF.

Titolagioni del virus. — 1 campioni diluiti in PBS
+ 0,59, di gelatina erano inoculati su monostrati di
cellule VERO. Dopo lo adsorbimento veniva aggiunto
un terrenoc costituito da MEM senza rosso fenolo,
0,59, di NaHCOQ,, 5%, di SVF ¢ 1%, di gomma tra-
gacanth (Sigma). Dopo 7 giorni di incubazione a 370 C
in atmosfera al 59, di CO,, il terreno veniva allonta-
nato, le cellule lavate due volte con PBS ¢ colorate con
una soluzione di cristal violetto all'1,59, in alcool
a 200, I titoli virali venivano calcolati come unitd for-
manti placca (PFU)/ml.

Curva di crescita. — Monostrati di cellule VERO in
piastrine del diametro di 35 mm erano inoculate con

~virus TOS-MB con molteplicitd d’infezione (MOI)
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di 1, 0,1 o 0,01 PFU/cellula in 0,2 ml. Dnpo 1,30 ore
di adsorbimento a 37° C, le cellule venivano lavate due
volte con PBS e ad esse erano aggiunti 2 ml di terreno
di mantenimento. Due piastrine per ogni MOI erano
prelevate a vari intervalli; il terreno veniva raccolto
e congelato a —80° C. Le cellule venivano staccate
meccanicamente in 2 ml di PBS 4 0,59, di gelatina
¢ congelate a —80¢ C. T campioni di ogni MOI erano
titolati contemporaneamente, Prima della titolazione i
campioni contenenti le cellule subivano un ciclo rapido
di congelamento-scongelamento.

Passaggi in serie di viras indiluito ¢ instanrarsi di infegioni
persistenti, — Monostrati di cellule VERO erana infettati
inizialmente ad alta MOI con virus TOS-3V. Ogni 24
ore una nuova coltura era infettara con 2/3 del terreno
del passaggio precedente, ed il restante terreno era con-
gelato a —80¢ C per eventuali titolazioni.

Immunofiuorescenga. — B stata usata la tecnica indiretta.
Le cellule erano fatte crescere su vetrini Lab-Tek,
fissate in acetone freddo ¢ conservate a —800 C fino
al momento della colorazione. Venivano usati siero
anti-TOS prodotto in coniglio ¢ siero anti-coniglio
prodotto in capra e coniugato con fluoresceina (Notdic).
Dopo la colorazione i vetrini eranc osservati con un
microscopio Leitz.

Superinfesione. - Monostrati confluenti di cellule p.i.
erano superinfettati con 1 PFU/cellula dei virus TOS,
Tribec, virus della stomatite vescicolare (VSV), o 0,1
PYU/cellula dei virus Sandfly Fever Naples (SFN} o
Sicilian (SFS), I controlli erano costituiti da cellule
VERO infettate allo stesso modo e da cellule p.i. non
superinfettate. Da 1 a 7 giorni dopo I'infezione, a se-
conda del vitus superinfettante, il supernatante era
raccolto e titolato per la presenza dei rispettivi virns.

RiSULTATTI E DISCUSSIONE,

Curva di erescita. — Nella Tab. 1 sono riportati | ri-
sultati relativi alla replicazione del virus TOS in cel-
lule VERO a varie MOI: 1, 0,1 e 0,01 PFU/cellula.
L’effetto citopatico risultava cvidente 2448 ore dopo
Pinfezione con distruzione completa del monostrato
cellulare in 3 giorni. Il titolo massimo del virus asso-
ciato alle cellule si aveva fra le 24 ¢ le 36 ore dopo I'in-
fezione e poi declinava, mentre quello liberato nel ter-
reno raggiungeva il massimo a 60-72 ore, 8i & ottenuta
la pit alta resa virale con la pitt bassa MOI usata, ri-
sultando la resa inversamente proporzionale alla MOIL.
Questo risultato poteva essere spiegato con la presenza
nell’inocuio virale (cervelli di topo infetti) di particelle
difettive che interferiscono con la replicazione del virus.
Tale presenza & stata messa in evidenza con un saggio
di interferenza omologa, eseguito come descritto per
il Togavirus Sindbis [5] (dati non presentati).

Infegioni persistenti. — Si & voluto quindi saggiare la
possibilita di produrre infezioni persistenti in cellule
VERO infettate con il virns TOS, eseguendo passaggi
in serie di virus indiluito, in condizioni cio¢ che in ge-
nerale favoriscono un accumulo di particelle DI [6].

Tabella 1. — Carva di crescita del virus TOS in cellnle T7FERQ
in fungione della molteplicita dinfegione (MOI).

MOI

TEMPO

{ore dopo 0,01 PFUjeellula 0,1 PFUjcellula 1 PFU/cellula

Yinfezione) Cellule  Terrence Cellule  Terreno Cellule  Terreno

(a) b

L 2,41 2,09 3,41 1,98 4,02 3.69
12 ..., 5,68 2,69 5,90 3,23 4,95 3,29
24 ... 7.24 4,68 6,77 4,90 5,65 4,60
36 ... 7.63(c) 6,84 6,74 6,63 5,47 5,79
48 ... 7,25 7.57 6,32 7,06 5,20 5,94
60 ... 6,80 7,79 5,96 7,32 4.9 6,25
72 oo 6,82 7.7% 6,00 7,55 4,65 5,83

(a} Virus associato alle cellule (log;, PFU/ml).
(b) Virus rilasciato nel terreno (log,, PFU/ml).
{c) Livello massimo di virus.

I primi passaggi in serie di virus indiluito provocavano
la completa distruzione del monostrato cellulare 3-4
giorni dopo linfezione, Nei passaggi seguenti alcune
cellule sopravvivevano e quindi si moltiplicavano fino
a formare monostrati confluenti. Successivamente, ogni
4-5 giorni, venivano eseguiti passaggi delle colture in
un rapporto 1:2. Talvolta, al momento della subcol-
tura, era prelevato il terreno che era poi saggiato per
la presenza di virus. Le caratteristiche dell’instaurarsi
di una di tali linee (V-A19), ottenuta dopo 19 passaggi
indiluiti di virus, sono illustrate nella Fig. 1. I dati
ripottati riguardano 53 subcolture per un totale di circa
250 giorni di osservazione, Durante tale periodo le
colture hanno attraversato stadi di crisi, con esteso ef-
fetto citopatico ¢ morte della maggior parte delle cel-
lule. Le poche cellule sopravvissute tuttavia si riprodu-
cevano fino a raggiungere di nuovo la confluenza,
continuando a liberare virioni infertanti. Ia quantita
di virus rilasciata dalle colture p.i. variava durante il
periodo di osservazione.

La presenza di antigeni virali nelle colture p.i. & stata
messa in evidenza con la tecnica dell’immunofluore-
scenza indiretta. La distribuzione della fluorescenza
nel citoplasma cellulare non mostrava significative dif-
ferenze con quella osservata in cellule VEROQ infettate
con il virus TOS (Fig. 2).

Una caratteristica descritta per le colture p.i. & quella
di esscre resistenti alla superinfezione con virus omologo,
ma suscettibili a quella con virus eterologhi [7]. Nella
Tab. 2 sono riportati i dati relativi alla superinfezione
con il virus omologo e con virus eterologhi delle cel-
lule VERO p.i. con il virus TOS. T risultati mostrano
una resistenza alla superinfezione con il virus omologo
ed anche con un Phlebovirus strettamente correlato
antigenicamente (SFN), una minore resistenza alla
superinfezione con un Phlebovirus antigenicamente pit
distante {SFS) e suscettibilitd alla superinfezione con un
Orbivirus (Tribec) e con un Rhabdovirus (VSV), Vari
gradi di interferenza con la replicazione di virus etero-
loghi ma correlati antigenicamente sono stati osser-
vati nelle colture p.i. con il virus Dugbe, un altro mem-
bro della famiglia Bunyaviridae [4] e in colture p.i.
con il virus Tacaribe, un Arenavirus {8]. Tale tipo di
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Fig. 1. — Instaurarsi di cellule VERO persistentemente infettate con virus TOS (V~A19). In ascissa: numero delle subcolture di V-A19
nel corso di 250 gioni di osservazione. Ir ordinata: titolo del virus rilasciato nel terreno. Le frecee indicano i petiodi di crisi con
evidente cffetto citopatico

Fic. 2. — A) Cellule VERO persistentemente infettate con il virus TOS (7% subcoltura) fissate e colorate con anticorpi fluorescenti
(metodo indiretto) (X 220). B) Cellule VERO 24 ore dopo infezione con il virus TOS preparate come in A (X 220)
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Tabella 2. — Superinfegione delle colture persistentemente stata evidenziata nel terreno di coltura delle cellule p.i.
infettate con il wvirus TOS (Sa subcoitura)(a). saggiato non concentrato. Non si possono perd escludere
— nel sistema studiato livelli non titolabili di particelle

VIRUS SUPERINFETTANTE PEU teat PFU cantrollo DI, essendo il metodo usato relativamente insensibile.

®) ) Tea i vari meccanismi ipotizzati come responsabili del-

Pinstaurarsi ¢ del mantenersi di infezioni persistenti da

TOS ..ot 1,1 x 103 1,1 x 107 parte di virus normalmente citocidi, oltre alla produ-

SEN....oovviiiiins 1,7 x 102 6,7 % 10° zione di particelle DI, la generazione di mutanti tem-

SFS « it e, 1,2 x 104 1,2 x 100 peratura sensibili e la produzione di interferonc endo-

Tribee .o ovrvnnnnn, 1,9 x 107 5.4 % 10° geno sono stati studiati dettagliatamente in differenti

VSV it 2,9 x 10° 8,6 x 108 sistemi virus-cellula [9]. , -

7 Sono stati eseguiti esperimenti per dimostrare sia

o la presenza di mutanti ts nella progenie virale liberata

{a) 102 PFU/ml di virus infettante erano liberate dalle cel’ dalle cellule VERO p.i. con il vitus TOS, sia la produ-

lule persistentemente infettate non superinfettate. zione di interferone da parte di esse, anche se la linea
(b) Titolo del virus liberato da colture persistentemente B . .

infettate superinfettate con i singoll virus. cellulare usata dovrebbe escludere il coinvolgimento

(c) Titolo del virus liberato da cellule VERO infettate con del sistema interferone, essendo incapace di produrlo

i singoli virus. [10]. Tali esperimenti hanno dato csito negativo (dati

non presentati). Considetando quindi le modaliti con
cui le linee celiulari p.i. con il virus TOS sono state ot-
tenute ed i risultati delle prove di interferenza omologa
ed etercloga, & probabile che particelle virali DI siano
implicate nell'instaurarsi efo nel mantenersi di tali li-
nee e che sia possibile dimostrarne la presenza con me-
todi di saggio pih sensibili.

interferenza & simile a quella descritta come una delle
caratteristiche biologiche di particelle DI presenti nelle
preparazioni di numerosi virus animali [6].

