18. A. VIOLANTE e D. STEVE-BOCCIARELLI. — Virus oncogeni al micro-
scopio elettronico: Rivista sintetica e dati sperimentali.

Riassunto. — Dopo una breve messa a punto dei risultati ottenuti
negli ultimi anni sul problema dell’eziologia del cancro, & stata raccolta
una vastissima bibliografia degli studi fatti al microscopio elettronico
sul virus oncogeni. Se ne discutono i risultati.

Nella seconda parte del lavoro sono riportati i risultati delle ricer-
che fatte durante quasi due anni al microscopio elettronico sulle cellule
del mieloma di Oberling, Guérin e Guérin allo scopo di rivelare la even-
tuale presenza di particelle virali nelle cellule di questa neoplasia. T ri-
sultati sono stati del tutto negativi: difatti solo raramente si notano dei
corpicciunoli rotondeggianti, che sono pero da ritenersi alterazioni cito-
plasmatiche prodottesi durante il disfacimento delle cellule.

Summary. — After a short review of the results obtained in the
last years in the studies related to the problem of cancer etiology, the
extensive literature about the researches of oncogenic viruses at the
electron microscope is collected and commented.

In the second part of the work, the results of a research on the
Oberling, Guérin and Guérin mieloma, made at the electron microscope,
are reported. Aim of this research was to put in evidence the presence
of eventual virug particles in these pathological cells. The results were
completely disappointing. As a matter of fact, only some roundish little
bodies resembling virus particles were rarely seen; but they were reco-
gnized as cytoplasmic alterations due to the cell decay.

I - INTRODUZIONE

E’ passato pitt di mezzo secolo da quando la ricerca sperimentale
ha cominciato a concentrare la sua attenzione intorno ad uno degli
aspetti pit tormentati € controversi del problema del cancro: la funzione
svolta dai virus nella insorgenza delle neoplasie maligne.

Lo studio su questo argomento & stato condotto con metodologie
diverse nei decenni passati e molti dati sono stati accumulati a sostegno
o contro la concezione eziopatogenetica « virale » delle neoplasie.

Non & nostro proposito fare una sintesi dettagliata di queste ricer-
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che; ci limiteremo alle poche notizie necessarie per introdurre 1’argo-
~mento oggetto del nostro studio.

I contributi fondamentali a sostegno dell’azione oncogena di alcuni
agenti patogeni dotati di caratteristiche che permettono di accostarli ai
virus sono stati portati da ErLerman e Bang (1908) (*°) con la leucemia
dei polli, da Rous (1911) (*) con il sarcoma del pollo che porta il suo
nome, da Snopr (1932, 1933) (** *°) con il fibroma e con il papilloma
del coniglio, da Lucké (1934) (**) con l'adenocarcinoma della rana, da
Birrner (1936) (*- %) con 'adenocarcinoma mammario del topo, da Gross
(1950, 1951) (** ') con una leucemia trasmissibile del topo, da Scmoow-
MaN (1957) (**) con una leucosarcomatosi del topo, dalla Frienp (1957) (')
con una istioleucemia del topo, dalla Stewart (1957, 1958) (*% *2) con il
polioma, neoplasia quest’ultima di aspetto polimorfo, a localizzazione
multipla ed al cui agente patogeno sarebbero sensibili criceti, ratti,
conigli, topi.

Tutte le neoplasie sperimentali summenzionate sono naturalmente
riproducibili mediante filtrati acellulari, il che ha portato a concludere
che gli agenti responsabili dovessero considerarsi del tipo virale.

Su questa massa di lavoro, cosi brillante nella sua impostazione
leorica, si sono perd sollevate numerose perplessita legate spesso alla
difficolth di riprodurre le stesse neoplasie mediante i filtrati acellulari,
ma ancora di pit alle incertezze esistenti sui caratteri da attribuire agli
agenti ritenuti responsabili e considerati di natura virale.

Cosi per il virus della leucemia dei polli e per quello del sarcoma
di Rous si e constatata, da alcuni, difficoltd alla coltivazione (VERNE ¢
coll. 1936, Furtn e Stusss 1934, Storti e MEzzabpra 1938, ATANasiU
1953) (** % 2% %) ed una mal definibile individualita antigenica, come
attesta una lunga serie di esperienze che vanno da quelle piu antiche di
Gye e Purpy (1933) (*°) e di Kvox (1939) (*2), i quali inoculando tessuti
di pollo normale producevano sieri neutralizzanti il virus di Rous, a
quelli recentissimi di Banc e HarLey (1958) () i quali trovarono anticorpi
anti Rous nel siero di polli normali. Inoltre Gye e Puroy (1931) (*) vi-
dero che il virus di Rous dava non un solo tumore, bensi una vasta gam-
ma di neoplasie che andavano dalle forme clinicamente benigne a quelle
maligne.

Sono di grande importanza, anche per il presente studio, le affer-
mazioni fatte da Oserring e GUERIN (1984) (°) 1 quali, di fronte alla
frequente difficoltd di ritrovare il virus nel sarcoma di Rous (Rous e
Mureay 1914, Gye ed Axprews 1926, Gye e Purpy 1931, CLAUDE e
Mureny 1933, Carr 1943) (37 ** 11 7. &) ammettevano, in via ipotetica,
che il virus potesse esistere in una doppia forma nelle cellule neopla-
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stiche: e cioé una libera, facilmente i1dentificabile, ed una mascherata
che ne rendeva difficile 1’'isolamento.

L’importanza deil’azione del virus del latte nella insorgenza del-
I'adenocarcinoma mammario del topo descritto da Bittner, & stata note-
volmente ridimensionata quando si & visto che la sua presenza non &
affatto necessaria per l'insorgenza di quella neoplasia (Hestox 1950,
1952, 1956) (*°*"), mentre una maggiore importanza sembrava avere
lo stato endocrino delle femmine. Infatti l'incidenza del tumore mam-
mario, in assenza dell’agente virale, andava dal 29, circa nelle vergini
al 449 nelle femmine che avevano partorito pil volte.

ANDERVONT (1959) ('), rendendosi conto delle difficaltd interpre-
tative che presentava la concezione virale del cancro mammario del topo,
giungeva ad ammettere che i virus possano interferire indirettamente
riel processo di formazione di un tumore, producendo lesioni aspecifiche
¢ di tipo benigno, mentre altri fattori (ambientali, chimici, genetici,
ormonici) determinerebbero poi la spinta verso la malignita. A tal pro-
posito & opportuno ricordare le ricerche di DuraN-REyNavLs (1932) (°) il
quale riusciva ad ottenere nel pollo pit rapida insorgenza di tumori da
metilcolantrene se, all’azione di questa sostanza, aggiungeva quella del
virus del vaiolo dei polli, il quale quindi svolgeva un’azione cocancero-
gena di tipo del tutto aspecifica.

Gross riusci, & vero, a trasmettere una leucemia inoculando topi
neonati con filtrati di organi di topi affetti da leucemia, ma ottenne
uguali risultati anche inoculando i filtrati di organi di topi e cavie normali.

Per cio che riguarda il polioma della STEwarT ed il tumore di Scuoor-
MAN, uno di noi (VioLaNTE e coll. 1958) (*°), ne ha tentato lungamente
la trasmissione mediante inoculazione di filtrati in animali neonati, ma
senza mai riuscirvi.

A conclusione di quanto finora esposto pud aggiungersi che recenti
ricerche hanno dimostrato che anche estratti nucleoproteici purificati di
cellule umane leucemiche e normali (DE Carvarmo 1938, Lacour e colla-
boratori 19585 (% 2*) e di tessuti linfoidi di topi normali (Havs e colla-
boratori 1957) (**) possono indurre sarcomi negli animali di laboratorio;
facendo pensare, tutto cid, ad un’azione tumorigena del tutto aspecifica
degli estratti di organo e gettando quindi un’ombra di dubbio su tutto
il lavoro fatto per la dimostrazione di agenti virali nei tessuti neopla-
stici animali.

Uno di noi ha partecipato ad un gruppo di ricerche (Giorpano,
Nigro, PETROSSI, TURRISI, VioLaNTE, La Sintest, pagg. 689-713, Vol. I,
1957) tendenti a dimostrare 1'esistenza di virus nel plasma leucemico
umano, mediante inoculazione in vena in embrioni di pollo. Tali ricerche
sono state completamente negative.
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II - SUI VIRUS ONCOGENI STUDIATI AL MICROSCOPIO ELETTRONICO

In base a tutto quanto si & scritto sulla esistenza o meno di virus
oncogeni, ci & sembrato di notevole interesse avviare uno studio siste-
matico al microscopio elettronico alla ricerca di formazioni eventual-
mente riferibili a virus nelle cellule patologiche di una leucemia speri-
mentale del ratto: il mieloma di Oberling, Guérin ¢ Guérin (VIOLANTE
e coll. 1988) (*%9).

Prima di esporre i nostri risultati ci sembra peroé opportuna una
messa a punto di quanto & stato fatto finora in questo settore i ricerca.
Cercheremo pertanto di sintetizzare i dati bibliografici raccolti sui virus
oncogeni che hanno costituito oggetto di studio e di ricerca al micro-
scopio elettronico.

1. — Leucost dei poll.

