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Biologia. — Meccanismi di connessione tra cellule nel midollo 
spinale della R anaC). Nota di B r u n o  B e r t o l i n i , presentata ((*) **} 
dal Corrisp. A. S t e f a n e l l i .

L a coesione delle cellule in un tessuto è assicurata da s tru ttu re  di diverso 
tipo, alcune delle quali già descritte  e s tud ia te  dalla citologia classica. U na 
di queste stru ttu re , il desmosoma, era s ta ta  correttam ente in te rp re ta ta  da 
Bizzozzero (1870 [r]), come un differenziam ento della superficie cellulare 
che perm etteva l’adesione di due cellule contigue, senza che a livello di esso 
vi fosse urla continu ità citoplasm atica. Questo concetto fu pienam ente con
ferm ato dalla microscopia elettronica (P orter 1954 [2]).

U n secondo tipo di m eccanismo di adesione è rappresen ta to  da una vera 
e propria fusione delle m em brane piasm atiche di due cellule adiacenti ; lo 
s tra to  denso superficiale della m em brana cellulare si fonde con lo s tra to  denso 
corrispondente della m em brana della cellula vicina, e cosi si osserva una 
s tru ttu ra  unica, fo rm ata da cinque stra ti, di uno spessore complessivo di 150 À, 
invece di due m em brane a triplice s tru ttu ra , separate da uno spazio in te r
cellulare di 100-200 A.

Q uesta fusione di m em brane di cellule adiacenti fu descritta  per la prim a 
volta da R obertson (1959 [3]) (external compound membrane) per le cellule 
di Schwann, poi da K arrer (i960 [4, 5J) ■ (quintuple layered cell interconnection 
nella tonaca m uscolare dei vasi sanguigni e più di recente da F arq u h ar e 
Palade (1961) [6] (tight intercellular junction) e da diversi altri A utori.

L a presenza di desmosomi e di fusioni di m em brane è s ta ta  osservata 
anche nel sistem a nervoso centrale (Schultz, Berkowìtz e Pease 1956 [7] ; 
M atu ran a  i960 [8] ; G ray 1961 [9, io ] ; R osenbluth e P alay 1961 [11]).

Lo scopo della presente ricerca è s ta to  quello di esaminare, sulla base 
di quanto  era già noto dai lavori precedenti, alcuni tipi di relazione tra  le 
m em brane plafematiche adiacenti delle cellule di glia e dei neuroni, nel sistem a 
nervoso centrale.

M a t e r ia l e  e M e t o d o .

Brèvi' t ra tt i  del midollo spinale di rana (Rana esculenta L.) sono s ta ti 
fissati per 1.30 h a 0 ° C  in 0 s 0 42 %, in tam pone fosfato (M illonig 1962 [12]) 
a cui era sta to  aggiunto il 2,5 % di saccarosio, ed inclusi in m etacrilato . Le 
sezioni sono s ta te  eseguite con l’U ltro tom e LK B , colorate con piombo secondo 
il m etodo A di K arnovsky (1961 [13]) e fotografate con il microscopio elet-

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Anatomia comparata « G. B. Grassi» dell’Univer
sità di Roma e nel Centro di Neuroembriologià del C.N.R.

(**) Nella seduta del 13 giugno 1963.
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Ironico H itach i H U  11, a 75 kV di accelerazione, con un diafram m a dell’obiet
tivo di 50 (j i . Lè fotografie sono sta te  prese ad ingrandim enti d iretti compresi 
tra  le 10.000 e le 30.000 volte. L ’ingrandim ento del microscopio è sta to  con
trollato  sulla replica di un reticolo di diffrazione di dimensioni note. Le dim en
sioni delle s tru ttu re  sono s ta te  m isurate su 15 fotografie in cui la risoluzione 
era sufficiente ; in genere si sono confrontate le m isure prese sulla stessa foto
grafia, in m odo da elim inare gli eventuali errori di ingrandim ento.

R is u l t a t i.