5i & ricercata la presenza di particelle DI in colture
p-. con il virus TOS (subcoltura 53 e 63) mediante un
saggio di interferenza con la replicazione di virus puri- Lavoro eseguito nell'ambito del Progetto Finalizzato « Vitus »:
ficato (TOS-3V). La presenza di particelle DI non & Contratti n. 80.00652.85 ¢ 81.00250.84.
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Effetto di alfa interferone sul differenziamento eritroide

di una linea di cellule leucemiche umane, X562 (8)
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Riassunto. — Le cellule K562(5) possono essere indotie a
differenziare lungo la linea eritroide mediante trattamento
con acido butirrico ed emina. L'induzgione determina la sin-
tesi di emoglobine embrionali ¢ fetali. La somministrazione
di baise dosi (100-1.000 Uliml) di inferone umano lencoci-
taris, 0~IFN, a cellule K562(5) determina wn anmento
dose—dipendente della sintesi di emoglobina sia in arsenzga che
in presenya degli industori, Al contrario il trattamento con
alte dosi (pig di 10.000 Uliml) determina ana inibizione,
reversibile ¢ dose—dipendente, del -differengiamento eritroide
indotto.

Summary (Effect of Alpha-inferon on the Erythroid
Differentiation of K562(5) Cells, a Human Leukemic
Line). — Fuman lewkemia K562(5) cells can be induced to
differentiate along the erythroid pathway by hemin or butyric
atid,  In both cases embryonal as well as fetal hemoglobins
are produced. The administration of low doses (100-1.000
UlIlml) of buman lencocyte interferon, a-IFN, fo the cells
resuits in a dose—dspendent enhancement of erythroid differentia-
tion, either in the presence or in the absence of the inducers.
On the contrary, higher doses (above 10.000 Ullml) inbibit
bemoglobin synthesis. The effect is reversible and dose-depend:nt.

INTRODUZIONE.

La linea cellulare K562 venne isolata da Lozzio ¢
Lozzio [1] nel 1975 da un paziente affetto da leucemia
mieloide cronica, in fase acuta, Queste cellule furono
considerate per anni precursori indifferenziati della
linea mieloide, ma nel 1979 Andersson ¢ Coll. [2] di-
mostrarono che esse potevano essere indotte a sintetiz-
zare emoglobina in seguito al trattamento con acido
butirtico. Poco dopo, un gruppo di ricercatori inglesi
[3] dimostrd che anche l'emina induceva queste cellule
lungo la linea eritroide, con sintesi di emoglobine em-
brionali e fetali, anziché adulte. Cio¢ ¢ Coll. [4] hanno
inoltre dimostrato che un clone della linea cellulare
K562, il clone S, pud essere indotto al differenzia-
mento eritroide sia con acido butirrico che con emina.
E stato anche dimostrato che il trattamento con i due
induttori determina un’espressione differenziale dei geni
delle globine embrionali e fetali, in quanto le cellule
trattate con acido butirrico contengono prevalentemente

emoglobina Gower 1 (§,€,) ¢ Portland (y,5,), mentre
il trattamento con emina induce prevalentemente emo-
globina X (ggy;) ¢ Bart (y,) [4). La linea celtulare K562
pud essere, qumd1 considerata il comspetuvo umano
del sistema murino di Friend (5], in quanto cellule in-
differenziate possono essere « indotte » a produrre spe-
cifici marcatori eritroidi.

E stato studiato Peffetto di interferone umano (IFN)
sul differenziamento del clone § della linea K562, in
presenza ed in assenza degli induttori acido butirrico
ed emina.

MATERIALI E METODI.

Le cellule K562(S) vengono coltivate in tetreno
RPMI addizionato del 109, di siero fetale bovino,
11 protocollo per I'induzione della sintesi di emoglobina
¢ il seguente: le cellule, che crescono in sospensione,
vengono seminate alla concentrazione di 200.000 cei-
lule/m! in presenza delle concentrazioni degli induttori
indicate nel testo. Dopo 4 giorni, le cellule vengono con-
tate e colorate con benzidina, secondo il metodo di
Orkin ¢ Coll. {6}, per determinare il numero delle cel-
lule che contengono emoglobina.

L'interferone, usato negli espetimenti descritti nel
testo, & stato ottenuto dal laboratorio del Dr. Cantell,
Finlandia; & un interferone umano leucocitario, o alfa,
e la sua attivith specifica & di 10® Ujmg di proteina. Le
dosi vengono espresse come Unitd Internazionali.

Risvrrarr

Sensibilita ad alfa interferone delle cellule K562 (). -
Per prima cosa & stata saggiata la sensibilita delle cel-
lule K562 (S) all’azione antivirale di alfa interferone
(o~IFN). La Fig. 1 mostra una curva di inibizione della
replicazione del virus della stomatite vescicolare (VSV)
in cellule trattate con dosi crescenti di a-IFN. Sono
necessarie 100-1.000 Ul/m] di a-IFN per ridurre di
una unitd logaritmica i titolo virale. Questo dimostra
la scarsa sensibilitd delle cellule K562 (S) ad IFN, con-
siderando che sono sufficienti 5-10 Ul/ml per ottenere
lo stesso effetto sulla replicazione di VSV in un’altra
linea cellulare umana, le cellule Hela,
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F1G. 1. = Sensibilita dells collule KS62(S) all’azione antivirale di alfa
interferone. Le cellule K562 (5) sono state seminate alla concen-
trazione di 200,000 cellule/ml in terreno RPMI addizionato del
10 9 di siero fetale bovino, in presenza delle concentrazioni di
e~IFN indicate. Dopo 24 ore, le cellule sono state lavate e in-
fettate con 5 PFU/cellula di vitus della stomatite vescicolare.
Dopo 1 ofa a 37 9C, il vitus non adsorbito & state allontanato
mediante lavaggi e le cellule sono state riseminate in terreno
fresco. Dopo 18 ore, i supernatanti sono stati raccolti ¢ centri-
fugati per allontanare i detriti cellulari. 1! virus presente nci
supernatanti & stato titolato con il metodo delle placche su un
monostrato di cellule di topa}l.929
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F1G. 2. - Effetto di dosi crescensi di acido butirrico od eming sul dif-

Serengiamenio evitvoide delle cellule K562(5). Le cellule K562 (8),

seminate ad una concentrazione di 200.000 cellule/ml, sono state

trattate con le dosi di induttore indicate. Dopo 4 giorni, sono

state colorate con benzidina, come descritte in « Materiali e
Metodi »

Effetto di alfa interferone sul differengiamento erifroide
delle cellwle K562 (5). — La Fig. 2 mostra una tipica curva
dose-risposta di acido butirrico ed emina sul differen-
ziamento eritroide delle cellule K562 (8). La Tab. 1
mostta effetto di dosi crescenti di a~IFN (da 10.000
a 160.000 Ul/ml) sul differenziamento etitroide di cel-
lule K562 (S) indotte con acido butitrico 1,4 m Mod
emina 107 M, dosi capaci di indutre, dopo 4 giorni
in coltura, pit del 60 9 di cellule benzidino—positive
(B+) (Fig. 2). Alfa IFN esercita chiaramente un mar-
cato effetto inibitotio sul differenziamento eritroide
delle cellule K562 (S). L'effetto & reversibile; infatt,
s¢ cellule indotte con emina 1074 M e trattate con dosi
crescenti di «-1FN per 4 giorni, vengono lavate esten-
sivamente per allontanare IFN e riseminate in terreno
fresco, dopo 24 ore esse sono capaci di differenziare
esattamente come cellule di controllo mai venute a con-
tatto con o-IFN (colonna a destra, Tab, 1). L'effeito
inibitorio sul differenziamento & accompagnato da un
effetto sulla crescita cellulare, che & ridotta all’incirca
del 50 ¢;, anche alle massime dosi di &-IFN usate, in
assenza, perd, di mortalitd. Anche questo effetto di a-
IEN sulla crescita cellulare & reversibile dopo allenta-
namento di IFN.

Nel corso deghi esperimenti sulla inibizione del dif-
renziamento eritroide delic K562 (8) da parte di
a—II'N, alcuni risultati sembravano indicare che dosi di
o-IF'N inferiori a 10.000 Ul/ml potesscro escrcitare un
cffetto stimolante, anziché inibente il differenziamento.
Le condizioni sperimentali erano perd tali da non
rendere significativi i dati, in quanto, per poter osser-
vare un effetto inibitorio, le dosi degli induttori erano
ovviamente le ottimali, tali da dare il massimo del dif-
ferenziamento cellulare.

L’approccio sperimentale per chiarire il problema &
stato quello di scegliere dosi subottimali di induttori,
capaci cioé di indurre solo parzialmente le cellule. In
base alle curve dose-risposta mostrate in Fig. 2, sono
state scelte le seguenti concentrazioni di acido butirrico
ed emina, 0,15 mM e 53 1075 M rispettivamente,
capaci di indurre solo il 20-25 % delle cellule dopo 4
giorni. In queste condizioni sperimentali, 100-1.000

Tabella 1. - Effetto di alfa~interferone sul differensiaments
delle cellule K562 (5) indotte da acido butirrico ed emina:
alte dosi.

% B+

2-1FN tdopo 4 giorni%lu trattamento con dgﬁf‘:iri:) ore
Uljml Acido butirrico Emina @ - IFN
1.4 mM 10—+ M (a)

o 63 71 50
10.000 .... 42 62 67
20.000 .... n.d. 52 67
40.000 .... 34 53 69
80.000 .... 27 44 0

160.000 .... 15 35 69

(a) % B-+ dopo 24 ore dalla rimozione di @ —IFN di cel-
lule trattate con emina 10-*M e le dosi indicate di & —IFN,
per 4 giorni.

n.d. = non determinato,




‘Fabella 2. = Effeito di alfa—interferome sul differenziamento
delle cellnie K562 (8): basse dosi.

% B+

a-IFN dopo 4 in_presenza di

Ulml Acido butirrico Emina
- 0.15 mM 5x10~* M

(4 S 5,7 17,5 26,0
50 ..... 8,0 22,0 32,5
100 ...vun 1,5 23,0 31,5
500 covenn 12,5 41,0 40,0
1.000 ...... 11,0 34,0 35,0
5.000 ...... 9,0 18,0 27,0

Ul/ml di a~IFN sono capaci di indurre un aumento molto
significativo del numero delle cellule B+ (Tab. 2).
Da notare che Peffetto stimolante il differenziamento
& presente anche in cellule non indotte, anche se ovvia-
mente a livelli molto bassi. Il massimo dell’effetto
winducente» di «-IFN si ottiene con 500 Ulfml
(Tab. 2).
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Risultati preliminari indicano che anche beta-IFN,
lo TIFN fibroblastico, esercita lo stesso effetto bifasico,
ciog alte dosi inibiscono e basse dosi stimolano il dife-
renziamento delle cellule K562 (S) (dati non mostrati),

CONCLUSIONT.

