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Daniel CHIBOWSKI

Badania immunohistochemiczne komérek raka puchlinowego Ehrlicha
HMMyHOrMcTOXMMIYECKIIE MCCIIeA0BAHMA KJIETOK BOAAHOTO paKa JIpiamxa

An Immunohistochemical Investigation of the Cells of Ehrlich’s
Ascites Carcinoma

Zasadniczym problemem w immunologii zlo$liwych nowotworéw jest roz-
strzygniecie zagadnienia zmian skladnikéw antygenowych w komérkach w toku
kancerogenezy. Dostateczne opracowanie iego zagadnienia pozwoli by¢é moze na
wezesng serodiagnostyke i seroterapie nowotwordéw. Pionierskie prace nad anty-
genowa strukturg nowotwordéw zlo§liwych podjete byly niezaleznie od siebie
w latach trzydziestych naszego stulecia przez Hirszfelda i wsp. w Polsce (13)
oraz Witebskego i wsp. w Niemczech (cyt. wg 18). Przed kilkunastu laty
Zilber i jego szkola zapoczgtkowali rozlegle badania nad skladnikami antygeno-
wymi nowotwordéw zlosliwych ludzkich i zwierzecych przy pomocy metody uczu-
lania i odczulania §winek morskich (24, 25, 26). Tg droga wykazali oni we frakeji
nukleoproteinowej obecno§é antygenéw nie wystepujacych w tkankach prawi-
dlowych w przypadkach biataczki ludzkiej, jak réwniez i w nowotworach zwie-
rzecych (watrobiaku myszy C3H wywolanym ortoazoaminotoluenem, miesaku Rousa
i brodawczaku Shopa). Khramkowa i wsp. (16), postugujagc sie¢ metodg pre-
cypitacji w zelu wg Olichterlonego oraz Abelew i wsp. (1), tg samgy
technikg, wykazali w przeszczepialnym watrobiaku myszy C3H antygen nieobecny
w normalnej watrobie, ani w innych narzgdach myszy tego szczepu. Jednoczeénie
nowotwoér ten byt pozbawiony antygenu obecnego w prawidlowej watrobie. Hi-
ramoto i wsp. (14) wykazali przy pomocy metody immunohistochemicznej brak
swoistych narzadowo antygendéw w do$wiadeczalnych watrobiakach szezuréw. Wy-
kazano réwniez brak specyficznych narzgdowo antygenéw w przypadku raka
ptaskonablonkowego skéry u ludzi (19), jak réwniez w przypadkach ludzkich
rakéw mprzewodu pokarmowego. Wydaje sie wiec, Ze mozna obecnie uwazaé za
fakt do$wiadczalnie udowodniony, ze w procesie kancerogenezy dochodzi nie tylko
do powstawania nowych komplekséw antygenowych, lecz réwniez do utraty nie-
ktérych wlaSciwo$ci antygenowych komérek prawidlowych. Interesujgca hipoteze
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kancerogenezy opartej na nowych osiggnieciach biochemii kwaséw nukleinowych,
w polgczeniu z immunologiczng koncepcja powstawania raka wg Green’a (10, 11),
podaje ostatnio Burch (5).

CEL BADANIA

Celem badan jest analiza budowy antygenowej komoérek RPE *, przy zasto-
sowaniu metody fluoryzujgcych przeciwecial.

Material i metody badan

1. Badania przeprowadzono na wysickowym raku Ehrlicha, przeszczepionym
na samcach i samicach myszy szczepu A Strong **.

2. Specyficzne przeciwciala uzyskiwano w nastepujacy sposéb: kréliki wagi
okoto 3 kg zZywione dietg zwykla immunizowano wg nastepujgcej metody: po 1 ml
5% zawiesiny trzykrotnie przemytych w 0,15M NaCl komérek RPE wstrzykiwano
dozylnie, podskérnie, $rodskérnie, domie$niowo i dootrzewnowo wg nastepujacego
schematu:

1 tydzienh — pierwszego dnia szczepiono komoérki RPE wraz z adjuwantem
Freunda, 2 i 3 dnia 5% zawiesing komérek RPE, 5 dni odpoczynku.