Sotto questa denominazione sono raggruppate varie forme cliniche
di emopatie del pollo: la linfoblastica, la mieloblastica, 1’eritroblastica,
ciascuna delle quali ha proprie caratteristiche cliniche e morfologiche.

a) Linfoblastost,

Suare e coll. (1952) (**°) nel plasma di polli affetti da linfomatosi
leucemica, osservarono particelle sferiche con diametro medio di 117 my.
In tutti gli animali a malattia avanzata furono viste le caratteristiche
particelle, ma in un gruppo di 6 animali con malattia non completa-
mente sviluppata il plasma di un solo animale presentava le particelle,
le quali peraltro furono viste anche in 1 dei polli normali osservati come
controlli. Le particelle avevano un aspetto omogeneo ed erano prive
di membrana.

Dmocuowskt e coll. (1959) (*°Y), eseguendo una osservazione sistema-
tica di milze e tumori di polli del ceppo RPL 42 con linfomatosi, frova-
rono nel citoplasma delle cellule particelle sferoidali di 64-82 myp formate
da un nucleo denso di 30 my contornato da doppia membrana.

Questa leucosi del pollo & stata oggetto quindi di ricerche che hanno
dato risultati, per certo verso, non del tutto chiari. Infatti Smare ¢
coll. (1952) (3%, studiando la linfomatosi del pollo, hanno trovato parti-
celle che hanno ritenuto di natura virale, del tutto diverse da quelle
trovate da Dmocmowskr e coll. (1959) (*°"), sia per dimensioni, sia per
struttura. Inoltre Sharp trovd le particelle anche nei controlli.
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b) Mieloblastost.

Suare e coll. (1952) ('), con la stessa tecnica usata per lo studio
della linfomatosi, hanno osservato preparati di plasma di polli affetti
da mieloblastosi trovandovi caratteristiche particelle di 120 my.

Nel 1958, Dmocmowskr e coll. (*7), hanno trovato particelle virali
di 67 mp di media nella milza e nel fegato di polli affetti da granulo-
blastosi. Particelle di questo tipo (sebbene non ne indichino le dimen-
sioni) sono state trovate <da Parsons e coll. (1958) (***) nei mieloblasti
circolanti e nella milza, midollo, fegato i polli affetti da mieloblastosi.
Le particelle erano viste rarissimamente nel citoplasma cellulare, piu
frequentemente invece negli spazi extracellulari tra i mieloblasti leuce-
mici i pollo coltivati in vitro.

Ancora Bernuarp e coll. (1958) (°?) trovarono nel plasma di polli
alfetti da mieloblastosi particelle virali di circa 80 my, formate da un
nucleo centrale di 40 my e circondate da una o due membrane, in tutto
simili a quelle viste dagli stessi Autori nel plasma di polli con eritrobla-
stosi. |

Ricerche pil estese sulla mieloblastosi del pollo sono state fatte da
BonNar e coll. nel 1959. Essi osservarono al microscopio elettronico mie-
loblasti leucemici circolanti o coltivati in vitro per 2, 18, 31 giorni.
Come controllo erano osservate le cellule istiocitarie midollari di
polli sani.

I mieloblasti prelevati dal sangue ed osservati subito solo infrequen-
temente presentavano aspetti citoplasmatici riferibili a formazioni virali.
Nei mieloblasti coltivati in vitro per 3-4 settimane, invece, vi era un
certo numero di corpi di Gray, strutture citoplasmatiche particolari che
mostrano di contenere particelle virali; anzi & ritenuto che i corpi di
GGray costituiscano la sede di maggiore sintesi delle particelle virali. Nel
loro lavoro tuttavia Bonxar e coll. non fanno cenno alla grandezza delle
particelle osservate.

Polli a cui sia inoculato materiale contenente il virus della
mieloblastosi sviluppano frequentemente un adenocarcinoma del rene
(Dmocrowskr, 1960) (1°%). Estratti acellulari di questo tumore renale
inducono nel pollo diversi tipi di tumori: adenocarcinomi del rene, linfo-
matosi, osteopetrosi, mieloblastosi. Al m.e. tuth questi tumori rive-
lano la presenza di particelle di struttura simile a quella del virus della
mieloblastosi, ma di diverse dimensioni, oscillando infatti il diametro
tra 60 e 140 mp.

¢) Eritroblastos:.

I primi che eseguirono ricerche sulle cellule della eritroblastosi del
pollo furono BexeperTi e coll. (1958) (** %) che {rovarono corpuscoli
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virali di 70 mp negli spazi extracellulari, nei vacuoli intracitoplasmatici
¢ nel mitocondri alterati delle cellule reticolari ed eritroblastiche.

Nel 1955 Suare e coll. nell'ultracentrifugato del plasma sanguigno
di polli con eritroblastosi osservarono al m.e. corpi sferoidali con dia-
metro medio di 102 myp. Essi sottolineavano che le dimensioni delle parti-
celle trovate erano diverse da cquelle viste nei polli con mieloblastosi
e che misuravano 120 mu (Suare e coll. 1952) (**%),

Dmocrowssr e coll. (1958) (**), in sezioni di milza e fegato di polli
con eritroblastosi della linea « R 15 » hanno visto corpi sferoidali com-
posti da un nucleo centrale denso di 26 mp circondato da una membrana
meno densa; il tutto formando un corpuscolo di 57-76 mp con una media
di 66 mp. Nel citoplasma delle cellule osservate nei polli eritroblastosici
vi sono corpi osmiofili del tutto simili ai « corpi di Gray », 1 quali sono
spesso circondati da una doppia membrana ed occasionalmente mostrano
residui di creste mitocondriali. Questi corpi sono composti di un fine
materiale granulare osmiofilo da cui derivano probabilmente le caratte-
ristiche particelle. Lo stesso Dmocnowskr con i suoi coll. (1959) (**?) ha
osservato le cellule tumorali e spleniche di polli con eritroblastosi del
ceppo RPL-12. Nel citoplasma videro particelle virali con diametro oseil-
lante tra i 68-83 mu con una media di 74 mp. Queste particelle appari-
vano piu grandi di quelle viste nel ceppo R 15 di cui & detto piu sopra.
In queste ricerche non & fatta menzione di controlli.

Ricerche su questo stesso argomento sono state fatte da Iwakarta
(1958) (*%) e da IwakaTa ed Amano (1988) (**?), che trovarono nei macro-
fagi di polli eritroblastosici particelle a sede citoplasmatica di 60-90 mi.

Sul virus purificato della leucosi el polio hanno lavorato Bearp
e coll. (1950) (*¢); il virus risulto, alle misure eseguite, di una gran-
dezza tra 1 60 ed 1 100 m.

2. — Sarcoma di Rous.

I primi a studiare al m.e. tumori di riconosciuta origine virale
furono Craupe e coll. (1947) (**) i quali rivolsero la loro attenzione alle
cellule coltivate in vitro dei tumori 1 e 10 del pollo. Vi trovarono delle
particelle, che definirono di natura virale, della grandezza di 67-80 my.
Tali ricerche non furono perd riconfermate da OBerLING e coll. (1950) (*°°).

Bernmarp e coll. (1933) (°?) tentarono ancora di studiare il virus
di Rous, nonostante non fossero riusciti a vederlo precedentemente
(BernaARD e coll. 1933) (°%) in ben 5 anni di ricerche. Essi arrivarono
alla conclusione che il virus dovesse esistere in una forma mascherata
nelle cellule neoplastiche: pertanto era invisibile. Pensarono percio
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di attivarlo (1933) (°*) mediante esposizione a raggi X o sfruttando
["azione radiante dell’alcool marcato aggiunto a frammenti di tumore
coltivati su membrana corion-allantoidea di embrioni di pollo. Essi
trovarono, nelle cellule cosi trattate, corpi inclusi densi dai quali sem-
brava che si dipartissero particelle virali. Tuttavia delle 6.600 cellule
osservate solo lo 0,389, presentava tali formazioni, mentre nelle cellule
sarcomatose di controllo, e cio®d non irradiate, erano presenti in ragione
dello 0,139%. 11 che portd alla conclusione che le particelle virus simili
erano sempre presenti nelle cellule neoplastiche in piccola percentuale.

Queste esperienze furono poi ripetute (OBERLING e coll. 1934) (*°7)
su cellule di sarcoma di Rous coltivate in goccia pendente e sottoposte
all’azione di raggi X (a dosi varianti da 300 a 1200r) e di alcool radio-
attivo aggiunto al mezzo di cultura. Nelle cellule in citolisi avanzata
si distinguevano facilmente corpuscoli di 60-90 mp. Tali corpuscoli erano
solo in piccola quantitd nelle cellule di controllo.

Piu tardi BErnnarp e coll, (1956) (°'), ritornarono ancora allo studio
sul virus di Rous raccogliendo un pit vasto materiale: 75 sarcomi di
Rous, 7 lesioni ectodermiche della membrana corion-allantoidea, 8 fegati
emorragici della malattia di Duran-Reynals dell’embrione di pollo (Yale
J. Biol. Med., 13, 61, 1940) ed infine centrifugati di cellule tumorali.

