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Daniel CHIBOWSKI

Zmiany morfologiczne komodrek raka puchlinowego Ehrlicha
w przebiegu immunologicznej lizy

Mopdronorntieckne n3mMeHeHusa Kiaerok AQI
B HpOLECcce MMMYHOJIOIHYLCKOTO JTU3IUCA

Morphological Changes of the Cells of Ehrlich’s Experimental
Ascites Carcinoma in the Course of Immunological Lysis

Od poczatku badan immunologicznych liczni badacze pracowali nad zagad-
nieniem mozliwo$ci leczenia nowotwordéw zto§liwych przy pomocy serologicznie
specyficznych surowic. Zagadnienie to podjeto w ostatnich latach na nowo
w zwigzku z pomy$lnymi wynikami do§wiadczenn nad autoalergicznym uszkodze-
niem tarczycy i moézgu. Powstalo pytanie, czy nie mozna by osiggngé zniszczenia
tkanki nowotworowej na drodze immunologicznej, jezeli ta metodg mozna uszko-
dzié narzady prawidlowe. Istnieja dwie mozliwosci zblizenia sie do specyficznej
seroterapii nowotworéw. Pierwszg z nich jest aktywna immunizacja nosiciela
wlasnym guzem lub specyficznym dla niego materialem antygenowym. Drugs
za§ — bierne przeszczep’anie nowotworéw o specyficznej surowicy, wyproduko-
wanej na innym osobniku tego samego Iub innego gatunku. Obie te mozliwo$ci
oparte sg na wspélnym zalozeniu, Zze tkanka nowotworowa posiada pewne od-
mienne antygeny od antygenéw obecnych w tkankach prawidiowych. Antygeny
swoiste dla tkanki nowotworowej powinny by¢é zdolne do wyprodukowania spe-
cyficznych przeciwcial, wykazujacych niszczace dzialanie w stosunku do komoérek

nowotworowych.
MATERIAE I METODY BADAN

1. Badania przeprowadzono na wysiekowym raku Ehrlicha! przeszczepianym
na samcach i samicach myszy szczepu A, Strong?

{ W pracy te] uzywam skrété6w: RPE — rak puchlinowy Ehrlicha. RNA — kwas rybo-
nukleinowy. DNA — kwas dezoksyrybonukleinowy.

* RPE i myszy szczepu A, Strong otrzymaliSmy od dr H. N. Grenn’a. Department of Expe-
rimental Pathology and Cancer Research, School of Medicine, Leeds 2, Anglia.
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2. Produkcja specyficznych przeciwcial. Kroéliki wagi okolo 3 kg, zZywione
dieta zwykla immunizowano w nastepujacy sposéb: po 1 ml 5% zawiesiny trzy-
krotnie przemytych w 0,5M NaCl komérek RPE wstrzyknieto dozylnie, pod-
skérnie, &rodskérnie, domieSniowo i dootrzewnowo wg metody podanej przez
Flaxa (6).

3. Surowice kro6likéw, ktére najlepiej zareagowaly na immunizacje zmieszano
razem i okreslono miano aglutynacji w stosunku do komérek RPE i erytrocytéw
mysich wg metody podanej przez Fitcha (5).

4. Doswiadczenie na zwierzetach: A — grupom 8 myszek z wszczepionym
rakiem puchlinowym Ehrlicha (0,2 ml) podawano dootrzewnowo 3 mg? immuni-
zowanych y-globulin w 1 mililitrze dopelniaczat* w 4, 5 i 6 dniu wzrostu \guza.
Innym grupom myszek podawano w ten sam spos6b y-globuliny bez dopelniacza,
sam dopelniacz oraz 0,15M roztwér NaCl. 5, 6 i 7 dnia po przeszczepieniu po-
bierano plyn z jamy brzusznej i wykonywano rozmazy. Rozmazy utrwalano
w plynie Carnoya do barwienia wg metody Bracheta w modyfikacjii Godle w-
skiego i Vorbrodta (12).

Rozmazy do barwienia oranzem akrydyny wg Bertalanffego (1, 2)
utrwalono w mieszaninie alkoholu i eteru 4A. Preparaty oglagdano w mikroskopie
fluorescencyjnym wyposazonym w 10 amp. lampe lukows Zeissa stosujgc jako
filtr wzbudzajacy — filtr Schotta BGy,, a jako filtr zamykajgcy filtr ,, Euphos” OG;.
Zmiany wielko§ci komérek oceniano przy pomocy obiektywu okularowego
f-my Zeiss.