2, 314 tydzien — kroliki szczepiono co 3 dzieh 5% zawiesing komérek RPE
w soli fizjologicznej. Tydzien odpoczynku, po czym pobrano krew droga punkcji
serca w celu okre$lenia miana aglutynacji. Aby uzyskaé bardziej aktywng suro-
wice, stosowano dwukrotng reimmunizacje. Surowice kroélikéw, ktére najlepiej
zareagowaly na immunizacje mieszano razem i okreSlano miano aglutynacji
w stosunku do komoérek RPE i erytrocytéw mysich wg metody podanej przez
Fitcha (9).

3. Poniewaz uwaza sie, Ze przeciwciala wystepujg we frakecji y-globulin su-
rowicy kroliczej, frakcja ta byla analizowana jako miara wytworzonych prze-
ciwcial. Ilo§é ogdlng bialek oznaczano refraktometrem Zeissa, a frakcje biatkowe
za pomocy elektroforezy bibulowej, uzywajgec buforu weronalowego o pH 8,6.
Czas trwania rozdzialu wynosit 8 godzin przy napieciu 260V. Paski zabarwione
czernia amidowg 10B cieto na poszczegélne frakcje, tugowe 0,4% NaOH i ozna-
czano w fotometrze Pulfricha. Badanie to wykonano przed rozpoczeciem immu-
rizacji, a nastepnie po jej ukonczeniu.

4, Badania immunohistochemiczne. Surowice otrzymang od krélikéw immu-
nizowanych komérkami RPE w podany spos6b mieszano razem, dodajac w celach
konserwacyjnych merthiolat w stezeniu 1:10000. Znakowanie FIT-em *** prze-
prowadzono wg metody podanej przez Nairna (19), uzywajac 0,05 mg FIT-u
na 1 mg bialek surowicy. Po 18 godzinach mieszania w temp. 2°C koniugate
przeniesiono do woreczka dializujgcego i dializowano przez 8 dni, wobec czesto
zmienianego 0,15M NaCl o pH 7,1. Tak przygotowang koniugate przechowywano
w lodéwece w temp. 4°C. W celu zlikwidowania barwienia nieswoistego wytrzasano
koniugate przez godzine z pudrem acetonowym z watroby szczura, nastepnie

* W pracy uzywam nastepujacych skrotéw: FIT — fluoresceiny izotiocyjanian. RPE —
rak puchlinowy Ehrlicha.

** RPE i myszy szczepu A Strong otrzymaliS§my od dr H. N. Green’a, Department
of Experimental Pathology and Cancer Research, School of Medicine, Leeds 2, Anglia.

**» FIT f-my Sylwania Chemical Corp., Orange, N.Y. USA.
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roztwér odwirowywano przez 20 minut przy 16 000 obrotéw na minute w temp. 2°C
(stosowano 200 mg pudru acetonowego na 1 ml koniugaty). W ten sposéb oczy-
szezona koniugata . byla. absorbowana zliofilizowanymi komoérkami RPE oraz
swieza calkowita krwia mysia. Heparynizowana krew mysia dodawano w ilosci
1 ml na 2 ml znakowanych globulin. Zliofilizowane komoérki RPE dodawano
w proporeji 200 mg na 1 ml znakowanej surowicy. W celu skompensowania roz-
cieficzenia znakowanej surowicy, powstalego na skutek dodawania krwi mysiej,
dolewano 1 ml 0,15M NaCl na kazde 2 ml surowicy absorbowanej pudrem
z watroby szezura i zliofilizowanymi komérkami RPE. Rozmazy wykonywano ze
$§wiezo pobranego piynu wysiekowego lub 3-krotnie przemytych komérek RPE
w 0,15M NaCl o pH 7,1. Rozmazy suszono w eksykatorze prézniowym nad P,Os,
niektére z nich barwiono bezpo$rednio po wysuszeniu, inne za§ utrwalano przez
30 minut w 96 % etanolu. W celu zbadania reakcji krzyzowych skrawki z nerek,
watroby oraz pluc skrojono w kryostacie w temp. —20°C. Tak wykonane rozmazy
i preparaty ,barwiono” znakowanymi globulinami anty RPE, stosujac metode
bezpoSrednia wg Coonsa w modyfikacji Mellorsa (17). W badaniach mi-
kroskopowych postugiwano sie 10 amperowg lampa lukows f-my Zeiss z przy-
stawks do zwyklego mikroskopu. Jako filtru wzbudzajgcego uzywano filtru
Schotta BG;, grubos$ci 4 mm. Role filtru zamykajgcego spelnial filtr , Euphos” OG,.
Zdjecia wykonywano na filmie negatywowym ,Fluorofilm Z” produkeji polskiei.