Essi trovarono un numero molto variabile di particelle d’aspetto
virale a ridosso della membrana cellulare o pit spesso nei vacuoli cito-
plasmatici. Non potettero perd stabilire un rapporto tra il numero di
particelle viste al m.e. e I'infettivita degli estratti tumorali che non rive-
lavano in questo senso un parallelismo. Le particelle viste misu-
ravano in media 75 mp ed erano formate da un nucleo centrale
contornato da una o due membrane. Anche perd qualche tessuto di pollo
considerato normale presentava un certo numero delle caratteristiche
particelle. '

Successivamente gli stessi Autori (OBERLING e coll. 1957) (**®) trova-
rono corpuscoli simil-virali in 41 su 54 sarcomi del pollo ed in 13 su
21 tumori cresciuti su membrana corion-allantoidea. I corpuscoli trovati
erano di 60-80 mp composti da un nucleo centrale contornato da doppia
membrana. Nel lavoro in questione i ricercatori sottolineavano il fatto
che quei corpuscoli furone trovati anche in animali normali ed inter-
pretavano questo fatto ricollegandosi al concetto della probabile esistenza
di una forma inattiva del virus.

- Nel 1955 Gaylord trovd anch’egli particelle virali in 2 tumori di
Rous dei 3 osservati. Le particelle avevano un nucleo centrale denso ed
una membrana limitante esterna con un diametro complessivo di 50 my,
ciod minore delle dimensioni date da tutti gli altri. La dislocazione delle
particelle era prevalentemente extracellulare.
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Importanti sono state le ricerche di Epstrin (1955, 1956, 1987,
1938) (111 115) j] quale descrisse particelle virus-simili costituite da un
nucleo denszo contornato da due membrane concentriche. Le particelle
perd non furono viste in tutti i tumori esaminati e solo in una piccola
percentuale di cellule. TI numero delle cellule con particelle virali variava
da 1 su 50 ad 1 su 3000. Forse la variabilitd era in rapporto con l'eta
del tumore. Infatti tumori di pochi giorni dimostravano di avere un
maggior numero di cellule con particelle che non i tumori vecchi 2ia
di 3-4 settimane. Epsteix (1988) (*'%) osservo inoltre il virus di Rous
dopo averlo purificato. Le particelle avevano 75 myp di diametro. Egli
dimostrd che il nucleo era costituito di acido ribonuecleico; infatti il
nucleo scompariva dopo dwpshom con ribonucleasi.

Hacuesau e coll. (1957, 1958) (**2 '**) iniziarono una ricerca bulla
scia dei dati riferiti da Bm:-x:.\* (1958) (7 8%, il quale aveva sostenuto
con sue esperienze il concetto che dai sarcomi di Rous indotti inoculando
piccole quantitd di virus nessun virus poteva essere estratto dal tumore
costituitosi, mentre dai sarcomi ottenuti inoculando grandi quantita di
virus potevano pit facilmente rintracciarsi gli agenti patogeni. Haguenau
e coll. quindi studiarono al m.e. due tipi di sarcoma di Rous: uno
ottenuto con alte dosi di virus ed uno ottenuto con basse dosi di virus.
I dati da essi raccolti dimostravano che la concentrazione del virus era
in rapporto all’etd del tumore (considerando come punto di partenza il
momento dell’innesto). Infatti i tumori pid giovani contenevano piu par-
ticelle di quelli vecchi, in questo d’accordo con i dati di GavLorp
(1985) (*2°) che trovo anch’egli piu abbondanti particelle nei tumori
ciovani, mentre rarissime erano nei vecchi.

I risultati di Haguenau non coincidevano quindi con quelli di Bryan
poiché questi aveva determinato un rapporto con I'etd del tumore e
non con la quantitd di virus inoculato. D’altro canto i dati di Bryan sono
in contrasto con quelli di Carr (1943, 1946) (*), di Gve e coll. (1926,
1931) (*27 2%) di Rous (1914) (*7®), di Crauvpe (1933) (*%), di Rusin
(1988) (*7%), che non riuscirono a trovare una correlazione tra sviluppo
del tumore di Rous e la sua filtrabilitd; ed in contrasto sono anche con 1
2id citati dati di EpsTeiN (1956) (1'*) — che trovo particelle virali in una
sola cellula su 3.000 osservate — e di Bernmarp e coll. (1956) (°°)
che non trovarono alcun rapporto tra infettivith del tumore e numero
di particelle viste al m.e.

In appendice ai tumori del pollo ¢’& da fare cenno ai tumori indotti
chimicamente, all’endotelioma di Murray-Begg ed al mixosarcoma. i
Fujinami.

Sulla filtrabilitd dei tumori da idrocarburi cancerogeni esistono po-
chi dati non significativi. Una ricerca dei virus al m.e. ¢ stata tuttavia
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condotta da FrIEDLAENDER-BINGGELI (1939) (**2) su 3 esemplari del tumo-
re GRCH/15 ottenuto con dibenzantracene nel pollo. I dati ottenuti sono
poco chiari e tutto induce a ritenere negativa la ricerca.

Il tumore di Murray-Begg & stato studiato da RouiLLer e collabora-
tort (1956) (*"*) i quali trovarono particelle simil-virali in tutti i 33 tu-
mori esaminati. Le stesse particelle furono viste anche in culture di fibro-
blasti di pollo infettati con estratti del tumore.

Le cellule neoplastiche osservate erano prelevate da tumori svilup-
patisi su polli o pulcini innestati.

Le particelle viste avevano un diametro di 110 mp ed erano in gran
maggioranza extracellulari, rarissime quelle intracitoplasmatiche. Gli
autori, pur notando una somiglianza tra queste particelle e quelle viste
nel sarcoma di Rous, non possono affermare che si tratti del virus re-
sponsabile del tumore. Non escludono possa trattarsi di un virus da in-
quinamento; in tal caso, essi dicono, anche il virus trovato nel sarcoma
di Rous potrebbe essere dovuto ad inquinamento.

A proposito di questo tumore & da ricordare anche che Horer e
coll. [cit. da Bernnarn (1984)] (1*%) esaminarono 20.000 cellule dell’endo-
telioma con risultato interamente negativo.

Il sarcoma di Fujinami, anch’esso trasmissibile mediante filtrati
acellulari & stato studiato da MaNNwWEILER e coll. (1958) (%), In 12 dei
17 sarcomi osservati furono trovate particelle di 75 my, sia nei vacuoli
citoplasmatici sia sulla superficie cellulare, del tutto simili alle parti-
celle viste precedentemente in altri tumori o leucemie del pollo.

3 - Tumort det conigli.

Nei conigli Suore descrisse il fibroma (1932) (*%) ed il papillo-
ma (1933) (°°) entrambi trasmissibili mediante filtrati acellulari.

Primi ad occuparsi di questi tumori furono Bernnarp e coll. (1954) (34)
1 quali studiarono al m.e. 13 tra fibromi e fibrosarcomi di Shope. Essi
trovarono con relativa facilita, sia nelle cellule benigne sia in quelle ma-
ligne, delle particelle di 200-240 mp. Le immagini viste permise-
ro loro di pensare che il virus potesse formarsi da una massa omogenea
di aspetto finemente granuloso che essi chiamarono « viroplasma ». Que-
sta massa confiene quantitd variabili di virus e potrebbe corrispondere
— per la sua posizione paranucleare — ai corpi eosinofili visibili al mi-
croscopio ottico.

Lrovp e coll. (1988) (***) affrontarono anch’essi questo argomento
di studio osservando al m.e. il virus del fibroma di Shope dopo averlo
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purificato. Le particelle erano viste a fresco o dopo fissaggio. Nel primo
caso misuravano 269-310 my, nel secondo 244-283 my.

In seguito lo studio fu rivolto alla osservazione di fibroblasti di co-
niglio coltivati in vitro ed infettati con il virus del fibroma (FEBVRE e
coll. 1987) (*'°). Anche in queste cellule si formavano aree Feulgen po-
sitive dopo 4 h dalla infezione. In quelle aree si ritrovavano particelle
virali costituite da una doppia membrana contenente un nucleo denso,
formato dal materiale granuloso proveniente dal viroplasma.

BernuaRD ¢ coll. (1958) (°%) non trovarono differenze nell’aspetto tra
le particelle del fibroma benigno e quelle del sarcoma.

Il papilloma del coniglio & stato studiato da Moor e coll. (1959) (*°%).
Particelle virali furono viste solo nei papillomi tenuti in glicerina per
qualche tempo. Il diametro oscillava tra i 25 ed i 35 my.

Lo studio condotto sul papilloma fresco (ciod non conservato in gli-
cerina) ha dato 'impressione che il virus si sviluppi nei nucleoli delle
cellule infettate (Stone e coll. 1959) (***). Sul papilloma hanno studiato
anche Hamanmoro e coll. (1958) (1*%). Le foto da essi pubblicate sono poco
chiare e di incerto significato.

WirLiams e coll. hanno pubklicato nel 1960 (**°) anch’essi un lavo-
ro sul virus del papilloma purificato ottenendo due tipi di particelle : una
ritenuta corrispondente al virus incompleto, 1'altra al virus maturo.

4 - Adenocarcinoma renale di Lucké.

Ad occuparsi dell’adenocarcinoma renale della rana ¢ stato FAwWCETT
nel 1956 (%), il quale ha trovato nelle cellule di quel tumore corpuscoli
di 90-100 myp formati da una capsula e da un nucleo denso di 35-40 my.,
spesso eccentrico. Queste particelle si trovano sia nel citoplasma sia nel
nucleo. In quest’ultima sede egli noto infatti delle vescicole sferiche,
probabilmente forme immature del virus. Nel citoplasma vi erano fila-
menti densi, forse correlati alla formazione del virus.

5 - Carcinoma mammarto del topo.

