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t e rmina ls  were also p resen t  in the  large smoo th  muscles  
sur rounding  the  tact i le  hai r  forming a typica l  au tonomic  
ground  plexus consis t ing ma in ly  of s t r ands  of several  
adrenergic  nerve te rminals  (Figure B). The large n u m b e r  
of  Pac in ian  corpuscles p resen t  close to  the  carpa l  tac t i le  
hai r  did no t  con ta in  any  adrenergic  nerve  te rmina ls .  

Around  the  ha i r  s h e a th  of t he  vibr issae  adrenerg ic  
te rminals  were more  th in ly  sca t te red .  The su r round ing  
s t r ia ted  muscles h a d  no adrenergic  innerva t ion .  No 
f luorescent  nerve  te rminals  were a p p a r e n t  af ter  t r e a t m e n t  
wi th  reserpine.  

The main  morphological  difference b e t w e e n  the  ordi-  
na ry  hair  wi th  its fas t  a dap t i ng  receptors  and  the  tact i le  
hai r  wi th  its ex t r eme ly  slowly adap t i ng  mechanorecep-  
tors  8,~ is the  charac ter i s t ic  vascular  s inus  a round  the  
root  p rope r  in the  la t ter .  The  e x a c t  func t ion  of th is  b lood 
sinus is still u n k n o w n  and  i ts  effect  on the  receptors  has  
been  the  sub jec t  of a g rea t  deal  of specula t ion  s. The  
adrenergic  t e rmina l s  obse rved  a round  the  ha i r  shea th  m a y  
exer t  the  same effect  on the  hai r  recep tors  as t h a t  sug- 
gested above for the  adrenergic  t e rmina l s  in frog skin on 
the  touch  receptors .  The presence  of a s t rong  adrenerg ic  
plexus inne rva t ing  the  s moo th  muscles  su r round ing  t h e  
sinus of the  carpal  hairs  is also n o t e w o r t h y  in th is  con tex t .  
Thus,  besides a d i rect  effect  of CA released inside the  

blood sinus, t he  s y m p a t h e t i c  nervous  sys t em m a y  also 
exer t  an indi rec t  ac t ion on the  ha i r  recep tors  th rough  
changes  in the  mechanica l  proper t ies  of the  s inus  or in the 
in t ras ina l  pressure  1~. 

Zusammen/assung. E s  is t  b e k a n n t ,  dass  gewisse Mecha- 
no rezep to ren  d u t c h  Re izung  s y m p a t h i s c h e r  N e r v e n  be- 
e inf luss t  werden.  Hi s tochemisch  war  es mSglich, adrenerge 
Nerven  in H a u t s c h i c h t e n  des Frosches  mi t  Bert ihrungs-  
r ezep to ren  nachzuweisen .  In  Pac in ischen  K6rpe rchen  der 
K a t z e  wurde  keine adrenerge  I n n e r v a t i o n  gefunden,  hin- 
gegen freie adrenerge  Nervenend igungen  an den VCurzel- 
scheiden verschiedener  Tas thaa re .  
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A z i o n e  de i  v i r u s  p o l i o m i e l i t i c o  e C o x s a c k i e  s u l l e  
c e l l u l e  r e n a l i  di  s c i m m i a  (Macaca mulatta S h a w )  

Vari autor i  1-s h a n n o  p o t u t o  cons t a t a r e  che per  opera  di 
fa t tor i  vari ,  il nucleolo delle cellule pub  andare  incont ro  
ad apprezzabi l i  modificazioni .  In  par t ico ta re  DURYEE 1 ha  
sos tenu to  che l ' a d e n o c a r c inoma  di Luck6 di Rana pipiens 
6 una  m a l a t t i a  da  virus del  nucleolo cellulare, e BOLO- 
GNARI 3'4 h a  a m m e s s o  che in generale  l 'o rgani te  cellulare 
che per  p r imo  r i sen t i rebbe  dei fa t tor i  oncogeni,  sa rebbe  il 
nucleolo stesso. Fra  i fa t tor i  che possono provocare  tale  
azione v a n n o  annovera t i  a p p u n t o  i virus,  per  cui a s sumono  
sempre  pifl i m p o r t a n z a  quelle r icerche d i re t te  ad accer ta rne  
l 'azione c i topat ica .  A b b iamo  volu to  p e r t a n t o  condur re  
delle indagni  per  osservare,  con l 'ausil io di varie  tecniche,  
le mani fes taz ion i  cui va  incont ro  il nucleolo in cellule in- 
fe t t a te  con d e t e r m i n a t i  virus.  