WYNIKI BADAN

A. Badania elektroforetyczne. Elektroforezg bibulowa wykazano, ze
surowica krélikow immunizowanych komérkami RPE zawiera znacznie
wyzszy poziom v-globulin w poréwnaniu z surowicg pobrang przed
immunizacjg. Wyniki badan elektroforetycznych przedstawione sg
w tab. 1.

Tab. 1. Analiza elektroforetyczna kroliczych surowic przed i po immunizacji
Electrophoretic analysis of the rabbit sera before and after agglutination

Surowica krolikéw Surowica kroélikéw
Frakcje biatek przed immunizacja immunizowanych

gr/100 ml % egr/100 ml %

bialko catkowite 6,70 100 7,70 100
albuminy ) 3,84 57,43 3,42 44,41
globuliny catkowite 2,85 42,58 4,28 55,43
a-globuliny 093 | 1388 1,09 14,01
B-globuliny 0,92 13,70 1,18 15,32
y-globuliny | L0 | 1500 2,01 26,10

B. Miana aglutynacji surowicy znakowanej FIT-em okre§lane byty
zarowno w stosunku do komérek RPE, jak i mysich erytrocytéw. Wy-
niki zestawione sg w tab. 2.
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Tab. 2. Miana aglutynacji dla komérek RPE i erytrocytéw mysich
Titers of agglutination for the RPE cells and mouse erythrocytes

Znakowan'e FIT-em anty RPE Erytrocyty mysie; Komérki RPE
globuliry, absorbowane: :
niczym | 1:256 1:3072
pudrem z watroby szczura 1:192 1:2048
pudrem z watroby myszy 1:192 1:2048
catkowita krwiag mysiag 1: 96 1:2048
zliofilizowanymi komoérkami RPE 1: 48 1: 192
globuliny od krélikéw kontrolnych,
absorbowane:

niczym 1: 16 1: 16
pudrem z watroby szczura 1: 16 1: 16
pudrem z watroby myszy 1: 16 1: 16

Przy barwieniu rozmazéw wykonywanych ze swiezo pobranego plynu
wysiekowego i utrwalonych w 96 % alkoholu etylowym oraz suszonych
w eksykatorze prézniowym nad P,O; obserwowano intensywng fluore-
scencje komérek RPE oraz dos¢ znaczng fluorescencje podloza (ryc. 1).
Wychodzac z zalozenia, ze fluorescencja podloza, jak réwniez wzmozona
fluorescencja komoérek RPE uzalezniona jest od obecnosci réznych iloseci
bialek surowicy mysiej w plynie wysiekowym, w badaniach specyficz-
nosci antiserum przeciwko komérkom RPE oraz jego reagowaniu z po-
szczegélnymi skladnikami tych komérek, uzywano komérek RPE
3-krotnie przemytych w 0,15 M NaCl. Rozmazy wykonane z przemytych
i nie utrwalonych komoérek RPE barwiorne znakowang surowicg anty
RPE, absorbowang watrobg mysia oraz heparynizowang $wiezg krwig
mysig nie wykazywaly uchwytnych roznic. We wszystkich wypadkach
cytoplazma fluoryzowala jasno-zoétto-zielonkawo, wykazujgc intensyw-
niejszg fluorescencje na obwodzie komorki. Zabarwienie jader bytlo
nieuchwytne (ryc. 2 i 3). Komérki poddane dzialaniu fluoryzujacych
przeciwcial absorbowanych zliofilizowanymi komoérkami RPE wykazy-
waly jedynie fluorescencje blony komoérkowej i cytoplazmy, ktérej nie
udato sie uchwyci¢ na zdjeciu. Rozmazy wykonane z przemytych ko-
moérek RPE i utrwalone w 96 % etanolu, poza nieznacznym zmniejsze-
niem intensywnosci fluorescencji, nie wykazaly uchwytnych réznic
w poréwnaniu z rozmazami nie utrwalanymi (ryc. 4). We wszystkich
przypadkach leukocyty fluoryzowaly jasno. Mniejszg intensywnosé fluo-
rescencji komoérek RPE utrwalanych w 96 % etanolu nalezy 1lgczyé
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prawdopodobnie z uszkodzeniem przez alkohol materialu antygenowego
komorek.