1 dati riportati confermano, in un sistema umano, i
risultati ottenuti con IFN nel sistema murino di Friend
[4), indicando un effetto regolatorio, forse fisiologico,
di TFN sul sistema eritropoietico.

Ci si propone ora di studiate nello stesso sistema an-
che Peffetto di gamma~IFN, 'IFN immune, il quale ha
in comune con Palfa ed il beta la proprietd antivirale,
ma ne differisce sia per caratteristiche fisiche che per
proprietd biologiche. $i intende, inoltre, analizzare i
tipi di emoglobine stimolate da IFN, per determinare
se Teffetto di IFN & di puro incremento di attivitd di
geni gia indotti, o se, invece, IFN & capace di attivare
nuovi geni globinici, ad esempic i geni pet le globine
beta, non espressi in queste ceilule,

Questo lavoro & stato sovvenzionato, in parte, dal Consiglio
Nazionale delle Ricerche, Progetto Finalizzato « Virus », Con-
tratti nn. 80.00636.84 ¢ 80.01952.84, ¢ Progetto Finalizzato « Con-
trollo della crescita neoplastica », Contratto n, 80.01943,96.
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. Riassunto. ~ G effesti dellinterferone sul differenzia-

mente eribroide delle cellule lewcemiche murine di Friend
(FLC’} somo stimolatori a basse dosi ed inibitori ad alte dosi,
mentre Iespressione del virus integrato ¢ sempre inibita. L'or-
nitina decarbossilasi (ODC), engima chiave nella sintesi
delle poliammine, pud avere wn ruolo importante nellindu-
gione del differengiomento da parts del DMSO. Abbiamo
saggiato Patvivits ODC in FLC trattatr con IFN in pre-
senza ed in assenza di DMSO. E’ stata trovata correla-
gione tra ghi efferti di IFN sul differengiamento ¢ attivitd
ODC, in guanto alte dosi inibiscono ¢ basse dosi stimolano
guesta attivita engimatica,

Summary (Interferon-induced Modulation of QOrni-
thine Decarboxilase Activity in Friend Cells). - Interferon
({EN)effects on the erythroid differentiation of Friend lenkemia
cells are stimulatory or inhibitory according to the doses
(fow and high, respectively) used.  Ormitine decarboxylase,
@ cracial emgime in the polyamine pathway, may play a rok
in the DMSO-induced FLC differentiation. ODC activity
has been tested in IFN-treated FLC in the presence and in
the absence of DMSO. A correlation bas been found between
IFN effects on FLC differentiation and ODC activity:
in fact high doses inhibit and low doses stimulate this eng yme
activity.

InTRODUZIONE.

Le cellule eritroleucemiche di Friend (FLC) sono
proeritroblasti murini cronicamente infetti con il com-
Plesso virale di Priend (FLV). La maggior parte dei
cloni diponibili di FLC hanno un livello di differenzia-
mento spontaneo molto basso (0,5-2 9), ma sono in
grado di differenziare fino all’80-90 %, in seguito al trat-
tamento con una serie di composti, tra cui il dimetil-
sulfossido (DMSQO); per una rassegna vedi [1]. Gli studi
sugli effetti delPintesferone (IFN) sulle FLC hanno mo-
strato che esso esercita un’azione modulatrice bifasica
nei riguardi del differenziamento indotto dal DMSO;
infatti basse dosi di IFN (fino a 300 U/ml) sono in grado
di clevare la percentuale di cellule differenziate, mentre
dosi di IFN superiori a 1.000 U/ml (alte dosi) risultano
inibitorie,

Dati gid pubblicati [2-4] indicano che tale effetto &
accompagnate da aumento dell’accumulo di mRNA
specifico per Iz globina nel caso delle basse dosi di IFN,
e da riduzione di tale accumulo nel caso delle alte dosi.
Tuttavia in questo caso Peffetto sulla trascrizione &
accompagnato da un effetto sulla traduzione, perché
la pur ridotta quantitd di mRNA per la globina che si
trova nelle FLC trattate con alte dosi di IFN non &
tradotta.

Gli studi per determinare quale sia il bersaglio pri-
mario dell’'azione del'IFN sul differenziamento delle
FLC sono stati condotti in divetse ditezioni: da una
parte studi sugli eventi iniziali dell’interazione DMSO-
cellula che stabiliscono il progredire verso il differen-
ziamento; dall’altra isolamento e caratterizzazione di
varianti cellulari resistenti all’'IFN; infine studi sul-
Pespressione di marcatori precoci collegati in maniera
pilt o meno diretta con il differenziamento,

L’otrnitina decarbossilasi (ODC) ¢ lenzima chiave
che catalizza la prima reazione nella sintesi delle poliam-
mine, un gruppo di composti cationici coinvold nella
crescita cellulare e probabilmente nei processi differen-
ziativi. Il livello di questo enzima si innalza rapida-
mente nella cellula in seguito ad una varietd di stimoli,
come aggiunta di siero, ormoni, fattori di crescita e,
nelle cellule di Friend in particolare, in seguito al trat-
tamento con alcuni induttori del differenziamento eri-
troide, tra cui il DMSO (5, 6). In uno studio condotto
in collaborazione con il Dr Y, Gazite, Hadassah Medical
School, Gerusalemme, abbiamo esaminato i livelli di
attivith ODC in cellule di Friend trattate con varie dosi
di IFN,

MATERIALT E METODI.

Céllule. - In questo studio & stato usato il clone
745A. In un esperimento tipo le cellule sono seminate
ad una concentrazione di 10%/ml in terreno addizionato
del 10 9, di siero bovino fetale. Dopo 24 ore le cellule,
in attiva crescita logaritmica, sono contate e riseminate
a 10%/ml nelle varie condizioni sperimentali (4- DMSO,
4+ IFN). A vari tempi dopo la semina (3, 6 ¢ 9 ore)
vengono prelevate aliquote di 2-3 x 10% cellule, cen-
trifugate, lavate tre volte con PBS e lisate in tampone
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ipotonico. 1l lisato cellulare viene centrifugato a 200 g
a freddo e il supernatante viene saggiato per attiviti
ODC. Colture parallele di ogni condizione vengono
incubate per 3 giorni a 37° C per controllare, mediante
colorazione con benzidina, il livello di differenziamento
raggiunto.

Saggio di attivita ODC, - L'attivith ODC vienemi-
surata usando L-(*Clornitina come substrato. 100 pl
di estratto cellulare sono incubati in un volume finale
di 250 pl per un’ora a 370 C con il substrato marcato,
La reazione viene fermata con 50 pl di acido tricloro-
acetico al 509 freddo. La MCOQ, liberata viene fatta
intrappolare per 16 ore nell’idrossido di Hyamina,
dopo di che si aggiunge ii liquido di scintillazione e si
conta allo scintillatore. In queste condizioni di reazione,
il saggio enzimatico & lineare sia con il tempo che con
la quantitd di estratto cellulare. Una unith di enzima
¢ la quantitd capace di sviluppare una micromole di
CO, per ora in queste condizioni. I risultati sono una
media di almeno 2 esperimenti fatti in duplicato; a
sua volta il saggio viene condotto in doppio per ogni
campione, ¢ la variabilith tra i duplicati & inferiore al
109;,. Al tempo zero in genere il livello di attivita
enzimatica nelle cellule & 24 milliunitd/10% cellule.

Interferone, — Intetferone murino & preparato su cel-
lule I. mediante induzione con il virus della malattia
di Newcastle, Per una pih dettagliata descrizione delle
metodiche di produzione e purificazione di IFN si
rimanda a [2]. L'interferone usato negli esperimenti
ha un’attjvitd specifica di circa 10* Ufmg di proteine,

Risurrar.

La Fig. 1 mostra lattivita ODC nelle FLC in un in-
tervallo di tempo di 9 ore a partire dall’aggiunta del-
Pinduttore (1,59, DMSO) in presenza o in assenza
di IFN ad alte dosi (30.000 U/ml). Dopo 3 ore di trat-
tamento con DMSO lartivita ODC & piu del doppio
rispetto alle cellule di controllo; tale stimolazione va
man mano diminuendo ¢ a 9 ore & ormai assente. 1l
trattamento combinato DMSO -+ IFN abolisce la sti-
molazione del’lODC causata dal DMSQO, riportando
Pattivitd enzimatica ai valori del controllo non trattato.

La Fig. 2 mostra i valori dell’attivita ODC in FLC
trattate con 0,8 %, DMSO, in presenza ed in assenza
di IFN a basse dosi. In questo caso ¢ stata scelta una
concentrazione di DMSO pih bassa che negli esperi-
menti descritti in precedenza, perché la stimolazione
del differenziamento dovuta a basse dosi di IFN & pin
evidente in presenza di dosi subottimali di induttore,
cioé quando il livello di base di differenziamento &
del 30-40 9. In seguito al trattamento combinato
DMSO 4- IFN si osserva a 3 ore una stimolazione
dell’attivita ODC, che & ancora presente dopo 6 ore di
trattamento.

D1sCUsSIONE.

La somministrazione di IFN esercita, in un ampio
spettro di dosi (102-10* U/ml) un effetto inibitorio spe-
cifico sull’attivita ODC indotta dal trattamento con

- ATTIVITA' ODC

\o

' LI "
Tempro (ORE)

Fic. 1. - ODC in FLC trattate con alte dosi di IFN. I valori
di attivith enzimatica sono esptessi come 9 del tempo 0

QO FLC di controllo

A FLC indotte con DMSO 1,59,

@ FLC trattate con DMSO 1,5 %+ IFN 30.000 U/mi

opcC

ATTIVITA’

1
3 -]
TEMPO (ORE)

Fig. 2. — ODC in FLC trattate con basse dosi di IFN. 1 valori
di activitd enzimatica sono espressi come Y, del tempo 0

@ FLC trattate con DMSO 0,8 %

O FLC rtrattate con DMSO 0,8 9% +1FN 30 Ujml

A FLC trattate con DMSO 0,8 9,+1FN 60 U/ml

M FLC trattate con DMSO 0,8 % +IFN 120 U/ml



siero [7] o con ormoni [8] in cellule Swiss 3T3. 1 dati

ui riportati indicano che alte dosi di IFN sono inibi-
torie sull'attivita ODC indotta in FLC nelle prime ore di
trattamento con DMSO, mentre basse dosi esercitano
Peffetto opposto.

Questi risultati concordano apparentemente con quelli
relativi agli effetti di IFN sul differenziamento eritroide
delle FLC, e si potrebbe dedurre che la stimolazione o
Pinibizione del’ODC sia il tramite attraverso cui IFN
eserciti la sua azione sul differenziamento. Ci sono tut-
tavia da fare alcune considerazioni:

1) la precocitd dell’effetto di IFN sull’ODC sem-
bra escludere che esso sia mediato dalla stessa cascata
di eventi molecolari che si verifica nei riguardi dell’azione
antivirale classica;

2) gli effetti del’IFN sul differenziamento delle
FLC sono evidenti anche quando 'IFN viene sommi-
nistrato alle colture parecchio tempo dopo la semina
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in presenza di DMSO (fino a 24 ore dopo), cioé quando
Pattivita ODC & gia tornata ai livelli basali, In questo
caso I'IFN potrebbe modificare il secondo picco di
QDC che si osserva tra 20 e 30 ore dopo linizio del
trattamento con {’induttore.