Allo scopo ci s iamo servi t i  di  col ture  pr imar ie  mono-  
s t ra t i f ica te  di  cellule epitel ial i  di  rene di Macaca mulatta, 
in cui dopo 6-8 giorni di  co l tn ra  6 s t a t a  e f f e t t u a t a  l ' infe- 
zione con virus  pol iomiel i t ico t ipo  I ceppo  Brunhi lde  e 
v i rus  Coxsackie B 1. 

I gruppi  cellulari eons idera t i  sono s ta t i :  (a) cellule 
appena  t r ips in izzate ;  (b) cellule t enure  in col tura  per  6 8 
giorni;  (c) cellule in fe t t a t e  con virus  poliomieli t ico e fis- 
sate  a 17 h dal l ' infezione;  (d) cellule in fe t t a t e  con virus  
Coxsaekie e f issate a 41 h dall ' infezione.  

Le col ture cellulari sono s t a te  fa t te  sv i luppare  su . ve -  
t r ini  copriogget t i ,  fissati in Bouin e quindi  cotora te  con 
il GALGANO I v e con il Dominici .  P e r  le osservazioni  al 
microscopio di f luorescenza le eol ture  cellulari sono s t a t e  
f issate in formal ina  al 10% e t r a t t a t e  con arancio  acr id ina  
secondo I:tERTALANFFY s. I nucleolini sono s ta t i  pos t i  in 
evidenza dopo fissazione in l iquido di Cajal e impregna-  
zione con cloruro di p la t ino  9. Per  le osservazioni  al micro- 
scopio e le t t ronico le cellule s tacca te  dai tubi  di co l tura  

me d i a n t e  t r ipsinizzazione,  sono s t a te  f issate in OsO, al 
2% secondo Pa lade  e incluse in miscele di metacr i la t i  di 
but i le  e di met i le  (8 par t i  e 2 part i) .  

Sono staff  ancora  misura t i  i nuclei  con re la t ivi  nucleoli 
di 400 cellule per  ogni g ruppo  cons idera to  e cost rui t i  dei 
d i a g r a m m i  car tes iani  con i logar i tmi  dei  volumi  nucleari  
(in ascissa) e nucleolari  (in ord ina ta) .  I da t i  o t t e n u t i  sono 
s ta t i  qu ind i  e labora t i  secondo it m e t o d o  di LAMOTTE 1°. 

Nelle cellule a p p e n a  t r ips in izza te  del rene  di  ]~lacaca 
mulatta il nucleo 6 apparso  p iu t t o s to  ro tondo ,  con un 
piccolo nucleolo pos to  eccen t r i camen te  colorabite col 
me t o d o  Galgano I in rosso e con il me t o d o  Dominici  in 
azzurro.  Nello stesso nucleolo i nucleolini  sono r isut tat i  
quasi  sempre  assenti ,  al microscopio di f luorescenza si 6 
n o t a t a  per  lo pifi f luorescenza rossa. Le stesse cellule 
t e n u t e  in co l tu ra  si sono p re sen t a t e  con nucleo notevol-  
m e n t e  sv i luppa to ,  con nucleolo pu r  esso voluminoso  e di 
fo rma  e s t r e m a m e n t e  variabile.  Sono s taff  a l t rest  r i levati  
nucleoli doppi ,  ora  di eguali ora  di d iverse  dimensioni ,  
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come pure  nucleoli  s t r e t t a m e n t e  a t t a cca t i  alla m e m b r a n a  
nucleate .  Rare  sono r i su l ta te  le cellule con pitl di due  
nucleoli.  Quelli con d imens ion i  p iu t t o s to  piccole sono 
appars i  colora t i  in rosso col rne todo Galgano I, con 
d imens ioni  pi~ sv i luppate ,  colorat i  in arancio  o in azzurro.  
Net  nuclei  pol inucleolat i  il Galgano ha  permesso  di no ta t e  
c o n t e m p o r a n e a m e n t e  nucleoli  colorat i  in rosso e nucleoli  
colorat i  in azzurro.  I nucleolini  mol to  di  sovente  si sono 
r i scon t ra t i  in de t t e  cellule. A1 microscopio di f luorescenza 
i nucleoli  h a n n o  ancora  man i f e s t a to  una  cer ta  f luorescenza 
rossa. 