W celu zblizenia badan do warunkéw panujacych ,,in vivo” przepro-
wadzono badania immunohistochemiczne na zywych komoérkach RPE.
Przemyte w 0,15 M NaCl, pH 7,1 komérki RPE zawieszono w znako-
wanej surowicy anty RPE absorbowanej watrobg szczurza oraz $wieza,
heparynizowang catkowita krwig mysig. Po 30 minutach inkubacji
w temperaturze pokojowej komérki przemywano w 0,15 M NaCl, pH 7,!
i badano w mikroskopie fluorescencyjnym jako mokry preparat. Ko-
morki inkubowane w antiserum znakowanym FIT-em absorbowanym
watrobg szczurzg i Swiezg krwig mysig wykazywaly intensywny ragbek
fluorescencji, ograniczony jedynie do blony komérkowej (ryc. 5). Ko-
morki inkubowane w antiserum absorbowanym zliofilizowanymi ko-
moérkami RPE nie wykazywaly fluorescencji. Wszystkie komoérki inku-
bowane w antiserum wykazywaly wybitng aglutynacje, najmniejsza
jednak w antiserum absorbowanym zliofilizowanymi komérkami RPE.
Dane te wskazuja, ze wyniki uzyskane przy dzialaniu fluoryzujgcymi
przeciwcialami na rozmazy komoérek RPE sg pewnego rodzaju ,arte-
faktami”, wynikajgcymi z uszkodzenia blony komoérkowej przez utrwa-
lanie i suszenie preparatéw, co umozliwito przeciwcialom na wnikniecie
do wnetrza cytoplazmy. Checge sie przekonaé, czy blona komorkowa
uszkodzona przez cytotoksyczne przeciwciala przepuszcza takie makro-
czgsteczki jak gamma globuliny do wnetrza, a wychodzgc z zalozenia,
ze gamma globuliny skierowane przeciwko komodrkom RPE wigzg sie
z antygenami blony komérkowej i z tego powodu nie wnikaja do cyto-
plazmy, przeprowadzono nastepujace doswiadczenie. Po 10-minutowej
inkubacji komoérek RPE (0,2 ml 10 % zawiesiny) w plynie skladajgcym
sie z 0,2 ml nie rozcienczonej, nie znakowanej FIT-em surowicy anty
RPE i 0,2 ml dopelniacza dodano 0,2 ml globulin kroéliczych anty ludz-
kiej globulinie 7S * Komérki RPE inkubowano w temperaturze poko-
jowej przez dalsze 20 minut. Wykonane mokre preparaty ogladano
w mikroskopie fluorescencyjnym. Zaobserwowano wyraZznie zmiany
cytotoksyczne oraz aglutynacje komorek. Pojedyncze duze komorki nie
ulegaly zmianom cytotoksycznym. W zadnej z komodrek nie udalo sie
zaobserwowa¢é fluoryzujgcych ziarnistosci ani w obrebie jadra, ani
w cytoplazmie (ryc. 6). Gdyby metoda ta byla wystarczajaco czula,
mozna by przyjaé, ze w przebiegu cytotoksycznego dzialania przeciwcial
skierowanych przeciwko komérkom RPE dochodzi jedynie do wybior-
czego uszkodzenia przepuszczalnoSci blony komoérkowej.

