Disciplina de micraobiologie (cond.: prof. dr. I. Lasz16, doctor in medicina)
a LM.F. din Tirgu Mures

ACTIUNEA VIRUSURILOR GRIPALE ASUPRA CARACTERELOR
ANTIGENICE ALE CELULEI ASCITICE EHRLICH

1. Ldszlo, 1. Demeter, luliana Both

Avind in vedere ca intre anii 1950-—1970 o serie de lucrari experi-
mentale si unele observatii clinice asupra regresiunii spontane a unor
tumori maligne a ridicat problema daca organismul poate reactiona impo-
triva celulelor neoplazice prin mecanisme imunologice, ne-am propus
studierea acestei ipoteze pe soareci albi (tulpina Swiss) cu carcinom asci-
tic Ehrlich.

Se conslderd ca organismul gazdd poate declansa un raspuns imun
care sd duca la regresia sau chiar distrugerea tumorii. Aceste procese de
recunoagtere imunologicd sint posibile datorita existentei unor structuri
antigenice deosebite, prezente la celulele neoplazice amplasate pe mem-
brana de suprafata a celulei tumorale, care.ar putea initia un raspuns
imun adecvat, care in final duce la respingerea in vivo a celulei. Daca
antigenele de suprafata sint slab imunogene, rdspunsul imun nu va putea
limita dezvoltarea procesului canceros,

Cu privire la incercarile-de a modifica’antigenitatea suprafetei celu-
lelor tumorale, mentiondm ca in anul, 1966 am tratat celule de melanom
de hamster cu antigen gripal{(Grippe Virus\ A, ~* Behringwerke), reusind
sd demonstram aderarea antigenului la- membrana celularid. In aceste
cercetari preliminare in care hamsterii. auvfost  Ainoculati prealabil cu
celule de melanom cuplate cuantigeni gripal si inactivate prin formol,
apoi dupa 3 siptamini au fost inoeulati subcttanat cu celule vii de me-
lanom, dezvoltarea tumorilor a fost mai lentd decit la animalele neimu-
nizate.

Chiricutd si colab. (1) au studiat posibilitatea maririi antigenitatii
carcinomului Ehrlich prin virusul Coxsackie B,, ajungind la concluzia
ca imunizarea prealabila a animalelor cu celule tumorale cultivate in vi-
tro in asociere cu virusul Coxsackie B,, scade mortalitatea animalelor
fata de lotul martor.

Hdkkinen si colab. (2), dupad imunizarea soarecilor cu antigene pre-
parate din supernatantul celulelor Ehrlich infectate cu virus gripal, res-
pectiv cu virusul stomatitei veziculare, acestia devin mai rezistenti la
inoculdri cu celule ascitice Ehrlich, decit animalele neimunizate.

Ipoteza noastrd de lucru —, bazata pe observatiile'sus-‘amintite
(Ldszlé si colab., 1966) prin care s-a aratat ca virus:ul gripal 1r.1tére$te
proprietatea imunogena a celulelor canceroase, daga gcest antigen se
leaga de membrana celulara — sprijinita pe datele din h.teratgra 'd(.e spe-
cialitate, partial similare, ne-a permis efectuarea unor imunizari impo-
triva cancerului experimental.



Material §i metodd

1. In experientele de imunizare in total au fost folositi 121 de soa-
reci albi (tulpina Swiss) obtinuti de la Biobaza ILM.F. Tirgu Mures, im-
partiti in 7 serii. Alte 30 de animale au fost folosite pentru studierea
preliminard a caracterelor morfologice si de patogenitate ale celulelor
Ehrlich. Pentru inocularea soarecilor s-a folosit 0,2 ml suspensie de cel.
Ehrlich (50 milioane cel.,ml).

2. Antigene folosite pentru imunizare.

Celulele ascitice Ehrlich recoltate dupa 7—10 zile de la inocularea
soarecilor, au fost spalate cu tampon SST si din suspensie de celule
(cca 5 mil. celule ml) cite 2 ml au fost introdusi pentru cultivare in 18 ml
mediu de crestere (mediul Mgy + 10%, ser de cal 4 100/, ser de vi-
tel + 50 ug kanamicina). Suspensiei astfel obtinute i s-a adaugat 0,5 ml
antigen gripal A (England/42/72) sau antigen gripal B (Hong Kong)
8(73) nediluat obtinute de la Institutul I. Cantacuzino, Bucuresti.
Dupa 48 ore de cultivare la 37°C, celulele Ehrlich au fost centri-
fugate, spalate cu tampon SST si tratate cu formol neutru 1/4000 timp
de 24 h la 4-4°C. Excesul de formol s-a indepartat prin spalarea celule-
lor cu sol. tampon, dupa care s-au resuspendat in tampon, si au fost cen-
servate cu tiomersal 1/10000.

