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Rescarches have been carried out on the differentiationt of immunologically—
competent cells in rats irradiated and {ransplanted with hemopoietic tissue.
Centro S In particular, 2 study has been made of the role of the irradiated thymus in

adoptive immunity.




RIASSUNTO

Sono state condotte ricerche sulla differcnziazione di cellule immunologica-
mente competenti in topi irradiati ¢ trapiantati con tessuti emopoictici. In
particolare, si & studiato il ruolo del timo irradiato nell'immunitd adottiva.
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RICERCA SULLA DIFFERENZIAZIONE DI CELLULE IMMUNOLOGICAMENTE
COMPETENTI IN ANIMALI IRRADIATI (*)

L'esecuzione dei lavori ha avuto inizio nel 1964
con l'assunzione del personale del Gruppo, l'allestimento delle

attrezzature del laboratorio, e 1l'allevamento degli animali,

Sono state condotte ricerche sulla differenziazione
di cerlule immunologicamente competenti in topi irradiati e
trapiantati con tessuti emopoietici, In particolare; si e stu~

diato il ruolo del timo irradiato nell'immunita adottiva,

Esperimenti e risultati sono qui descritti.

L'importanza del timo nello sviluppo del sistema

immunitario & ben dimostrata dalle seguenti osservazioni:

1) animali adulti, timectomizzati alla nascita, hanno tessuti
linfatici scarsamente sviluppati e sono incapaci di produrre

anticorpi con vigore normale j

2) la riparazione spontanea del sistema immunitario di animali
adulti esposti ad una dose subletale di raggi X dipende dalla

presenza del timo,

In queste ricerche si & voluto analizzare quantita-
tivamente la timo-dipendenza della risposta immunitaria di cellule
emopoietiche di diversa origine trapiantate in topi letalmente
irradiati, Topi timectomizzati e normali sono stati totalmente
esposti a 800 R di raggi X e trapiantati con cellule midollari
o0 spleniche, A vari tempi dal trapianto, i riceventi sono stati
iniettati con globuli rossi di montone (G.R.M.) due volte a 6
giorni di intervallo e salassati 6 giorni dopo ciascuna iniezione
di antigene per la titolazione di agglutinine seriche anti G.R.M.
I risultati di questi esperimenti sono riportati nelle tabelle I,

IT e I1I.

(*) Manoscritto ricevuto il 23 novembre 1966.
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TABELLA I -~ Risposta primaria (I) e secondaria (II) di 2 x 10

7

antigene a vari tempi dal trapianto in topi normali e timectomizzati.

Riceventdi S
s 15
irradiati i-—_-i————:
Normali ; 0.2 ;
o
: 17
S — PR R
Timeetomizzati ; 0,0 ;
; 0,0 :
;16 s

Giorni fra tr

_________ e.————-_——-—
I1 : I
3.2 : 4,9
O.h4 : 0.5
16 s 11
————————— ?_———_———-
0.4 s 0,3
0.2 3 0,2
14 s 12
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apianto e prima iniezione di antigene

30 : 45 : 60

: I1 : I : 11 : I : IT
: 8.3 : 5.0 : 7.5 H 5.8 : 9.4
: 0.2 : 0.4 : Ok 3 0.2 2 0.2
g 9 s 19 s 17 s 18 s 17

s 0.9 : 1.3 3 2,0 g 1.0 g 1.8
3 0.2 3 Oolt H 0.6 3 0.2 H 0.5
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In ogni casella sono incolonnati
numero di osservazioni,

la media del 1og2

del titolo di agglutinine,; l'errore standard, e il

cellule midollari normali stimolate con
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TABELLA II ~ Risposta primaria (I) e secondaria (II) di 2.4 x 107 cellule spleniche normali stimolate

con antigene a vari tempi dal trapianto in topi normali e timectomizzati.

o
13
-
.

o6

11

antigerne
60

di

i1

o s 4 2t e e 8 e o e ey § e e e e . § i e o e

..

b5

iniezione
s s e i e 2 Gt i o o e e e g 8 ot e . s vt e v e e e

prima
11

S - o o o e - s o A o S o S e . R i ot i Y e St o o B S ot T e T e e S S o o o = S o o S T - e ot e s ety

30

e

trapianto

fra
IT

Giorni
15

00

°
°

Riceventi
irradiati

.
-—— —-—
-

.
.