Nelle cellule i n f e t t a t e  con il virus poliomieli t ico cara t -  
ter i  differenzial i  sono s t a t i  r i scont ra t i  nel  nucleolo, il 
quate,  r i spe t to  ai controll i ,  si ~ p r e sen t a to  di  maggior i  
d imens ion i  e con una  pitt m a r c a t a  variabilitb, di  forma.  I 
nuclei  pol inucleolat i  sono r i su l ta t i  pitt f r equen t i  ed i 
nucleoli  con nucleolini  si sono r i scon t ra t i  in pe rcen tua le  
maggiore.  I1 me todo  Galgano I ha  consen t i t o  di  no t a t e  
maggiore  f requenza  dei nucleoli  colorat i  in azzurro  ed il 
microscopio  di f luorescenza una  t e n d e n z a  di essi ad assu- 
mere  pure  f luorescenza verde.  

Le cellule in fe t t a t e  con virus  Coxsackie h a n n o  mani -  
fes ta to  ca ra t t e r i  simili a quelli p r eceden t i ;  pure  in ta l  caso 
si 6 no t a to  un  apprezzabi le  n u m e r o  di nuclei  con nucleoli  
dopp i  e di  nuclei con pitt di  due  nucleoli,  i qual i  sono 
appars i  plur i lobat i ,  a l lungat i  e v a r i a m e n t e  ma l fo rma t i  e 
con u n a  quant i tA a b b a s t a n z a  d i sc re ta  di nucleolini.  

Per  q u a n t o  r igua rda  le colorazioni  e le osservazioni  
compiu te  at microscopio di  f luorescenza,  nulla  di par t ico-  
late  si ~ r i levato  r i spe t to  a q u a n t o  si ~ osserva to  helle 
cellule i n fe t t a t e  con virus poliomieli t ico.  

A1 microscopio  e le t t ronico  le cellule i n fe t t a t e  con i 
virus,  r i spe t to  a quelle di control lo  t enu t e  per  6-8 giorni 
in col tura ,  h a n n o  p re sen t a to  nel  c i top lasma  un numero  
r e l a t i v a m e n t e  pitl r i do t to  di c i t o m e m b r a n e  ed uno pifl 
accresc iu to  di  r ibosomi  dispers i  pe r  ogni dove.  I1 loro 
nucteo ~ appa r so  con m e m b r a n a  mol to  pitl i rregolare e 
s cava to  da  p ro fonde  incisure che non  quello delle cellute 
di  control lo ,  pure  esse modi f ica te  r i spe t to  alla m e m b r a n a  
ad  a n d a m e n t o  regolare delle cellule a p p e n a  t r ips inizzate .  
I1 nucleolo delle cellule i n f e t t a t e  ~ r i su l ta to  di n o r m a  
a l t e ra to  r i spe t to  a quello dei  control l i :  ~ apparso  di so- 
v e n t e  mol to  a l lungato,  diviso in lobi e aderen te  alia 
m e m b r a n a  nucleare.  In esso, con molta f requenza,  sono 
s ta t i  r i scon t ra t i  a d d e n s a m e n t i  di granulazioni  corr ispon-  
den t i  sul p iano s t r u t t u r a l e  ai nucleolini.  Nelle cellule in- 
f e t t a t e  con virus  poliomilei t ico r a g g r u p p a m e n t i  di par t i -  
celle di  t ipo virale con un d i a m e t r o  medio  di  285 ,~k sono 
s ta r t  osserva t i  he l l ' a rea  nucleare,  r a g g r u p p a m e n t i  simiti 
coes is ten t i  col s u d d e t t i  a d d e n s a m e n t i  sono s tar t  no t a t i  
pure  en t ro  il nucleolo (F igura  1). Par t ice l le  simili  sono 
s t a t e  r i s con t ra t e  t a lvo l t a  anche  nel c i top lasma.  