In seriile in care la suspensia de celule s-a mai adaugat si adjuvant
Freund, prepararea antigenului 's-a' facut.dupid metodele uzuale.

Seriile de animale si modul.,de vaccinare sint redate in tabelul nr. 1
impreuna cu rezultatele obtinute.

3. Cercetari in vitro' pentru/ 'evidentierea raspunsului imun celular.

De la animalele din/ loturile/imunizate (cu cel. Ehrlich cu virus gri-
pal si formolizate —| Ag AE--VGA — cul celule Ehrlich cu virus gripal
si adjuvant Freund -+ Ag AE4-VGA | adj/F -~ cu celule Ehrlich si adju-
vant Freund — Ag AE-ladjE.—=—cu cel.<Ehrlich — AE —) precum si
de la cele din lotul netratat, s-a, recoltat splina in scopul prepararii sus-
pensiilor de celule splenice (500 000 cel'ml) si a examindrilor histo-
patologice.

Din fiecare suspensie de celule splenice s-a repartizat cite 0,5 ml in
tuburi, peste care s-a addugat cite 1 ml cel. Ehrlich (5 ml celule ml) sus-
pendate in SST si cite 0,5 ml alexinp dil. 1/40. Tuburile au fost menti-
nute la temperatura laboratorului (20°C) si apoi la 37°C, cite 30 min., o
serie fiind tinuta 12 ore la -}-4°C.

Dupi acest timp din sedimentul suspensiilor celulare au fost efec-
tuate frotiuri colorate dupi metoda Giemsa si examinate la microscop.

4. Cercetiri histopatologice.

Fragmente din ficatul recoltat de la animalele din loturile imuni-
zate dupa fixare in sol. Dubosq-Brazil si includere in parafind s-au efec-
tuat sectiuni, colorate cu hematoxilini-eozind care au fost examinate la
microscop, urmarindu-se nu numai alterdrile tesutului hepatic, dar si
aparitia celulelor Ehrlich fn parenchim.

Rezultate

1. Rezultatele supravietuirii si aparitia ascitei la animalele imuni-
zate si ulterior inoculate cu celule ascitice Ehrlich sint prezentate in ta-
belul nr. 1.
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Tabelul nr. 1

IMUNIZARE | ' Inocculare de celule A.E. 0,25 ml ip.
9]
e Supravietuirea si aparitia ascitei
% = in ziua
g Substanta Tanti- | E
8| 8 folosita tatea | El'E 1-a 7-a 15-a 21-a 27-a 30-a 35-a
=| 4| pentru imunizare| adm. (&3 : .
. ] . P - . N . S LN SN
Z| Z OJ[Z|h < G <A B < A<LHLA <
1. 40 AE+VGA 3x0,2ml sc. 2727 —23112114151010 7 7 5 2 —
2. 20 AE4+VGA+adjF 3x02ml sc. 1818 —16—15 215 211 3 9 — 4 —
3. 20 AE4+VGB+adjF 2x02m! sc. 1414 — 13 —13 111 2 9 2 6 2 5 1
4. 20 AE+adjF 2x0,2ml sc. 1616 — 14 113 7 9 7 5 5 4 4 — —
5. 20 AE+VGB 1ml ip. 1414 —13—13 712 710 6 8 6 3 1
6. 20 AE 1ml ip. 1212 —10-—10 8 9 8 5 5 5 5 1 1
7. 20 Control - — 2020 —18—15171111 7 7 2 2 1 —

Putem constata cd supravietuirea soarecilor in lotul vaccinat cu
wAE+VGA-f-adj.“ si la cel vaccinat cu ,,AE4+ VGB-+-adj.¢ poate fi obser-
vata si dupa 35 zile de la inocularea cu celulele vii, dar existi o supra-
vietuire mai mare fata de martori si-laloturile in care vaccinarea s-a
efectuat cu celule Ehrlich+4-vitus gripal fara adjuvant.

2. Figura nr. 1, care prezintad evolutia cazurilor cu ascita, confirma
cele mentionate anterior.
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In figura nr. 2 prezentam frecventa ascitei la diferite loturi de soa-
reci imunizati in ziua a 15-a dupa inocularea lor cu celule Ehrlich vii.