Nel 1948 PortEr e coll. (172) osservarono cellule di carcinoma mam-
mario del topo coltivate in vitro ed in 3.dei 6 tumori studiati trovarono
particelle di aspetto virale localizzate nel citoplasma.

Questi corpiceiuoli presentavano un nucleo centrale denso di 79 mp
contornato da una membrana, con un diametro complessivo di 130 my.
Le cellule che contenevano gran numero delle suddette particelle mostra-
vano segni di profonda degenerazione. Purtuttavia questi dati debbono
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essere considerati poco sicuri, poiché a quell’epoca non era ancora in uso
la tecnica delle sezioni ultrasottili che permise poi di studiare meglio i
corpuscoli virali dell’adenocarcinoma mammario, evidenziandoli sia den-
tro sia fuori dalle cellule (Dmocaowski, 1954) (V%)

Fu cosi possibile distinguere due tipi di particelle (BERNHARD e
coll. 1955) (°°): una intracitoplasmatica del diametro medio di 65 mp,
i cul ammassi costituiscono con tutta probabilith i corpi di inclusione
paranucleari visibili al microscopio ottico e formati da un nucleo cen-
trale contornato da una doppia membrana; 'altra extracellulare del dia-
metro medio di 100 mp con nucleo eccentrico e dislocato nei canalicoli
di escrezione della ghiandola. Queste due particelle furono dette virus A
-— quelle a sede intracitoplasmatica — e virus B — quelle a sede extra-
citoplasmatica — (Ber~marp, 1958) (°?). Entrambi i tipi in realtd possono
trovarsi dentro e fuori la cellula ed il tipo A pud trasformarsi nel tipo B
secondo uno schema evolutivo descritto da quei ricercatori.

Che i corpi inclusi paranucleari fossero costituiti da colonie di virus
fu dimostrato da Bernmarp e coll. (1955) (°") che studiarono le zone di
inclusione citoplasmatiche al m.e. trovandovi numerosi corpuscoli di
aspetto virale delle dimensioni di 65 my.

Dymoceowskr ¢ Grey hanno condotto nel 1957 (°7) una estesa ricerca
sul virus del carcinoma mammario spontaneo del topo. Essi studiarono
al m.e. 23 tumori di animali portatori del virus del latte e 33 tumori pre-
levati ad animali considerati privi del fattore del latte. Le caratteristi-
che particelle furono viste in 18 dei primi 23 tumori ed in 11 del gruppo
dei 33. Questo primo dato e ciod la relativa scarsita di ritrovamento delle
particelle era gid di per sé ragione di perplessitd, data la elevata inci-
denza tumorale di questi ceppi.

I due ricercatori afliancarono alle osservazioni al m.e. anche delle
prove biologiche, assaggiando la capacita infettante degli estratti acellu-
Jari dei tumori osservati. Essi non constatarono rispondenza tra ritro-
vamento delle particelle e capacitd infettante degli estratti e viceversa,
nella stragrande maggioranza «ei casi, cosiccheé conclusero che non
era possibile stabilire una relazione tra le particelle virus simili viste al
m.e. e l'insorgenza dei tumori.

Dokbiamo ricordare che gia nel 1952 Dmocnowskr e Passey (")
hanno allermato di aver visto particelle virali di 20-30 myp negli estratti
di tumori mammari insorti spontaneamente od in seguito a trattamento
con metilcolantrene. La stessa ricerca fu fatta su tumori mammari uma-
ni nei quali sarebbero state trovate particelle lievemente pit grandi.

La presenza di particelle virus simili nei tumori mammari del topo
fu segnalata da piu parti. Banc e coll. (1933, 1956) (** **) le trovarono
sia in tumori mammari spontanei che indotti con metilcolantrene.
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Ma, mentre nei tumori di animali appartenenti a ceppi portatori del
fattore del latte furono trovate in 14 dei 22 esaminati, le stesse particelle
furono trovate praticamente solo in 3 dei 19 tumori prelevati da anima-
Ii appartenenti a ceppi privi del fattore. Le particelle erano a sede in-
tracellulare (di 60-70 my di diametro) ed a sede extracellulare (di 100 mp).
Ancora Banc e coll. (1956) (**) potettero distinguere le particelle virali
dai corpuscoli del latte costituiti da particelle di caseina e lipoproteine.

Particelle virus simili sono state viste nei tumori mammari di topi
appartenenti sia a ceppi portatori del virus del latte, sia a ceppi privi i
questo agente, da Svzukr (1957), PrreLka e coll. (1958) (") e da Iemkawa
¢ coll. (1958) (**2).

Pit recentemente particelle simili a quelle deseritte nelle cellule dei
tumori (Thigry e coll. 1959) (%) sono state viste nei tumori uterini di
topi appartenenti a ceppi murini portatori dell’agente del latte.

LasFARGUES ¢ coll. (1987, 1954%) (*3% %) hanno trovato in culture
di tessuto di tumore di topo del ceppo R 1L, che sviluppa 3 tipi di tumo-
re mammario — uno solido, uno fibroso ed uno emorragico — parti-
celle virali, le cui dimensioni corrispondono a quelle dell’agente del latte,
disposte prevalentemente in sede extracellulare.

Le dimensioni delle particelle trovate nei tumori mammari misu-
rale con vari metodi hanno dato valori di 100 mu per alecune e di 20-30 mg
per altre. Anche quest’ultime sono infettanti ¢ probabilmente corrispon-
dono al nucleo del virus, mentre le prime corrisponderebbero al virus
intero (Moorg e coll. 1959) ('°%).

Nel latte di ceppi murini portatori del virus, dopo aver allontanato
caseina e grassi, sono stati trovati nel centrifugato osservato al m.e. ca-
ratteristiche particelle simil-virali (Dmocunowskr e coll. 1939) (**%).

De Bruvy ¢ coll. (1960) (*%) hanno condotto uno studio su cellule i
un tumore trapiantabile della mammella insorto spontaneamente nel
1952 in un topo femmina appartenente ad un ceppo privo del Tattore del
latte (DBA).

Le cellule di questo tumore furono coltivate in vitro e, dopo pas-
saggi seriali, furono reinnestate sottocute in-topi, ottenendosi cosi una
finea tumorale.

Nel tumore trapiantabile non furono mai trovate particelle virali:
nelle cellule coltivate in tubi, invece, furono visti molli elementi viras
simili distinti in 3 tipi diversi: a) particelle rotonde od ovoidi di 80 myp
composte da un nucleo centrale contornato da doppia membrana; b) par-
licelle piu grosse, di 120 my di diametro, sempre con doppia membrana,
ma con nucleo eccentrico; ¢) particelle ancora pit grandi, di 160 my,
nelle quali esisterebbe uno spazio vuoto tra il nucleo centrale e la mem-
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brana limitante. Tutte le particelle furono viste esclusivamente negli
spazi extracellulari e mai nel citoplasma.

Nelle culture di cellule in fiasche il numero delle particelle viste fu
inferiore a quello delle culture in tubi.

Il tipo pit piccolo di particelle corrisponderebbe al tipo A, il pin
grosso al tipo B indicati da BErxmarn (1958) (%),

Su un tumore mammario (rapiantabile hanno lavorato anche
Horrman e coll. (1959) (**7), evidenziando particelle virali di 70 myp, la
cui azione infettante perd non fu possibile accertare con prove biologiche
(Lacour e coll. 1957) (**%).

Interessanti furono le ricerche di Lasrarcues e coll. (1988) (**%) che
coltivarono su cellule embrionali di topo I'agente virale contenuto nel
latte di topi del ceppo R II. Al microscopio ottico si evidenziarono le-
sioni citologiche dovute certamente all’agente del latte, come dimostra-
vano i tumori indotti nei topi del ceppo C. Bl con i liquidi di coltura.
Nelle cellule di tessuti adulti invece l'agente del latte non produceva
lesioni. Esso si manteneva in vita, senza moltiplicarsi, per 3 mesi, dopo
di che non era pit reperibile nelle culture.

Al m.e., sia nelle cellule infettate, sia nei tumori indotti con 1 li-
quidi di cultura, erano trovate particelle virali di 100 mp di diametro.

Rancan (1960) (*7®) studiando al m.e. la morfologia delle cellule del
carcinoma mammario el topo, ha trovato casualmente rare particelle
virali nel citoplasma delle cellule.

Fawcerr e coll. (1958) (*'") hanno ricercato particelle virali nelle
cellule neoplastiche del ceppo murino C,H nel quale il 909 delle fem-
mine sviluppa il tumore mammario e circa il 259, dei maschi presenta
un epatoma tra il 10° ed il 12° mese di vita. Essi studiarono 'epatoma
trovandovi particelle virali di 145-170 my costituite da un nucleo con-
tornato da membrana e dislocate particolarmente nel citoplasma.

FErrEIRA (1960) (**') si pose invece il problema di ricercare le par-
ticelle virali nelle metastasi polmonari date dal tumore mammario del
topo. Anche nelle cellule metastatiche i virus compaiono nelle inclusioni
eosinofile citoplasmatiche visibili al microscopio ottico, come fu consta-
tato da Berxmarp e coll. (1988) (°). La membrana cellulare presentava
dei microvilli nell’interno dei quali vi erano particelle di 65 mp. Nel
lume degli acini e dei tubuli vi erano invece particelle di 100 my,

In una relazione tenuta al IV Congresso Internazionale di Microsco-
pia Elettronica (Berrino, 1938) (%) Bernmarn avanzava qualche dubbio
sulle formazioni ritenute virali viste nelle cellule del carcinoma mamma-
rio del topo. La sua perplessitd si basava sul fatto che particelle virus
simili sono slate visgle sia in tumori mammari biologicamente privi del-
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agente del latte (Dmocnowskr 1956, BERNHARD 1955; Bang 1956) (°% °L 1)
<ia in tumori filtrabili (vedi bibl. citata) ¢ non filtrabili (SeLsy 1954;
Apams e coll. 1987; Fawcerr e coll. 1988) (178 26 17,

¢ - Carcinoma ascile di Ehrlich.