Py o o e o as e v o s e o e -

.
e

—— T —— - —— - -

LT3

6.3

e

7.5

5.9

5.9

..

3.8

5.8
0.7

1>

201

Normali

ee o8

0.7

o %

0.6

00 oo

0.3

LT Y)

0.3

ee o6

0.5

Ok

e 0O

od

13

.0

oo

oo

14

a0

15

14

17

oa

17

oo

16

18

12

-2

s

B e

-+

ot et e s e e o e e e e e e e e o s o e e o o o e e e e

o0

(T3

e

oo

2]

5.4

7.6

00

5.2

00

6.8

oo

3.1

o0

7ol

ae

265

Timectomizzati

6o oo

ee o

0,2

0.3

*s o8

0.3
14

LA 1

Ook

s a8

006

0.2
18

e 00 o

se 00

12

se OO

15

ee OO

16

e 0O

17

v oo

e Q0

15

e Q0O

15

1]

9% 55 60 08 00 00 S0 o9 30 08 eo 00 ¢ GG 60 00 00 0O S8 S e¢ 40 0O OO

Vedi tabella 1
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TABELLA IIT - Risposta primaria (I) e secondaria (II) di varie dosi di cellule midollari e spleniche
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La risposta primaria e secondaria delle cellule
midollari & notevolmente ridotta nei timectomizzati rispetto
al normali, indipendentemente dal tempo di stimolazione anti-
genica e dalla dose di cellule trapiantate, L'effetto della
timectomia dei riceventi sulla risposta primaria e secondaria
delle cellule spleniche & molto meno marcato e risulta evidente

solo se si trapianta una piccola dose di cellule,

La differenza in timo-dipendenza tra cellule
midollari e spleniche suggerisce l'esistenza di due tipi di
cellule potenzialmente competenti : PCo (timo dipendente)
e PC1 (timo indipendente), Le cellule PCo sarebbero preva-

lenti nel midollo osseo, le PC, nella milza, L'antigene

1
stimolerebbe le cellule PC, trasformandole in cellule immum

nologicamente competenti, éecondo questo modello, il timo
potrebbe agire sulle cellule potenzialmente competenti proe
muovendo la differenziazione delle cellule PCo a PC1 °

J1 diverso grado di timo~indipendenza della risposta di

5 x‘lO6 e 24 x 106 cellule spleniche (tab,III) potrebbe
essere attribuito al grado di riempimento del compartimento
PCl. L'eventuale saturazéone di questo compartimento dovuta
all'iniezione di 24 x 10 cellule potrebbe rendere ineffi-
ciente la differenziazione delle cellule PCo nei riceventi

normali,

La specificita dell'azione del timo sulle cellule
PCo € suggerita dai risultati di esperimenti in cui cellule
di milza sono state stimolate dall'antigene al tempo di tra-

pianto oppure 10 giorni prima di essere trapiantate e risti-

molate,
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I risultati del primo esperimento sono riportati nella tabella IV
che mostra la risposta primaria di cellule di milza trapiante in

varie dosi in topi normali e timectomizzati.

TABELLA IV - Risposta primaria di varie dosi di cellule spleniche
normali stimolate con antigene al tempo del trapianto
in topi normali e timectomizzati.

