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Biologia. — Osservazioni sulla eritropoiesi in coltura organotipica 
di milza embrionale di pollo (*}. Nota di G e r m a n o  S a l v a t o r e l l i  e 
A n n a  M a r i a  G u l i n a t i , presentata (**; dal Corrisp. P .  P a s q u i n i .

Summary. — In organotypic cultures of embryonic erythropoietic spleen of chick 
embryos (age 10-21 incub. days), the erythropoiesys stops very soon, whereas the leucopo- 
iesys continues. Associating liver tissue of chick embryos (8-10 incub. days) with these expiants 
the erythropoiesys continues in  vitro  for about 2 weeks. These results confirm the hypo­
thesis tha t the embryonic liver m ay produce erythropoietic factors.

Nel pollo, duran te la prim a m età del periodo di incubazione (Romanoff, 
Le D ouarin) [1], l’ematopoiesi si compie esclusivam ente nel sacco del tuorlo, 
per localizzarsi in seguito nel midollo osseo. Al m om ento del passaggio dall’uno 
all’altro di questi organi, l ’ematopoiesi è anche epato-splenica. L ’ematopoiesi 
epatica però si svolge a un  livello talm ente basso, che da alcuni A utori se ne è 
persino negata l’esistenza.

Di ben m aggiore im portanza è l’em atopoiesi splenica. L ’eritropoiesi 
inizia nella m ilza all’8°—90 giorno di incubazione: a questo stadio numerosi 
emocitoblasti sono presenti nel mesenchima lasso della m ilza [2], m entre 
gli eritroblasti sono localizzati in seni venosi. L ’attiv ità  eritropoietica splenica 
sarebbe tu ttav ia  di breve durata: secondo Sandreuter [3] essa non durerebbe 
che S giorni. A  partire  dall’i i ° - i 2 0 giorno si instaura nella m ilza una  attiv ità 
granulocitopoietica, che durerà sino alla schiusa [2]. L a linfopoiesi, che inizia 
verso il I 2 ° - I 3 ° giorno di incubazione, coesisterà per qualche tem po durante 
lo sviluppo em brionale con la granulocitopoiesi e con la eritropoiesi, divenendo, 
qualche tem po dopo la schiusa, la sola attiv ità em atopoietica della milza [3].

N on molto num erosi sono i lavori riguardanti culture in vitro di milza e 
a quanto ci costa, non sono m ai stati raggiunti risultati positivi per quanto 
riguarda il m antenim ento in vitro della eritropoiesi splenica. Nella scarsa 
bibliografia segnaliamo, tra  i lavori più recenti, quelli di Dollander, Cury e 
V autrin  [4], Robineaux, P inet e Kourilsky [5], e Bucciolini [6]. R obineaux e 
coll. ; hanno coltivato, con il m etodo della cam era di Rose, fram m enti di tes­
suto splenico di cavia adulta, ottenendo risultati rim archevoli per quanto 
riguarda culture di lunga d u ra ta  (3 settimane) di elementi linfoidi e plasmoci- 
tari; tu ttav ia  le loro osservazioni si lim itano agli elementi della serie bianca, 
anche perché il m ateriale da loro usato è eritropoieticam ente inattivo. D ollan­
der e coll, e Bucciolini, al contrario, hanno utilizzato per le loro colture 
rispettivam ente milze di em brioni di pollo di 14 e 11 giorni di incubazione,

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di A natom ia com parata dell’U niversità di Ferrara, 
diretto dal prof. L. Raunich, nell’am bito del Gruppo di Ricerca per l’Embriologia del C.N.R.

(**) N ella seduta dell’ 11 marzo 1967.
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stadi duran te i quali si ha una notevole eritropoiesi splenica. Né l’uno né 
l’altro di questi A utori hanno però potuto m antenere l’eritropoiesi per più 
di 48-96 ore di coltura e, dopo questo periodo, il reperto di elementi della 
serie eritrocitaria nei loro espianti è da considerare del tu tto  sporadica. Non 
si osservano in generale fenomeni di sdifferenziamento dell’espianto e gli 
elementi delle altre serie em atiche si presentano, per un  certo periodo di col­
tu ra , con aspetti del tu tto  norm ali. Sem brerebbe quindi che nelle condizioni 
sperim entali di questi Autori m anchi qualche fattore che agirebbe specifica- 
m ente sul m antenim ento e la differenziazione degli elementi della serie rossa.

giorni incubaz.