Sulle cellule del carcinoma ascite di Ehrlich iniziarono la osserva-
sione FriEppanper ¢ coll, (1958, 1956) ("** 21, Quesli ricercatori studia-
rono aspetto del virus del mollusco conlagioso collivato su cellule del
tumore ascite di Ehrlich. Ma successivamente (1956) si accorsero che i
corpuscoli, da essi attribuili al mollusco contagioso, erano in realld pre-
<enti anche nelle cellule del tumore di Ehrlich non infettate con il virus
del mollusco contagioso.

Le particelle avevano un diametro di 55-65 mp e presentavano um
nucleo centrale contornato da una membrana.

SeLpy ¢ coll. (1954, 1956) (7% '7) videro occasionalmente delle par-
licelle virali nel citoplasma di cellule del tumore ascite di Ehrlich. 1
virus avevano una grandezza i B8 mp i media.

Abams e coll. (1957) (*9) trovarono anch’essi delle formazioni sferi-
che di 55-70 mp strettamente unite alle vescicole el reticolo endopla-
<mico nel citoplasma delle cellule del tumore ascite di Ehrlich. Sulla loro
nalura essi avanzarono lre ipolesi: che polesse Lrattarsi di contamina-
zioni virali; che fossero prodofli di fagocitosi; che si trattasse di normali
costituenti citoplasmatici.

Su quest'ultima ipolesi essi si solfermarono di pia, allermando che
ohbiettivamente non vi sono argomenti sufficienti per considerare come
virus le particelle da loro osservate. ,

('8 infine da ricordare che Gieseking e coll. (1985) (**®) non trova-
rono formazioni riferibili a virus nelle cellule del tumore di Ehrlich.

7 - Neoplaste filtrabili del topo.

Nella parte introduttiva & stato accennato alle varie forme di emopa-
lie e neoplasie del topo che negli ultimi dieci anni sono state 1solate, stu-
diate e riconosciute essere trasmissibili mediante filtrati acellulari. Di-
verse di queste forme neoplastiche sono state studiate al m.e.

Dmociowskl e coll. (1956, 1987) (* *7) e Dmocuowskr (1958) (*°) si
sono occupati di questo argomento osservando nelle cellule neoplastiche
corpi osmiofili di dilferenti grandezze contenenti caratteristiche particelle
virus simili le quali erano presenti anche negli spazi extracellulari. Negli
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organi dei topi di due ceppi portatori di leucemia spontanea (AKR, Cgy)
essi videro particelle virali negli animali ammalati, ma non le trovarono
negli animali di 6-8 settimane degli slessi ceppi, non ammalalti. Parti-
colle virus simili sono state osservate anche nei tessuli di topi del eeppo
C,H nei quali la leucemia era stata indotta con estratti acellulari di orga-
ni leucemici di un ceppo con alta incidenza della malaltia leucemica.

Bernnarn ¢ coll. (1958, 1959) (> %) hanno rivolto la loro allenzione
a leucemie murine di tipo linfatico insorte spontancamente in lopi del

ceppo AKR ed indotte secondo il metodo di Gross — ¢ cioe con filtrati
acellulari i organi di animali leucemici — in topi dei ceppi F, GH ¢

C,.Br. In questi animali, oltre la leucemia, polevano riscontrarsi anche
tumori parotidei.

Bernnarn e coll. in queste forme morbose descrissero 3 Lipt di par-
ticelle distinte con le lettere A, B, C.

Il tipo A misurava 78 mp ed era a sede inlracitoplasmalica apparen-
do costituito da un nucleo contornato da doppia membrana. 1l tipo B mi-
surava 80-110 my ed era identico al tipo di particelle intracitoplasmali-
che descritte a proposito del tumore mammario. Aveva un nucleo con-
lornato da una sola membrana. 1l tipo €, con diametro variabile da 60
a 150 mp, era costituito da particelle molto polimorfe. In nessuno dei due
iavori citali era fatto cenno ad osservazioni sui controlli. Gli autori nelle
loro conclusioni affermavano la necessitd i fare indagini sugh estratli
purificati dei tumori per rilrovare le stesse particelle.

Anche nei tumori parotidei indotti con i filtrali acellulari sono stali
visti, come abbiamo gid accennalo, el corpuscoli virali, anche se infre-
quentemente (Dmocmowskr e coll. 1959) (%)

Grarri o coll. (1960) (129), nelle linfoghiandole di topi portatori i
una leucemia mieloide indotta con filtrati acellulari, hanno evidenzialo
particelle virus-simili di 60-150 my i diverso aspetto morfologice. In
realtd le immagini esibite mostravano elementi di aspelto disparatissimo
che, spesse volte, rendevano problematica la identificazione con un virus.

Tra i virus capaci di indurre neoplasie gperimentali ¢’® da annove-
rare il polioma della Stewart di cui & stato fatto cenno nella parte intro-
duttiva della presente esposizione. Questo virus & capace di indurre el-
fetti citopatogeni in cellule coltivate in vitro (Eppy e coll. 1988) (**7).
Un ceppo di cellule embrionali di topo infettate col polioma e studiate
al m.e. ha rivelato la presenza di particelle di 27 my di diametro secon-
do Dmocrowskr e coll.  (1989) (1) e di 30 mp secondo BERNHARD ¢
coll. (1959) (°7).

Simili particelle erano viste anche nei tumori parofidei ¢ mammari
indotti nel ceppo NIH Swiss con i liquidi delle culture cellulari infettate



— 317 —

¢d anche, secondo BoxrieLp e coll. (1959) (*), in cellule di topo infet-
tate con il polioma.

Nelle cellule di cultura si & notata la presenza anche di particelle
pitt grandi delle precedenti e ciod di 80-60 my (Dmocnowskr, 1960) (**%).
Darticelle di diversa grandezza e cio® di 40-45 mp di media furono tro-
vate da KauLer e coll. (1939) (***) nei liquidi di cultura di cellule embrio-
nali di topo del ceppo C,HBi infettate con estratti di parotide o di linfo-
nodi di topi leucemici.

Commentando questi risultati, Dmocnowskr (1960) ('**) avanzava
I'ipotesi che due o pill virus potessero essere presenti nelle culture del
virus del polioma o che potessero esservi dei virus di sortita accanto a
quello del polioma.

Sul virus polioma hanno studiato anche Howarsox e collaborato-
ri (1960) (*). Infettando cellule embrionali i topo essi hanno visto che
il titolo del virus cresceva fino al V giorno e declinava poi rapidamente
dopo il VII tanto che era difficile ritrovarlo. Al m.e. questi dati sono
stati confermati.

Le particelle virali furono viste, sia nel nucleo sia nel citoplasma, con
un diametro di 28 my e costituite da un nucleo centrale contornato da
una zona meno densa. Gli stessi Howarson e coll. (1960) (**?) condusse-
ro osservazioni su rene di hamsler neonati prelevato ad intervalli dalla
inoculazione del polioma. Il virus era ritrovato in maggiore (quantita
dopo 5-6 giorni dell’inoculo. Alcune particelle mostravano un diametro
massimo di 28 ed altre di 60 myu. Alle forme sferiche erano associate
strutture filamentose tubulari. Le particelle virus simili non erano viste
nelle cellule prelevate da tumori in pieno sviluppo.

La struttura di questo virus & stata studiata utilizzando virus puri-
ficato e sfruttando la tecnica del contrasto negativo. Le particelle, sferi-
che, avevano un diametro medio di 45 my e tutte apparivano fornite di
capsula formata da subunith (Wmwoy e coll. 1960) ('*).

Infine bisogna ricordare il contributo di Dmocrowskr e coll.
(1960) (**%) i quali hanno studiato un virus del tipo polioma isolato da
un topo del ceppo AK con lencemia spontanea (NeGroxt e coll. 1939) foy

Lo studio al m.e. su cellule coltivate ed infettate mostrava molte
particelle intranucleari di 30-40 my e particelle citoplasmatiche, in nu-
mero pin scarso, di 50-60 my, tutte costituite da un nucleo contornato
da una membrana esterna.

Un’altra emopatia del topo & stata recentemente isolata da Friexp ¢
coll. (1957, ved. Parte I) (*").

Fin dal 1958 le cellule patologiche di questa leucemia furono osser-
vate al m.e. (DE Harvex e coll.) (**) e si potettero cosi evidenziare parti--
celle virali di 78 my circa con doppia membrana e localizzate nel cito-
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plasma delle cellule. Gli stessi ricercatori riconfermarono piu tardi que-
sto studio (DeE Harvex e coll. 1960) (*?) e precisarono che le particelle
virali erano presenti anche negli spazi extracellulari.