* Kroliczg globuline anty ludzkiej globulinie 7 § otrzymano z Pracowni Immunohisto-
chemicznej z Z.A.P. w Warszawie.
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Aby sprawdzi¢, czy fluoryzujace przeciwciala skierowane przeciwko
komoérkom RPE zawieraja, oprocz przeciwciat swoistych, réwniez prze-
ciwciala reagujace z normalnymi antygenami tkanek mysich, zabar-
wiono skrojone w kryostacie, nie utrwalone skrawki watroby i nerek
fluoryzujgcymi przeciwciatami. anty RPE. Uzyskano intensywng, rozlang
fluorescencje klebkéw nerkowych oraz mniej intensywng fluorescencje
przestrzeni srédmigzszowych (ryc. 7). Absorbcja watrobg i krwig mysig
nie miata wiekszego wplywu na intensywnos$é¢ fluorescencji. Skrawki
watroby mysiej wykazywaly umiarkowang fluorescencje wzdluz po-
wierzchni zatok oraz w obrebie Scian naczyn. Dane te $wiadezg o obec-
nosci w komoérkach RPE antygenéw wspélnych dla komdrek RPE jak
réowniez i normalnych tkanek mysich.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Rak puchlinowy Ehrlicha (RPE) byl czesto uzywany jako model dec-
Swiadczalny do analizy budowy antygenowej komoérek nowotworowyckh.
Easty i Ambrose (6), uzywajac dyfuzji w zelu i innych metod,
stwierdzili, ze komoérki RPE posiadajg obok antygenéw obecnych w ner-
kach, sledzionie, watrobie i krwi réwniez antygeny typowe dla komé-
rek RPE. Baszkajew (4) stosujagc precypitacje w zelu, wykazal
w komoérkach RPE obecnosé heterogennych antygenéw, wspélnych z anty-
genami nerki $winki morskiej oraz ludzkiego zoladka zaréwno prawi-
dlowego, jak i zmienionego rakowo. Badacze ci wykazali w komérkach
RPE obok antygenéw nowotworowych réwniez antygeny wspélne z pra-
widlowymi tkankami myszy. Wyniki uzyskane w naszych badaniach
przy uzyciu metody immunohistochemicznej wskazujg réwniez na to,
ze w komoérkach RPE obok swoistych dla nich antygenéw, wystepuja
takze antygeny wspolnie z antygenami obecnymi w tkankach prawidlo-
wych. Dane te sg zgodne z wynikami osiggnietymi przez Fitcha (9).
Charakter tych reakcji krzyzowych nie jest znany. Pewne przeciwciala
moga by¢ skierowane przeciwko blonom podstawowym, jednak fluore-
scencja zatok watrobowych wskazuje, ze nie tylko te przeciwciala sz
obecne. Réwniez antygenowi Forsmana nie mozna przypisa¢ tych
reakeji krzyzowych, poniewaz Julius i De Vries (15) wykazali,
ze w postaci wysiekowej raka puchlinowego Ehrlicha antygen ten jest
nieobecny. Widzimy wiec, ze konieczna jest dokladna analiza antygenéw
w prawidlowych tkankach mysich, aby mozna bylo wyciagnaé wnioski
odnosnie roznic w budowie antygenowej w przypadkach nowotworéw.
Wydaje sig, ze zastosowanie réznych utrwalaczy oraz réznorodnej pre-
paratyki enzymatycznej moze dostarczy¢ informacji odnosnie tego
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zagadnienia. Rowniez badania przy pomocy monospecyficznych przeciw-
cial, wprowadzone ostatnio przez badaczy radzieckich (2, 8, 16) pozwoig
by¢ moze na ustalenie dokladnej budowy antygenowej poszczegélnych
narzadow zwierzat doswiadczalnych. W przypadkach gdy blona komor-
kowa tracila swg integralno$¢ na skutek utrwalania i suszenia rozmazu,
znakowane FIT-em globuliny anty RPE powodowaly fluorescencje
blony komoérkowej, jak réwniez calej cytoplazmy. W mokrych prepa-
ratach wykonanych z komérek RPE inkubowanych w znakowanym
FIT-em antiserum fluorescencja byla widoczna jedynie na powierzchni
blony komoérkowej. To doswiadczenie, zblizone najbardziej do warun-
kow ,in vivo” wskazuje, ze w ustroju Zywym prawdopodobnie z ko-
moérky lgczg sie te przeciwciala, ktére s skierowane przeciwko anty-
genom obecnym w blonie komoérkowej. Brak fluorescencji cytoplazmy
przy inkubowaniu komoérek w antiserum znakowanym FIT-em, jak
réwniez w komoérkach poddanych cytotoksycznemu dzialaniu przeciw-
cial z nastepowsg inkubacjg w kroliczych globulinach antyludzkiej
v-globulinie 7S wskazuje na to, ze czgsteczki przeciwcial nie wnikajg
do wnetrza cytoplazmy. Easton, Green i Goldberg (7), ba-
dajgc to zagadnienie w mikroskopie elektronowym, przy uzyciu prze-
ciwcial znakowanych ferrytyna, wykazali jednak ich obecnos¢ w obre-
bie cytoplazmy. Wystepowanie fluorescencji zaréwno na powierzchni
komérek RPE (blona komérkowa), jak i w obrebie cytoplazmy po ich
utrwaleniu, czy tez wysuszeniu, mozna interpretowaé jako dowod
wspolnej budowy antygenowej blony komoérkowej i siateczki endoplaz-
matycznej, co byloby zgodne z koncepcjami Greena (10, 11) oraz
z hipotezg Burcha (5), jakkolwiek jest malo prawdopodobne, a»y
wykazany swoisty antygen odpowiadal hipotetycznemu autoantygenowi
wg zalozenia Greena i Burcha, Hiramoto i wsp. (14) wy-
kazali, ze znakowane fluorescencjg przeciwciala przeciwko wysiekowej
postaci miesaka limfatycznego Murphego ,barwig” jego komérki, a zna-
kowane przeciwciala przeciwko wildknikowi szczurzemu cdajg zabar-
wienie komoérek jedynie sporadycznie. Zastosowane przez nas przemywa-
nie komoérek uzywanych do immunizacji krolikéow, jak réwniez barwienie
fluoryzujgcymi przeciwcialami komoérek przemytych, pozwala wniosko-
waé, ze uzyskane reakcje immunohistochemiczne sg uzaleznione jedynie
od antygenéw obecnych w komoérkach RPE. Réwniez Fitch (9) uwaza,
ze umiejscowienie anty RPE globulin na powierzchni komoérek nie jest
wynikiem obecno$ci przeciwcial przeciwko widknikowi.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wyciaggnaé¢ nastepu-
jace wnioski:
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1. Heterologiczna surowica krélicza przeciwko komérkom RPE za-
wiera przeciwciala skierowane przeciwko tym komoérkom oraz przeciw-
ciala reagujgce z klebkami nerkowymi, Srédblonkami zatok watroby
i $cianami naczyn. Mozna sgdzié, ze komoérki RPE zawierajg obok
swoistych antygenéw réwniez antygeny wspélne z tkankami prawi-
dlowymi.

