
ATTI ACCADEMIA NAZIONALE DEI LINCEI

CLASSE SCIENZE FISICHE MATEMATICHE NATURALI

RENDICONTI

Harry Manelli, Carlo Callegarini

Ulteriore contributo al citodifferenziamento in vitro
degli emociti embrionali dell’area vascolare del pollo

Atti della Accademia Nazionale dei Lincei. Classe di Scienze Fisiche,
Matematiche e Naturali. Rendiconti, Serie 8, Vol. 42 (1967), n.3, p. 442–446.
Accademia Nazionale dei Lincei

<http://www.bdim.eu/item?id=RLINA_1967_8_42_3_442_0>

L’utilizzo e la stampa di questo documento digitale è consentito liberamente per motivi di
ricerca e studio. Non è consentito l’utilizzo dello stesso per motivi commerciali. Tutte le
copie di questo documento devono riportare questo avvertimento.

Articolo digitalizzato nel quadro del programma
bdim (Biblioteca Digitale Italiana di Matematica)

SIMAI & UMI
http://www.bdim.eu/

http://www.bdim.eu/item?id=RLINA_1967_8_42_3_442_0
http://www.bdim.eu/


442 Lincei -  Rend. Se. fis. mat. e nat. -  Vol. X LII -  marzo 1967

Biologia.— Ulteriore contributo a l citodifferenziamento in vitro degli 
emociti embrionali ddV area vascolare del pollo n . Nota di H a r r y  M a 

c e l l i  e C a r l o  C a l l e g a r i n i , presentata((*) **} dal Corrisp. P. P a s q u i n i .

SUMMARY. —  In organotypic expiants of early area vasculosa (22  h. of incubation) 
erythrocytelike cells differentiate, but without hemoglobin. Later vascular areas ( 4 8 - 7 2  h.) 
explanted with embryonic liver tissue differentiate erytrocytes that maintain their hemoglobin 
content for longer than controls (up to 12 days); the electrophoretic properties of this hemoglo
bin are those of embryonic hemoglobin until the 5th incubation day.

A bbiam o recentem ente resi noti, in alcuni lavori stesi con altri collabo
ratori tt), alcuni risultati scaturiti da diverse serie di esperienze, condotte 
con lo scopo di studiare m odalità e fattori del differenziamento degli elementi 
sanguigni dell’area vascolare duran te lo sviluppo em brionale del pollo. Anche 
se molti aspetti del problem a in studio rim angono tu tto ra  oltremodo oscuri, 
possiamo trarre , per il m om ento, da tali ricerche le seguenti conclusioni:

i°  gli elementi sanguigni form ati nell’area vascolare (di 48 ore di in
cubazione) si differenziano in vitro, se allevati per un sufficiente periodo di 
tempo, dal punto di vista morfologico esclusivam ente in tipici eritrociti della 
I generazione;

2° non si riscontrano, in tali espianti, segni di eritropoiesi successiva;
30 l ’emoglobina sintetizzata in questi elementi corrisponde a quella 

di tipo fetale (secondo la term inologia di M an well, B aker e Betz) <2);
40 come regola, la sintesi deH’em oglobina in espianto si rallenta e si 

arresta com pletam ente. E  stata  prospettata l ’ipotesi che il processo inibito sia 
quello della sintesi dell’eme.

(*) Lavoro eseguito negli Istituti di Zoologia dell’Università di Roma, diretto dal prof. 
P. Pasquini, e di Anatomia comparata dell’Università di Ferrara, diretto dal prof. L. Raunich, 
nell’ambito del Gruppo di Ricerca per l’Embriologia del C.N.R., per lo studio del differen
ziamento.

(**) Nella seduta dell’n  marzo 1967.
(1) H. MANELLI, Osservazioni sulle colture in vitro del blastema ematico deWembrione 

di pollo, «Rie. Sci. », 33 (II-B), 493-498 (1963); L. R au n ich  e H. M a n e ll i,  Le proprietà elet- 
troforetiche delle emoglobine sintetizzate in espianti di area vascolare dell embrione di pollo, « Rie. 
Sci. », 33 (II), 31-38 (1965); L. R au n ich  e H. M a n e lli,  Ulteriore contributo allo studio delle 
proprietà elettrof or etiche deW emoglobina sintetizzata in espianti di area vascolare delP embrione 
di pollo, «Rie. Sci.», 33 (H-B),  267-272 (1965); L. R au n ich , H. M a n e ll i ,  L. M a str o lia  
e G. G ard en gh i, Citodifferenziamento in vitro degli elementi sanguigni dell’area vascolare 
dell embrione di pollo, « Arch. Zool. », 31 (Vol. Giub. P. Pasquini), 25-45 (1966).

