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Biologia. — Sinaps: in vitro da cellule disgregate di retina di
embrione di pollo ®. Nota di ALBERTO STEFANELLI, ANNA MARIA
ZaccHEIL, SiLvia Caravita, Emiria Catarpr e Luisa ANNa [ErRADI,
presentata ©” dal Corrisp. A. STEFANELLI.

SUMMARY. — The cells of the optic cup of chick embryo at the fourth day of incubation
were isolated by the trypsin disgregation technique.

The cells were then reaggregated and cultivated 7z »ifro as long as 25 days. By elec-
tron microscopical observations the formation of a thick neuropile with many typical synap-
ses was put into evidence.

The presence of synapses peculiar of the retinal receptors, firstly described by Sjéstrand,
and referred as ¢ synaptic ribbons ’, is particularly important. The results obtained represent
the first accertained evidence of synapses formed 77 zif7o ex novo from a new association
of cells.

Besides, it comes out that the specific structure of the synapsis is independent from
the specific functional activity.

Sin dalle prime ricerche di Harrison (1907) di coltivazione di neuroblasti
in vitro & apparsa l'importanza di stabilire se i rapporti apparentemente
visibili tra le fibre nervose in accrescimento possano essere considerati delle
articolazioni sinaptiéhe.

In passate esperienze di alcuni di noi (Stefanelli e Zacchei, 1959) ave-
vamo constatata la presenza di contatti tra fibre nervose e altre cellule in
cultura. Questi contatti sono stati interpretati allora come semplici aspetti
di adesione intercellulare, ed infatti ricerche successive, condotte con il micro-
scopio elettronico (Stefanelli ed altri, 19644, 1964 6), hanno rivelato come
aspetti simili osservati tra fibre e cellule nervose siano rappresentati solamente
da modesti ispessimenti delle membrane cellulari lungo i punti di contatto,
non aventi nemmeno la struttura, gia pitt complessa, di un desmosoma tipico.
Si trattava tuttavia, nelle culture cosi prese in esame, di unioni eterotipiche
di cellule che in condizioni normali non avrebbero dovuto mettersi in rapporto
sinaptico.

Negli ultimi tempi molti ricercatori hanno studiato i rapporti sinaptici
in eondizioni di cultura (Crain, 1956; Hild e Tasaki, 1962; Crain e Peterson,
1063, 1964; Callas e Hild, 1964; Wolf, 1964; Bunge ed altri, 1965; Peterson
ed altri, 1965; Hild, 1966); tutti questi Autori hanno lavorato su espianti di
frammenti di tessuto nervoso centrale. Sia le osservazioni ultramicroscopiche
che l'applicazione di tecniche elettrofisiologiche hanno rivelato la presenza

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Anatomia Comparata « G. B. Grassi» della Uni-
versita di Roma e nel Centro di Neuroembriologia, con i contributi del Gruppo di Embrio-
logia del C.N.R.

(¥*) Nella seduta del 14 maggio 1966.
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di tipiche sinapsi, ma gli Autori citati hanno considerato queste sinapsi
strutture preformate al momento dell’espianto e che si sono conservate iz
vitro o che hanno proseguito il loro differenziamento nell’espianto. Bunge
ed altri (1965) hanno potuto constatare che al momento del prelievo del fram-
mento le strutture sinaptiche erano estremamente rare e che dopo venti
giorni di cultura erano divenute molto numerose anche nel neuropilo che
si forma ex novo dalla superficie tagliata del frammento. Concludono quindi
che il differenziamento di strutture sinaptiche pud avvenire in grado elevato
anche in cultura. Si tratta perd di strutture che si sono differenziate su
un substrato gia organizzato precedentemente al momento dell’inizio della
cultura. Anche i prolungamenti rigenerati e che costituiscono il neuropilo
periferico, derivano da cellule espiantate con una organizzazione e con una
associazione gia preformata con rapporti secondo un piano di differenzia-
mento normale.