Nelle cellule in fe t t a t e  con virus  Coxsackie,  r aggruppa-  
m e n t i  di part icel le  di t ipo  virale con un  d i ame t ro  medio  di  
270 _~ sono s t a t i  vis t i  in p u n t i  diversi  del c i top lasma  
(Figura  2); di simili ne sono s ta t i  osserva t i  in ta luni  cast 
anche  nel nucleo. I1 nucleolo di essi si ~ p re sen ta to  con gli 
a d d e n s a m e n t i  di cut sopra,  nulla  per6  ~ s t a to  ind iv idua to  
che potesse  cor r i spondere  a r a g g r u p p a m e n t i  di  par t icel le  
virali .  

L 'anal is i  c i tomet r i ca  ha  pe rmesso  di  no ta re  che il volu-  
me  nucleare ,  gi~ n o t e v o l m e n t e  a u m e n t a t o  helle cellule di  
controt lo ,  in quelte i n f e t t a t e  con virus poliomieli t ico,  
r i su t ta to  con un ul ter iore  a u m e n t o  non  r i scont ra to ,  invece,  
in quelle i n fe t t a t e  con virus Coxsackie.  L ' e laboraz ione  dei 
da t i  s ta t i s t ic i  secondo il me todo  di L a m o t t e  non  ha  per-  
messo,  t u t t av i a ,  di apprezzare  una  correlazione f r a i l  
vo lume  del nucleolo e quello del nucleo in nessuno dei 
g ruppi  cellulari presi  in considerazione.  

Le p resen t i  indagini  h a n n o  consen t i to  di r i levare una  
reale azione dei vi rus  pol iomiel i t ico e Coxsackie su cellule 
renali  t enu re  p r e v e n t i v a m e n t e  in co l tu ra  per  6-8 giorni,  
azione che b r imdta ta  s o p r a t u t t o  ev iden te  net nucleolo. In  
ques to  sono s t a t e  r i scon t ra te  a p p u n t o  quel te  mani fes ta -  
zioni (variazioni delle affinitY, t in tor ia l i  e n u mero  accre-  
sc iuto  di nucleolini) relat ive a quella seconda  fase di a t t i -  
v i th  nucleolare,  che in p recedenza  era s t a t a  ind ica ta  come 
una  ca ra t t e r i s t i ca  degli ovocit i  e delle cellule tumora l i  ~,~z. 
D ' a l t r o  canto ,  a lmeno col virus poliomielit ico, sono s t a t i  
osserva t i  nel nucleolo r a g g r u p p a m e n t i  di part icel le  ascrivi-  
bill a virus tal l  da  indicare  la possibilit '~ di un ' a l t e raz ione  
p o r t a t a  d i r e t t a m e n t e  nel l 'organi te .  

D e t t e  indagini  f anno  r i sa l tare  p e r t a n t o  il fa t to  che  le 
mani fes taz ion i  pifi sat ient i  i ndo t t e  nelle cellule in fe t t a t e  

Fig. 1. Mie: ografia elettronica di porzitu:e di cetlula renale di Maraca 
mulalta in se~.uito ad iufezione cou virrs poliomielitico. Si noti nel 
nucleo (N) dai!a forma molto irregolare l'esistenza di un raggrup- 
pamento di particelle di tipo virale (pv) e con aspetto simile ad un 
raggruppamento (freccia) esistente nel nucleolo (nu). Fissazione OsO 4 

al 2% sec. Palado; inciusitme in miscela di metaerilati. 