(2) C. Manwell, C.M.A. Baker e T. W. Betz, Ontogeny of haemoglobin in the chicken, 
« J. Embryol. Exper. Morph. », 16, 65-81 (1966).
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In  ulteriori esperim enti si è cercato di studiare sperim entalm ente il 
problem a della origine degli elementi della II generazione e della qualità del
l’em oglobina da questi sintetizzata. A tale scopo sono stati espiantati lembi 
di area vascolare di 90-100 ore di incubazione, in cui sono già presenti gli 
elementi della II generazione, allevati fino all’età complessiva di 8 giorni, e 
quindi in parte  studiati in strisci, in parte emolizzati per lo studio elettrofore- 
tico dell’emoglobina. I risu ltati non hanno però corrisposto alle premesse 
ipotetizzate, perché dal punto  di vista citologico e della qualità dell’emo- 
globina non si sono riscontrate differenze apprezzabili rispetto a quelli di 
48 ore.

Volendo proporre, come ipotesi di lavoro, che gli elementi della II  gene
razione, al contrario di quelli della I, non abbiano potuto differenziarsi in 
espianto, occorrerebbe postulare che sia m ancato, negli espianti, qualche cosa 
necessaria al loro differenziam ento. Recentem ente Salvatorelli ha dim o
strato che il fegato em brionale m antiene attiva in vitro la eritropoiesi m idol
lare per lungo tem po, ipotetizzando, per tale azione, la presenza di sostanze 
specifiche elaborate dal fegato ad azione eritropoietino-sim ile, in quanto 
l’azione eritropoietica si m anifesta tanto  con l ’associazione di fram m enti di 
fegato alle colture, quanto con estratti acellulari.

Ci è sem brato pertan to  opportuno, ai fini del presente problem a, di stu 
diare se l’associazione di fegato embrionale (di 8-10 giorni di incubazione, 
attivo sull’eritropoiesi m idollare) influisca in qualche m aniera sul differenzia
m ento morfologico e chimico (qualità dell’emoglobina) degli elementi sanguigni 
di aree em brionali di diversa età. Alcuni esperimenti di assaggio, già citati 
in altro lavoro <3>, in questo senso, non diedero risultati di rilievo; abbiam o 
perciò ripetuto  tale genere di ricerche su m ateriale più abbondante.

** *

L a tecnica delle colture organotipiche secondo W olff e Haffen è già stata 
dettagliatam ente descritta nei lavori precedenti. Come unica variante, rispetto 
a esperienze sim ilari precedenti, si è avuto cura di associare fram m enti molto 
piccqli di fegato em brionale. L ’elettroforesi dell’emoglobina è stata  eseguita 
su gpl d ’amido in sistema discontinuo di buffer T ris e boracico, a pH  8,6.

(3) H. M a n e lli ,  L. R au n ich , L. M a str o lia , G. G ard en gh i e C. C a lle g a r in i, Cell 
and hemoglobin differentiation in expiants of the area vasculosa in the chick embryo, « Acta 
Embryol. Morph. Exp.», 9, 169-186 (1966).

(4) G. SALVATORELLI, Observations sur V hématopoïèse in vitro dans la moelle osseuse 
embrÿpnnarie de poulet, «C.R. Acad. Sci. Paris», 262, 666-668 (1966); G. Salvatorelli, 
Action des extraits de levure et de foie sur l ’ erythro poi è se médullaire in vitro; « C. R. Acad. Sci. 
Paris » (in corso di stampa); G. Salvatorelli, U  influence favorable du foie embryonnaire 
sur Vhémopoièse in vitro dans la moelle osseuse d iembryon de poulet, « J. Embryol. Exper. 
Morph. » (in corso di stampa).

29. -  RENDICONTI 1967, Voi. XLII, fase. 3.
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** *

A) Colture d i area opaca di embrioni di 22 ore di incubazione associate 
a fram m enti di fegato d i embrione di 8 giorni d i incubazione, allevate per io  
giorni. -  Di 16 espianti effettuati, 15 sono rim asti perfettam ente biancastri; 
in uno solo si è osservata una piccola lacuna rossa, che però, a un esame 
attento, era data  da un  vaso del fegato espiantato.