Nell'estate del 1960 alla Conferenza Regionale Europea di Microsco-
pia Elettronica (Devrr 1960) (°°) De Harven e Friend precisarono ancora
che il loro virus era visibile piu facilmente negli spazi extracellulari e
solo occasionalmente era trovato nei vacuoli citoplasmatici. Le particelle
da loro viste corrispondevano al tipo A descritto da BErxwarp e coll.
(1958) (°*). Gli autori hanno studiato a fondo questo argomento ed han-
no illustrato anche una ipotesi sulla formazione di questi virus,

8 - Altre neoplasie del topo.

Elementi virus-simili sono stati visti in diverse forme di tumori del
topo che non hanno dimostrato, alle prove biologiche, di contenere un
agente filtrabile.

Infatti particelle virus-simili sono state trovate nel melanoma S/91
(DavTon, 1956) (*%), nella leucemia mieloide (Dmocnowskr, 1957) (°% *7)
ed in una leucemia plasmacellulare (Howarsox e coll. 1958) (***), entram-
be trapiantabili, el topo.

In un linfoma trapiantabile del topo da loro isolato, DE Harvex e
Friexp (1960) (*"), hanno visto particelle di 80 my fornite di doppia mem-
brana a sede intracitoplasmalica, del tutto simili a quelle osservate nel
carcinoma mammario del topo. I due ricercatori perd sottolineavano il
fatto (1960) (*°) che il linfoma in questione non & trasmissibile con 1
filtrati, per cui & oscura la relazione esistente tra le particelle viste ed
il fumore. _

Icuikawa (1958) (***) ha trovato anch’egli particelle virali di 70-95
my negli spazi intracellulari di tessuti di topi leucemici del ceppo SL e
di topi con linfosarcomatosi del ceppo AK. Egli perd non esclude che
le particelle viste nulla abbiano a che fare col tumore.

A completamento di questo elenco c¢’¢ da ricordare che SeLBY e
coll. (1956) (*"*) non hanno visto particelle virali nelle cellule del sar-
coma 180 del topo. |

9 - Presenza di corpuscoli virali in organi di animali sani.

Da vari ricercatori & stata segnalata la presenza di particelle di
aspetto virale nei tessuti di animali sani, e cioé senza malattie neopla-
stiche al momento dell’osservazione.
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E’ questo un argomento di grande rilievo Leorico, poiche alfronta
uno degli aspetti pitt importanti sottolineati dai sostenitori della ezio-
logia virale delle neoplasie.

La presenza infatti dei virus nei tessuti di organismi sani starebbe
a dimostrare l'esistenza di forme latenti di virus oncogeni, i quali inizie-
rebbero la loro azione quando si verificassero le condizioni favorevoli
(di ambiente, di etd, «i sviluppo sessuale) alla loro funzione patogena.

Non si comprende tuttavia come mai le forme latenti del virus si
ritrovino nel loro aspetto maturo e con tanta facilith in organismi ancora
sani senza dare inizio alla malattia neoplastica di cui sarebbero respon-
<abili, mentre, d’altro canto, non sempre sono state trovate formazioni
virali nei tessuti di neoplasie filtrabili.

I primi a segnalare particelle virali nel plasma degli animali di con-
trollo furono, a quanto ci risulta, Suare e coll. (1952) (**°). Le stesse par-
ticelle furono da loro viste nei polli con linfomatosi avanzata, ma non
negli animali con malattia ancora nella fase iniziale.

Diversi altri hanno fatto simili segnalazioni.

Nelle culture di fibroblasti normali di pollo le hanno descritte Bane
(1954, 1958) (11 4%) ¢ RoutLLir e coll. (1986) (*™); Horer e coll. (1933) (IS
le trovarono nel plasma di polli normali.

BerNuARD e coll. (1956) (°"), studiando il sarcoma di Rous, trova-
rono le stesse particelle virali anche in qualche tessuto degli animali di
controllo. Uguale constatazione fecero OperuiNG e coll. (1937) (*%%),

Inoltre BexeperTi e coll. (1957, 1958) (** *% *) hanno trovato in
alta percentuale virus simili a quelli della linfomatosi e della eritrobla-
stosi del pollo, in embrioni di pollo ed in puleini sani. Fesvie e coll.
(1958) (2°) hanno coltivato in vitro cellule embrionali di pollo dei ceppi
Leghorn Bruns, immune da linfomatosi e cellule embrionali del ceppo
Leghorn Blane, portatore della malattia. In queste ultime cellule hanno
trovato corpuscoli virali ed hanno percio sostenuto il concetto della la-
lenza del virus. | |

10 - Tumori umana.

La presenza di eventuali virus @& stata indagata anche nei tessuti
neoplastici umani. Ne faremo una rapida sintesi allo scopo di comple-
tare la nostra esposizione.

Nel 1952 MeLnick e coll. trovarono particelle che potevano essere
virus nel citoplasma delle cellule di due casi di papilloma benigno umano.

‘Da una ammalata operata nel 1988 di un mixosarcoma uterino, fu-
rono asportate alcune metastasi studiate poi al m.e. da Leerus e coll.
(1957) (137). Essi avrebbero visto corpi di inclusione citoplasmatica che
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ritennero costituiti da un insieme di particelle virali. Le foto pubbli-
cate in veritd sono poco esplicative e permettono i sollevare qualche
dubbio.

Dmocnowskr si @ occupato anche di questo aspetto del problema
(Dmocnowskr (1988) (*°); Dmocnowskr e coll. 1959) (*°%). Egli ed i suoi
coll. (1959) (*°7) hanno studiato linfoghiandole di 6 pazienti con leucemia
Iinfatica acuta, 2 con leucemia monocitica, 1 con leucemia mieloide, 2
con linfosarcoma ed 1 con malattia di Hodgkin. Particelle simil-virali di
90 myp di diametro furono trovate nelle cellule linfonodali di 3 dei 6 pa-
zientl con leucemia mieloide. Gli estratti dei linfonodi di 8 di questi pa-
zienti hanno dato effetti citopatogeni su culture di cellule renali di scim-
mia. Nessun elfetto avevano invece gli stessi estratti su culture di cellule
embrionali umane. Il sopranatante di tutte queste culture, inoculato in
topi dei ceppt Swiss, C,Hzb/bi e C,H/bi non ha determinato la forma-
zione (i alcun tumore. Precedentemente Dmocuowskr e coll. (1987) (°9)
in una rassegna da loro fatta, allermavano che nei linfonodi di un caso
di leucemia acuta umana furono trovate particelle virali simili a quelle
viste nelle cellule di topi e polli leucemici. Essi dicevano tuttavia che
quelle particelle possono anche non avere nulla a che fare con la malat-
fia in atto ed essere invece dei virus «i sortita. La documentazione foto-
orafica riportata in quel lavoro & inoltre poco dimostrativa.

Ancora Ito, con una serie i osservazioni sistematiche ('I.QBT, 1958,
1959) (M7 ha potuto segnalare la presenza di due tipi di particelle
sferiche nel eitoplasma di cellule circolanti in alecuni pazienti alletti da
forme diverse di emopatie. |

Il primo tipo di particelle aveva un diametro medic di 70 myp, il
secondo, di aspetto vescicolare, aveva un diametro di 45 mj.

Al contrario di quanto ora elencato, un altro gruppo di ricercator:
non ha notato la presenza di particelle virus simili nelle cellule di di-
verse neoplasie umane studiate al m.e,

Hacuenau (1939) (***) in 91 casi i tumori mammari umani sistemati-
camente osservati non ha mai trovato elementi virali. Nel citoplasma di
quelle cellule Haguenau ha visto frequentemente vacuoli contenenti par-
ticelle di 40 my, frutto del secreto ghiandolare. Simili particelle di tipo
aspecifico sone state viste da Ninsson (1988) (1*°) in uteri di topi normali
nella fase dell’estro.

Sono da ricordare inoltre le vaste osservazioni, fatte su leucocili
circolanti ¢ su cellule midollari di individui alfetti da varie forme di
emopatie, da BErxuarp e coll. (1955) (37 %), da Bessis (1954, 1956), (°*7°)
da Bessis e coll. (1955) (7°™), da Low e coll. (1958) (**"), da Grey e coll.
(1938) (**1), da Pease (1958) (*7°), da Kaurz ¢ coll. (1984, 1955) (*°" %),
i quali non hanno mai evidenziato elementi riferibili a virus. |
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Sono infine da ricordare le recentissime ricerche di BRAUNSTEIN ¢
coll. (1957, 1960) (** ™) che, in una estesa indagine sistematica, hanno
osservato casit (i leucemie acute e croniche, linfosarcomi, malattie di
liodgkin, per un complesso di 27 casi. II materiale di studio era costitui-
o da cellule midollari e linfonodulari per un insieme di oltre 100.000
sezioni. Non furono praticamente mai osservali elementi virus simili.

Altri ricercatori (Fox, 1961; GexLeEr ¢ coll. 1948; Grecory, 1960;
Hecvivis, 1949; Haster, 1952), citati da Bernwarp al Congresso europeo
di microscopia elettronica del 1954, avrebbero notato corpuscoli virus
simili nelle cellule neoplastiche umane, ma il polimorfismo dei granuli
segnalati inficiava fortemente la loro specificita ¢ quindi il loro si-
enificato.

Conclusiont.

Alcuni rilievi possono farsi a conclusione sulla gran massa di lavo-
re raceolta intorno all’argomento ora esposlo.

Pit volte @ stata riscontrata, tra i dati riferili, una diversita di opi-
nione circa la grandezza dei corpuscoli osservati.