5. Badania in vitro. Preparaty sporzgdzano w nastepujacy spos6b: 2 czeSci
surowicy anty RPE mieszanc z 2 cze§ciami 5% zawiesiny komérek RPE w 0,15 M
NaCl i 2 cze§ciami dopelniacza. Tak przygotowang zawiesine inkubowano w lazni
wodnej w temperaturze 37°C, pobierajgc po 5, 10, 30, 60, 90 i 120 minutach kilka
kropel zawiesiny. Pobrany plyn przykrywano szkieltkiem nakrywkowym, ktérego
brzegi pokrywano zbuforowang gliceryng o pH 7,2. Preparaty ogladano w urza-
dzeniu kontrastujgcym fazy f-my Zeiss. W celu analizy rozmieszczenia kwaséw
nukleinowych zawiesine komérek przygotowanych w podany sposéb mieszano
na szkielku podstawowym z kroplg oranzu akrydyny w rozcieniczeniu 1 :1000
w buforze fosforanowym o pH 7,6. Preparaty zamykano w podany spos6b i ogla-
dano w mikroskopie luminescencyjnym. W celu sprawdzenia swoistoSci zabar-
wienia RNA i DNA zastosowano trawienie enzymatyczne RNA-zg i DNA-zg®s.

WYNIKI BADAN

A. Test aglutynacji komérek wykazal nastepujace miana: dla ko-
mérek RPE 1:3072, dla erytrocytéw mysich 1 :256.

B. Badania nad wplywem przeciwcial na wzrost guza i dlugosé
przezycia mysz.

Myszy, ktérym podawano y-globuliny z komplementem zyly w przy-
blizeniu 2-krotnie dluzej od myszy traktowanych 0,15 M NaCl dopet-
niaczem i myszy kontrolnych. Myszy, ktérym podawano v-globuliny
_—'Mamma globulin w surowicy okreslano przy pomocy elektroforezy bibulowe}.

4 Stosowano zliofilizowany dopelniacz Lub. Wytw. Surowic i Szczepionek.

' RNA-aza Krystaliczna f-my B.D.H., Anglia, DNA-aza krystaliczna f-my Fluka A. G,
Szwajcaria.
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bez dopelniacza zyly przecietnie 3 dni dluzej od myszy kontrolnych,
a 5 dni krécej od myszy traktowanych antiserum i dopelniaczem. Uzy-
skane wyniki graficznie przedstawiono na ryc. 1. Myszy traktowane
antiserum i komplementem wykazywaly znacznie mniejszy przyrost
wagi w poréwnaniu z grupami myszy kontrolnych. Myszy, ktérym po-
dawano same y-globuliny bez dopelniacza nie wykazywaly zmniejszenia
przyrostu wagi. Wyniki tego doswiadczenia podane sg na ryc. 2.
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1 — vy-glob. + komplement, 2 — y-glob. + NaCl,
3 — komplement + NaCl, 4 — NaCl, 5 — kontrola

C. Badania cytologiczne nad wplywem antiserum i komplementu
in vitro.

Po zastosowaniu 3 mg v-globulin w 1 ml. komplementu w 3, 4, 5 dniu
wzrostu guza barwieniem wg metody Bracheta oraz blekitem toluidyny
wykazano, ze okoto 70% komoérek charakteryzuje sie¢ znacznym obrze-
kiem cytoplazmy, polgczonym z wyrazng utratg RNA, ktory gromadzi
sie na obwodzie komdrki oraz w ,,pecherzykach” przytwierdzonych do
powierzchni blony komoérkowej (ryc. 4). Ten typowy obraz komorek,
obserwowany po uptywie 72 godz. od podania immunizowanej y-glo-
buliny rozwija sie stopniowo, poczawszy od nieznacznego obrzeku cyto-
plazmy, a skonczywszy na obumieraniu komoérek. Na ryc. 3 widoczne sg
komérki nowotworowe od myszy traktowanych 0,15 M roztworem NaCl,
zadne zmiany patologiczne nie sg tu widoczne. Podobne obrazy obser-
wowano przy stosowaniu samego dopelniacza oraz y-globulin od kon-
trolnych krolikow. Po stosowaniu immunizowanych y-globulin bez do-
pelniacza zmiany cytotoksyczne polegaly jedynie na nieznacznym obrzeku
cytoplazmy i tworzeniu sie pojedynczych cytoplazmatycznych wypustek.
Wykonane pomiary wielko$ci komérek przy pomocy mikrometru oku-
larowego wykazaly, ze po traktowaniu komoérek RPE immunizowanymi
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v-globulinami i komplementem wymiary ich znacznie sie zwiekszyly.
Obliczeniem stosunku procentowego poszczegélnych komoérek wykazano,
ze po traktowaniu immunizowanymi v-globulinami i komplementem
ilo$¢ uszkodzonych komoérek znacznie wzrastala, przy miernym wzroscie
komoérek mezotelialnych, limfocytéw i granulocytéow. Indeks mitotyczny
byl w przyblizeniu taki sam po stosowaniu vy-globulin, jak przed ich
podaniem. Dane te sg podsumowane w tab. 1.