Fi g. i. -  Variazioni percentuali del numero dei proeritroblasti e degli eritroblasti ba- 
sofili e policromatofili presenti nella milza di embrioni di pollo a vari stadi di sviluppo.

Risultati o ttenuti in precedenti esperienze ci hanno permesso di affer­
m are che il fegato deH’em brione di pollo di 8-10 giorni di incubazione esercita 
una azione molto favorevole sulla eritropoiesi, in culture organotipiche di 
midollo osseo embrionale di pollo (Salvatorelli) [7]; azione questa che sem bra 
dovuta a fattori di ordine chimico (attività di estratti epatici embrionali) 
(Salvatorelli) [8]. A bbiam o perciò voluto com pletare questi risultati, cercando 
di vedere se l’azione eritropoietica dim ostrata dal tessuto epatico nei riguardi 
del midollo osseo potesse eventualm ente m anifestarsi anche su altri organi 
em brionali a funzione eritropoietica transitoria, quale la milza.

A bbiam o espiantato, su terreno solido di Wolff e Haffen [9], ricoperto 
da fram m enti di m em brana vitellina d ’uovo di pollo non incubato [io ], 
piccoli pezzi di milza embrionale di pollo dell’età di io, 12, 15, 18 e 21 giorni
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di incubazione, da soli o associati a fram m enti di tessuto epatico di em brioni 
di pollo di 8-IO giorni di incubazione. Com plessivamente abbiam o coltivato, 
per un periodo di tem po variabile tra  2 e 12 giorni, circa 500 espianti.

Lo studio citologico degli elementi splenici è stato eseguito su strisci, 
colorati secondo M ay Grünw ald -  Giemsa. Come criterio di a ttiv ità  eritro ­
poietica è stato im piegato il conteggio percentuale degli elementi im m aturi 
della serie rossa, o ttenuta eseguendo, per ogni caso, splenogram m i completi 
(1000 elementi conteggiati per striscio).

A) Eritropoiesi normale in controlli d i diversa età. — Strisci di milza 
di controlli di diversa età hanno dim ostrato che l ’eritropoiesi splenica presenta 
un m assimo a circa 12 giorni di incubazione, per poi regredire e scom parire 
praticam ente verso la schiusa (ved. grafico fig. 1).

B) Culture organotipiche d i milza di diversa età, espiantata da sola 
sul mezzo di coltura. -  In  questo tipo di colture, qualsiasi fosse l’età del 
tessuto espiantato (fra i 12 e i 21 giorni di incubazione), lo splenogram m a 
dim ostra che già dopo soli 2 giorni di coltura l’eritropoiesi è pratica- 
m ente scomparsa; dopo 4 giorni, i risultati sono identici. L a leucopoiesi 
invece sem bra continuare, anche in vitro , in m aniera norm ale (ved. Tav. I, 
fig. 1).

C) Culture organotipiche di ' milza di diversa età, associata a fegato em­
brionale d i pollo d i 8—io  giorni incubazione. — L ’associazione di fegato em brio­
nale a espianti di m ilza si è sempre rivelata positiva per quanto concerne 
il m antenim ento dell’a ttiv ità  eritropoietica splenica in vitro (Tav. I, figg. 
2 -3 -4 -s). Si sono però riscontrate delle diversità quantitative, nel senso che 
in stadi em brionali con norm ale elevata attiv ità eritropoietica (io , 12, e 15 
giorni di incubazione) l’eritropoiesi in vitro è stata intensa, specialmente 
duran te la I settim ana di coltura; m entre negli stadi di sviluppo, in cui l’a tti­
vità eritropoietica splenica si presenta già fortemente régressa (18 e 21 giorni 
di incubazione), anche gli effetti eritropoietici del fegato sulle colture sono 
stati assai più scarsi (ved. Tabella I).

In  conclusione, risu lta dalle presenti ricerche che la m ilza embrionale 
presenta una elevata attiv ità  eritropoietica fra il io 0 e il 150 giorno di incuba- 
zionè, e una attiv ità  eritropoietica m odesta verso la schiusa; che la m ilza 
em brionale esp ian tata in coltura organotipica perde rapidam ente la capacità 
eritropoietica, e che l’associazione di fegato embrionale al tessuto splenico 
m antiene l ’eritropoiesi splenica in vitro.

Milze con elevata attiv ità  eritropoietica norm ale ( io ° - i5 °  giorno di in­
cubazione), se espiantate con fegato, presentano in vitro una rilevante attiv ità 
eritropoietica; milze con eritropoiesi in forte regressione ( i8 ° -2 i°  giorno 
di incubazione) rispondono all’associazione col fegato con attiv ità eritro­
poietica scarsa.
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T a b e l l a  I .