Gli espianti, a un esame accurato, presentavano piccole lacune incolori, 
che aperte con m icroaghi lasciavano defluire una m inim a quan tità  di liquido 
contenente elem enti incolori. Strisci su vetrini di quarzo eseguiti m ediante 
m icrocapillari hanno dim ostrato la presenza di num erose cellule a contorno 
rotondo o ovalare, nucleate, con citoplasm a pallidissimo, diafano, privo di 
ogni traccia di em oglobina (Tav. I, fig. 1).

B) Colture d i area vascolare di 48 ore associate a fegato d i io  giorni di 
incubazione, allevate per 6 giorni {età complessiva 8 giorni). -  Su 26 espianti, 
18 presentavano, dopo 6 giorni di coltura, lacune sanguigne ben colorate/ 
A lcuni strisci, eseguiti con microcapillari, hanno dim ostrato eritrociti normali, 
di form a rotondeggiante, dell'aspetto simile a quelli della I generazione. Dal re
stante delle colture sono stati isolati gli eritrociti, lavati ed emolizzati. L ’elet
troforesi su gel d ’amido ha dim ostrato esclusivam ente emoglobina di tipo 
fetale (Tav. I, fig. 2).

C) Colture d i area vascolare di 72 ore associate a fegato d i io  giorni di 
incubazione, allevate per g giorni. -  Su 21 espianti, 14 presentavano lacune 
rosse ben evidenti, 7 erano invece incolori; l’aspetto delle colture era così 
buono da far p ro trarre  il tem po di coltura fino a 9 giorni (età complessiva 12 
giorni). A lcuni espianti sono stati strisciati su vetrini di quarzo; dagli altri 
sono state isolate le emazie, emolizzate, e l ’em oglobina è stata  esam inata elet- 
troforeticam ente sii gel d ’amido. Il ferogram m a è rappresentato  alla Tav. I, 
fig* 3> e ci indica anche in questo caso un quadro di tipo fetale.

D) Studio quantitativo delle varie frazioni emoglobiniche in espianti e 
controlli. -  L a nitidezza dei ferpgram m i ottenuti ha permesso un dosaggio 
quantitativo  delle singole frazioni messe in evidenza. Nella seguente tabella 
riportiam o i valori percentuali delle diverse frazioni emoglobiniche separate 
negli espianti B e C, in confronto a controlli di 4 e 12 giorni di incubazione; 
le singole frazioni sono indicate in base alla corsa elettroforetica (ved. per 
confronto la T av . I, figg. 2 e 3):

1 3 % 23 % 21 % 23 %
61 % 5 9 % 6 0 % 49%
start start start start
2 6 %

0^CO 1 9 % n , 8 %
11,2 %

Controlli Esp. B. Esp. C. Controlli
4 g. ine. 12 g. ine.
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È evidente che le proporzioni delle varie emoglobine sono molto simili 
fra loro negli espianti B e C, che a loro volta si avvicinano molto all’emoglo
bina dei controlli di 4 g. incubaz., da cui differiscono solo per lievi spostam enti 
quantitativ i della frazione lenta (unica a questo stadio di sviluppo come pure 
unica nelle due serie di espianti) e di quella più veloce.

** *

Le piccole modifiche tecniche apportate 'airallestim ento degli espianti 
com binati « area vascolare +  fegato em brionale » hanno indubbiam ente dato 
risultati positivi rispetto a quelli citati in una pubblicazione precedente (3) 
in quanto in questi ultim i, sia senza che con fegato, già dopo 6-7  giorni di 
coltura, le lacune divenivano via via più pallide, fino a scolorire dopo 10-12 
giorni. Nelle presenti esperienze invece, in particolare in quelle C, le lacune 
sanguigne, allevate per 9 giorni, raggiungendo così l’età complessiva di 12, 
conservavano un colore rosso vivo, perm ettendo la preparazione di una quan
tità  di em oglobina sufficiente per una buona analisi elettroforetica.