2. W powstawaniu zmian cytotoksycznych gléwng role odgrywaja
przeciwciala skierowane przeciwko antygenom blony komoérkowej.

3. Fluorescencja cytoplazmy po uszkcdzeniu integralnosci blony ko-
morkowej przemawia za tym, ze blona i zrgb cytoplazmy posiadajg
pewne wspdlne cechy w budowie antygenowej.
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OBJASNIENIA DO RYCIN

Ryc. 1. Rozmaz z nie przemytych komérek RPE, suszony nad P,Os, ,barwiony”
surowica nieabsorbowana. Wi.doczna intensywna fluorescencja calych komoérek,
oraz do$¢ znaczna fluorescencja podloza preparatow. Komérki RPE ,zabarwione”
surowica anty RPE znakowang FIT-em. Mikroskop luminescencyjny. Pow. ca 780X.

Ryc. 2. Rozmaz z przemytych komoérek RPE, suszony nad P,0; ,barwiony”
surowicg absorbowang proszkiem acetonowym z watroby szczura. Widoczna wy-
razna fluorescencja calej protoplazmy z nasileniem intensywno$ci na obwodzie
komoérek. Brak fluorescencji podloza i jgder komérkowych. Komorki RPE ,za-
barwione” surowica anty RPE znakowang FIT-em. Mikroskop luminescencyjny.
Pow. ca 780 X.

Ryc. 3. Rozmaz wykonany w wyzej podany spos6b ,zabarwiono” surowicg
sbsorbowana, Swiezg heparynizowang krwia mysig. Otrzymane rezultaty sg iden-
tyczne z widocznymi na rycinie 2. Komérki RPE ,,zabarwione” surowicg anty RPE
znakowanyg FIT-em. Mikroskep luminescencyjny. Pow. ca. 780 X.

Ryc. 4. Rozmaz z przemytych komoérek RPE utrwalonych w 96% etanolu.
Obrazy podobne do widocznych na rycinie 2 i 3 z wyjatkiem zmniejszenia inten-
sywnosci fluorescencji. Komoérki RPE ,,zabarwione” surowicg anty RPE znako-
wang FIT-em. Mikroskop luminescencyjny. Pow. ca. 780 X.

Ryc. 5. Komorki RPE inkubowane w surowicy anty RPE znakowanej FIT-em.
Fluorescencja jest ograniczona wylgcznie do powierzchni komoérek. Komoérki RPE
szabarwione” surowicg anty RPE znakowang FIT-em. Mikroskop luminescen-
cyjny. Pow. ca. 780 X.

Rye. 6. Komoérki RPE poddane uprzednio dzialaniu przeciwcial i komplementu,
a nastepnic inkubowane w kréliczej gamma globulinie anty ludzkiej globulinie 7S.
Widoczna aglutynacja komérek i wyraZne zmiany cytotoksyczne. Brak materiatu
fluoryzujacego we wnetrzu komoérek. Pow. ca. 500 X.

Ryc. 7. Nerka, widoczna rozlana fluorescencja klebkéw nerkowych oraz prze-
strzeni §ré“migzszowych. Pow. ca 192 X.