Le cellule nervose e gliali del midollo spinale sono separate dal consueto 
spazio extracellulare di 80-100 A. T ra  i prolungam enti delle cellule di ne- 
vroglia ci sono dei pun ti di attacco  specializzati, o desmosomi, caratterizzati 
da una s tru ttu ra  particolare. A  livello del desmosoma le m em brane piasm a
tiche delle due cellule a con ta tto  si allontanano, fino a 250-300 A, m a lo 
s tra to  denso superficiale si a llon tana dallo s tra to  deriso profondo, fino ad 
una distanza di circa 70 A, ed i due stra ti superficiali si accostano e restano 
paralleli ad una d istanza di circa 20 A, per tu t ta  la lunghezza del desmosoma. 
A lla superficie citoplasm atica della m em brana cellulare è addossato un m ate
riale denso, nel quale convergono le fibrille di cui è ricco il citoplasm a dei 
gliociti ; lo s tra to  profondo della m em brana piasm atica è però m olto opaco 
agli elettroni, e può essere seguito per tu t ta  la lunghezza del desmosoma (Tav. I, 
figg. 1 e 2).

I desmosomi sono presenti soltanto fra prolungam enti di cellule gliali ; 
non ne sono s ta ti osservati in cellule identificabili come neuroni.

II secondo meccanismo di adesione che è sta to  osservato è la fusione della 
m em brana piasm atica di cellule adiacenti. Lo spazio extracellulare, largo 
circa 80-100 A, scom pare e la zona di fusione appare form ata da cinque stra ti, 
due densi laterali, due chiari interm edi ed uno denso centrale. Ogni s tra to  ha 
uno spessore di circa 30 A, e lo spessore to tale della s tru ttu ra  qu in tup la è 
di circa 150 A  (Tav. I, fig. 3).

Questo tipo di con ta tto  è s ta to  osservato prevalentem ente tra  cellule di 
glia e m olto meno di frequente tra  la m em brana piasm atica di un neurone 
e quella di una cellula di glia. Le gliofibrille non m ostrano nessun rapporto  
con questi co n ta tti a tre s tra ti densi, m entre convergono invece verso i desmo
somi, su cui sem bra che si vadano ad inserire.

D is c u s sio n e  d e i  r is u l t a t i.

L a presenza di desmosomi nel sistem a nervoso è s ta ta  n o ta ta  da diversi 
Autcjri, non solo come differenziazioni della superficie di cellule di glia (H am a 
T959 [x4] J M atu ran a  i960 [8]; R osenbluth e Palay  1961 [11]), m a anche 
tra  elem enti nervosi, come pun ti di adesione differenti, per s tru ttu ra  e funzione, 
dalle sinapsi (Schultz, Berkowitz e Pease 1956 [7] ; G ray 1961 [io]). I desmo-
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somi che sono presenti tra  le cellule di glia del midollo spinale della rana 
m ostrano però alcune partico larità  di s tru ttu ra  che li rendono differenti dai 
desmosomi di a ltre regioni del sistèm a nervoso della rana o di a ltri animali, 
o di altri tessuti.

I desmosomi finora descritti possono essere divisi, m olto schem atica
m ente, in tre gruppi : desmosomi in cui lo spazio extracellulare non presenta 
una chiara organizzazione s tru ttu ra le , osservabile al microscopio elettronico ; 
desmosomi in cui la sostanza intercellulare ha una s tru ttu ra  ben defin ita; 
desmosomi con s tru ttu re  trasversali che sem brano connettere le m em brane 
piasm atiche delle due cellule.

I desmosomi del prim o gruppo sono sta ti descritti nel midollo spinale della 
lam preda, tra  cellule ependim ali e nevrogliche ed anche tra  elem enti nervosi 
(Schultz, Berkowitz e Pease 1956 [7]), nella tonaca m uscolare dei vasi san
guigni (K arrer i960 [5]), tra  cellule gliali nel nervo ottico degli A nuri (M atu- 
rana i960 [8]), nel pancreas esocrino (S jòstrand e Elfvin 1962 [15]). In  questi 
desmosomi le m em brane piasm atiche delle cellule adiacenti sono separate da 
uno spazio di 100-180 A , e la sostanza intercellulare non m ostra alcuna s tru t
turazione, o, in qualche caso, soltanto  un aum ento della opacità agli elettroni.