wagi

wzrost
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™ Ryc. 2

1 — kontrola + NaCl, 2 -— y-glob. + komplement
3 — y-glob. + NaCl

Aby sprawdzi¢ wplyw ilosci antiserum i komplementu (podanych
jednorazowo) na zmiany morfologiczne w komorkach RPE podano gru-
pie 5 myszek jednorazowo 9 mg v-globulin w 3 ml dopelniacza. Przed
podaniem antiserum pobrano plyn z jamy brzusznej i ilosé komdrek
liczono w komorze Thoma-Zeissa wg metody (21). Czynnos¢ te wykony-
wano codziennie az do zgonu mysz. Jednoczesnie wykonywano rozmazy
barwigc je zielenig metylowg i pyroning oraz blekitem toluidyny.
W pierwszym dniu po podaniu y-globulin i komplementu ilo$é¢ komérek
spadla z 217400 do 1400. Makroskopowo w plynie obserwowano duze
skupiska zaglutynowanych komoérek, ktére zabarwione blekitem tolui-
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dyny jak réwniez wg metody Bracheta i Feulgena wykazywaly prawie
calkowita utrate barwliwo$ci zaré6wno RNA jak i DNA (ryc. 5). Wérod
tych komoérek widoczne byly pojedyncze leukocyty. Nieliczne komorki,
lezgce poza grupami zaglutynowanych komoérek wykazywaly zmiany
cytolityczne. Niektére z nich jednak nie odbiegaly swym wygladem od
komérek prawidlowych (ryc. 6). Dalsze obserwacje wykazaly stopniowy
wzrost iloSci komoérek, ktory tuz przed zgonem zwierzat doszedl do
150 000 w 1 mm3. Czas przezycia tych zwierzat byl réwniez dwukrotnie
dluzszy od czasu przezycia zwierzat kontrolnych. Zmiany cytolityczne
w komorkach nie ulegajgcych aglutynacji nie odbiegaly swym wygla-
dem od obrazu komoérek obserwowanego po 3-krotnym stosowaniu ma-
lych dawek antiserum i komplementu.

Tab. 1. Wplyw podania y-globulin i komplementu na zmiane sktadu komérek
w plynie wysiekowym

Po traktowaniu y globulinami
i komplementem
Typ komorek
1 glob. od krolikéw | v globuliny cd kré-
immunizowanych likéw kontrolnych
procent *) procent *)
komoérki nieuszkodzone 10,0 81,0
komorki uszkodzone 68,0 3,0
komérki w okresie podziatu 1,1 12
komorki mesctel’alne 10,6 5,2
granulocyty 6,8 34
limfocyty 34 1,2
. . . A e 17,2 1 10,9 o
" T3 » ’

przec’etna Srednia komorex (wym. 12,6—20,8) | (wym. 8,0—13,6)

* Liczono 1000 komérek w kazdej z grup.
** Mierzono 200 komoérek w kazdej z grup.

Badania in vitro. Komorki traktowane antiserum w sposéb podany
w metodyce obserwowano w mikroskopie kontrastujgcym fazy oraz
w mikroskopie fluorescencyjnym. Przy stosowaniu rozciericzonej 12%
surowicy obserwowano po 5 min. inkubacji tworzenie sie pojedynczych
»pecherzyko6w” na powierzchni komoérek, ktére stopniowo lgczgc sig
ze sobg doprowadzaly po 30 minutach do znacznego obrzeku cytoplazmy.
Obrysy komoérek w tych przypadkach byly nier6wnomierne.

Przy stosowaniu surowicy stezonej (25%) obrzek komérek po 5 min. byt
réwnomierny, w miare uptywu czasu stopniowo sie powiekszajacy. Naj-
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wigksze rozmiary komoérki osiggaly po 30 min. inkubacji. W pierwszej
minucie inkubacji jadro bylo niewidoczne. Uwidacznialo sie w miare
obrzeku cytoplazmy. Wokot zazwyczaj przesunietego na obwod jadra
widoczny byl pas zageszczonej cytoplazmy o do$é regularnych obry-
sach. Na obwodzie komérek wyraznie byla widoczna przejasniona cyto-
plazma, otoczona rozciagnieta blong komodrkows. Uszkodzenia ciaglosci
blony komérkowej nie dostrzegano. Dodanie heparyny, ktéra blokuje
system komplementarny w znacznym stopniu hamowalo dzialanie cyto-
toksyczne przeciwcial. Dodanie w nadmiarze dopelniacza powoduje
przywrocenie efektu cytotoksycznego. Réwniez dodanie do ptynu inku-
bacyjnego wersenianu sodu w stezeniu 0,01 M w znacznym stopniu
hamuje (prawie calkowicie) dzialanie cytotoksyczne przeciwcial. Do-
danie jonéw Mg++ Ca++ w stezeniu 0,02 M powoduje ponownie po-
wstawanie zmian cytotoksycznych.

W celu sprawdzenia zywotnosei komérek RPE poddanych dziataniu
antiserum i komplementu zastosowano przyzyciowe barwienie 0,01%
blekitem trypanu wg (13). Wszystkie komorki traktowane antiserum
i komplementem juz po 10 minutach wykazywaly intensywne zabar-
wienie jgdra na kolor niebieski (ryc. 7) w przeciwienstwie do komoérek
kontrolnych, ktére po 2 godz. inkubacji nie wykazywaly barwliwos$ci
jader, ani zmian cytotoksycznych (ryc. 8). Swiadezy to o znacznym
uszkodzeniu zywotnosci komoérek, poriewaz od dawna przyjmuje sie
za pewnik, ze zywe jadro nie barwi sie (13, 19).

