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Biologia. — Effetto del substrato sulla modalità dì accrescimento 
delle fibre nervose in coltura Cgangli spinali di embrione di pollo) (*}. Nota 
di A l b e r t o  S t e f a n e l l i , A n n a  M a r i a  Z a c c h e i , E m i l i a  C a t a l d i  

e L u i s a  A n n a  I e r a d i , presentata (**} dal Corrisp. A .  S t e f a n e l l i .

Già da tem po nel nostro Is titu to  ci occupiamo dei processi di accresci­
m ento e di orientam ento delle fibre hervose in vivo e in vitro. R im andiam o al 
recente lavoro di S tefanelli [1] sull’argom ento per la im postazione generale 
del problem a.

Con il m etodo delle colture è possibile m ettere  in evidenza Fazione di 
particolari fa tto ri che nel vivente sarebbero m ascherati. D ’a ltra  parte  in col­
tu ra  le cellule si vengono a trovare in condizione abnorm e e pertan to  nella 
valutazione del loro com portam ento va considerato innanzi tu tto  questo 
stato  di fatto .

L ’applicazione del m etodo delle colture in vitro per lo studio di questo 
specifico argom ento non è affatto  nuovo, anzi è da ricordare che il metodo 
stesso è sorto per opera di H arrison proprio per lo studio dell’accrescimento 
delle fibre nervose (1907). M olti a ltri A utori lo hanno poi im piegato in 
questo senso e basti qui ricordare le ricerche di P. Weiss [2], di Levi [3] e 
la sita scuola (Olivo, Esaky, M eyer, Godina, Levi-M ontalcini) e quelle di 
N akai [4].

Ci è sem brato tu tta v ia  che questo m etodo possa dare ancora u tili indica­
zioni so p ra ttu tto  se applicato sulle cellule isolate per disgregazione di fram ­
m enti di tessuti.

Colture di cellule isolate con proteinasi sono state studiate da N akai (1956), 
m a incorporate nel coagulo di plasm a. Questo autore ha seguita la genesi 
d e f is s o n e  e sono s ta ti s tud ia ti i m ovim enti del nucleo, dei vacuoli e dei g ra ­
nuli. Per quanto  riguarda il problem a deH’orientam ento delle fibre egli ritiene 
che esistano complesse reazioni tigm otattiche con le cellule di varia specie e 
con i frustoli di varia natu ra ; con la fotografia a tem po rim ette  in luce le ben 
note osservazioni sulle a ttiv ità  di « assaggio » probing) dei prolungam enti 
nervosi.

In  questa nostra  N ota intendiam o illustrare alcuni processi di accresci­
m ento e orientam ento  n e ttam en te  differenziali delle fibre di cellule di gangli 
spinali di em brione di pollo « sem inate » in mezzo liquido su substra ti di 
diversa natu ra .

, ■(*) Ricerche eseguite nel «Centro di N euroem briologia» presso l ’ Is titu to  di A natom ia 
com parata della U nivefsità  di Rom a con il contributo dei fondi concessi dal C.N.R. al 
« Gruppo di Em briologia ».

(**) Nella seduta dell’n  aprile 1964.



A. Stefanelli, A. M. Zacchei e altri, Effetto del substrato, ecc. 4 4 7

Le colture sono s ta te  allestite ponendo una goccia di sospénsione di cel­
lule (disgregate da em brioni di 13 gg. in mezzo nu tritivo  liquido: Eagle -fi io  % 
di siero di vitello +  50 u n ità  penicillina e streptom icina per cm3) tra  vetrino 
coprioggetti e portaoggetti d istanziati da un anelletto  metallico di 3/10 di 
m m  di spessore e con foro di 17 m m  (la goccia così compresa assum eva d ia­
m etri da 6 a io  mm).

E sta to  innanzi tu tto  consta ta to  come abbia im portanza la m odalità 
di disgregazione con la distruzione più o meno grande di cellule e l’en tità  del 
successivo lavaggio. In fa tti le sospensioni di cellule o ttenu te  con una più p ro ­
lungata azione della tripsina (al 3/10.000) e successivam ente poco lavate fanno 
depositare sul vetrino su cui sono poste le gocce una sottile pellicola proteica. 
Q uesta pellicola non si form a quando le cellule sono lavate a sufficienza.