PESIOME

Ha ocHoBaHmM NpPOBEACHHBIX MCCIEOBAHMII MOXKHO CAEJIATh Caeny-
IOILlMe BBIBOABI:

1. TeTeponoruuecKkas ChIBOPOTKA KpOJMKa IPOTHB KJieToK AOD co-
OEPKUT AHTUTSJIA, HANPABJIECHHBIC NIPOTMB ITUX KJETOK, TAK KaK aHTHU-
TeJla B3AaMMOZEMCTBYIOT C IIOYEUHBIMM KJIyOOdKaMy, SHAOTEMAJNBHBIMY
razyxamy Me4YeHM W CTEHKAMM COCYZO0B, a 3TO TIO3BOJIAET MPEeATIONOKNUTH,
yro kJjgerku AQOD comepzkaT, KpoMe CBOMCTBEHHBIX aHTUITEHOB, TaK¥XKe
COBMECTHBIE C TKAHAMM aHTUTEHBEI. '

2. B ofpa3oBanmy M3MEHEHMI IIMTOTOKCUYHBIX IVIABHYIO POJBb MIpa-
Y aHTUTEeJIa, HarPaBJEeHHbIE NIPOTMB aHTUI'CHOB KJIETOYHOM 000JI0UKH.

3. PmoopecHeHIMsT TPOTOIVIA3Mbl IOCTE HAPYIUEHWA MHTErpasib-
HOCTY KJIETOUHOM 0B0JIOUKM TOBOPUT O TOM, HTO ODOJNJOYKM M OCHOBa IpO-
TOILTa3MBI MMEIOT COBMECTHYIO AHTUT€HOBYIO CTPYKTYPY.
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Puc. 1. Pa3maz ¢ npoMmeiThIX KJeToK AOD, BbICywewHbN1 Hazn P,0s;, okpaured
Heabcop6MpPOBaHHOM CBIBOPOTKONA. BupaHa MHTeHCHMBHAA (DJIOOpeCHeHLMs LeJbIX KJe-
TOK, a TaK¥Ke OTHOCUTEeNbHO Ooabuiaa dioopecueHIa cybeTpata npenapara.
Knerkm AQOD OKpameHB! CBIBOPOTKOIT aHTM-AOD o6o3navenwonn FIT-om. Jliomu-
HeCUSHLMMHBI MMKPOCKOMN. YBemd, 780 X,

Puc. 2. Pa3ma3 ¢ npoMbelThix Kiaetrok AOD, BeIcywIewHBN1 Haa P,0; oOKpauieH
CBLIBOPOTKOI al0copOMpPOBAHHOI AalleTOHOBLIM IODPOIIKOM |3 TIleYeHu XKpbic. BbIpa-
3UTCNILHO BUAHA DIIIOOPECHeHUMA BCell NMPOTONJIA3MBI € YBEJIMUYEHWEM MHTECHUBHOCTIL
BOKpPYr O0OJIOYKM KIeToK. OTcyTcTeue (PJIIOOPECLIEHIIMM OCHORBI M AIEP KJETOK.
Knerku AOD oKpallenbl ChIBOPOTKOIT aHTH-AQD, obo3radenHoit FIT-om. Jlomu-
HEeCHEeHUMIIHBI MMKPOCKON. YBenmd. 780 X.

Piic. 3. Pasmas, NPUTOTOBJIEHHKNT KaK BBIIE, OKpalleH CbIBOPOTKOI ab6-
cOpOVPOBAHHOM CREXKeM reNapMHM30BAHHOM KPOBBIO MbIIUKM. IIonyueHHLI pe3ynb-
TAT TAKOM Ke, Kak Ha puc. 2. Knerkn AOD oKpaileHb! CBIBOPOTKOII aHTH-AOQJ,
obo3nadennoyl FIT-om. JIlOMMHeCHEeHIMITHBIN MMKDOCKOI, YBeawmd. 780 X,

Puc. 4. Pa3Mma3sbl C OPOMBITBIX KJeTOK AQOD, 3adurcHUpoBuHHBIX B 96 % sTm-
sioBoM cnupre. KapTuHbl nmoxoxkue Ha u3o0paxkeHue Ha puc. 2 u 3, 33 MCKIIIOYEHeM
YMEHbIIIEHUA MHTEHCUMBHOCTU iroopecueHmm. Knetkn AQOD oOKpalleHb! ChIBODPOT-
Kol aHTHM-AQ3J, obozHadeHHO!t FIT-oMm. JIIOMMHECLeHUUMHBLIA MMKPOCKOII. ¥YBEJUY.
780 X. :