Celem zbadania wplywu antiserum i komplementu na rozmieszczenie
RNA i DNA w komérkach in wvitro zastosowano metode barwienia
oranzem akrydyny wg Bertalanffego (1,2). Przy pomocy tego bar-
wienia wykazano, ze po 4-minutowej inkubacji komoérek w antiserum
i komplemencie w poblizu blony komoérkowej i w obrebie ziarnistosci
cytoplazmatycznych zgrupowanych wokol jadra gromadzi sie RNA
(ryc. 9). Przestrzen komoérkowa pomiedzy tymi dwoma ugrupowaniami
jest prawie calkowicie pozbawiona RNA. Po uplywie 20 minut zawar-
tos¢ RNA w komoérce ulega wyréwnaniu z wyjatkiem pasa ziarnistosci
cytoplazmatycznych wok6t jadra. Po 30 minutach inkubacji widoczna
jest dalsza utrata kwasu rybonukleinowego, pojedyncze komorki prawie
go nie zawieraja (ryc. 10) i zaczynaja ulega¢ rozpadowi. Po godzinnej
inkubacji protoplazma jest catkowicie pozbawiona RNA, a jadra zaczy-
naja ulega¢ obrzekowi, tracac jednoczesnie DNA. W podlozu preparatu
widoczna jest duza ilosé¢ czerwonych ziarnistosci (prawdopodobnie agre-
gaty RNA).
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OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Badaniami in wvitro ustalono, ze obrzek cytoplazmy komérek RPE
pojawia sie jedynie w obecno$ci komplementu i surowicy skierowanej
przeciwko tym komérkom. Wyblokowanie dzialania komplementu przez
inkubowanie go w tazni wodnej w temperaturze 56°C przez 30 minut
(inaktywacja frakcji C;) jak réwniez dodanie wersenianu sodu w celu
usuniecia jonéw Mg++ Ca++, ktére sg niezbedne do prawidlowego dzia-
lania komplementu, czy tez heparyny, w znacznym stopniu hamowalo
powstanie obrzeku cytoplazmy komoérek RPE, a nawet zapobiegalo mu
calkowicie. Badania nad rozmieszczeniem kwasu rybonukleinowego
wykonane metods fluorescencyjng wykazaly, ze po 4 minutach inku-
bacji komérek RPE w antiserum i komplemencie RNA jest obecny
jedynie w poblizu blony komérkowej i w obrebie ziarnistosci cyto-
plazmatycznych, zgrupowanych woké! jagdra komoérkowego. Po 30 min.
inkubacji widoczna byta dalsza utrata RNA, ktérego stezenie w obrebie
cytoplazmy ulega wyréwnaniu, a w pojedynczych komérkach brak go
prawie catkowicie. Po godzinnej inkubacji protoplazma jest prawie
calkowicie pozbawiona RNA we wszystkich komérkach, a jadra ulegaja
wyraznemu obrzekowi i zaczynaja traci¢ DNA. W podlozu preparatu
widoczna jest duza ilo$¢ czerwono barwigcych sie kul (najprawdopo-
dobniej agregaty RNA). Zastosowane barwienie komoérek RPE blekitem
trypanu, wykazalo znaczne obnizenie ich aktywnosci zyciowych, juz
po 10-minutowej inkubacji w antiserum i komplemencie, Badania
in wvitro nad wplywem swoistych przeciwcial i komplementu wyka-
zaly, ze myszy traktowane vy-globulinami anty-RPE i komplementem,
zyly w przyblizeniu dwukrotnie diuzej od myszy kontrolnych, przy-
bierajgc jednoczes$nie znacznie mniej na wadze. Zmiany te najprawdo-
podobniej byly spowodowane przez obumieranie komoérek z powodu
immunologicznej lizy, ktéra obserwowana byla w 68% komoérek. Ko-
moérki ulegajace lizie byly wyraZnie powiekszone, RNA ulegal prze-
sunieciu na obwdd komérki, do powierzchni blony komoérkowej przy-
twierdzone byly ,fredzelki” dajgce wyrazne odczyny histochemiczne
na RNA. Zmiany cytotoksyczne przebiegaly stopniowo, od poczatkowego
miernego obrzeku az do rozpadu komorki. Wsrod obumierajgcych ko-
mérek RPE widoczna byla duza ilo$¢ granulocytéw, limfocytéw i ko-
mérek mezotelialnych. Obecno$é tych komorek nalezy traktowaé jako
odczyn na obumarte komérki RPE. Powyisze zmiany wystepowaly przy
podawaniu surowicy zawierajacej okolo 3 mg v-globulin w 1 ml kom-
plementu i stosowaniu ich przez okres trzech dni. Przy jednorazowym
podaniu okolo 9 ml y-globuliny w 3 ml dopelniacza w obrazie mikro-
skopowym dominowaly zaglutynowane komoérki RPE ulegajace obu-
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mieraniu (prawie calkowita utrata barwliwosci zaréwno cytoplazmy,
jak i jader przy zastosowaniu metod histochemicznych na RNA i DNA).
W grupie kontrolnej myszy, ktérym podawano y-globuliny w soli fizjo-
logicznej wystepowaty jedynie znikome zmiany cytotoksyczne. Podanie
samego dopelniacza i roztworu fizjologicznego NaCl nie powodowalo
zadnych zmian morfologicznych, ani nie wykazywalo wplywu na wzrost
guza, jak tez i na dlugo$¢ przezycia zwierzat.