Dobbiam o pertanto  concludere che ragg iun ta  di fegato em brionale sem bra 
favorire la conservazione dell’emoglobina già prodotta negli elementi diffe
renziati, anche se le m odalità dell’azione del fegato, in questo caso, sono ancora 
del tu tto  sconosciute; peraltro  non sem bra influire sulle qualità (fetale o adulta) 
dell’em oglobina stessa degli espianti. Le ricerche di Salvatorelli (4) sopra 
l’azione del fegato em brionale su colture di midollo osseo di em brione di 
pollo prospetterebbero una eventuale azione eritropoietino-sim ile, vale a 
dire una azione sopra gli elementi indifferenziati che verrebbero avviati 
a un differenziamento eritroblastico; nel caso presente un effetto di questo 
genere, anche se non è da escludere del tu tto  a priori, non risulta certo 
dim ostrato; teniam o anche presente il fatto che su aree giovanissime (20-22 
ore incub.) il fegato non esplica alcun effetto apprezzabile, per cui la sua azione 
si m anifesterebbe solo su elem enti già in corso di differenziam ento eritrobla
stico, come sarebbero gli elementi presenti in aree di 48 e 72 ore di incuba
zione. Per il m om ento, perciò, tale problem a resta ancora com pletam ente 
aperto.

U n ’ultim a osservazione sopra la qualità dell’emoglobina sintetizzata. 
Se facciamo un confronto fra il ferogram m a dei due gruppi di esperimenti 
(espilanti B e C) vediam o che esso rassomiglia, in am bedue i casi, molto di 
più a quello dei controlli di 4 g. incub. che non a quello di em brioni di io  e 12 
g. incub. In  particolare spicca la presenza di una sola frazione lenta (a m igra
zione catodica (&) e la m ancanza della frazione più veloce. Il dosaggio quan ti
tativo delle singole frazioni (ved. Tabella) dim ostra però che le proporzioni 
delle, frazioni degli espianti occupano una posizione interm edia fra quelli di 4 e 
quelli di 12 g. A nche questo dato non è di facile interpretazione, specialmente

(5) L. R au n ich , C. C ALLEGAR INI e C. CUCCHI, Ricerche sopra le emoglobine elettro for eti
camente lente durante lo sviluppo embrionale del pollo, « Rie. Sci. » 36, 203-206 (1966).
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tenendo conto del fatto che non ci constano, nella bibliografìa, lavori sopra i 
rapporti quantita tiv i delle diverse frazioni nel corso dello sviluppo em brio
nale del pollo.

** *

Concludendo, espianti organotipici di area vascolare di 48 e 72 ore di 
incubazione, associati a piccoli fram m enti di fegato em brionale di pollo di 
8-10 giorni, differenziano lacune sanguigne contenenti eritrociti ricchi di 
emoglobina, fino a 12 giorni complessivi di età degli espianti; fenomeno questo 
non riscontrato nelle colture di sola area vascolare di em brioni della stessa 
età. Il ferogram m a dell’emoglobina delle colture presenta un quadro abbastanza 
simile a quello di em brioni giovani (4 giorni di incubazione), m a i cui rapporti 
quantitativ i delle singole frazioni emoglobiniche tendono ad assumere una 
posizione interm edia fra i controlli di 4 giorni e quelli di 12. L ’associazione 
di fegato em brionale a espianti di area vascolare molto giovane (20-22 ore 
di incubazione) non esplica invece alcun effetto apprezzabile rispetto ai con
trolli, nel senso che anche in questo caso si differenziano soltanto elementi 
liberi eritrocitosimili, m a com pletam ente privi di emoglobina.

SPIE G A Z IO N E  D ELLA  TAVOLA I

Fig. i. -  Cellule libere differenziatesi in espianti di area opaca di embrioni di 22 ore di incuba
zione. Colorazione Giemsa. 9 0 0  X .

Fig. 2. -  Fotografìa di ferogramma su gel d’amido; nella parte centrale (Esp.) l’emoglobi
na ottenuta da aree vascolari di 48 ore di incubazione, allevate per 6 giorni; alla si
nistra (4,4) l’emoglobina di embrioni normali di 4 giorni di incubazione; a destra 
(10,10) l’emoglobina di embrioni normali di io giorni di incubazione. Colorazione con 
Amidoschwarz.

Fig. 3. -  Fotografìa di ferogramma su gel d’amido; nel centro (Esp. 3 + 9 )  l’emoglobina 
ottenuta da espianti- di area vascolare di 72 ore di incubazione allevate per 9 giorni; 
ai lati è stata fatta correre emoglobina, di diversa concentrazione, di embrioni nor
mali di 12 giorni di incubazione. Colorazione con Amidoschwarz.