In conclusione non si pud dire se il parallelismo fra
gli effetti dell'IFN sul differenziamento delle FLC e
sull’attivita ODC indotta dal trattamento con DMSO
sia indicativo di un rapporto causa-effetto fra i duc
eventi. Per far luce su questo punto sonc in corso espe-
rimenti, analoghi a quelli descritti, su di una variante
cellulare resistente al'IFN per quanto riguarda gli
effetti antivirali.

~

Questo lavoro & stato in parte finanziato dal Consiglio Nazio-
nale delle Ricerche, Progetto Finalizzato « Virus», Contratti
nn. 80.00636.84 e 80.01952.84, e Progetto Finalizzato « Con-
trollo della crescita neoplastica », Contratti n. 82.00297.96 e
n. 82.00397.96.
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Riassunto. — Linee celinlari nmane di origine fibroblastica,
epitelivide ¢ linfoblastoide somv state Irattate con inberferont
(IFN) . Mediante dosaggio radioimmunolgico sono stati
misurati i Gvelli di HL.A-A, B, C, By—microglobulina ¢
antigeni Ta—simili nelle cellule e nei liguidi di coltwra. I/
trattamento con IFN f conferisce alle cellule Jo stato anti-
virale ¢ determina aumento dose—dipendente dell’espressione
di antigeni di istocompatibilita, Tale aumento 5i verifica sia
per gli antigeni associati alla cellula che per i prodotti rila-
sciati nel lignido di coltura.

Summary {Effects of interferon-Beta on the Expres-
sion of Hystocompatibility antigens in Human Cell
Lines). — A wide spectrum of buman cell lines was treatsd with
buman f-type interferon (IFN). Cell lysates and culture media
were tested by radioimmuncassay for la—like, ILA-A, B,
C and By-microglobulin content.  An antiviral state was
effectively induced by IFN in all cell lines tested. The same
treatment enbanced the expression of cell-associated and shed
histocompatibility antigens, dose~dependently.

INTRODUZIONE.

L’interferone (IFN), pur essendo stato scoperto come
sostanza antivirale, esercita numerose attivitd biclogiche
sulle fonzioni cellulari. Tra queste ricordiamo quelle
riguardanti Dinibizione della divisione cellulare [1],
la modulazione del differenziamento [2], I'aumento
della fagocitosi {3], I'influenza sull’espressione di alcuni
antigeni di membrana [4] e la modulazione della rispo-
sta immune su cui interviene mediante: #) Pinibizione
della risposta immunitaria anticorpale ir vitre [5)],
) Paumento della citotossicitd di linfociti sensibiliz-
zati e delle cellule NK e ¢) la capacitd di sopprimere
la risposta cellulo-mediata sia in vifre che in vive [6].
Anche gli antigeni del sistema maggiore di istocompati-
bilita (MHC) risentono dell’azione di IFN, che potrebbe
intervenire modulandone le attivitd nella cooperazione
cellulare immunologica [7].

Diversi Autori hanno gid affermato che I'IFN fa
aumentare Pespressione delle molecole MHC di mem-
brana, Tali studi sono stati effettuati sia sul sisterna
murino (H-2) che su quello umario (HLA), utilizzando
IEN leucocitario (IFN «) e cellule umane di naturz lin-

foblastoide [8]. Le tecniche usate erano la citotossicitd
¢ Pimmunofluorescenza e le dosi di IFN variavano
da 10? a 10* unitd/ml

Tl nostro gruppo ha studiato 'espressione di prodotti
HLA dopo avet trattato con IFN umano fibroblastico
(IFN B) sei differenti lince cellulari umane, Gli antigeni
saggiati sono: molecole Ia—simili, HLA-A, B, C e
B,-microglobulina (f,-m). Quest’ultima, pur non es-
sendo codificata dalla regione HLA del VI autosoma,
& presente sulla membrana cellulare associata alle mole-
cole HLA-A, B, C, costituendone la catena leggera e
risultando funzionalmente legata 2l sistema stesso.

I dosaggi sono stati effettuati mediante tecnica radio-
immunologica (RIA) basata sull’inibizione della rea-
zione tra antigene purificato ¢ radiomarcato ed il cor-
rispondente anticorpo specifico [9]. Il metodo & cosl
riproducibile e sensibile da permettere anche la deter-
minazione degli antigeni rilasciati nel liquido di coltura.

MATERIALI E METODI.

Cellule. - Sono state usate le seguenti linee cellulari
umane: E,SM (celtule diploidi derivate da cute embrio-
nale), MG-63 (linea fibroblastoide derivata da osteosat-
coma), Namalva (linfoblastoide di tipo B), HEp-2
(derivate da carcinoma laringeo) ed infine M10 ed M14
{derivanti da melanoma),

Interferone. — Le preparazioni, ottenute con tecniche
abituali [10] il cui titolo variava da 104 a 105 U/ml,
erano parzialmente purificate con solfato d’ammonio
ottenendosi un’attivitd specifica di 10® U/mg di proteina.
Per gli esperimenti sul controllo di specificita abbiamo
usato IFN purificato ad omogeneitd (Prep. 34370) di
tipo § umano e siero anti IFN-f umano (prep. 925)
generosamente fornitoci dal Prof. A. Billiau, Rega
Institute, Leuven. L'IEN era titolato mediante inibi-
zione dell’effetto citopatico su cellule E;SM in micro-
metodo, usando il virus della stomatite vescicolare
(VSV) come rivelatore. Una unitd di IFN cosi titolata
& pari a 2 unitd di riferimento.

In un esperimento tipo le cellule sono seminate a
metd della densitd di satutazione e I'IFN & sommini-
strato al momento della semina, Le colture, raccolte
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24-48 h dopn, vengono lavate 2 volte con PBS e con-
gelate a —200 C. Per le cellule aderenti al vetro vengono
allestite colture in paralleio che sono tripsinizzate e
contate.

Stato antivirale. — Dopo 24 h dalPaggionta di IFN,
le cellule erano infettate con VSV (5 PFU/cellula) e,
dopo 1 h di adsorbimento a 370 C, scartato 'inoculo, in-
cubate con terreno nuovo, Dopo 18 hil V&V era rac-
colta e Ia resa virale titolata per placche su cellule Lyyg

Antigeni " -marcati. ~ fg—microglobulina (8,-m), do-
no del Dr. N, Tanigaki (Rosswell Park Memorial Institu-
te, Buffalo, N.Y.), HLA-A, B, C, preparato secondo me-
todi git pubblicati [11] e molecole Ta, ottenute da cel-
lule U 698 e purificate come in {12] ,sono stati marcati
secondo metodi descritti precedentemente [11].

Inibitori. — Nei saggl RIA sono stati usati sia i lisati
celtulari che i fluidi di coltura. Le cellule erano lavate
2 volte con PBS e risospese in 0,075 M Tris-HCI,
pH 7,8 contenente il 24, Renex-30. 1 supernatanti
erano saggiati dopo estesa dialisi contro 0,075 M Tris-
HCI, pH 7.8 e aggiunta di Renex-30 (29, concentra-
zione finale),

Abntisieri. = Sono statl usati i seguenti antisieri: siero
anti-B,~m, prep. 7147-2; siero anti-HLA-A, B, C,
prep. 6095; siero anti-la, prep, 5895,

Saggio radicimmunologico. — 1l saggio si basa sul fatto
che gli inibitori (cellule o supernatanti dializzati) im-
pediscono la precipitazione dell’antigene radiomar-
cato per competizione sull’antisiero. Il metodo & stato
precedentemente pubblicato in dettaglio [12].

Un lisato cellulare di M14 {linea che esprime tutti ¢
tre gli antigeni), diviso in aliquote e congelato a —70° C,
era aggiunto come standard in ogni saggio. I valori
ottenuti in quattro differenti esperimenti erano suffi-
cientemente riproducibili ed il coefficiente di wvaria-
zione (deviazione standard/media) non eccedeva il 15 %,
per ciascuno dei tre antigeni esaminati. Le unitd in cui
vengono espressi i risultati sono arbitrarie (1 Uly, &
la quantitd che inibisce la precipitazione del 50 9 della
radioattivitd precipitata dal controllo positivo) e, per-
tanto, non confrontabili in valote assoluto per i diversi
antigeni; il confronto & stato effettuato soltanto sugli
incrementi rispetto al controllo.

RisurtaTI.

La Tab. 1 mostra gli efetti di IFN sulla vitalita cel-
lulare e sulla resa virale delle sei linee cellulari prese
in esame. 1l trattamento con 5004 Ujml di IFN §§ non
modifica la vitalitd cellulare {misurata col metodo della
esclusione della nigrosina); nello stesso tempo in tutte
le linee cellulari ¢’ una tiduzione della resa virale di
almeno 2 unitd logaritmiche. La sintesi proteica totale
non subisce modificazioni significative in presenza della
stessa quantitd di IFN (dati non mostrati).

La Fig. 1 mostra gli effetti di varie dosi di IFN sul-
Pespressione cellulare e sul rilascio di HLA-A, B, C,
Be—m e Ia. Tutte le linee cellulari saggiate esprimono
HLA-A, B, C e B,—m a livello cellulare, mentre le mo-
lecole Ia sono espresse soltanto da Namalva, M10 ed
M14. Per quanto riguarda il rilascio degli antigeni
nei liquidi di coltura, tutte le cellule liberano B,-m,
mentre solo HEp-2, M10 ed M14 rilasciano HLA-A,

Tabella 1. - Efferti di IFN fibroblastico sulla vitalita

cellulare ¢ reia virale dope infegione in varie linee cellulari,

. . Vitalied Resa virale
Linee cellulari o (Log PEU/mI)
. Con- T Con- T
Nome Ongine tI'Ol?D C;:‘;;tﬁ l:ro]‘l‘n ff::t;;‘trg
E/SM ... Cute e muscolo
embrionari 9,2 94,1 10,3 4,9
MG-63 .. Osteosarcoma 96,1 96,3 9,3 5,8

Namalva . Linfoma di Burkitt 97,4 94,2 6.8 4,5
HEp-? .. Carcinoma laringeo 96,3 94,5 8,6 5,9
MI10 .... Melanoma 94,8 96,1 8,4 6,2
M14 .... Melanoma 97,2 93,5 7.5 4,7

Cellule cresciute in presenza di 5.000 Ujml di interferone
parzialmente purificato e somministrato per 24 ore.