Procentowe obliczenie stosunku poszczegdlnych komérek w plynie
wysigkowym po stosowaniu y-globulin i komplementu wykazalo znaczny
wzrost zwyrodnialych komoérek nowotworowych oraz mierny wzrost
komorek takich jak mezotelialne, granulocyty i limfocyty, przy nie-
znacznie obnizonym indeksie mitotycznym. Dane te mogg wskazywaé,
ze dziatanie cytotoksyczne przeciwcial i komplementu na zahamowanie
wzrostu guza nie jest uzaleznione od zahamowania podzialu komorek.
Obecno$é pojedynczych, nie uszkodzonych komoérek przemawiaé moze
za pewng immunoselekcjg komérek RPE (Hauschka cyt. wg 5),
ktéra jest przyczyng braku efektu terapeutycznego po stosowaniu
v-globulin i komplementu.

Uzyskane dane, jak rowniez dane innych autoréw (5, 6, 16, 22, 23)
wskazuja wyraZnie, ze dzialanie heterologicznych y-globulin, skiero-
wanych przeciwko komérkom RPE jest $cisle uzaleznione od obecnosci
dopelniacza. Prace doswiadczalne przeprowadzone przez Green’a,
Goldberga i wsp. (7, 8, 9) nad dzialaniem przeciwcial i komple-
mentu na komorki raka wysiekowego Krebsa wykazaly, ze dzialanie
przeciwcial i komplementu polega na uszkodzeniu przepuszczalnosci
blony komoérkowej w sposdb, ktory umozliwia doprowadzenie do szyb-
kiej rownowagi kationéw pomiedzy wnetrzem komorki a otaczajgcym
ja Srodowiskiem. Komoérki tracg jon K+, na ktdérego miejsce wchodzi
jon Na+, w rezultacie czego objetosé komérek odpowiada biernej réznicy
ci$nienia osmotycznego, istniejacego miedzy wnetrzem komorki a ply-
nem inkubacyjnym. Utrata przez komdrki kontroli wewnatrzkomoérko-
wego stezenia kationéw jest niejasna. By¢ moze chodzi tu o uszkodzenie
struktury blony komoérkowej z tworzeniem sie w niej funkcjonalnych
,»dziur” lub tez dochodzi do unieczynnienia mechanizméw energetyczno-
enzymatycznych, odpowiedzialnych za prawidlowa kontrole stezenia
jonéw w obrebie komoérki. Badania w mikroskopie elektronowym prze-
prowadzone przez Greena i Goldberga (10, 11), Estona,
Goldberga i Greena (4) oraz Loéblicha i Landschiu-
tza (17) wykazaly, ze same przeciwciala bez dopelniacza powoduja
tylko aglutynacje mikrokosmkéw, a znakowane ferrytyng przeciwciala
sg obecne jedynie na powierzchni blony komérkowej. Dodanie kom-
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plementu zapoczatkowuje zmiany cytolityczne, ktére, uszkadzajac blone
komoérkows, umozliwiajg przeciwcialom dostanie sie do wnetrza ko-
morki.

Goldberg i Green (10) przy pomocy ultrawirowania i badaf
w mikroskopie elektronowym wykazali, ze RNA uciekajacy z komoérek
pod wplywem dzialania przeciwcial i komplementu posiada wymiary
150 A. Podobne do wyzej opisanych zmiany cytologiczne w komérkach
wysiekowych rakéw mysich mozna otrzymaé réwniez po podaniu fizjo-
logicznych surowic ludzi i réznych zwierzat. Swiadczy to o obecnosci
w tych surowicach nie poznanych blizej, naturalnych przeciwcial (14).
Badania nad zwiekszeniem objetosci i utratg suchej masy przez komérki
RPE, poddane dzialaniu antiserum i komplementu, wykonane przez
Lee i wsp. (15) przy pomocy mikroskopu interferencyjnego wykazaty,
ze komorki RPE poddane dzialaniu antiserum tracily po 3 godz. inku-
bacji 49,1% suchej masy, a powierzchnia ich zwiekszala sie o 253%.
Komoérki poddane dzialaniu normalnych vy-globulin tracily minimalng
ilos¢ suchej masy (3,3—3,9%), a powierzchnia ich wzrastala jedynie
o 11,7%. Badania biochemiczne wykonane przez Greena i Gold-
berga (7) wykazaly utrate okolo 66% wolnych aminokwaséow i rybo-
nukleoproteidéw, 90% potasu wewngtrzkomérkowego oraz 75% cyto-
plazmatycznego RNA. Ilo$¢ DNA zasadniczo nie ulegala zmianie,
a utrate protein oceniano na 30—60%. Badania przeprowadzone przez
Flaxa (6), Bickisa i wsp. (3) oraz Léblicha, Landschi-
tza (17) nad oddychaniem tkankowym i glikoliza wykazaly zahamo-
wanie tych procesow. Autorzy nie sg pewni, czy zahamowanie to uza-
leznione jest od zmian morfologicznych, czy odwrotnie — zmiany
morfologiczne uzaleznione sg od zmian biochemicznych. Léblich
i Landschiitz uwazajg jednak, ze zmiany strukturalne cytoplazmy
sg przyczyng zahamowania glikolizy, a zahamowanie oddychania tkan-
kowego pojawiajace sie po prawie catkowitym zniszczeniu mitochondrii
jest przyczyng S$mierci komorek. Dzialanie cytotoksyczne heterologicz-
nych przeciwcial nie jest swoiste jedynie w stosunku do komérek guza,
przeciwko ktéremu zostaly one wyprodukowane, gdyz wywierajg one
identyczny wplyw na wszystkie wysiekowe raki mysie, a takie i na
erytrocyty (6, 8, 14, 23).