:  Riceventi H cellule spleniche (x106) H
: o e ———————— 3
: irradiati : 24 : 48 : 96 : 192 g
$ Normali : 3.1 : 5.7 : 6.6 : 74 :
2 : Okt s Ok ¢ 0.3 : Ol 2
: : 20 H 31 : 30 H 17 $
: Timectomizzati g 2.2 : L,2 5.0 3 6.6 @
: : 0.3 s 0.2 s 0.3 H 0.2 H
3 : 13 H 22 g 21 2 14 3

Vedi tabella 1
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L'analisi della varianza di questi dati ha indicato che

nei riceventi normali e timectomizzati il log2~del titom

lo di agglutinine & una funzione lineare del log2 della
dose di cellule trapiantate, che i1 coefficienti delle due
regressioni sono significativamente diversi da zero ed
uguali tra loro, e che la risposta nei normali non & diver-
sa da quella nei timectomizzati., I risultati del secondo
esperimento sono illustrati dalla tabeila V che mostra

la risposta secondaria di cellule di milza trapiantate in

dosi diverse in topi normali e timectomizzati,

TABELLA V -~ Risposta secondaria di varie dosi di cellule
spleniche immunizzate ristimolate con antige=
ne al tempo del trapianto in topi normali e
timectomizzati.

ot e o e i = o e e = e T S e e o e S T - o e e T e e ek e T e et = A o o o s o e o i e g = §

: Riceventi : :
g irradiati : 3 : 6 : 12 : 24 :
: Normali : 3.9 H 5.3 H 6.5 H 75 :
s 3 0.7 ¢ 0.3 3 O, ¢ 0ok 3
H 3 12 3 21 H 22 3 20 3
e e ce e cac e ——— —lmmmmam———— formmm— - lemmmmmn e T T g
: Timectomizzati s 4,5 : 6.1 S 7.7 2 8.6 3
H H 0ql+ H 0-5 H OeL" H ool'" H
: g 18 : 18 ] 24 g 23 s
: : : : : H
:========::::::::::::::::::::===:=:::::::::::::::::::::::::::::::8

Vedi tabella I
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L'analisi della varianza di questi dati ha mostrato che

nei riceventi normali e timectomizzati il log2 del titolo

di agglutinine é una funzione lineare del log2 della dose

di cellule trapiantate, che i coefficienti delle due re-
gressioni sono significativamente diversi da zero ed uguali
tra loro, e che la risposta nei timectomizzati non & infe=-
riore a quella nei normali. I risultati di questi esperi-
menti dimostrano che quando si trapiantano cellule stimo=-
late dall'antigene la risposta primaria o secondaria non

¢ diminuita dalla timectomia, Compatibili con questa osser=
vazione sono anche i risultati di un esperimento in cui
cellule midollari o spleniche provenienti da donatori immu-
nizzati sono state iniettate a topi normali e timectomizzati,
e ristimolate 60 giorni dopo il trapianto., I dati sono ri=-
portati nella tabella VI dove sl osserva che 1l'effetto della
timectomia sulla risposta secondaria € inapprezzabile per

le cellule spleniche ed é evidente per le cellule modillari.

Per queste, tuttavia, l'effetto & molto meno
marcato di quello osservato quando il trapianto midollare
& costituito prevalentemente da cellule PCo (vedi tabella
I11)
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TABELLA VI =~ Risposta secondaria di cellule midollari e
spleniche immunizzate ristimolate con anti~-
gene 60 giorni dopo trapianto in topi normali
e timectomizzati,

H H H H
s Riceventi : Midollo : Milza H
: irradiati : 2 x 106 : 20 x 106 : 5x 106 :
: Normali : 6.9 : 7.2 : 5.5 :
: : 0.2 3 0.2 8 0,2 s
: s 21 t 24 : 29 :
: : : : g
¢ Timectomizzati : 3.5 : 563 : Lo,7 s
H 3 0.5 b 006 : OoL" b4
: s 18 g 18 g 18 :
: : : : :

e e L L L L I L N N S S L S R S N S s S s o N o N N I s s m o

Vedi tabella I
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che la risposta di tessuti emopoietici fetali trapiantati
irradiati é timo-dipendente, e che la concentrazione di
potenzialmente competenti nella milza aumenta fino a 10
etd e diminuisce successivamente. Si & voluto analizzare