Variazioni percentuali del numero di elementi immaturi della serie rossa 
presenti in espianti di milza di embrioni di pollo a vari stadi di sviluppo 

dopo un numero variabile di giorni di cultura.

Le cifre della prim a riga, per ciascun stadio, si riferiscono al num ero di proeritroblasti ed 
eritroblasti basofili, quelle della seconda, sottostante, si riferiscono al num ero di eritroblasti

policromatofili presenti negli espianti.

Tali risu ltati potrebbero in terpretarsi am m ettendo che il fegato em brio­
nale elabori un  fattore eritropoietico che stimola la eritropoiesi splenica (ac­
canto agli altri focolai ematopoietici) per un certo tempo; verso la fine dello 
sviluppo la m ilza perde, per m otivi ignoti, la capacità a reagire a questo fa t­
tore eritropoietico.

B i b l i o g r a f i a .

[1 ] A. Romanoff, The avian embryo. The Mac Millan Company. New York (i960); N. Le 
D ouarin, L thématopoïèse dans les form es embryonnaires et jeunes des vertébrés, « Ann. 
Biol. », 5, 105-171 (1966).

IX] J- Jolly, S u r  la function  hématopiêtique de la rate pendant la période embryonnaire chez 
les oiseaux, «C.R. Soc. Üiol. », 70, 259 (1911).







G. S a lv a t o r e l l i  e A.M . G u lin a t i, Osservazioni sulla eritropoiesi, ecc. 4SI

[3] A. Sandreuter, Vergleichende Untersuchungen über die B lutbildung in  der Ontogenese 
von H aushuhn  (Gallus gallus) und  S tar  ( Sturnus vulgaris) « A cta anatom ica », jx , 
1-72 (1951)-

[4] A. D o lla n d er , G. G uR Y eD . V autrin, Données morphologiques sur la différenciation 
hématopoiétique en culture organotypique de rate embryonnaire de Poulet, « C.R. Soc. 
Biol. », J55, 1079-1081 (1961).

[5] R. Robineaux, J. Pinet e R. Kourilsky, É tude microcinématographique de la rate 
en culture sous membrane de dialyse in  Role du système réticulo-endothélial dans V im m u­
nité antibactérienne et antitumorale, «Colloques internationaux du C.N.R.S. », N° 115, 
27-45 (1963)-

[6] M. G. BUCCIOLINI, Ricerche prelim inari su culture organotipiche d i m ilza embrionale d i 
pollo , « Boll. Soc. It. Biol. Sper. », 40, 1745-47 (1964).

[7] G. SALVATORELLI. Observations sur l'hématopoièse in vitro dans la moelle osseuse em­
bryonnaire de Poulet, «C .R . Acad. Sc. Paris», 262, 666-668 (1966).

[8] G. SALVATORELLI, A ction des extraits de levure et de fo ie  sur Vérythropoiese médullaire in
vitro chez Vembryon de Poulet, » «C.R. Acad. Sc. Paris»  263, (1967).

[9] Et. Wolff e K. Haffen, S u r  une méthode de culture d'organes embryonnaires in vitro, 
«Texas Rep. Biol. Med.», 10, 463-472 (1952).

[10] Et. Wolff, Utilisation de la membrane vitelline de l'o eu f de poule en-culture organoti- 
pique , Technique et possibilité, «D evelopm ental Biology», 3, 767-786 (1961).

SPIE G A Z IO N E  D ELLA  TAVOLA I

Fig. I. -  M ilza em brionale di 12 giorni di incubazione coltivata sola sul mezzo di coltura: 
si notano dopo 4 giorni di coltura numerosi elementi della serie granulocitaria a vari 
stadi di sviluppo.

Fig. 2. -  Milza embrionale di 12 giorni associata a fegato embrionale di 8-10 giorni di incu­
bazione, dopo 4 giorni di coltura: si notano numerosi eritroblasti uno dei quali 
binucleato.

Fig. 3. -  Come in figura 2: si notano due elementi in mitosi e alcuni eritroblasti.

Figgj. 4 . e 5. -  M ilza embrionale di 12 giorni associata a fegato embrionale di 8-10 giorni 
di incubazione, dopo una settim ana di coltura: si notano elementi della serie rossa 
a vari stadi del loro differenziamento, dal proeritroblasto all’eritrocita m aturo.