Podsumowujgc dane uzyskane z przeglagdu piSmiennictwa, jak réw-
niez dane wlasne, mozna stwierdzié, ze zmiany cytotoksyczne obser-
wowane w komoérkach RPE po traktowaniu ich heterologicznymi prze-
ciwcialami i komplementem sa:

a) uzaleznione od obecno$ci komplementu i b) niespecyficzne dla
danego typu nowotworu i najprawdopodobniej nie zwigzane z obec-



474 Daniel Chibowski

no$cig swoistych antygenéw ,nowotworowych” a jedynie uzaleznione
od antygenowych réznic pomiedzy donatorem a akceptorem, wywola-
nych przez odmienne geny zgodnosci tkankowej i chociaz guzy te daja
sie przeszczepia¢ na wszystkie gatunki myszy nie dowodzi to braku
wszystkich antygenéw, moggcych wywotaé izoimmunologiczng odpo-
wiedz (18).

Poglad , Ze zmiany cytotoksyczne wywolane przez dzialanie hete-
rologicznych przeciwcial nie dowodzg obecnos$ci swoistych antygenéw
w komoérkach nowotworowych, a przemawiajg jedynie za dzialaniem
kompleksu antygen-przeciwcialo-komplement, zostal potwierdzony przez
Selicha i wsp. (20), ktérym udalo sie uzyska¢ antiserum przeciwko
albuminie ludzkiej lub bydlecej, znakowanej sulforodaming B, ktoére
w obecnosci dopelniacza dzialalo na komérki RPE zabarwione tym barw-
nikiem (hapten) w sposéb identyezny do dzialania przeciwcial heterolo-
gicznych anty RPE i dopelniacza. Pomimo duzego nagromadzenia ma-
teriatu faktycznego, zagadnienie seroterapii i profilaktyki nowotworéw
ztodliwych pozostaje w dalszym ciggu sprawa nie rozstrzygnieta
i otwarts.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 3. Komérki RPE po podaniu NaCl, zabarwione wg metody Bracheta. Wi-
doczne regularne obrysy komorek. Pow. ca 480 X.

Ryec. 4. Komoérki RPE po podaniu 6 mg vy-globulin. Widoczny znaczny obrzek
cytoplazmy. RNA przesuniety na obwéd komorki i zgrupowany w ,,pecherzykach”
przytwierdzonych do powierzchni komérek. Barwienie biekitem toluidyny, pH 4,7.
Pow. ca 480 X.

Ryc. 5. Komérki RPE po jednorazowym podaniu 9 mg y-globulin w 3 ml do-
pelniacza. 24 godziny po podaniu y-globulin i dopelniacza. Widoczne zaglutyno-
wane, obumierajgce komorki RPE. Barwione blekitem toluidyny pH 4,7. Pow.
ca 480 X,

Ryc. 6. Komoérki RPE po jednorazowym podaniu 9 mg y-globulin w 3 ml do-
pelniacza. 36 godzin po podaniu vy-globulin i dopelniacza. Widoczne obumarle
komoérki RPE nie barwigce sie blekitem toluidyny. W lewym dolnym rogu zdjecia,
komoérka o wygladzie prawidlowym. Barwione blekitem toluidyny pH 4,7. Pow.
ca 480 X,

Ryc. 7. Komérki RPE po 10-minutowej inkubacji w antiserum i komplemencie.
Wyraznie zaznaczony obrzek cytoplazmy. Wszystkie jadra komoérkowe sg zabar-
wione na kolor niebieski. Barwienie blekitem trypanu. Zdjecia wykonane w mi-
kroskopie kontrastowo-fazowym. Pow. ca 360 X.