Este evident ca fata de incidenta mare a cazurilor ascitice la lotul
martor (85%)), la cele imunizate cu celulele cuplate cu virusuri gripale
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Eig. nr.2

si adjuvant (AE+VGA/J-adjisi AEFVGB+-adj.), aparitia ascitei este
doar de 11,11%,, respectiv 7,14%},5;ceea ce subliniaza cresterea antigeni-
tatii suprafetei celulare sub influenta\ virusurilor gripale.

4. Rezultatele cercetarilor<inewvitro/pentru evidentierea raspunsului

imun celular.

Tabelul nr. 2

Prezenta si intensitatea aderarii
limfocitelor obtinute din splina

Nr. Antigen folosit
crt. pentru imunizare animalelor imunizate la celulele Ehrlich
in prezenta alexinei
1. AE4VGA sau VHB 4+ 4 sau +++
2. AE inactivat + sau negativ
3.  Martor (fira imunizare) negativ
4. AE neinactivat +
5. AE+VGA sau VGB+adj. ++
6. AE+adjuvant *

Observatii : + : foarte rar aderari; 4 : 1—2 limfocite;
-+ : 3—4 limfocite in jurul celulelor;
+ + + : peste 4 limfocite aderate la celule Ehrlich



In aceasti serie de cercetiri a fost urmarita aderarea — respectiv
acumularea — celulelor splenice, obtinute de la animalele in prealabil
imunizate cu celule ascitice. Constatarile sint cuprinse in tabelul nr. 2.

Dupa cum reiese din datele acestui tabel, acumularea’aderarea celu-
lelor splenice la celulele Ehrlich este mai marcata la seriile care provin
de la animalele imunizate cu celule Ehrlich+virus gripal, decit la cele-
lalte serii, ceea ce subliniazd faptul, cd mixovirusurile pot intiri antige-
nitatea celulelor tumorale, — in cazul nostru mobilizind limfocitele din
splina impotriva celulelor ascitice Ehrlich.

Discutarea rezultatelor s§i concluzii

Din rezultatele cercetirilor noastre reiese ca celulele ascitice Ehrlich,
in prezenta virusurilor gripale pot cistiga caractere antigenice aprecia-
bile, ceea ce poate fi dovedit prin:

— prelungirea perioadei de supravietuire a animalelor imunizate cu
celule Ehrlich cultivate cu virusurile gripale si inactivate ulterior prin
formol (AE+VGA; AE4VGB — cu adjuvant);

— frecventa mai scazuti a ascitei la animalele imunizate cu celule
AE+VGA+adjuvant (11,11%) siAE+4VGB4-adjuvant (7,14%,), fatd de
martori (85%);

— aderarea maj pronunf{ata la celule-Ehrlich a limfocitelor, prove-
nite din splina animalelor’ imunizate/cu celule\Ehrlich+virusuri gripale;

— absenta alterdrilor ~hepatice«la sloturile |de | animale imunizate in
prealabil cu celule Ehrlich+-virusul’ gripal, si inoculate ulterior cu ce-
lule ascitice, fata de martorii’ neimunizati, la/care s-a pus in evidenta
degenerarea hidropica a celulelor /hepatice' gi/infiltratii perivasculare sau
in parenchim cu celule mononucledre, histioCite si fibroblasti.

Se pare ca virusul gripal.produce modificiri la nivelul compozitiei
chimice a membranei celulare imprimind caractere antigenice aprecia-
bile celulelor.

Cu privire la limfocitele care au prezentat proprietdti de aderare la
celulele Ehrlich in prezenta alexinei, acestea fac parte din celulele uci-
gase anticorp dependente (celule K). In unele cazuri aderarea se mani-
festd prin formarea unor punti citoplasmatice intre celulele splenice si
cele ascitice.

In concluzie, putem afirma pd baza celor discutate mai sus, ca in vi-
tro este posibilda modelarea antigenitdtii suprafetei celulelor canceroas¢
cu ajutorul mixovirusurilor,
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ACTION OF INFLUENZA VIRUSES ON THE ANTIGEN FEATURES
OF THE EHRLICH ASCITIC CELLS

The influenza viruses cultivated in~“the Ehrlich ascitic cells can ensure them
considerable antigen characters. The increase of the antigenity is shown through the
prolongation of the survival period of mice immunized with Ehrlich cells cultivated
with influenza viruses and then  inactivated with formol, as compared with
the animals of the control group. At the same time a decrease of the appearence of
ascites can be observed in the immunized animals (7.14 — 11.11%%) inh comparison
with the control group (85%) and a more distinct adherence to the Ehrlich cells of
the lymphocytes derived from the spleen of the animals immunized with Ehrlich’s
cells and influenza viruses,