I desmosomi del secondo gruppo hanno una s tru ttu ra  più complessa : 
Io spazio extracellulare m ostra degli s tra ti densi, paralleli alle due m em brane 
piasm atiche. Questi s tra ti densi sem bra che non abbiano nessuna continu ità 
con le m em brane cellulari. Desmosomi in cui è presente questa organizzazione 
della sostanza intercellulare sono s ta ti descritti in una gran varietà di tessuti, 
da p arte  di m olti A utori (H orstm ann e Knoop 1958 [16]; Odland 1958 [17]; 
H ibbs e C lark 1959 [18] ; H am a i960 [19] ; K arrer i960 [4] ; Faw cett 
1961 [20] ; Jakus 1961 [21] ; M unger 1961 [22] ; M unger e Brusilow 1961 [23] ; 
Ellis e M ontagna 1961 [24]; Sm ith  1961 [25] ; O verton 1962 [26] ; Choi 
*963 [27] ; M unger e S iroth 1963 [28]; T app  1963 [29]); nel sistem a ner
voso, in partipolare, R osenbluth e P alày  (1961 [11]) li hanno descritti nelle 
guaine di m ielina non com patta  del ganglio dell’o ttavo  nel carassio.

II tèrzo gruppo di desmosomi, cioè quelli che presentano delle connes
sioni trasversali tra  le m em brane piasm atiche delle cellule adiacenti, è rapp re
sen tato  da pochi esem pi: desmosomi della guaina delle fibre giganti di un 
lombrico (H am a 1959 [14]), zone di a ttacco tra  cellule epiteliali nell’idra 
(Wood 1959 [30]) e forse anche i desmosomi dell’otocisti dell’em brione di 
pollo (F riedm ann 1961 [31]).

I desmosomi del midollo spinale della rana hanno una s tru ttu ra  diffe
ren te ; in essi lo spazio extracellulare, che di solito è di 80-100 A, è pressoché 
abolito : gli s tra ti densi superficiali delle due m em brane piasm atiche si acco
stano fino ad una distanza di circa 20 A, valore che è paragonabile a quello 
dell intervallo! tra  i due s tra ti densi di una singola m em brana piasm atica. 
Questo ultim ò intervallo, invece, nel desmosoma aum enta fino a circa 70 A.

Lo spazio compreso tra  le m em brane piasm atiche di cellule a con tatto  è 
form ato da uno stra to  organizzato di molecole (Sjòstrand i960 [32] ; 1962 [33]), 
che può m ostrare, in alcuni desmosomi, una stru ttu razione osservabile al mi-
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croscopio elettronico. Questo s tra to  molecolare è responsabile dell’adesione 
cellulare; nel caso dei desmosomi ora descritti esso è però soppresso (del 
tu tto  o in gran  parte), dato  che la d istanza tra  le m em brane piasm atiche ade
ren ti è di soli 20 A, e quindi l’adesione è presum ibilm ente dovu ta ad una 
d ire tta  interazione tra  le m em brane.

Lo spazio tra  i due s tra ti densi della m em brana piasm atica ha delle 
dimensioni m olto costanti ; esso può variare in differenti tipi cellulari, e in 
parti della superficie di una stessa cellula che siano differenti dal pun to  di 
v ista funzionale (Finean 1961 [34] ; S jòstrand ed Elfvin 1962 [15]), m a in 
ognuno di questi casi ha delle dimensioni definite, che non sono m ai molto 
lontane dai 25 A , e che non sem brano m odificate da tra ttam en ti sperim entali 
(Elfvin 1962 [3 5])* L a costanza dello spazio tra  i due s tra ti densi sem bra do
vu ta  ai legami che si stabiliscono tra  i com ponenti molepolari della m em brana. 
Nei desmosomi del midollo spinale della rana questo spazio aum enta fino a 
circa 70 A, e questo fa presum ere che ci sia un notevole rim aneggiam ento 
dell’a rch ite ttu ra  molecolare di questo tra tto  della m em brana piasm atica.