Ryc. 8. Komoérki RPE po 2-godzinnej inkubacji w zbuforowanym plynie
fizjologicznym, zabarwione blekitem trypanu. Wyglad komérek nie wykazuje
réznic w poréwnaniu z komérkami pobranymi bezpoSrednio z plynu wysiekowego.
Zdjecia wykonane w mikroskopie kontrastowo-fazowym. Pow. ca 360 X.

Ryc. 9. Komérki RPE po 4-minutowej inkubacji. RNA gromadzi sie w poblizu
blony komérkowej i w obrebie ziarnistoSci cytoplazmatycznych zgrupowanych
woko6t jgdra. Komérki RPE inkubowane w antiserum i dopelniaczu, zabarwione
oranzem akrydyny *. Mikroskop luminescencyjny. Pow. 1152 X.

Ryc. 10. Komérki RPE po 30-minutowej inkubacji. Widoczny dalszy spadek
stezenia RNA w komérkach. Pojedyncze komorki, ulegajgce rozpadowi (komérka
w §rodku zdjecia) sg pozbawione RNA prawie calkowicie (szarozielona fluores-
cencja). Komoérki RPE inkubowane w antiserum i dopelniaczu, zabarwione oran-
zem akrydyny *. Mikroskop luminescencyjny. Pow. 1152 X.

PE3IOME

Ha ocHOBaHuMM IIpOBEJNEHHBIX MCCIENOBAHMIM MOKHO CAeJaTh CJeny-
IOLLMEe BBLIBOJBI:

1. B xozme pmelcTBUA IMTOTOKCMYECKOTO AHTUTEJA M KOMILIEMEHTA
KJETKYM TepAOT 3HauuTesbHylo uactb PHK, kKoTropas BBIXOOUT M3 BHE

* RNA fluoryzuje kolorem czerwonym, DNA fluoryzuje kolorem zéttym.
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KJIETKM TPH ONHOBPEMEHHOM 3HAYMTEJbHOM WuxX Habyxanmm. [leiicTBuMe
LMTOTOKCUYECKUX AQHTUTEJ ITOJJHOCTBIO 3aBMCUT OT IIPUCYTCTBUSA KOM-
IJIEMEHTA. .

2. He Bce raetku AOD 0oAMHAKORO TOABEPTalOTCA LMTOTOKCHMYECKUM

U3MEHCHUAM, HeKOTOPBIe MMET BUJ HOpMaJIbeIX KJEeTOK. MO}KHO npezx-
IIOJIOKUTHb, YTO 9TH KJETKU y‘IaCTByIOT B ,u;a.nbﬂeﬁmem pOCTe OIIYXOJIM
TI0 OIpPeJeJIeHHOH perpeccuu u3-3a NPUMEHEHMA AHTUCEPYM M KOMILIe-
MEHTA.

Puc. 3. Kierku AOD no Beegeuum NaCl, okpamleHHble MeToaoM bpanrera.
Bugab!l peryispHble KOHTYPbI KJeTOK. YBeanmdeHue 480 X,

Puc. 4. Kuerku AOD mo BBegeHMm 6 wMr y-raobymmu. PHK pacrniosiozReHaq
Gnmxe B 000JI0¥Ke KJIETKM M CTPYNIIMPOBAHA B ,,Iy3bIPbKax”’, TPUCOENMHEHHBIX
K DoOBepxHocTM KaeTku. ORpailed TtyJiouimHoégay pH 4,7. YBeamueHme 480 X,

Puec. 5. Kuaerku AQOD nocne ogHOpPa30BOro BBeJeHMA 9 Ma y-raobyamH B Tpex
MJI RKOMILIEMEHTA. 24 d4aca II0CJe BBEASHUA Y-TIOOYJIMH M KOMILJIEMEHTa. BHuIHbBI
CarJIOTUMHMPOBAHHEIE HeKpoTulupymlue Kiaetku AQOD. Okpacka TyJloupmnHGaay
pH 4,7. YBemueHne 480 X.

Puc. 6. Kunerku AO3 nocie OoZHOPA30BOTO EBefeHMA 9 MJ y-IJo0yJaMH B TpexX
MJI KOMIOJeMeHTa. 36 4acoB II0CJie BBEAEHMA Y-MIOOYJIMH M KOMILJIEMEHTa. BUIHBI
CHEKPOTHU3MPOBaHHbIe KaeTKu AQOD, He OKpaUIMBAKIIMeCA TyJdouauHOJgay. B nesoMm
yIJy PMCYHKa BMAHA Heu3MeHeHHas KJeTKa. OKpackKa TynouanHGaay pH 4,7. Vee-
Januenne 480 X.