Cosi & stato infatti per la linfomatosi, per la mieloblastosi, per il
sarcoma di Rous del pollo. Un notevole polimorfismo & stato anche
segnalato da Dmocrowskr (1960) (*°%) e da Howarson e coll. (1960) (**°}
per il virus polioma e da Moogre e coll. (1959) (***) per le particelle viste
nelle cellule del tumore mammario del topo.

E se tulto cio potrebbe, secondo alcuni, spiegarsi con le diverse
condizioni «i ricerca, in realtd bisogna dire che le teeniche usate sono
state fondamentalmente le stesse. D’altro canto, lo stesso fatto che alcuni
ricercatori hanno potuto fare una classificazione di tipi diversi i par-
ticelle virali sta a sottolineare il polimorfismo che in realtd caraltterizza
i corpuscoli virali osservati. Ed interpretare tali diversith ammetfendo
un ciclo evolulivo dei virus & indubbiamente un’opinione apprezzabile,
ma lontana dall’essere dimostrala.

Tale questione infatti presenta aspelti difficilmente spiegabili. Se i
virus oncogeni avessero un ciclo evolutivo, nei tessuti degli animali sani,
ma portatori della forma latente del virus, sarebbe logico aspettarsi il
ritrovamento dei corpuscoli corrispondenti alle fasi pitt immature dei virus
stessi e non invece le forme perfettamente mature quali ¢i mostrano le
{oto esibile dai vari ricercalori che hanno appunto trovato elementi virali
nei tessuti di organismi sani.

Il fatto che le particelle virali siano state trovate anche nei tessuti
di animali e di embrioni sani ha fatto giustamente pensare alla possi-
bile esistenza di forme latenti del virus. Questo concetto & stato brillan-
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fementle sollolinealo da Berzuarp e coll. (1953 (°%) ¢ da OBERLING ¢
coll. (1954%) (**7) che, irradiando cellule neoplastiche, hanno potuto evi-
denziare le particelle virali prima invisibili.

Ma a queste ricerche sono da contrapporsi varie obbiezioni: innanzi
tullo il lavoro di FriepLaesper-BiNeeLLr ('22), negalivo per la ricerca
di virus in un tumore da dibenzantracene, caso in cui, invece, avrebbe
dovulo ottenersi con pit facilitdh una chiara attivazione i un virus even-
lualmente latente; poi ¢’¢ la poco comprensibile circostanza che le par-
licelle sarebbero pit facilmente visibili nelle fasi pit giovanili del tuo-
more anziché nelle fasi avanzate di sviluppo (Eestein 1957, HacueNau
¢ coll. 1957, Gavirorp 1955), (11* 114, 182, 133, 123). o infine, la questione
di maggior rilievo costituita dalla amportante circostanza che non & stato
possibile stabilire un rapporto tra la infetlivita degli estratti tumorali ed
il numero delle particelle virali trovate nelle cellule dei tumori stessi,
come da varie parti e stalo segnalato (Dmocuowskr e Grey 1957, HoLLman
e coll. 1989, Bernuarp e coll., EpsTEIN 1958) (°7: '27. 0, 115)

D’altro canto non si comprende perché debba considerarsi latente
il virus invisibile nellz cellule delle neoplasie filtrabili ed ugualmente
latente il virus visibile presente nelle cellule dei tessuti sani (vedi
paragrafo corrispondente) o nelle cellule delle neoplasie non filtrabili
(RoumLLEr e coll. 1956, Darron 1956, Dmocuowsxkir 1957, Howarson e
coll. 1958, De Harven e coll. 1960, Icnikawa 1958, FriebLANDER e colla-
boratori 1955, 1956, SeELsy ¢ coll. 1954, 1956, Avams e coll. 1957) (*™*
85, 96, 139, 91 142, 123, 124 178, 179, ::r.)’

Per tutte le ragioni ora esposte, BErnnarp (1954, 1958) (°° . )
soltolineava i molti dubbi che le particelle osservale sollevavano. Lo
esempio su cui egli soffermava maggiormente 'altenzione era costituito
dall’assenza di particelle virali nelle ghiandole mammarie di topi i
un ceppo ad alta incidenza tumorale e portatore dell’agente del
latte (1958) (**).

Date le incertezze esistenli ed essendo assolutamente non provata
la specificitd delle particelle osservate, egli era d’accordo con la defi-
nizione di « particelle virus-simili » che era stata prudenzialmente
adottata (1958) (°).

Questioni di rilievo sollevava anche Amano (1958) (°7). Egli infatti
sosteneva la necessita di distinguere, come entitd sostanzialmente diverse,
i virus oncogeni dagli altri virus svolgenti azioni citopatogene ed infiam-
matorie. In altri termini egli sosteneva il concetto che i virus oncogeni
non avrebbero la tendenza a proliferare nelle cellule ospiti, poicheé que-
sto fatto porterebbe al blocco «della funzione cellulare impedendole di
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moltiplicarsi. T virus oncogeni si fermerebbero pertanto alla superficie
della cellula, al contrario dei virus infiammatori, i quali proliferano in
modo da ledere organi importanti della cellula con conseguente distru-
sione della stessa. Invece i virus oncogeni ¢ le cellule neoplastiche
debbono coesistere per permettere la proliferazione cellulare.

Quindi, egli concludeva, i virus che si moltiplicano nel nucleo o nel
citoplasma non possono essere ali induttori della malignita nelle cellule,
nelle quali invece sarebbero presenti solo le forme immature dei virus.

Per questa ragione Amano sosteneva che le particelle descritte da
Fawcerr (1956) (1) nelle cellule del tumore di Lucké, che portavano
a deformazione della cromatina nucleare, debbono considerarsi virus di
inquinamento e non gli agenti responsabili della neoplasia. Lo slesso
ragionamento deve farsi a proposito del virus della mixomatosi e del
fibroma del coniglio che non rientrerebbero nel gruppo dei virus onco-
oeni, perche la loro inoculazione si accompagna a reazione infiamma-
loria nei conigli infetfati.

Come esempio «i virus oncogeno Amano si riferiva al virus del latte
del carcinoma mammario del topo che si formerebbe nellinterno del
citoplasma ¢ verrebbe poi espulso nel lume del dotto nella sua forma
matura. Un tipo di sviluppo del tutto diverso, quindi, da quello degh
altri virng — come ad esempio quello dell’ectromielia — che distrug-
aono le cellule infettate.

Si pud percid concludere dicendo che, se vi sono dati ed immagini
che possono far pensare all’esistenza i particelle virali nelle cellule
neoplastiche, nulla pud escludere che le immagini viste siano da rife-
rire a virus di inquinamento sopravvivenli nei tessuli neoplastici attra-
verso 1 passagei seriati. Comungue, un largo margine «i dubbio deve
cssere riservalo su lulta questa branea di ricerca,

1T - PARTE SPERIMENTALE

Trovandoci a disporre di una leucemia sperimentale del ratto, il
“micloma di Oberling, Guérin ¢ Guérin (Viorante e coll., 1958) (**7),
abbiamo voluto indagare se nelle cellule di questa neoplasia fossero pre-
senti elementi virali rilevabili al m.e.

Il concetto di ricerca era basato su precedenti lavori condotti su
questa neoplasia, lavori che avrebbero dimostrato Pesistenza di un virus
nelle cellule del mieloma (Magrasst e coll., 1957) (**%).

Il virus isolato fu definito CLM, ma ben presto la sua consistenza
si riveld nulla, essendo infatti il CLM un agente patogeno — non filtra-
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bile attraverso i comuni filtri da batteriologia — che fu isolato occa-
sionalmente una sola volta da questa neoplasia, rivelandosi cosi un ele-
mento di sortita.

Purtuttavia, successive ricerche permisero di evidenziare che i fil-
trati del mieloma svolgevano azione citopatogena su cellule coltivate in
vitro e che i liquidi di cultura, inoculati a ratti, avevano la capacita
di inibire Dattivith di un enzima, la 3-idrossiantranilicoossidasi, nel
fegato degli animali trattati (QuacrLiariELLo e coll., 1958) (**°), inibizione
in tutto simile a quella riscontrata negli animali portatori del micloma
(QuaGLIARIELLO ¢ coll., 1957) (**Y).

Si pensd, in realld senza una ragione fondata, che ['inibizione
enzimatica di cui sopra polesse essere legata alla presenza di un virus,
sia nelle cellule del mieloma, sia nelle culture di tessulo.

Questa interpretazione appariva arbitraria. Ciononostante, abbiamo
fermato la nostra altenzione su questa neoplasia, sembrandoci di nole-
vole rilievo il poter affermare o negare la presenza i elementi virali
nelle cellule del mieloma.

La ricerca ¢ stata condotta anche su cellule prelevate dalla massa
neoplastica di animali mielomatosi sottoposti a trattamento citostalico
con Bis (B-cloroetil) p-aminofenilalanina.

Quest’ultimo tentativo era fatto con la speranza che la lisi cellulare
indotta dal citostatico potesse permellere una pit facile evidenziazione
di virus eventualmente presenti nelle cellule.

RISULTATI

In un periodo di due anni di sistematiche ricerche sono slate osser-
vate migliaia di cellule miclomalose, in nessuna delle quali sono state
viste immagini riferibili a formazioni virali.