Si sono p ertan to  osservate le m odalità di accrescimento e di orientam ento 
delle fibre in q u a ttro  tipi di coltura: i° su vetro comune pulito; 2° su pellicola 
proteica di deposito; 30 su collagene di coda di ra tto  (l); 40 su plasm a di pollo.

Del tipo i° (su vetro) si sono avu te tre condizioni:
a) senza m igrazione di fibrociti;
b) con notevole m igrazione di fibrociti precedente l ’accrescimento 

delle fibre;
c) con notevole m igrazione di fibrociti contem poraneam ente alla m i­

grazione delle fibre.
Le figure delle Tavole l e II di singole cellule gangliari isolate m ostrano 

come le differenze siano so p ra ttu tto  notevoli tra  le fibre coltivate su vetro 
pulito  e quelle su substrato  proteico (deposito, collagene © plasm a).

Su vetro, come è sta to  già descritto  (Stefanelli [5], Stefanelli e Zacchei [6]) 
su questi « R endiconti », si accrescono grosse, rettilinee e con poche d ira­
mazioni tipicam ente dicotomiche.

Le estrem ità sono d ila ta te  in am pi coni di accrescimento, spesso bifor­
cati, m uniti di so ttili e lunghi filam enti term inali (figg. A  e B, Tav. I).

Su plasm a, collagene o deposito del disgregato le fibre assai più num erose 
appaiono con andam ento  irregolare, ondulato; sono spesso sottilissim e e moni- 
liformi e presentano diram azioni più num erose e irregolari senza m anifestare, 
se non saltuariam ente , quella dicotom ia che è tipica nelle fibre su vetro pulito, 
cioè in mezzo liquido (fig. C, T av. I; fig. E, Tav. II).

L ’aspetto  di queste fibre presenta una certa differenza nei p rep ara ti 
osservati in vivo in contrasto  di fase (Tav. I) e in quelli fissati e colorati (m et. 
Bodian) (Tav. II). L a disidratazione,T ’idratazione successiva, ecc. delle m a­
nipolazioni tecniche allentano e deviano queste fibre che sono assai lim ita­
tam ente aderenti al vetro. Le cellule inoltre m antengono per la poca adesione 
al vetro l’aspetto  più tip icam ente globoso. L a fig. B (Tav. I) m ostra un 
aspetto  pressoché simile a quello della fig. E (Tav. II) in cui si notano 
queste ondulazioni « artificiali » delle fibre. M a questi p repara ti fissati e colo­
ra ti sono m olto u tili per un  più preciso dettaglio  dei particolari delle fibre

(1) Il collagene è sta to  preparato  seguendo la tecnica di E hrm ann e Gey.
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e dei loro co n ta tti con altre  fibre o cellule fibrocitiche (2) della coltura. I so t­
tili prolungam enti dei coni di accrescimento, solo in tra  vedibili nelle figure 
in con trasto  di fase, appaiono, nei p repara ti argentici, m olto più evidenti.

L a fig. C (Tav. I) si riferisce al com portam ento delle fibre sul tenue velo 
proteico derivante dal disgregato cellulare. L ’andam ento è ondulato  con una 
certa frequenza di diram azioni dicotomiche.

L a fig. F  (Tav. I l)  m ostra  il com portam ento su plasm a. L a irregolarità 
del decorso è m olto notevole e il num ero delle diram azioni sottili e monili- 
formi è elevato. A  volte si notano filuzzi sottilissim i e lunghissimi che si 
estendono nel plasm a con andam ento tortuoso e su vari piani; lo spessore 
di questi su b stra ti è ih fa tti apprezzabile anche avendoli stesi per quanto  
possibile sottili. E  da ritenere che l’adesione delle fibre al supporto  favorisca 
la emissione stessa dei prolungam enti da parte  della cellula.

E evidente in queste differenze l’im portanza della n a tu ra  e della orga­
nizzazione del substrato . Le esperienze di P. Weiss hanno messo in evidenza 
una relazione tra  la organizzazione delle fibre in coltura é la organizzazione 
subm icroscopica del substrato , al livello molecolare.