B, C. Gli antigeni Ia risultano dosabili solo nei super-
natanti di M10 ed M14, La quantitd di antigeni presenti
nelle cellule e rilasciati nei liquidi nutritivi & molto va-
riabile, e dipende sia dal tipo di cellula che dall’antigene
preso in considerazione. Per questa ragione i dati sono
espressi come percentuale del controlio, in modo da
poterli confrontare. 1l trattamento con IFN determina
un incremento dose-dipendente della quantitd di anti-
geni MHC, sia nelle cellule che nei fluidi di coltura,

CELLULE Rz-m suP,
.
MG 83 A
[ 3% 1] ]
g HEP2 .
NAMALVA .
3sq. M0 [ ]
M4 &
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~DEL CONTROLLOD

IFN U/miX10-?

Fic. 1. -~ Espressione e rilascic di HLA-A,B,C, B;-m ¢ la in
vatie linee cellulari trattate con IFN. Le cellule, seminate in pre-
senza di varie dosi di IFN B, erano raccolte 24 ore dopo ¢ sag-
giate per i vari antigeni come descritto nei « Metodi ». Tale do-
saggio veniva cffettuato anche per i liquidi di coltura. I risultati
sono espressi come 9 rispetto 2l controllo non trattato



Tuttavia PIFN non determina la comparsa di antigeni,
in particolare Ia, se essi non sono gid espressi dalla
linea cellulare in esame.

Per escludere la possibilitd che gli effetti osservati
siano dovuti a2 qualche contaminante presente nelle
preparazioni di IFN, abbiamo fatto alcuni esperimenti
di controllo, usando IFN f purificato ad omogeneita
¢ antisiero specifico, La Fig. 2 mostra l'effetto di IFN
B puro, pretrattato o meno con un eccesso di antisiero
specifico, sull’espressione degli antigeni Ia nelle cellule
M14, 1I trattamento con 4,000 U/ml di IFN determina
un raddoppio dell’espressione degli antigeni Ia; il
pretrattamento di IFN con antisiero specifico abolisce
tale stimolazione. La resa virale, mostrata nella parte
inferiore defla Fig. 2, concorda con ghi effetti di IFN
sullla: infatti essa & sensibilmente ridotta dopo trat-
tamento delle cellule con IFN B, ma rimane inalterata
s¢ 'IFN & stato pretrattato con antisiero specifico.
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Fic. 2. - Effetto del trattamento con IFN B puro umano con/

senza siero anti-JFN B umano sull’espressione di molecole Ia

e sulla risposta allinfezione virale in cellule M14. Le cellule,

seminate in presenza di 4.000 Ul/ml di IFN $ umano, pre-

incubato confsenza un eccesso di siero anti-IFN P umano a

4¢C per 90 minuti, dopo 48 ore erano raccolte e trattate come
desctitto nei « Metodi »
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DiscussionE.

Ci sono numerosi dati in letteratura sull’effetto di
IFN sull’espressione degli antigeni MHC; tuttavia tali
studi, riguardanti 'IFN @, erano limitati all’espressione
di tali antigeni a livello cellulare e solo recentemente
sono apparsi dati sul rilascio della B,~m [8] in colture
di cellule trattate con IFN e.

Nel presente studio sono riportati dati sull’azione
di B IFN sull’espressione cellulare ¢ sul rilascio di tre
classi di molecole del sistema MHC: HLA-A, B, C,
Bo-m ed Ia. I dati riportati indicano che:

1) 'IFN esercita un’azione stimolante sull’espres-
sione di tali antigeni (Fig. 1);

2) tale effetto non & dovuto all’inibizione del #i-
lascio degli antigeni nei fluidi di coltura, perché anche
il rilascio ¢ aumentato dopo trattamento con IFN
(Fig. 1);

3) Paumento del rilascio degli antigeni MHC non
¢ dovuto ad effetti tossici aspecifici, perché la vitalita
cellulare non ¢ modificata (Tab. 1);

4) il trattamento con IFN non induce Pespressione
o il rilascio di molecole che non siano gia rispettiva-
mente espresse ¢ rilasciate dalla cellula non trattata
{Fig. 1).

I dati disponibili in letteratura indicano che IFN a
non ha effetti sull’espressione degli antigeni Ia. I nostri
dati indicano che IFN § invece ha un effetto stimolante
sull’espressione di tali antigeni, ¢ che tale effetto &
specifico (Fig. 2). Questa differenza di comportamento
tra i due tipi di IFN riflette forse una differenza di ruolo
fra i due tipi di IFN nella modulazione del sistema
immunitario. Tuttavia ¢ difficile fare speculazioni de-
finitive sul significato dell’azione di IFN su espressione
e rilascio degli antigeni del sistema MHC. A questo
riguarda vale 1a pena soffermarsi su alcune funzioni che
si stanno via via attribuendo a questi antigeni: gli anti-
geni Ja sono probabilmente il prodotto dei geni Ir,
che modulano la risposta immune; pit in generale tutte
e tre le classi di molecole esaminate sono coinvolte nel
controllo della risposta immune [13]. Gli antigeni MHC
hanno inoltre un ruolo nel riconoscimento e nell’eli-
minazione di cellule infettate da virus da parte dei lin-
fociti T—citotossici, Inoltre, il notevole divario fra I'in-
cremento del rilascio della $,~m dopo trattamento con
IFN e il corrispondente aumento del rilascio di HLA-A,
B, C che si osserva in alcune linee cellulari (MG-63
ed E,8M) ¢ indicativo di una possibile estensione degli
effetti di IFN ad altre strutture di membrana, di cui
¢ nota l'assaciazione con la @y-m (TL-simili, H-y e
Qa-2) [14].

Si pud pertanto concludere che una conoscenza pilt
dettagiiata delle funzioni delle strutture di membrana
¢ necessaria per valutare 'importanza dei cambiamenti
quantitativi evidenziabili dopo trattamento con IFN
nell’ottica del ruolo, ormai da tutti accettato, che questo
ultimo sostiene nelia modulazione delle funzioni im-
munitarie,

Questo lavoro & stato finanziato in parte dal C.N.R., Progetti
Finalizzati « Virus », Contratto n, 80.0036.84 ¢ * Controllo deila
Crescita Neoplastica ™, Contratti n. 82,00297.96 e n, 82,00397.96.
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che esprimono aniigeni la sono state Iratiate con interferoni
(IEN) a ¢ p. I dati otienuti mediante dosaggio radioimmuno-
lagico degli antigeni Ia in toto e di singoli prodotti gemici,
come DC ¢ DR, indicano che IFN a e fi possono avere
effetti differenti sulle proteine di membrana, in relagione an-
che al sistema cellulare in esame. In ogni caso viene sempre
iE:tmrrato lo stato antivirale nelle cellule trattate. La pos-

t}linssunto. - Cellule nmane epitelioidi ¢ linfoblastoidi

bilita di effetti differenziali dei vari tipi di IFN ¢ di note-
tele importanga per le possibili implicazioni nellimmunitd
linlo-mediata ¢ nei processi difensivi in generale.

Summary (Interferon Effects on Expression and
elease of Ta Antigens. A Comparison between @
nd § Human Interferons). — Expression and shedding

Ia-like antigens were evaluated in epithelivid and lympho-
lastoid buman cell lines treated with human o~ and B-type
terferans (IFN). Cells were tested by radioimmunoassay
or expression of total Ia antigens and of specific Ia products,
wch as DC and DR. Resylts indicated that o and f
FN may affect cell membrane components in different
ays, and may therefore have specific efects on the in vivo
nteractions between cells involved in immune respouses.

rNTRODUZIONE.

1 Il complesso maggiore di istocompatibilita (MHC)
£ composto nell'uomo da due classi di molecole: @) HLA
di Classe I, o HLA classico, controllata dai loci HLA-A,

, C, i cui prodotti genici sono legati, sulla mem-

rana cellulare, alia B,-microglobulina (8,-m) che pur
non essendo sotto il controllo dei geni MHC, tuttavia,

a un punto di vista funzionale, ne segue intimamente
le sorti; 4) HLA di Classe 11, o antigeni Ia, costituiti
da due subuniti che sporgono entrambe dalla membrana
cellulare. Nell'uomo sono state identificate in prece-
denza 10 varianti di molecole Ia, controllate ciascuna
da un allele per un singolo locus, detto HLA-DR.
Recentemente il gruppo di Tosi ¢ Tanigaki [1] ha rac-
colto dati che dimostrano l'esistenza non di uno, ma
di gte loci in questa regione. Oltre al primo locus, che
come gia detto & il DR, esiste il DC, il cui allele DC1
¢ legato con alta frequenza agli alleli 1, 2 ¢ 6 del DR,
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ed il terzo locus BR, il cui allele BR4 X 7 & legato con
alta frequenza con gli alleli 4 € 7 del DR.

1l nostro gruppo si occupa da tempo dello studio
degli efferti non antivirali dell'interferone (IFN [2, 3].
Sugli effetti cellulari di IFN, infatti, si stanno racco-
gliendo evidenze numerose [4]; si sta cominciando inol-
tre a chiarite anche la complessitd del sistema IFN
stesso, i cui differenti tipi non sempre esercitano effetti
sovrapponibili. Abbiamo studiato in particolare I’azione
di IFN sull’espressione di antigeni di istocompatibilita
umani, ed una parte dei risultati viene trattata in un
altro contributo al presente volume [5). Sono stati
usati sia IFN umano di tipo P (fibroblastico), che di
tipo « (leucocitario). I dati ottenuti indicano che entrambi
gli IFN inducono nelle cellule lo stato antivirale e che
hanno effetti sull’espressione di antigeni di istocompa-
tibilitd, ma che non si compottano sempre in maniera
sovrapponibile,

MATERIALI E METODI.

Cellwle. — Sono state usate le seguenti linee cellulari
umane: E,SM (fibroblasti diploidi di cute e muscolo
embrionario), Namalva (cellule linfoblastoidi B) ed
M14 (cellule epitelioidi derivate da melanoma).

Interferoni, — Interferone umano {3 parzialmente puri-
ficato & stato ottenuto su cellule E,SM con metodiche
note [3]. Lattivitd specifica di varie preparazioni si
aggira intorno a 10® unitdfmg di proteina. Interferone
umano « patzialmente purificato & stato ottenuto dal
Dr. K. Cantell (Central Public Health Laboratory,
Helsinki) tramite il Prof. G.B. Rossi (Istituto Supetiore
di Sanith, Roma); P’attivith specifica & di 10 unita/mg
di proteina, La titolazione degli IFN ¢ la determina-
zione dello stato antivirale sono state eseguite secondo
quanto descritto nella ref. [4]. Nel nostro sistema 1
unita di TFN B equivale a 2 unitd internazionali ed 1
unita di IFN a equivale a 0,5 unitd internazionali.