Il secondo m eccanism o di adesione osservato, cioè la fusione delle m em 
brane piasm atiche di cellule vicine, in modo da form are una zona di unione 
a cinque stra ti, è s ta to  descritto  da vari A utori in m olti tessuti (K arrer i960 [4, 
5] ; F arq u h ar e Palade 1961 [6]; M uir e Peters 1962 [36]; S jòstrand  ed 
Elfvin 1962 [15] ; Choi 1963 [27]). L a fusione di m em brane può avvenire 
anche nel sistem a nervoso, ed è proprio qui che fu descritta  per la prim a 
volta (R obertson 1959.[3]) nella formazione della mielina da p arte  delle 
cellule; di Schwann. Fusioni di m em brane sono s ta te  descritte  anche nel nervo 
ottico (M atu rana i960 [8]), nel ganglio dell’o ttavo  nervo cranico del carassio 
(R osenbluth e Palay  1961 [11]), e tra  cellule di glia della corteccia cerebrale 
(G ray 1961 [9]).

C o n c l u s io n i.

Alle s tru ttu re  di adesione intercellulare che sono s ta te  descritte  può 
essere a ttrib u ita  la funzione di m antenere la coesione delle cellule, qualora esse 
vengaho sottoposte a sollecitazioni meccaniche (M atu rana i960 [8]). I desmo
somi sono sta ti osservati in p arti del sistem a nervoso che sono soggette a defor
mazioni, come nel nervo ottico degli A nuri (M atu rana i960 [8]), nel midollo 
spinale della lam preda (Schultz, Bekowitz e Pease 1956 [7]) ed in quello 
della rana ; sono sta ti però osservati anche tra  le fibre muscose della corteccia 
cerebellare (G ray 1961 [io]), cioè in una zona del tu tto  immobile, e quindi 
possono forse avere altre funzioni, oltre a quella di assicurare la coesione m ec
canica ; lo stesso può dirsi per le fusioni di m em brane adiacenti.

Q na seconda funzione può èssere quella di interrom pere a tra tt i  gli spazi 
extraèellulari, in modo da im pedire la diffusione passiva di sostanze a t t ra 
verso di essi.

Per quanto  lo spazio extracellulare del sistem a nervoso sia estrem a- 
m ente ridotto , e sia form ato da una organizzazione molecolare p iu tto sto  rigida



Bruno B erto lin i, Meccanismi di connessione tra cellule nel midollo, ecc. 721

(H orstm ann 1959 [37] ; S jòstrand  i960 [32], 1962 [33] ; E lfvin 1962 [35] ; 
Villegas e Villegas 1963 [38]), a ttraverso  di esso possono effettivam ente dif
fondere sostanze che restano stre ttam en te  extracellulari (Lasansky e W ald 
1962 [39]). Le fusioni di m em brane, ed in m inor grado i desmosomi, che sono 
meno estesi, rappresentano  una barriera per la diffusione passiva e coadiuvano 
quindi la funzione di trasporto  attivo , di regolazione degli scambi e di even
tuale elaborazione delle sostanze traspo rta te , che viene esplicata dalle cellule 
di glia nei loro rapporti fisiologici con i neuroni.

D a quanto  è sta to  descritto  queste zone differenziate della m em brana 
piasm atica m ostrano un notevole rim aneggiam ento della loro s tru ttu ra  mole
colare fondam entale, per venire incontro alle necessità funzionali dell’insieme 
del tessuto.

B ib l io g r a f ia .

[1] G. Bizzozzero, « Rend. r. 1st. Lomb. », 3, 675, (1870).
[2] K. P orter , «Anat. Ree.», 118, 433 (1954).
[3] J. D. ROBERTSON, « Biochemical Society Symposia», 16, 3, Cambridge University Press

(1 9 5 9 )-
[4] H. E. KARRER, « J. biophys. biochem. Cytol.», 7, 181 (i960).
[5] H. E. K arrer, « J. biophys. biochem. Cytol. », 8, 135 (i960).
[6] M. G. Farquhar e G. E. Palade, First Annual Meeting of the American Society for

Cell Biology, 57, Chicago (1961).
[7] R. S ch u ltz , E. C. Berkow itz e D. C. Pease, « J. Morphol. », 98, 251 (1956).
[8] H. R. MATURANA, « J. biophys. biochem. Cytol. »,. 7, 107 (i960).
[9] E. G. Gray, vs\ Electron Microscopy in Anatomy, 54, Edward Arnold Ltd. London (1961). 