Il com portam ento delle fibre nei p repara ti in cui vi è s ta ta  una notevole 
proliferazione di fibrociti è diverso se è una coltura in mezzo liquido su vetro 
o su un qualunque substrato  proteico. In fa tti nel prim o caso le fibre che ca­
sualm ente vengono ad aderire alle cellule modificano al loro con tatto  il de­
corso con brusche angolature. Ciò è ben visibile nelle figg. B, D (Tav. I) 
ed E (Tav. II). Se le fibre e le cellule sono m olto affollate (figg. G, H , T av. II) 
si ha u n  accrescimento tortuoso delle fibre sulle cellule così da crearvi sopra 
una sorta di groviglio più o meno complesso. Nel secondo caso l’influenza delle 
cellule sul com portam ento delle fibre non è rilevabile con a ltre tta n ta  evidenza.

E evidente che nelle colture su vetro la re ttilinearità  delle fibre è dovuta 
alla m ancanza di una com pleta adesione delle fibre al vetro e che l’an d a ­
m ento irregolare su supporto proteico è dato dalla adesione delle fibre al 
substra to  e quindi al legame tra  queste e quello e alla necessità delle fibre 
di seguire le irregolarità della s tru ttu ra  del supporto. Le brusche deviazioni, 
le cu rvatu re  ricorrenti, ecc. non si verificano m ai nelle colture su vetro e 
sono invece partico larm ente num erose su supporto di plasm a coagulato. 
P ertan to  la fibra nervosa si m anifesta vincolata al supporto con cui aderisce 
per coalescenza, sia esso costitu ito  da cellule o da m ateriale proteico.

Secondo le osservazioni di Levi i neuroni sono incapaci di m ovim enti 
a ttiv i. Questo concetto è valido se si considerano come m ovim enti a ttiv i 
quelli di spostam ento per ameboidismo, m a è certo che le cellule nervose 
delle nostre colture in mezzo liquido su vetro subiscono degli spostam enti 
a ttiv i per effetto della retrazione delle fibre che, lanciate nelle varie dire-

(2) Intendiam o con il .termine « fibrocitico » le cellule con aspetto  fibroblasto-sim ile 
senza discutere la  loro natu ra , poiché tale aspetto  è assunto, in queste condizioni di coltura, 
sia da tipici elem enti connettivali come da elem enti gliali. Levi (1941) le indica col termine 
generale di « fibrociti », term ine che possiamo anche noi usare in  questo senso.
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zioni, dopo essersi fissate si tendono e le cellule si spostano lungo la loro tra ie t­
toria, riaggregandosi. In  coltura di 6 giorni (in capsula di P etri di vetro di 
Jena e in atm osfera di C0 2) si è p o tu to  constatare un progressivo raggruppa­
m ento delle cellule gangliari in piccole sferule che sono rim aste un ite  dalle 
fibre nervose tese tra  loro.

Nei casi di notevole proliferazione di fibrociti vi è una fondam entale d if­
ferenza tra  quelli in cui le fibre si accrescono assieme alla m igrazione dei fibro­
citi e quelli in cui si accrescono dopo, sopra di essi.

Il com portam ento è diverso se tali colture sono su vetro o su un coagulo 
proteico. In fa tti in questo secondo caso le differenze, nelle due condizioni, 
sono meno apprezzabili m entre  sono sensibili nelle colture su vetro.

Se Taccrescimento delle fibre si accompagna alla m oltiplicazione di fibro­
citi, le fibre che vengono ad aderire alle cellule crescono su di esse, spesso 
tortuosam ente, passando, se le cellule si m oltiplicano a tappeto , da cellula 
a cellula dim ostrando una  certa incapacità ad abbandonarle aderendo per 
coalescenza ad esse.

Questo fenomeno è m olto evidente nelle colture giovani, quando la proli­
ferazione fibrocitica è veloce. Nelle colture più vecchie questa in tim ità  di ra p ­
porto tra  fibre e cellule è minore, cioè la coalescenza è meno intensa, e spesso 
la fibra riesce a separarsi e a proseguire l’accrescimento indipendentem ente.