Desaggio radioimmunologico. - La preparazione degli
antigeni purificati ¢ marcati con iodio radioattivo &
stata descritta in un altro contributo al presente volume
{5]. Anche per la descrizione degli inibitori, degli anti-
sieri e del dosaggio radioimmunologico si rimanda
alla ref, [5].
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Tabella 1. — Effesto dell’IFN a ¢ B sull'espressione di prodotti MHC in cellule M14 ¢ Namalva,

HLA-AB,C, (UL, 10° cell)

By ULL/10° cell.) I (Ul/10° cell) =

ctr +IFN o +IFN g cte +IFN & +1FN g8 ctr -{:-IFN *® +IFN 8
Cellule +.ovvvns 16 33 81 163 192 40 39 59
Mi4 ... ot Fluidi ceeveeees 11 16 186 442 470 19 20 28
Cellule +vovvnee 12 21 10 20 21 24 32 30
Namalve ....... Fluidi veveeens 0 0 n.e. 146 0 0 0 0

Le cellule sono state trattate per 48 ore con 2000 U/ml di IFN o o B,

n.e, = non eseguito.

RisunTATI.

Confronto dell’effetto di IFN a e di IFN B sull’espres-
sione dei prodotti MHC. — La Fig. 1 mostra i livelli di
HLA-A, B, C ¢ di B,—m nelle cellule E,SM trattate
per 48 h con 2.000 unitd/m! di IFN « o (. In queste
cellule Pespressione dei due antigeni & aumentata dopo
il trattamento con ciascuno dei due tipi di IFN, con
andamento dose-dipendente. Non si apprezzano dif-
ferenze significative nell’cffetto dei due tipi di IFN su
questi fibroblasti normali diploidi.

Nella Tab. 1 sono riportati i valori dei prodotti MHC
in due linee cellulati umane neoplastiche: cellule M14
e Namalva. In questo caso sono stati misurati i valori
dei prodotti MHC anche nei fluidi di coltura. Ancora
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Fic. 1. — Effetto di IFN « ¢ { sull’espressione di prodotti MHC

in cellule E,SM. Le colture sono state trattate con IFN alle dosi

indicate. Dopo 48 h le cellule sono state raccolte, lavate e lisate

come in [3, 5] ed usate come inibitori in dosaggio radicimmu-

nologico (RIA}. I dati ottenuti sono espressi come unitd inibenti
il 509, (Ulgo)/10% cellule

una volta si osserva che i livelli di HLA-A, B, C ¢
f;-m sono aumentati dopo trattamento con IFN, in
entrambe le linee cellulari, senza particolari differenze
tra i due tipi di IFN, sia per quanto riguarda gli anti-
geni cellula-associati che per quelli rilasciati nel liquido
di coltura. Nell’espressione degli antigeni Ia, invece,
sono state trovate delle differenze. Infatti le cellule
M14 trattate con IFN B esprimono e liberano nel ter-
reno di coltura una quantitd maggiore di Ia rispetto
ai controlli, mentre questo non si verifica dopo trat-
tamento con IFN o. Nelle cellule Namalva, invece, i
due tipi di IFN hanno pressappoco lo stesso effetto,
S8i & ritenuto opportuno quindi andare a studiare con
maggiore dettaglio i prodotti genici dei vari loci del-
PIa, T dati finora disponibili sono relativi alle cellule
Namalva, che non rilasciano Ia dalla membrana, e ri-
guardano I'a i tore, il DC1 e il DRw2, Come riportato
nella Tab. 2, in questa linea cellulare non abbiamo tro-
vato differenze significative tra i due IFN, né sull'la
in tote, né in due dei tre loci Ia. Sono in corso di elabo-
razione i dati relativi al terzo locus in queste cellule e
a tutti e tre i loci nelle cellule di melanoma.

Tabella 2. — Espressione di antigeni Ia in cellule Namalva
trattate con IFN a e f.

In

in toto DRw2 DC,
Controllo .. .vvvvievnrnenan 13 17 6
F+ TFN & oo vvencn e e acnans 18 25 7
FIENB ceeriienaneiaennns 15 21 8

Le cellule sono state trattate per 48 h con 2,000 U/ml di
IFN o o 8. I dati sono espressi come Ul;y/10¢ cellule.

Di1scussioNe.

Anche se necessitano ulteriori esperimenti, tuttavia
i dati esposti in questo lavoro indicano che differenti
tipi di IFN possono avere effetti diversi sulle proteine
di membrana, in relazione anche al tipo di cellulz in
esame.

Per comprendere il significato delle variazioni quan-
titative dei livelli di Ta e di altri prodotti MHC dopo
trattamento con IFN, va tenuto presente che I'IFN



splica molteplici effetti sui processi .immu_nitari,‘e non
bno chiari i meccanismi molecolari mediante i quali
exsi si verificano, Sembra verosimile che almeno alcuni
uesti meccanismi possano essere mediati da un ef-
fetto del'TEN sugli antigeni di istocompatibilita. E
aoto ad esempio che nei meccanismi di riconoscimento

antigeni che precedono la sintesi di anticorpi speci-
fici, it controllo avviene per opera di geni localizzati
nel complesso maggiore di istocompatibilitd, i cosid-
detti geni Ir [6], o geni della risposta immune, i cui

odotti sembrano essere proptio gli antigeni Ia. Inol-
tre gli antigeni HLA-A, B, C sono implicati nell*ucci-
jone specifica da parte di linfociti T, di cellule virus-

w0

s
infette [7], e Ia fem & stata chiamata in causa quale
possibile recettore di alcuni vurs [8].

Anche il rilascio di questi antigeni non & sicuramente
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privo di significato, Per esempio si sa che i macrofagi
rilasciano antigeni Iz che possono wvenire assunti da
linfociti T, per cui ogni cambiamento sia nella quantita
totale di questi antigeni sia nelle proporzioni relative
tra i vari prodotti pud avere un ruolo nelle comuni-
cazioni cellula—cellula, con conseguenze nelle varie
attivith cellulari. Sembra possibile quindi che I'azione
differenziale di IFN « e B sull’espressione e rilascio di
antigeni di istocompatibilitd possa avere un ruolo im-
portante nella modulazione della risposta immune,

Questo lavoro & stato finanziato in parte dal C.NL..R, Progetti
Finalizzati ** Virus ”, Contratto n. 80.0036,84, e * Controllo
della Crescita Neoplastica”, Contratti n. 82.002¢7.¢6 ¢ n.
82.00397.06.
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Interferone fibroblastico umano: produzione e caratterizzazione

in una linea di cellule amniotiche
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Riassunto. — Ung linea cellulare di Amnios amana (7. AC)
produce alti titoli di interferone fibroblastico (80.000-100.000
TUjmi; 100-150 TU10® cellule). Le cellule UAC hanno
101 breve tempo di duplicagione di ~24 b ¢ non richiedono siero
fetale nel terreno di erescita. L'IFN prodotto ¢ state carat-
terizzate come B-IFN umano saggiandone Pattivitd con
cellule omologhe ed eterologhe ¢ da test di neutralizzagione
con antisieri specifici. L'IFIN ¢ stato paurificats a 0,6 % 107
1U}mg di proteine su Blue Sepharose. La traduzione in lsati
di reticolociti di coniglo di RNA poly A+ da UAC
indotte codifica la produzione di 300-600 {Ulml di IFN.

Summary (Fibroblastic Human Interferon: Production
and Characterization an Amnion Cell Line). - A
line of buman Ammion cells (UAC) yields bigh titers
of fibroblastic IFN (80.000-100.000 IUjmi; 160-150
TUNO cells). UAC have a doubling time of ~24 b, do not
require fetal calf seram for growth. IFN produced was
typed as B-IFN by assqying it on homologous vs beterologous
cells, and by neutralization tests with specific antisera. UAC-
IFN can be readily purified to 0.6 X 107 1U[mg protein
on Blue Sepharose. In retycnlocite lysates addition of 8 ug
results in the production of 300-600 IU[ml of IFN.

INTRODUZIONE.

Nonostante siano passati circa 20 anni dalla scoperta,
da parte di Isaacs e¢ Lindemann [1], dellinterferone
(IFN), esso & stato purificato solo recentemente, a causa
delle notevoli difficoltd nel produrne grandi quantitd.
Nel sistema murino esistono diverse linee cellulari che
producono alti fivelli di IFN [2, 3]. Le linee cellulari
umane non si sono, invece, rivelate altrettanto efficienti
nel produrre IFN ad alto titolo. L'IFN 3 umano &,
infatti, essenzialmente prodotto da colture primarie di
fibroblasti, sistema in cui la produzione di IFN ¢g,
perd, limitata dal basso rapporto resa/cellula (5-30
IU/10? cellule) e dal lungo tempo di crescita dei fibro-
blasti primari umani (~7 giorni) {4].

In questo lavoro noi descriviamo una linea di cellule
amniotiche umane, U Amnios Cells (UAC), fornitaci
dal Dr. Kari Cantell, Central Public Health Service
Laboratories, Helsinki, Finland. E una linea usata per

"a titolazione dell’IFN, ma non conosciuta come pto-
duttrice di IFN ad alti livelli, Queste cellule si prestano

alla preparazione di IFN ad alto titolo, in quanto pto-
ducono notevoli quantitd di interferone, presentano un
veloce tempo di duplicazione e non richiedono lag-
giunta di siero fetale nel terreno di crescita,

MATERIALI E METODI.

Cellule. ~ Le cellule UAC sono state coltivate in Mi-
nimum Essential Medium (MEM), addizionato con
Siero di Vitello Neonato (NCS), ¢ subcoltivate ogni 3
giorni, Le cellule di rene bovino (MDBK), venivano
passate ogni 4 giorni in MEM + 10 %, Siero Fetale
(FC8). Fibroblasti embrionali umani (E,SM), ottenuti
dal Dr. Billiau, Rega Institute, Leuven, Belgio, erano
coltivati in MEM 10 9, FCS ¢ passati ogni 7 giozni,

Virus. - Stocks di virus Sendai ¢ di virus della malat-
tia di Newcastle (NDV) erano prodotti in uova di polle
embrionate, inoculate in 10* giornata; il liquido allan-
toideo veniva raccolto dopo 2 giorni e titolato in unitd
emoagglutinanti (HAU). 1l virus della Stomatite Vesci-
colare (VSV), & stato prodotto su fibroblasti di topo
{Lggg) € sulle stesse cellule titolato per placche.

Titolagione dellinterferone. — Le titolazioni di IFN
venivano effettuate tramite il test della riduzione del
50 ¢, delle placche da VSV su UAC ¢ con la riduzione
dell’effetto citopatico (c.p.e.) del VSV su UAC o su
fibroblasti umani in sistema microtitolo. Le titolazioni
di IFN sono state eseguite contro uno standard di labo-
ratorio calibrato sullo standard per 'IFN B umano del-
I'N.I.H., codice 4023-902-527. I titoli di interferone
sono riportati come Unitd Internazionali (IU).