dipendenza di cellule spleniche provenienti da donatori

di eta diversa per studiare la variazione di cellule PC, nella

1

milza in funzione dell'eta. A tale scopo, 5 x 10  cellule di

milza di donatori di 10-120 giorni di eta sono state trapiantate

in topi

normali e timectomizzati, e stimolate con G.R.M, 60 e 66

giorni dopo il trapianto. Le risposte primaria e secondaria sono

riportate nella tabella VII, dove si osserva che il grado di timo=-

indipendenza delle cellule spleniche provenienti da topi adulti

(vedi tabella III) viene raggiunto all'etd di 60 giorni e permane

invariato fino a 120 giorni. Lo studio di eta successive & in

COrsooe




TABELLA VII - Risposta primaria (I) e secondaria (II) di 5 x 10 cellule spleniche normali provenienti da donatori

di diversa eta, stimolate con antigene 60 e 65 giorni dopo trapianto in topi normali e timectomizzati,
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Sono stati condotti esperimenti di ritrapianto
per testare 1l'ipotesi secondo cui l'azione del timo con=
sisterebbe nel promuovere la differenziazione delle cellule
PCo a PCl o Scopo della ricerca era quello di determi-
nare la differenza in timo~dipendenza tra cellule di comu=~
ne origine midollare, dopo essere state coltivate in vivo
in presenza o assenza di timo. Cellule di midollo normale
sono state iniettate a due gruppi di riceventi, normali
e timectomizzati, immediatamente dopo panirradiazione degli
animali con 800 Ro I topi dei due gruppi sono stati sacrie
ficati un mese dopo il trapianto di midoilo., Linfonodi,
milza, e midollo sono stati prelevati e dissociati in so~
spensioni cellulari, separatamente per ciascun gruppo e
tessuto, Ciascuna sospensione cellulare & stata iniettata
ad una seconda serie di riceventi normali e timectomizzati,
immediatamente dopo panirradiazione con 800 R, Una
piccola dose di cellule di midollo normale & stata aggiunta
all'inoculo di linfonodi per assicurare la sopravvivenza
dei riceventi., Tutti i riceventi della seconda serie sono
stati ijniettati con G.R.M. a 60 e 66 giorni dall'irrae
diazione e salassati 6 giorni dopo ciascuna iniezione di
antigene per la titolazione della risposta primaria e se~
condaria delle cellule trapiantate, ILa timo-dipendenza
della risposta immunitaria di cellule derivate da cilascun
tessuto & stimata dalla differenza tra i log2 del titolo
dei riceventi normali e timectomizzati, Maggiore la diffe-
renza, maggiore il grado di timo-dipendenza. I risultati

sono riportati nella tabella VIII,




TABELLA VIII - Timo-dipendenza (d) della risposta primaria (I) e secondaria (II) di cellule prelevate da tessuti
di riceventi intermedi e stimolate con antigene 60 e 66 giorni dopo il trapianto in topi normali
e timectomizzati,
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sInoculo diniziale H Midollo normale 3
tsRicevente intermedio: Normale S Timectomizzato 3
¢ Tessuto intermedio : Linfonodi : Milza : Midollo : Linfonodi : Milza : Midollo H
s Risposta 5 I : I I : I : I : I : I : I : I N : I : IT H
g d t 2,29 ¢ 1,83 3 3,60 3 3,63 3 4,48 3 5,29 3 5.09 : 6,38 ¢+ 4,72 3 6,53 : 5,29 : 5,95 3
2 s3 ¢ 0,36 2 0,45 3 0,25 ¢ 0,35 : 0,16 2 0,52 3 0,28 3 0 46 3 0,16 ¢ 0,37 ¢ 0,23 ¢ 0,49
e e 27 g 22 s 26 3 23 : 28 s 25 s 22 s 17 s 31 s 32 3 37 : 31 3
8 g, s 30 : 18 : 31 s 21 s 27 g 21 s 31 s 27 : 27 s 27 s 35 s 24 g
$ H

d = media delle differenze tra la media dei 1og2 dei titoli dei normali e il log2 del titolo di ciascun timectomizza-
togs sy = errore standard;

ny = numero di riceventi normali ; n, = numero di riceventi timectomizzati,
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la varianza delle differenze é stata analizzata in una
classificazione gerarchica a due livelli : riceventi in-