Puc. 5. Kiaerku AOD mHKYyOMpPOBAHHBEIE B CHIBOPOTKe aHTH-AQ3, 0003HaYEHHONI
FIT-oM. DawopeclieHIMA OrpaHMyeHa TOJbKO A0 IOBEPXHOCTHM KIeTOK. KieTtkn
AQD oKpallueHbl CLIBOPOTKOM aHTU-AOD, obo3HauenHHoit FIT-oM. JIroMMHeCLICHLIMII~-
HBIT MMKpoOCKoNn. Yeeaud. 780 X,

Puc. 6. Kiaerku AOD noaBeprHyThle Npexkpae AeHCTBHMI0O IIPOTHBTEN M KOMILIe-
MEHTA, II0OTOM MHKYOMpOBaHHbIE B KpPOJWYbell TraMMa-IJIOOyNIvHe aHTUYeJIoBedbel|
raodysvHe 7S. BupHa ardioTHHALKA KIETOK C BbIPA3UTENHLHBIMM LIMTOTOKCUYECKMMU
usMmeHeHnaMu. OTcyTeTBue (DIIIOOPECEHITMIAIIOT0 MaTepHala BHYTDM KJIETOK. ¥ BeJuY.
500 X,

Puc. 7. Ilouka, BUAHA PazamTas (OJIIOOPECLEeHIM MOYEYHBIX KJIyOO4yKOB, a Tak-
2Ke MHTepCTHMIMAaJbHbIX NPOCTPAHCTB. YBeaud, 192 X,

SUMMARY

On the basis of these investigations the following conclusions may
be drawn. 1. A heterological serum from rabbits against the cells of
EAT contains, besides antibodies directed against these cells, antibodies
reacting with normal glomerules, the mesothelia of the liver sinuses
and the walls of blood vessels. This fact permits to conclude that EAT
cells contain the antigens of normal tissues besides their specific anti-
gens. 2. When cytotoxic changes occur the chief part is played by the
antibodies directed against the antigens of the cell membrane. 3. After
the integrity of the cell membrane has been damaged, the fluorescence
of the cytoplasm indicates that the cell membrane and the cytoplasmic
strcma have some common features with the antigen structure.



An immunohistochemical investigation of the cells of Ehrlich’s,.. 439

EXPLANATIONS OF FIGURES

Fig. 1. Smear of nonwashed EAT cells, dried upon P;0; ,stained” with
nonabsorbed serum. The intense fluorescence of whole cells and visible fluorescence
of the medium of the preparations. EAT cells ,stained” with serum anti EAT
labelled with FIT. Luminescence microscope. Magn. 780 X.

Fig. 2. Smear from washed EAT cells dried upon P,Os, ,stained” with serum
absorbed with acetone powder from the liver of the rat. The intense fluorescence
of the whole protoplasm with distinet intensity on the periphery of the cell,
Absence of fluorescence in the medium and in the cell nuclei. EAT cells ,stained”
with serum anti EAT labelled with FIT. Luminescence microscope. Magn. 780 >.

Fig. 3. Smear obtained in the same way, ,stained” with serum absorbed
with fresh heparinized blood of the mouse. The results obtained are identical
with those shown in Fig. 2. EAT cells ,stained” with serum anti EAT labelled
with FIT. Luminescence microscope. Magn. 780 X.

Fig. 4. Smear from washed cells fixed in 96 % ethanol. The pictures are
similar to those shown in Figs. 2 and 3 except for a decreased fluorescence.
EAT cells ,stained” with serum anti EAT labelled with FIT. Luminescence
microscope. Magn. 780 X,

Fig. 5. EAT cells incubated in anti EAT serum labelled with FIT. Fluores-
cence is limited exclusively to the surface of the cells, EAT cells ,stained” with
serum anti EAT labelled with FIT. Magn. 780 X.

Fig. 6. EAT cells treated previously with antibodies and the complement,
and next incubated in the rabbit vy-globulin anti-human globulin 7S. The
agglutination of the cells and distinct cytotoxic changes are visible. Absence of
fluorescence inside the cells. Magn. 500 X.

Fig. 7. Kidney. Diffuse fluorescence of the kidney glomerules and of the
interstitial spaces is visible.
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