Fig. 2. Micrografia elettronica di porzione di citoplasma di cellula 
renale di Scimmia in seguito ad infezione coil virus Coxsaekie. Le 
freccie indicano due raggruppamenti di particelle ascrivibili a virus. 
Fissazioue OsO~ al 2% sec. l'alade; ittclusione in miscela di meta- 

crilati. 
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s iano  a carico del nucleolo, que l l ' o rgan i t e  cio~ che, in  base  
a p receden t i  r icerche ~,2,~, era  s t a to  i nd i ca to  come  il p r i m o  
responsabi le  della cancerogenesi .  Di  in te resse  s a r e b b e r o  
p e r t a n t o  a l t re  r icerche d i r e t t e  ad  acce r t a re  se con  v i ru s  
c e r t a m e n t e  oncogeni  le reaz ioni  del nucleolo  possano  es- 
sere del la  s tessa  na tu r a .  

Summary .  The  a u t h o r s  found  severa l  modi f i ca t ions ,  
pa r t i cu l a r l y  in  t he  nucleolus ,  in  k i d n e y  ep i the l i a l  cells of 
Macaca mulatta, k e p t  in  cu l tu re  for  6 - 8  days ,  a f t e r  infec- 
t ion  w i t h  polio and  Coxsackie  v i ruses .  T h e y  observed ,  
a f t e r  in fec t ion  w i t h  polio virus ,  some g roups  of v i rus- l ike  

bodies,  w h i c h  ind ica t e  t h e  poss ib i l i ty  t h a t  a p rovoca t ion  
t o o k  place  in it.  
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Effects  of T w e e n  80 o n  t h e  G r o w t h  of  t h e  E h r l i c h -  
Let tr6  A s c i t e s  C a r c i n o m a  1 

I t  h a s  b e e n  s h o w n  ~ t h a t  t r e a t m e n t  of cells of t he  E h r -  
l ich Le t t r6  asci tes  c a r c i n o m a  b y  T w e e n  80 p r o d u c e d  
m a r k e d  p e r m e a b i l i t y  changes ,  a n d  assoc ia ted  m e t a b o l i c  
a l t e r a t ions  as a r e su l t  of th is .  D u r i n g  t h e  course of t h i s  
s t u d y  i t  was of i n t e r e s t  to  obse rve  in p r e l i m i n a r y  exper i -  
m e n t s  t h a t  w h e n  t h e  t r e a t e d  cells were i nocu la t ed  i n to  
hos t  mice, t he  g r o w t h  of t h e  t u m o r  as m e a s u r e d  b y  w e i g h t  
increase  alone,  was  s imi la r  to  t h e  n o r m a l  u n t r e a t e d  t u m o r .  
I n  o rder  to  ver i fy  t h i s  o b s e r v a t i o n  a s t u d y  h a s  been  m a d e  
of t h e  g r o w t h  of th i s  t u m o r  a f t e r  T w e e n  80 t r e a t m e n t ,  
w i t h  C F W  s t r a i n  mice  a c t i n g  as h o s t  for  t r a n s p l a n t a t i o n  
of th i s  t u m o r .  T h e  resu l t s  will i nd i ca t e  iden t i ca l  g r o w t h  
p a t t e r n s  t h u s  con f i rming  t he  ear l ie r  p r e l i m i n a r y  obse rva -  
t ions  on  t he  nega t i ve  effects  of th i s  surface  ac t ive  a g e n t  
on  g r o w t h  p o t e n t i a l  of t he  t u m o r .  