termedi e tessuti intermedi, Per la risposta primaria

i risultati dell'analisi sono indicati nella tabella IX;

dove la differenza in timo~dipendenza tra i diversi tes~
suti risulta significativa e maggiore di quella tra rice~

venti intermedi.
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Per testare la significativita della differenza in timo~
dipendenza tra il pool dei tessuti derivati da riceventi
intermedi timectomizzati, si ¢ applicato alle differenze
della tabella VIII il test di Scheffé, utilizzando l'errore
sperimentale ottenuto nelltanalisi della varianza. Il test
di Scheffé presentato nella tabella X indica che la diffem
renza in timo-dipendenza tra i due pools di tessuti é alta-

mente significativa e dovuta principalmente ai linfonodi,




TABELLA X ~ Test di Scheffé per la timo~dipendenza della risposta primaria

: ¢ Differenza Diff.Signif,
s Contrasto ¢:sperimentale 5 % 1%
g ——————— R - . GRS S YR WS T S S ) 00 S - O R A A G S S0 B W G SR S S S G WD S G SED B U S G T A S . — o — Y S ot P o e ot —— - o v o o S o - -~ ——— et ¥ o - - - Wy

se 08 OO O8 o0

H 4 3 3

5 T (Linfonodi + milza + midollo) - N (Linfonodi + milza + midollo) : Lo73 : 2,06 2,41 3

s T (Linfonodi) =~ N (Linfonodi) g 2,80 g§ 1.16 ¢ 1,36 :

H H H H 3

¢ T (Milza) - N (Milza) g l.12 g 123 s 1ok o

g T (Midollo) -~ N (Midollo) g 0,81 t 1l.23 3 1.4k '
3 H H H H cHo
H H b : H .
g L T s o T o o S T S S N T T D T e P T S R B e N N R T s R NS EmETEENEE TR T ES T TR e z:==a....._az_...azzmzz:za:::=====ﬂ==zg

T = ricevente intermedio timectomizzatoj N = ricevente intermedio normale
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La risposta secondaria é stata sottoposta allo stesso tipo
di analisi della varianza e i risultati sono riportati nella
tabella XI,
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I risultati dell'analisi della risposta secondaria confermano

e mettono in maggiore evidenza quanto osservato per la risposta
primaria, La differenza in timo-dipendenza tra riceventi interw
medi é significativa anche se si considera la variabilita tra
tessuti, I1 test di Scheffé riportato nella tabella XII stabi=
lisce la significativita della differenza in timo-dipendenza
tra i due pools di tessuti e indica che tale differenza & dovuw-

ta ai linfonodi e alla milza,

o




TABELLA XII -~ Test di Scheffé per la timo~dipendenza della risposta secondaria

3::xt‘.t:zz:zz:::zz:::::::‘.:::=====:===z===:========::::::z:::::::==:=z=:=::==:—.==:::::::==::::::::::::::::::::::g
H : 2 Diff, Signif.s
8 Contrasto g Differegzi s 5% s 1% :
= e e e e e e e e e o e e e 1 o e o o e e ———— - temmSperimentale . T ___ P -
¢ T (Linfonodi + milza + midollo) - N (Linfonodi + milza + midollo) : 8011 ¢t 3a75 ¢ 4,40
e e e e e e e e s e o e e 2 e 2 e o s o Y e ————— S S I
: T (linfonodi) =~ N (linfonodi) g 4,55 : 2,26 ¢ 2,65 3
: T (milza) - N (milza) : 2,90 s 2,12 ¢ 2,49 3
3 T (midollo) -~ N (midollo) : 0,66 g 2,12 1 2,49 3
Vedi tabella X
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I risultati dell?esperimento di ritrapianto per=
mettono di concludere che le cellule di midollo osseo,
PC0 o timo-dipendenti, possono acquisire timoeindipendenza

se coltivate in vivo per un mese in presenza di timo, Le

cellule timo~indipendenti originate dalle PCo in cultura

si distribuiscono principalmente ai linfonodi e alla milza,
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