Se l’accrescimento di fibrociti precede quello delle fibre, si può constatare  
con assoluta evidenza che le fibre non sono a ttra tte  dalle cellule (possono 
sfiorarle nel loro trag itto  senza m inim am ente deviare); m a se fo rtu itam en te  
la fibra incontra una cellula .si fissa a questa  e viene deviata  sia per il m ovi­
m ento attivo  del fibrocita, sia perché accrescendosi sulla cellula con quei 
fenomeni di coalescenza suddescritti, si aggira sul corpo cellulare to rtu o sa­
m ente prim a di poterlo abbandonare.

N on c’è ci to tropism o, m a c’è coalescenza tra  le fibre nervose e i fibrociti. 
Nel caso di colture su supporto proteico le fibre, aderenti al supporto, passano 
sulle cellule e le abbandonano con m aggiore facilità, dim ostrando una coale­
scenza m olto simile con le cellule e con il supporto proteico.

Vedrem o in una prossim a com unicazione gli aspe tti e il significato di 
questi rapporti tra  fibre e cellule di varia natura .

A ltro  fenomeno, del resto già descritto  da P. Weiss, che spesso si è ri­
presen tato  nei nostri preparati, è quello della fascicolazione lungo una fibra 
pilota di altre fibre che si accrescono utilizzando come punto  di appoggio la 
prim a; anche questo fenomeno è in gran  parte  spiegabile con la coalescenza 
tra  fibre nervose.

In  conclusione, il com portam ento e quindi l’aspetto  morfologico delle 
fibre nervose proliferate da cellule gangliari spinali di pollo è condizionato 
dalla n a tu ra  elei supporto. Quando non vi è coalescenza, come nel caso delle 
colture in mezzo liquido su vetro, le fibre sono poco numerose, grosse, re tt i­
linee e si dividono dicotom icam ente; quando vi è un supporto proteico con 
cui le fibre hanno affinità di coalescenza sono assai più numerose e il 
loro aspetto, è irregolare, tortuoso, determ inato  da condizioni fisiche, mec-

30 . — RENDICONTI 1964, Voi. XXXVI, fase. 4 .
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caniche, del substrato. Vi sono differenze tra  un supporto di collagene, di 
plasm a o di deposito proteico. Le cellule fibrocitiche non esercitano cito- 
tropismo, m a le fibre, per incontro casuale; aderiscono alle cellule per coale­
scenza e si accrescono su di esse dim ostrando, so p ra ttu tto  nelle colture su 
vetro, grande difficoltà ad abbandonarle. Diverso è l’aspetto  delle fibre ner­
vose che si accrescono contem poraneam ente alla proliferazione di fibrociti 
con cui sono in più s tre tto  rapporto  o che si accrescono su un tappeto  di 
fibrociti già preform ato.
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S P IE G A Z IO N E  D E L L E  TA V O LE I E II 

T a v o l a  I.

A spetti delle cellule gangliari spinali di pollo (embrioni di 13 gg.) coltivate su differente 
supporto (osservazioni in contrasto di fase). A, B, su vetro, in mezzo liquido (24 e 30 ore di 
coltura; notare la  re ttilinearità  delle fibre e la  loro tendenza alla divisione dicotomica); C, su 
collagene (20 ore di coltura; notare la  irregolarità del decorso delle fibre più numerose); D, su 
coltura di fibroblasti (24 ore di coltura; notare le deviazioni angolari che le fibre compiono a 
con tatto  con le cellule con cui vengono in in tim a coalescenza).

Ógni tra tto  delle scale in calce =  io  p.

T a v o l a  I L

A spetti di cellule gangliari spinali di pollo (embrione di 13 gg.) coltivate su differente 
supporto (osservazioni su prepara ti allestiti con il m etodo di Bodian). E, su vetro e mezzo 
liquidq (dopo 30 ore di coltura; notare il com portam ento simile a quello della fig. B, m a con 
le deviazioni dopo il con tatto  con i fibrociti); F, su plasm a coagulato (dopo 30 ore di coltura; 
notare la  ricchezza e la  irregolarità di decorso e la sottigliezza dei prolungam enti); G, H , cellule 
gangliari coltivate con fibrociti su vetro (dopo 48 ore di coltura; le fibre decorrono in grande 
prevalenza a con ta tto  delle cellule).

Ogni divisione delle scale =  io  p.