Pue. 7. Kaetkn AOD mociie ZeCATMMMHYTHOM MHKYOaMM B aHTHCEPYM 11 KOM-
naemente. OTYETAMBO BHJAEH OTEK IPOTOMJAa3Mbl. Bcece fAgpa KISTOK OKpalleHbl
B rony6oit mser. OKpacKa TPAMAHOBBIM roiaybbiM. CHMMKM cAesaHbl B KOHTPacTHO-
¢a30BOM MMKpOCKOMe. YBeaudenue 360 X,

Puic. 8. Kiaerkm AOD mocje ABYX4WacoBOil MHKyOanum B cybdepoBaHHOI iy~
3MOJOTMYECKOi coi. OKpallleHbl TPUIAHOBBLIM ToJyObIM. Buj Knerox He ofGHapy-
JKMBaeT pasHMily B CPaBHEHMM C KJeTKaM¥, B3ATBIMM HEIOCPEACTBEHHO W3 acifi-
THOM XuakocTy. CHUMEM CAeJaHbl B KOHTPAacTHOMA30BOM MMKpOCKONe. YBeJau-
uenne 360 X.

Puc. 9. Kaerku AO3 mocae 4-muuyTHoit wnakybaurm. PHK HarpoMoxXpaeHa
BOAM3M KJIETOYHOI OGONIOYKM M B cpepe MPOTOIIa3MaTUUIEeCKOl! 3€PHMUCTOCTH, Crpym-
IIMPOBAHHOM BCRPYr sapa. Kamerku AO3D mMHKYyOMpOBaHHBIE B aHTUCEPYM M KOM-
naeMeHTe. OKpanleHbl AKPUAMHOM OPaHXKEBBIM *, JIIOMMHECLIEHLIMIIHBIT MUKPOCKOIL.
Veenuuenne 1152 X, .

Prc. 10. Kaetkn AOD nocie 30-MMHYTHOM MHRyOAIMK. BUAHO AajbHellee yMeHb-
mresne Hacbinleua PHK B kuerkax. OAMHOYHBIE DacrnajRiolumecs KJETKM (KIIEeTKI
B CepefMHE CHMMKA) IIOYTH COBepuIeHHO He cojepxkar PHK. Kuerkn AO3, MHKY-
6MpOBaHHBLIE B AHTHCEPYM M KOMIUIemeHTe. OKpallleHbI aKPHAMHOM OPaH’XeBbIM *
JioMIHeCHeBIMIHEI MUKpOCKOn. YBemudenue 1152 X,

* PHK — dcdawoopnusyer KpPacHbIM LBETOM
IHK — daoopnsyeT 2KeNTHIM IIBETOM
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SUMMARY

From these investigations the following conclusions can be drawn.
1. In the course of the cytotoxic action of the antibodies and the com-
plement, the cells lose a considerable quantity of RNA which exudes
from the cells when these swell considerably. The cytotoxic action of
the antibodies strictly depends on the presence of a complement. 2. Not
all EAT cells undergo identical cytotoxic changes, some do not differ
in appearance from normal cells. These cells are probably responsible
for the further growth of the tumour after a period of remission due
to the administration of the antiserum and the complement.

EXPLANATIONS OF FIGURES

Fig. 3. EAT cells after application of NaCl. Brachet’s method of staining.
Regular outlines of the cells are visible. Magn. 480 X.

Fig. 4. EAT cells after the application of 6 mg of y-globulins. Considerable
oedema of the cytoplasm is visible. RNA displaced to the periphery of the cell
and grouped in ,,vesicles” attached to the cell surface. Toluidine blue staining,
pH 4,7. Magn. 480 X.

Fig. 5. EAT cells after single application of 9 mg of y-globulins in 3 ml of
complement. 24 hours after the application of y-globulins and the complement.
The agglutinated necrobiotic EAT cells are visible. Toluidine blue staining,
pH 4.7. Magn. 480 X.

Fig. 6. EAT cells after single application of 9 mg of y-globulins in 3 m of
complement. 36 hours after the application of y-globulins and the complement. Necrotic
EAT cells non-staining with toluidine blue are visible. In the left bottom corner
of the photograph a normal cell is visible. Toluidine blue staining, pH 4.7.
Magn. 480 X.

Fig. 7. EAT cells after 10 min. of the incubation period in the antiserum
and complement. Distinct oedema of the cytoplasm. All the nuclei are stained
with trypan blue. The photograph is taken by the phase-contrast microscope.
Magn. 360 X.

Fig. 8. EAT cells after 2 hrs. of the incubation period in buffered saline
physiological solution, stained with trypan blue. The cells do not differ in
appearance from those taken immediately from exudative fluid. The photograph
is taken by the phase-contrast microscope. Magn, 360 X,

Fig. 9. EAT cells after 4 min. of the incubation period. RNA concentrates
in the neighbourhood of the granules of the cytoplasm around the nucleus. EAT
cells incubated in the antiserum and complement, stained with acridine orange.
Luminescence h{picrospgqpe *, Magn. 1152 X,
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Fig. 10. EAT cells after 4 min. of the incubation period. Further decrease
of RNA concentration in the cells is visible. Single disintegrating cells (a cell in
the middle of the photograph) deprived of RNA almost completely (gray-green
fluorescence). EAT cells incubated in the antiserum and complement, stained
with acridine orange. Luminescence microscope *. Magn. 1152 X,

* RNA fluorescences red, DNA fluorescences yellow.
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