In un precedente lavoro (Steve Bocciarerni, Viorante, 1954) (')
sono stati deseritti i caratteri morfologici delle cellule di questa leucemia
del ratto. Si trattava di grosse cellule di 8-10 micron, con un nucleo
polimorfo, nucleolato. Il citoplasma, ampio e sfrangiato, & apparso ricca-
mente fornito di reticolo endoplasmico e di apparato mitocondriale. Il
primo, evidentissimo, costituito da un sistema lacunare ampio, vacuo-
lare, era abbondantemente fornito di microsomi. I mitocondri, nume-
rosi, presentavano delle alterazioni strutturali.

Per le irregolarith nucleari, per l'aspetto del citoplasma, caratte-
rizzato dalla ricchezza delle formazioni endoplasmiche e mitocondriali,
questi elementi cellulari furono considerati di diretta derivazione dalle
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cellule reticolo-istiocitarie ed a queste accostabili anche per la presenza
dei grossi nucleoli (foto 1-2).

Come abbiamo gid accennato, & stato da noi intrapreso anche lo
studio sull’azione di un citostatico, la bis (8-cloroetil) p-aminofenila-
lanina, sulle cellule mielomatose in vivo (STEVE BOCCIARELLI, VIOLANTE,
1960) (**7). Ratti mielomatosi, giunti al 12° giorno dall’innesto e quindi
in fase di pieno sviluppo tumorale, venivano inoculati per 3 giorni di
seguito con B mg di bis (B-cloroetil) p-aminofenilalanina al giorno per
via intramuscolare.

Ai fini del presente lavoro ci ripromettevamo, con tale tecnica, di
ottenere la lisi delle cellule neoplastiche, il che ci avrebbe forse permesso
di evidenziare meglio la presenza di eventuali virus,

Inoltre lo studio in questione ci ha dato la possibilita di seguire,
in via puramente morfologica, le fasi di attacco del citostatico sulle
cellule neoplastiche. Queste fasi possono cosi essere riassunte:

1) le prime modificazioni delle cellule mielomatose sottoposte a
trattamento citostatico erano a carico del nucleo e dell’apparato nucleo-
lare, il quale ultimo tendeva a scomparire (foto 3);

2) nel nucleo si notava dapprima un processo di addensamento
della massa cromatinica che si mostrava piu compatta e pit opaca; suc-
cessivamente comparivano irregolaritd dei contorni e quindi frammen-
tazione nelle ultime fasi di sopravvivenza (foto 4-5);

3) le alterazioni a carico dei mitocondri e degli altri organuli cito-
plasmatici sembravano insorgere in un secondo tempo e forse conseguen-
temente alle alterazioni nucleari. I mitocondri erano in degenerazione
di tipo grassa o jalina, mentre il reticolo endoplasmico appariva sempre
disorganizzato (foto 3);

4) nel citoplasma si notava la comparsa di ampie lacune, mentre
solo raramente si riscontravano formazioni riferibili a corpi fagocitati.
Nella foto 6 sono raccolte un gruppo di cellule che riassumono ftutte le
varie fasi di alterazioni descritte.

Per cid che riguarda la ricerca dei virus oncogeni nel tessuto mielo-
matoso, come abbiamo precedentemente detto, essa & stata completa-
mente negativa. Sia nelle cellule, sia negli spazi extracellulari, non sono
state viste particelle virus-simili. Tutto cid naturalmente aumenta le
perplessitd sulle presunte « entitd virali » precedentemente isolate in
questo tumore del ratto (vedi lav. citati).

Interessante invece il reperto di false immagini virali che ci sembra
importante sottolineare, poiché il loro reperto investe un piu vasto
campo di discussione.
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Facilmente, nelle cellule di questa leucemia del ratto, i mitocondri
sono apparsit profondamente alterali, tanto da mostrare a volte nello
interno pseudo corpicciuoli. Su queste formazioni abbiamo posto la nostra
attenzione riuscendo cosi a cogliere aspetti particolari che, in alcuni casi,
potevano far pensare a corpuscoli dalla struttura ben definita.

Nella foto n. 7 diamo la dimostrazione i quanto asserito.

Nella serie di immagini esibite & facile seguire I’alterazione mitocon-
driale in fasi diverse che vanno dalla semplice disorganizzazione strut-
turale (foto 3) alla configurazione pseudo corpuscolata (foto 7) al disfa-
cimento e rottura del mitocondrio stesso (foto 8).

Recentemente Icmmkawa (1959) (') ha svolto un’attenta ricerca sul
citoplasma di cellule leucemiche. Accanto a corpuscoli che egli definisce
virali, ha descritto alcune formazioni presenti nelle vescicole citopla-
smatiche, di aspetto tondeggiante, che facilmente possono trarre in errore
trattandosi di corpuscoli non virali e che egli definisce « pseudovirus ».

D’altro canto, che le strutture da noi trovate nelle cellule mielo-
matose siano delle false immagini virali ce lo dimostra anche la loro
presenza in cellule renali di scimmia coltivate in vitro e infettate con un
virus ECHO 9.

Anche in queste cellule, durante il Toro processo di disfacimento,
¢ possibile vedere formazioni citoplasmatiche di aspetto corpuscolato.
Esibiamo al proposito alcune immagini. La prima (foto 9) con le forma-
zioni corpuscolate di aspetto simil-virale e le altre (foto 10-11) corri-
spondenti a fasi di alterazioni cronologicamente successive, con aspetti
di ulteriore disfacimento dei medesimi corpuscoli e delle formazioni
vescicolari che 1i contengono. |

Il virus ECHO 9 da noi purificato e studiato al m.e. (ARCHETTI e
coll., 1961) (*°°) non @& stato mai repertato. nelle vaste osservazioni da
noi eseguite, né nei tessuti degli animali infettati, né nelle cellule colti-
vate in vitro ed infettate, per cui le immagini da noi esibite non possono
ritenersi che artefatti cellulari. Un’ulteriore conferma alle nostre vedute
ci & fornita anche dalla recente ricerca di Rirkinp e coll. (1961) (19, i
quali hanno studiato al m.e. il virus ECHO tipo 9 e lo hanno descritto
con aspetti del tutto diversi dalle immagini pseudo corpuscolari da noi
occasionalmente riscontrate (vedi foto 9).

In un’altra serie di foto (n. 12-13-14) riportiamo delle immagini
accostabili a1 corpi di Gray. In queste zone citoplasmatiche alcuni autori
avrebbero ravvisato la matrice virale, poiche in quelle compagini avreb-
bero potuto distinguersi formazioni corpuscolate da essi ritenute virus.

In realtd queste zone, andando incontro ad un processo di disfaci-
mento, possono mostrare, in una determinata fase, un aspetto pseudo
corpuscolare che da adito facilmente a confusioni.
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Le considerazioni ora falte ¢i inducono a fare molte riserve sui
reperti che, forse con ftroppa facilita, vengono iterpretati come forma-
zioni virali nelle cellule neoplastiche studiate al m.e.

'CONCLUSIONI

In base alle lunghe osservazioni fatte al microscopio elettronico su
cellule leucemiche di ratto, possiamo affermare che non vi & reperibilita
di formazioni virus-simili in quelle cellule. Il substrato biologico su cui
abbiamo lavorato era costituito dal mieloma di Oberling, Guérin e
Giuérin, una leucemia trapiantabile del ratto non trasmissibile mediante
filtrati. Cicnonostante abbiamo ugualmente condotto la ricerca di even-
tuali particelle virali in questo tumore, sia perché alcune correnti di
pensiero affermano non essere ln mancanza i trasmissibilita mediante
filtrati un dato sufficiente per escludere l'eziologia virale di una neo-
plasia, sia perche, in precedenti ricerche piu sopra citate, era stata
sostenuta, con metodi diretti (isolamento, coltura su tessuto) ed indiretti
{modificazioni metaboliche), I'esistenza di entitd virali in questo tumore
del ratto.

Le nostre osservazioni escludono, sul piano morfologico, 1'esistenza
di virus nelle cellule studiate.

La nostra attenzione & stata richiamata invece da false immagini
corpuscolari, evidentemente determinate da alterazioni citoplasmatiche,
probabilmente mitocondriali. _

A nostro parere, infatti, sono le strutture interne dei mitocondri o
d’altre formazioni citoplasmatiche che, andando incontro a pro-
cessi distruttivi, possono assumere, in una determinata fase, l'aspetto
pseudo-corpuscolato,

In altre circostanze, sono corpi fortemente osmiofili a sede introcito-
plasmatica, la cui presenza & dovuta probabilmente all’attivitd fagoci-
tante delle cellule. Questi corpi, andando incontro a disfacimento, mo-
strano in alcuni punti della loro massa, un aspetto pseudo corpuscolato.

I nostri reperti ci hanno fatto ritenere esservi possibilitd di cadere
in errore in questo tipo di ricerca. Di cid bisogna tener conto nella
valutazione delle osservazioni fatte al microscopio elettronico per la
ricerca di virus oncogeni, la cui raritd di reperto e la incostante presenza
non solo nella stessa neoplasia, ma perfino nello stesso preparato, deb-
bono, almeno in certi casi, senz’altro far pensare a possibilita di errori
legati alla presenza di false immagini.

Ringraziamo A. Chiozzotto, F. Piccirilli, N. Tomassini e F. Valente
@) 3
per la loro valida e intelligente cooperazione,

Roma — Istituto Superiore di Sanitd - Laboratori di Fisica.
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