Purificazione deflinserferone. — L’interferone, concen-
trato su membrana Amicon PM 10, portato 2 1 M
NaCl, veniva passato su colonna (9 x 0,5 cm) di Blue
Sepharose (Pharmacia), La colonna veniva lavata con
tampone E;: 0,02 M tampone fosfato, pH 74, 1 M
NaCl. L’IFN legato alla resina veniva eluito con tam-
pone E,: 0,02 M tampone fosfato, pH 7,4, 1 M NaCl,
50 9/, Glicole etilenico.

Preparazgione dell’ RN A e tradugions in vitro, - L'RNA
era estratto con la tecnica della Guanidina-HCl (10)
e PRNA poly A+ veniva preparato, per mezzo di cro-
matografia su oligo (dT) cellulosa. L’RNA cosi otte-
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luto, precipitato con K-acetato per rimuovere tracce
i detergenti € impurezze, veniva tradotto nel sistema
cellulato dei reticolociti di coniglio (New England
uclear). I lisati di reticolociti, conservati in azoto
liquido, venivano ricostituiti al momento dell’uso e,
opo laggiunta del poly A+, incubati 1 h a 37 C.
a sintesi proteica totale veniva valutata per incorpo-
zione di Met-5% in materiale acido-precipitabile,
entre la presenza di interferone veniva valutata sag-
iando lattivitd antivirale del materiale tradotto su
broblasti umani in microtiter,

th

RISULTATI E DISCUSSIONE,

Al fine di definire le migliori condizioni di produ-
one di IFN da cellule UAC, vitus della malattia di
Jewcastle (NDV) e virus Sendai sono stati aggiunti
colture di cellule densamente confluenti nelle condi-
oni indicate nella Tab. 1. Dopo 1 h di adsorbimento,
jnoculo virale veniva timosso e MEM - 2 9, NCS
eniva aggiunto alle colture. In alcuni esperimenti,
ppo la rimozione dell’inoculo virale, le cellule venivano
addizionate con MEM senza siero, senza che questo
fluisse sulla resa di IFN,

—=N B N
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Tabella 1. ~ Produgione di IFN da collnle UAC,

Titoli
di IFN
ottenut!

IU/ml

TRATTAMENTO Dosi degli induttori

Virus della malattia di 100 HAU/10¢ cellule 10.000

Newcastle (NDV), 1 h 10 HAU/108 cellule  100.000
5 HAU/10% cellule 80.000
1 HATUJ/10® cellule 40.000

Virus Sendai, 1 h .... 5120 HAU/10* cellule 1.000
512 HAU/J10% cellule 1.000

51 HAU/10® cellule 1.000

Paly :C ............. 50 p/ml
+| Cicloeximide ...... 10 pfml 25.000
+| Actinomicina D (vedi

2113, T vene 1 p/ml

Esperimenti condotti sulla cinetica di produzione
no dimostrato che la massima produzione di IFN
dallle UAC si ottiene 16-20 h dopo Pinduzione. 11 sopra-
natante delle coltute cost indotte veniva raccolto, cen-
trifugato per eliminare i detriti cellulari, portato a pH
2 ron HCI 6 N, mantenuto 5 giorni a 4°C e quindi,
dopo essere stato neutralizzato con NaOH, conser-
vato a —70° C. Nel caso di esperimenti di « superin-
duzione », Pinduzione veniva effettuata aggiungendo
50| pg/ml di poly I:C 4+ 10 pg/m! di cicloeximide.
Dopo 4 h veniva aggiunta actinomicina D (1 pgfml),
le colture venivano lavate 2 h dopo e addizionate con
MEM + 29, NCS.
Come si pud notare nella Tab. 1, sia il virus Sendai
che la superinduzione con poly I1:C sono capaci di in-

durre la produzione di IFN nelle cellule UAC, ma i
livelli pit alti (100.000 UI/ml) si ottengono con Iin-
duzione con NDV, In esperimenti in cui le cellule in-
dotte sono state tripsinizzate ¢ contate si & osservata,
che la produzione di IFN & di 100-150 IU/10? cellulé.
In questo sistema la quantitad di IFN prodotte non au-
menta utilizzando sostanze quali Butirrato e Teofil-
lina, che in alcune linee cellulari murine ¢ umane [6-8}
sono capaci di aumentare da 5 a 50 volte la2 produzione
di IFN.

Per caratterizzare PIFN prodotto dalle cellule UAC,
abbiamo titolato Dattivitd antjvirale sia su fibroblasti
umani, che su cellule bovine. E noto, infatti, che 'IFN
o, diversamente dal B, esplica attivitd antivirale anche su
cellule bovine, oltre che su cellule umane, 1 dati otte-
nuti, Peffetto antivirale maggiore sulle cellule umane
(316 IU/ml) che non su quelle bovine (8 IU/ml), suggeri-
scono che Pinterferone prodotto dalle cellule UAC &
di tipo prevalentemente B. Questo & stato confermato
da esperimenti di neutralizzazione dellattivitd antivi-
rale dell’TFN di UAC con antiseti anti o~ ¢ anti B-IFN
umano: 2,000 unitd di IFN da UAC, infatti, sono state
completamente neutralizzate da un antisiero anti p-
IFN umano, mentre Pantisiero anti «~IFN non ha
bloccato Pattivitd del’IFN dz UAC.

L’IFN B cosl prodotto & stato purificato con la tecnica
della cromatografia su Blue-Sepharose, secondo Knight
{5, 9). L’affinitd del’IFN § per il Blue-Sepharose &
dovuta all’alta idrofobicitd di questa proteina che ne
petmette il legame alla resina anche ad alta concentra-
zione salina (1 M NaCl) mentre le altre proteine pre-
senti, che non si legano, vengono cluite, L’IFN da
UAC, concentrato 20 volte su una membrana Amicon
PM-10, portato alla concentrazione di 1 M NaCl,
¢ stato passato su una colonna (0,5 x 9 cm) di Blue-
Sepharose. Dopo un lavaggio con 200 ml di Buffer
E;, per allontanare le proteine non legate, 'IFN viene
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Fic. 1. ~ Cromatogtafia di interferone fibroblastico wmano su
Blue Sepharose. 10 ml di Hu-B-IFN con un titolo di 2 % 10%
1U/ml, portati a 1M NaCl sono passati su colonna (9 x 0,5 cm)
di Blue Sepharose (Pharmacia) 2 temperatura ambiente. La co-
lonna & stata quindi lavata con 200 m! di tampone E,: 0,02 M
tampone fosfato, 1M NaCl. L’interferone legato alla colonna &
stato eluito con tampone Ey: 0,02 M NaCl, 1M NaCl, 50 9%,
etilene glicole. Le frecce indicano il momento di applicazione
dei tamponi alla colonna. Titoli di interferone (- - -); concen-
trazione proteica (—)



elpito dalla colonna con un tampone (Buffer E,) con
500, di glicole etilenico. Con un solo passaggio di
que'sto tipo si ottiene una purificazione di 600 volte,
passando da un’attivita specifica di 10% IU/mg di pro-
reina, ad una di 0,6.107/mg di proteine,

L'ultimo aspetto da noi studiato riguarda D'espres-
signe dellRNA messaggero dell’'TFN. Dati gli ald
tivelli di produzione, ci si aspertava infatti un alto li-
vello del relativo mRNA, L’'RNA totale & stato estratto
dalle UAC, coltivate in bottiglie rotanti, dopo 9 h di
induzione con NDV, secondo la tecnica della Guani-
dipa-1Cl [10], I’RNA totale & stato, quindi, passato
su| colonna di oligo(dT)~cellulosa ¢ 'RNA poly A
otfenuto € stato tradotto /n witre per verificare la pre-
senza di molecole codificanti per 'IFN f umano, La
trdduzione ¢ stata effettuata per mezzo di micreiniezione
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in oociti di Xcnopus Laevis ¢ in lisatd di reticolociti
di coniglio, ottenuti dalla New England Nuclear. Sia
il sopranatente degli oociti che i lisati di reticolociti
sono stati, quindi, diluiti e saggiati in microtiter assay,
per verificare la presenza dell’attivitd antivirale indotta
in fibroblasti umani,

1 risultati ottenuti con i lisati di reticolociti di coni-
glio danno una media di 300-600 IU di IFN per ml,
da 3 a 6 volte maggiore di quanto ottenuto con RNA
estratto  da  fibroblasti, suggerendo cosl un’elevata
cspressione del gene dell'TFN £ umano nelle cellule
UAC. In conclusione, quest’ultimo risultato cd i dati
riportati sull’alta produzione di IFN, insieme al breve
tempo di duplicazione ed alla relativa cficicnza di col-
tura, fanno di queste cellule un sistema utile ed efh-
cienic per lo studio dell’IFN 8 umano.

| Tara, H., Brorzg, R. ], Srarrery, E. & Lencyee, Po 1980. Large scale production of mouse interferons from monolayers of
| Fupsawa, J. & Kawapr, Y. 1981, Properties of nonglveosylated and glveosidase -treated mouse Lo cell interferon species. |7
J| HEINE, J., W, van Dammz, J., De Ley, M., Buuav, A, & De SomMer, P, 1981, Affinity chromatography of human fibroblast
| Frrreira, P, C, P, Pavucker, M., Gowcuex, R., R, & Pauckir, K. 1981, Affinity chromatography of ptrimary human amnion
| Avorr, G., R, & Swerey, P. 1979, Interferon production by human tymphoblastoid cells is stimulated by inducers of Friend cells
| Suarrery, E., Taira, H., Brokzg, R. & Lencyse, P. 1980. Mouse interferons: production by FEhrlich Ascites Tumour cells in-

.| MorseR, J., MEAGER, A. & Corman, A. 1980. Enhancement of interferon mRNA levels in butyric acid-treated Namalva cells,
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Modulazione del differenziamento eritroide indotto da DMSO
in cellule di Friend trattate con interferone: analisi clonale
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Riassunto. — L'awalisi clonale del differenziamento eri-
troide delle cellule eritrolencemiche di Friend in presenga di
DMSQ e dosi variabili di interferone (IFIN) murino fibro-
blastico evidengia che: 1) la stimolagione del differenziamento
eritroide indotta da basse dosi di IFN é mediata da wna sem-
plice acceleragione del processo differenziative; 2) nella ini-
bigione del differenziamento eritroide determinata da alte
dosi & possibile individuare un ¢ffetto dell’ IFIN a livello della
traduzione ¢ wio, pin precoce, a livells del commitment
eritroide.

Summary (Clonal Analysis of the Modulation of
DMSO-induced Erythroid Differentiation in Interferon-
treated Friend Leukemia Cells). ~ Clonal analysis of
DMSO-induced  erythroid differentiation of Friend cells
was carried out in the presence of different interferon (1FN)
dosages: 1) the enbancement of erythroid differentiation induced
by treaiement with low doses of IEN is mediated by accelera-
tion of the differentiation events; 2) treatment with high doses
of IFN inbibits erythroid differentiation both early (at the
level of commitment) and late (at the translation level).