[io] E. G. Gray, « J. Anat. », 95, 345 (1961).
[n ]  J. Rosenbluth e S. L. Palay, « J. biophys. biochem. Cytol.», 9, 853, (1961).
[12] G. Millonig, Electron Microscopy, 5th International Congress for Electron Microscopy,

Ed. S. S. Breese, Academic Press, New York-London (1962).
[13] M. J. Karnovsky, « J. biophys. biochem. Cytol. », 11, 729 (1961).
[14] K. Hama, « J. biophys. biochem. Cytol. », 6, 61 (1959).
[15] F. Sj. Sjòstrand e L.-G. Elfvin, « J. Ultrastructure Res.», 7, 504 (1962).
[16] E. Hortsmann e A. Knoop, « Z. Zellforsch. », 47, 348 (1958).
[17] G. Odlanb, « J. biophys. biochem. Cytol. », 4, 529 (1958).
[18] R. G. Hibbs e W. H. C lark, « J. biophys. biochem. Cytol. », 6, 71 (1959).
[19] K. HAMA, « J. biophys. biochem. Cytol.», 7, 575 (i960).
[20] D. W. F aw cett, «Exp. Cell. Res.», Suppl. 8, 174 (1961).
[21] M. A, JAKUS, in The structure of the eye,\ G. Smelser Ed., 343, Academic Press, New

York (1961).
[22] B. L. M unger, « J. biophys. biochem. Cytol. », 11, 385 (1961).
[23] B. L. Munger e S. W. Brusilow, « J. biophys. biochem. Cytol. », j j , 403 (1961).
[24] R. A. Ellis e W. Montagna, « J. biophys. biochem. Cytol. », 9, 238 (1961).
[25] D. S. Smith, «J. biophys. biochem. Cytol. », Suppl. 10, 123 (1961).
[26] J. Overton, « Developmental Biology », 4, 532 (1962).
[27] J. K. Choi, « J. Cell Biol. », 16, 53 (1963).
[28] B. L. M unger e S. I. R oth, « J. Cell. Biol.», 16, 379 (1963).
[29] R. L. Tapp, « J. Roy. Micr. Soc. », 81, 223 (1963).
[30] R. L. WOOD, « J. biophys. biochem. Cytol. », 6, 343 (1959).
[31] B Friedmann, « J. Ultrastructure Res.», 5, 44 (1961).



722 Lincei -  Rend. Sc. fis. mat. e nat. -  Voi. X X X IV  -  giugno 1963

[32] F. S. S JÒSTRAND, in Modern Scientific Aspects of Neurology, J. N. Cumings Ed., 188,
Eward Arnold Ltd., London (i960).

[33] F. S. SjOSTRAND in: The Interpretation of Ultrastructure, Symposia of the International 
Society for Cell Biology, R. J. C. Harris Ed., 47, Academic Press, New York-London 
(1962).

[34] J. B. F inean, Chemical Ultrastructure in Living Tissues, C. Thomas, Springfield, 111.
(1961).

[35] L.-G. Elfvin , « J. Ultrastructure Res. », 7, 1 (1962).
[36] A. R. Muir  e A. Peters, « J. Cell. Biol. », 12, 443 (1962).
[37] E. HORSTMANN, « Anat. Anz. », Erg.-Heft zu Bd. J05, 100 (1959).
[38] G. M. Villegas e R. Villegas, « J. Ultrastructure Res.», 8, 89 (1963).
[39] A. Lasansky e F. Wald, « J. Cell Biol.», 15, 463 (1962).

SPIE G A Z IO N E  D E L L A  TA VO LA I

Fig. 1. -  Desmosoma tra due cellule di glia; la superficie citoplasmatica delle membrane 
cellulari è coperta da un materiale opaco, verso il quale convergono le gliofibrille. La 
freccia indica una zona di contatto a cinque strati ( X 90.000).

Fig. 2. -  Desmosoma; i due strati densi della membrana piasmatica si separano a livello 
del desmosoma e gli strati superficiali si portano a contatto (X 130.000).

Fig. 3. -  Zona di fusione a cinque strati, tra le membrane piasmatiche di due cellule gliali 
vicine (X 130.000).
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