Le ricerche fatte per mettere in evidenza attivita bioelettrica di queste
culture (Crain, 1956; Crain e Peterson, 1963, 1964; Hild e Tasaki, 1962;
Peterson ed altri, 1965) hanno portato ad alcune contrastanti conclusioni.
Alcuni Autori (Hild e Tasaki, 1962; Hild, 1966) hanno potuto registrare
scariche spontanee ripetitive in neuroni cerebellari, ma non le interazioni neu-
ronali caratteristiche del sistema nervoso centrale 7z sifx e pertanto conclu-
dono che «un neurone 7% vivo ¢ sempre parte di una rete nervosa, mentre
in cultura non ha pilt connessioni sinaptiche con altri neuroni ».

Altri Autori, invece (Wolf, 1964; Crain e Peterson, 1964; Peterson ed
altri, 1965) ritengono che le sinapsi presenti 7% vitro e riconoscibili morfolo-
gicamente siano anche fisiologicamente attive e ritengono che la differenza
dei risultati sia da attribuirsi allo studio, nel caso sopra citato, di culture
estremamente sottili e sparse sul vetrino, cio¢ praticamente neuroni isolati.
La discussione se l'attivita registrata in cultura abbia un significato fisiologico
non ha senso in quanto condizioni fisiologiche predeterminate hanno 7z vitro
sempre una possibilita di manifestazione.

Il fenomeno particolarmente preso in esame da Hild (1966) nelle sue
considerazioni, della persistenza di strutture sinaptiche in condizioni di
inattivita funzionale e di profonda alterazione morfologica (fibre isolate dal
perikarion) non & nuovo. E noto infatti da ricerche anatomo—comparate come
in circuiti nervosi, che fisiologicamente degenerano durante lo sviluppo, i
sistemi sinaptici possono persistere anche lungamente dopo la degenerazione
dei neuroni a cui questi sistemi sono collegati. Tipica & la conservazione
della fibra e di tutto 'apparato sinaptico mauthneriano per lunghissimo
tempo dopo la degenerazione della cellula in quegli Ittiopsidi in cui questo si
verifica, come uno di noi (Stefanelli, 1953) ha potuto ampiamente dimostrare.

E evidente la grande importanza di poter decidere in modo inoppugna-
bile se neurOm individualmente isolati é7 witro possano non solo conservare
una propria att1v1ta bioelettrica ma, articolandosi tra di loro, costituire nuove
sinapsi e circuiti nervosi attivi in cultura, cio¢ dei veri microsistemi nervosi
di neoformazione.
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La possibilita di addivenire alla creazione di questi microsistemi con
opportuna scelta delle cellule da interconnettere ¢ di grandissimo valore per
le ricerche morfologiche sulla organizzazione dei « circuiti » nervosi, e fisio-
logiche sulla attivitda dei neuroni tra loro concatenati.

Con questo programma di lavoro abbiamo affrontato il problema con
diverse metodiche; quella che ci ¢ sembrata pill significativa e opportuna
¢ stata la tecnica della aggregazione di cellule nervose precedentemente di-
sgregate in singoli elementi discreti. ,

Le osservazioni che qui vogliamo illustrare si riferiscono alla disgrega-
zione di retina di embrione di pollo di 4 giorni successivamente riaggregata
in witro e mantenuta in cultura sino a 25 giorni; la tecnica usata & stata quella
descritta in lavori precedenti di alcuni di noi (Stefanelli e Zacchei, 1958,

1958 4); dopo 6 giorni di cultura a goccia pendente gli aggregati sono stati
posti in cultura rotante usando il mezzo descritto da Moscona (1961). _

Questo materiale & stato scelto perché appunto in precedenti ricerche
(Stefanelli, Zacchei e Ceccherini, 1961) avevamo ottenuto aggregati con una
configurazione strutturale di un certo interesse, pur non essendo mai riusciti
ad avere una ristrutturazione della retina simile a quella ottenuta da Del
Pianto gi nel 1942, nel nostro Istituto, disgregando abbozzi oculari di rana
ed iniettando il disgregato nella regione vitellina di un embrione ospite.

Gli aggregati da noi coltivati ¢z vitro sono stati studiati otticamente e
con il microscopio elettronico; sono in corso ricerche istochimiche per sag-
giarne alcune attivitd enzimatiche.