Le linee cellulati eritroleucemiche di Friend sono
costituite da proeritroblasti murini infettati cronica-
mente dal complesso virale di Friend ed incapaci di
ulteriore maturazione eritroide. Esse sono state stabi-
lizzate in vitro 2 partire da tumori trapiantabili originati
da impianti di tessuti splenici o epatici, provenienti
da topi leucemici inoculati con il virus di Friend [1, 2].
La natura eritroide delle cellule pud essere messa in
evidenza in vitro e in vive. In particolare, si pud ottenere
differenziamento eritroide terminale trattando le col-
ture con alcune sostanze, spesso non chimicamente
correlate, quali dimetilsulfossido (DMSO), emina, acidi
grassi a catena corta, diammine, purine e loro analoghi,
Si osserva allora trascrizione di nuovi mRNA, tra cui
predominante & quello della globina, con successiva
produzione di emoglobina e marcatori caratteristici
delle cellule eritroidi. Per una rassegna sulie cellule
di Friend vedere [3-5]. Il sistema delle cellule eritroleu-
vemiche di Friend (FLC) & stato utilizzato per studiare
gli effetti indotti da preparazioni di interferone (IFN)
murino fibroblastico, che, come & noto, & una miscela
disIFN « e 8.

1l lavoro svolto in passato ha messo in evidenza che
Vinterfetone ¢ in grado di modulare il differenziamento

erittoide indotto da DMSO [6-10], oltre ad csercitare
una attiviti antivirale, che si manifesta con una inibi-
zione completa e reversibile della produzione del vi-
rus di Friend [8, 11]. Basse dosi di IFN (15-300 Ufml)
determinano una leggera stimolazione dose-dipendente
del differenziamento, alte dosi (> 1,000 U/ml) determina-
no inibizione, dosi intermedie tra le due non producono
variazioni. L’azione sul virus & sempre di tipo inibi-
totio, Inoltre, quanto osservato con preparazioni di
IFN a differente putezza & stato confermato con prepa-
razioni pure (att. spec. 10* U/mg proteina), fornite dal
Dr. 1. Gresser (Institut des Recherches sur le Cancer,
Villejuif, Francia) [12].

Da un’analisi a livello molecolare condotta in pre-
cedenza [10], & stato determinato che nelle cellule trat-
tate con DMSO ed alte dosi di IFN, 'mRNA della
globina & ridotto da 2 a 5 volte, mentre la sua sequenza,
grandezza ¢ capacitid di agire come stampo in sistemi
acellulari di sintesi proteica sembra del tutto paragona-
bile a quella dei controlli, Inoltre si osserva un rapporto
invertito, rispetto alle cellule trattate solo con DMSO,
tra la quantita di mRNA della globina libero nel cito-
sol € quello associato ai polisomi (2:1 invece di 1:3) {12].

La rimozione del DMSO e dell’'IFN dal terreno di
coltura determina il rapido differenziamento deile col-
ture. Infatti, la percentuale di cellule colorate con ben-
zidina {cellule B4-, cioé che contengono emoglobina)
risale dal 5-10 %} a circa il 40 9, in 24-48 ore. Questa
rapida emoglobinizzazione della coltura si osserva, ma
in minor misura, anche aggiungendo «-amanitina
(8ug/ml} nel terreno di coltura, cioé inibendo ogni
neosintesi di mRNA [13]. Cid indica che 'mRNA della
globina, trascritto in quantitd da 2 a 5 volte inferiori,
viene tradotto se l'agente inibitorio viene rimosso.
In queste condizioni, lavando e riseminando le cellule
in presenza di o-amanitina si osserva che il rapporto
tra mRNA della globina libero e quello legato ai poli-
somi tende a ritornare verso i valori del controllo.
Questo suggerisce che I'inibizione del differenziamento
eritroide, indotta da alte dosi di IFN, & mediata sia
dalla ridotta quantita di mRNA della globina prodotto,
che da un efetto post-trascrizionale, quale la ridotta
percentuale di mRNA associato ai polisomi {i2].

Recentemente abbiamo sviluppato i seguenti approcci
per analizzare meglio il fenomeno osservato: 1) valu-
tazione dell’intervento del’TFN sul commitment eri-
troide determinato dall’induttore ¢ 2) isolamento ¢ ana-
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lisi di cloni di FLC resistenti all’IFN. Per commitment
intendiamo quell’evento (o eventi) innescato dall’indut-
tore, che porta, attraverso trascrizione e traduzione di
nuovi mRNA ¢ successiva inibizione deila capacita
moltiplicativa, all’espressione del fenotipo differenziato.

Per quanto riguarda il primo approccio (vedi Tab. 1),
cellule di Friend, clone 745A, sono state trattate per
43 ore con DMSO e dosi variabili di IFN, quindi la-
vate ¢ 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 & un clone derivato da una
cellula moncommitted, la colonia mista deriva invece da
una cellula che perfeziona il proprio commitment in agar,
la colonia blu & la progenie di una cellula gid committed.
Nella Tab. 1 & riportata la percentuale di cellule B4-
di colture parallele, non utilizzate per il piastramento
in agar, esaminate 4 giorni dopo la semina per control-
lare Ieffetto dell’TEN. Il trattamento con basse dosi di
IFN non sembra modificare la percentuale di cellule
commitied (colonie miste -+ blu), ma accelera solamente
il processo differenziativo. Infatti, si osserva un incre-
mento nella percentuale delle colonie bla a danno delie
miste. Nel caso, invece, dell’inibizione de! differenzia-
mento indotto da alte dosi, si osserva una diminuzione
di cellule committed nella popolazione, con ovvio incre-
mento delle colonie bianche. Cio indica che le alte dosi
di IFN agiscono a livello precoce, e ciog sul commitment
stesso. Si pud percid concludere che la riduzione dei

Tabella 1, ~ Impegno differengiative (= Commitment) eri-
troide delle FLC': influenza dellIFN.

% di cellule

o
% di colanie Bt in col-

TRATTAMENTO Bla o cellutari

(43 ore) Bianche Bli Miste n::ate " i':'::g:no
Nessuno ....... 92,0 2.4 5,6 8,0 1
DMSO 1,2% .. 39,0 38,0 23,0 61,0 24

DMSQ 1,2 % +
IFN 125 U/ml 39,0 48,0 13,0 61,0 40

DMSO 1,2 % +
IFN 250 U/m! 36,0 57,0 7,0 64,0 47

DMSO 15% .. 21,6 64,0 14,4 78,4 72
DMSO 1,5 % +

IEN 12.000 U

ml ...l 71,0 20,0 9.0 29,0 38
DMSO 1,5 %

IEN 24.000 U ’

ml ....... o 19,00 16,8 4,2 21,0 33

10%/ml FLC, seminate 4~ DMSO ejo IFN alle dosi indicate
venivano accuratamente lavate dopo 43 ore e piastrate in
0,5 ml di Dulbecco 20 % siero fetale di vitello e 0,33 9
bactoagar su di un supporto nutritivo di 2 ml costituito da
Dulbecco 15 % siero fetale di vitello ¢ 0,5 %, bactosgar.
Dopo 3 giorni di crescita (37°C in atmosfers umidificata
contenente 5 % COy), le colonie venivano colerate aggiun.
gendo qualche goccia di una soluzione 1 9,° benzidina diclo-
rata in 3 9, acido acetico glaciale.

Colture cellulari liguide, allestite parallelamente, sono state
utilizzate dopo 96 ore di crescita, per ottenere il ¢ di cel-
tule B+ in coltura liquida.

livelli di mRNA della globina, osservata in saggi di
ibridazione liquida, non & dovuta ad un effetto sulla
trascrizione per se, ma piuttosto ad un effetto dell’TFN
a monte della stessa e cioé sul commitment. -

Per quanto riguarda il secondo approccio, recente!
mente abbiamo isolato alcuni cloni IFN-resistenti delle
YLC. L’isclamento & stato ottenuto per clonaggio in
agar di una popolazione cellulare (clone 745A) selezionata
mediante crescita continua in presenza di IFN per circa
107 divisioni cellulari. T cloni isolati sono resistenti al-
Pazione antivirale esercitata dall’IFN. Infatti, mentre
1l pretrattamento per 20 ore con 200 U/ml di IFN delle
cellule di tipo selvaggio (T45A) 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 attivitd antivitale & rilevabile
nei cloni resistenti [14].

Abbiamo esaminato la modulazione del differenzia-
mento eritroide, determinata dall’IFEN, in un clone re-
sistente, Esperimenti preliminari indicano che lau-
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, Io 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 B+ si manifesta
con dosi di IFN (9.000 U/ml), che non determinano
variazioni nella capacitd moltiplicativa del VSV, Poiché
la specificita dell'effetto deil’'IFN ¢ stata dimostrata
adoperando preparazioni di IEN puro [12], si pud
concludere che la capacita dell'IFN di inibire il diffe-
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 sboliti entrambi nel
clone IFN-~resistente esaminato, mentre effetto delle
alte dosi persiste,

I risuitati dell’analisi clonale del differenziamento
eritroide in presenza di IFN, in aggiunta 21 dati pre-
cedentemente pubblicati, permettono di tentare una
analisi pit avanzata dei meccanismi che regolano le
interazioni, a livelli diversi di dose, dell’TEN con le
FLC. In patticolare, nel caso dellinibizione del diffe-
renziamento & evidente che esso si realizza a due li-
velli: uno alto, o precoce, sul commitment delle FLC
stimolate 3 differenziare dal DMSO, ed un secondo
a livelio della traduzione del messaggero della globina.
La valutazione congiunta dei dati sulla reversibilita
delleffetto 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 commitment eritroide
¢ posteriore o 2 walle di quello del DMSQ. Infatti,
negli esperimenti in cui PIFN (aite dosi) inibisce il dif-
ferenziamento indotto dal DMSOQ, Iz 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 e-amanitina dopo la rimozione del DMSO
e deil’TFN, cio¢ se si inibisce Ia neosintesi di mRNA.
La percentuale di cellule B-+, che si osserva in queste
colture contenenti a-amanitina, 24 ore dopo la rimo-



vione di DMSO e IFN, & simile a quella delle colonie
blu {vedi Tab. 1}, svlluppate dopo il pretrattamento
per 43 ore con DMSO e alte dosi di IFN. Cio indica
che, di tutte le cellule che erano state bloccate nel pro-
cesso differenziativo, diventano emoglobinizzate solo
quelle che erano sfuggite ad un effetto precoce sul com-

427

mitment € ciot che gid contenevano mRNA della globi-
na, Ja lll'l(l'ngl'e perccntufile di B-F osservata in colture
parallele, prive di e—amanitina, indica che alcune cel-
lule, bloccate dall’IFN, hanno invece bisogno di tra-
scrivere per produrre emoglobina, ma non hanno pid

bisogno della presenza dell'indutiore (DMSO).
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