All e x p e r i m e n t s  were car r ied  o u t  w i t h  t he  E h r l i c h  
Le t t r6  h y p e r d i p l o i d  s t r a i n  asc i tes  c a r c i n o m a  w h i c h  ha s  
been  ca r r ied  in  t h i s  l a b o r a t o r y  for some years .  T h e  t u m o r  
was m a i n t a i n e d  b y  m a k i n g  serial  t r a n s p l a n t s  of 0.2 ml  
of t he  asci t ic  f luid c o n t a i n i n g  cells in to  female  C F W  mice  
of 6-7  weeks of age. The  t r a n s p l a n t s  were done  b e t w e e n  
7-10 days  of t u m o r  g r o w t h  a t  wh ich  t i m e  t h e  g r o w t h  r a t e  
is max ima l .  F lu id  for  t he  e x p e r i m e n t s  was  d r a i ned  f rom 
severa l  a n e s t h e t i z e d  mice  a n d  pooled.  T h e  f lu id  was  
d iv ided  in to  two p o r t i o n s  of 10 ml  each  a n d  cen t r i fuged  
in  a cl inical  cen t r i fuge  for 5 m i n  o p e r a t i n g  a t  3000 rpm.  
The  clear  asci t ic  p l a s m a  was d e c a n t e d  a n d  saved  sepa-  
ra te ly .  To t he  con t ro l  was  a d d e d  10 ml  of 0 . 2 5 M  sucrose. 
The  o t h e r  e x p e r i m e n t a l  t u b e  h a d  10 ml  of 0 . 2 5 M  sucrose  
con ta in ing  1% T w e e n  80 a d d e d  to it. ]Both t u b e s  were 
s toppe red  a n d  s h a k e n  to  m i x  t h e  cells a n d  f luids t ho r -  
oughly .  Af te r  15 m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  t he  t ubes  
were cent r i fuged ,  as above ,  a t  3000 r p m  for 5 m i n  a n d  t he  
s u p e r n a t a n t  sucrose so lu t ions  d e c a n t e d  a n d  d iscarded .  
E a c h  t u b e  c o n t a i n i n g  cells was  t h e n  m i x e d  t h o r o u g h l y  
w i t h  10 ml  of 0 .9% sal ine a n d  r eeen t r i fuged  a t  t h e  a b o v e  
speed of 3000 r p m  for  5 min .  Th i s  w as h i ng  o p e r a t i o n  was 
r epea t ed  t h r ee  t imes  a t  r oom t e m p e r a t u r e ,  a n d  t h e  super -  
n a t a n t  sal ine wash  so lu t ion  was d iscarded.  To  each  of t he  
t u b e s  con ta in ing  t h e  packed  cells t h e  a p p r o p r i a t e  p l a s m a  
sample  saved  f rom a b o v e  was added ,  a n d  a f t e r  s t o p p e r i n g  
t he  t ubes  were s h a k e n  to  m i x  t h e  cells. These  suspens ions  
of cells were t h e n  in jec ted  in to  hos t  mice. Fo r  t h i s  proce-  
dure  two groups  of 5 mice  each  were used.  T he  mice were 
females  of a b o u t  6-7  weeks  of age of t h e  C F W  s t ra in .  

I n j e c t i o n  of con t ro l  a n d  Tween  t r e a t e d  cells was  done  by  
i n t r a p e r i t o n e a l  i n j ec t i on  of 0.2 ml  of t he  cell suspension.  
The  cell c o u n t s  of these  in jec t ions  were  done  us ing  a 
b r i g h t  l ine h e m o c y t o m e t e r  a n d  us ing  a red  cell d i lu t ing  
a n d  c o u n t i n g  p ipe t ,  w i t h  a d i l u t i on  of 1 : 100. The  n u m b e r  
of cells i n j ec t ed  in each  case in to  each  of t he  f ive mice 
used  as controls ,  a n d  t h e  T w e e n  80 t r e a t e d  cells, was  as 
fol lows:  2 7 .  10 e cells cont ro l ,  2 4 - 1 0  e ceils Tween  80 
t r ea t ed .  

D u r i n g  t he  course  of t he  n e x t  10 days ,  w e i g h t  records 
were  m a d e  for these  two  groups  of mice.  T h e  F igure  shows 
t h a t  d u r i n g  t h e  course  of t h e  e x p e r i m e n t  t he  g r o w t h  ra te  
was  s imi la r  in  t he  con t ro l  a n d  T w e e n  80 t r e a t e d  cells. At  
t h e  e l e v e n t h  d a y  t h e  mice  were sacr i f iced a n d  t he  fluid 
was  d r a ined  carefu l ly  i n to  s e p a r a t e  15 ml  conica l  cen t r i -  
fuge tubes .  T h e  vo lumes  of t o t a l  f luid was  n o t e d  a n d  the  
t u b e s  were cen t r i fuged  a t  3000 r p m  for 5 m i n  in a clinical 
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Fluid volume and packed cell volmne of control and Tween 80 treated 
cells. 

a Supported by Grant No. CA 05172 of the National Cancer Insti- 
tute, U.S.P.H.S. 

2 E. R. M. KAY, Cancer Res. 25, 764 (1965). 