Le figure che noi presentiamo si riferiscono ad aggregati tenuti in cultura
per 25 giorni; esse mostrano, secondo noi in modo del tutto evidente, che
pur nella modesta riaggregazione retinica ottenuta si sono costituiti dei neu-
ropili frammisti a cellule gliali ed in cui sono chiaramente visibili numerosi
contatti sinaptici tipici, costituiti da ispessimenti delle membrane affacciate
e dalla presenza di vescicole sinaptiche da una sola delle due parti impegnate
nel contatto (Tav. I). E interessante notare come nel caso di pil sinapsi su
una stessa fibra (Tav. II D), esse hanno tutte un identico orientamento
polare. Nella maggioranza delle sinapsi osservate l'ispessimento delle mem-
brane pre— e post-sinaptiche appare uguale; solo in qualche caso si trova del
materiale opaco associato alla membrana presinaptica. Del resto queste sono
le caratteristiche di sinapsi in corso di sviluppo e l'ineguale ispessimento
delle due membrane si verifica solamente al termine di questo (Glees e
Sheppard, 1964).

Un dato degno di attenzione ¢ la presenza da noi riscontrata di una
particolare struttura sinaptica, descritta per la prima volta da Sjéstrand (1958)
nella retina di mammiferi, caratteristica delle sinapsi tra recettori e cellule

bipolari, e da lui chiamate synaptic ribbon. Recentemente (Meller, 1964),
in yno studio sullo sviluppo della retina dell’embrione di pollo, la stessa
struttura & stata vista comparire nei processi citoplasmatici presinaptici delle
cellule recettrici in embrioni a 17 giorni di incubazione. La presenza dei
synaptic ribbons nei nostri aggregati non solo pud permettere di riconoscere
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le cellule recettrici e i loro prolungamenti dagli altri elementi cellulari, ma
sta a dimostrare come il differenziamento di queste cellule sia proseguito
fino ad un grado elevato di organizzazione e specializzazione morfologica
e come veramente si sia neoformato in cultura 'apparato sinaptico peculiare
delle cellule retiniche. Dall’osservazione di aggregati tenuti in cultura sola-
mente 8 giorni, infatti, risulta come le cellule siano in maggioranza ad uno
stadio indifferenziato e come qualunque prolungamento nervoso sia assente.

Queste osservazioni rappresentano secondo noi un importante punto di
partenza per ulteriori ricerche, sia sull’attivita bioelettrica di queste culture,
sia sul significato che una tale attivitd pud avere in questa condizione di
isolamento funzionale dal resto del sistema nervoso.

Si potra obbiettare che le condizioni che si stabiliscono in un aggregato
sono morfologicamente molto migliori di quelle di una cultura classica o di
una coltura monolayer, in quanto si ottiene una riorganizzazione strutturale
molto pitt vicina a quella tipica. Ma dal punto di vista del problema generale
del ristabilimento di sinapsi da cellule prima individualmente isolate, non
toglie nessun valore che le cellule si distribuiscano su un solo piano o formino
un ammasso; possiamo solo dire che I’aggregazione mette le cellule in condi-
zioni migliori per poter manifestare le loro proprietd intrinseche.

Con queste esperienze abbiamo potuto dare la dimostrazione che la for-
mazione di sinapsi ¢ intrinsecamente acquisita al momento della determi-
nazione istogenica dei neuroblasti e che, se le condizioni lo permettono,
come in- un riaggregato, le sinapsi si formano indipendentemente da una
necessita funzionale generale, che in condizioni di cultura viene evidente-
mente a mancare.

Una opportuna scelta di neuroblasti specifici € una opportuna mesco-
lanza con' altre cellule potranno chiarire molti punti del meccanismo mor-
fologico e fisiologico della organizzazione nervosa al livello cellulare.
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SPIEGAZIONE DELLE TAVOLE I-II
TAvoLA 1.

Sezioni al microscopio elettronico di riaggregato di retina di embrione di pollo di 4 giorni
di incubazione dopo 25 giorni di cultura. A) Tipico neuropilo con numerose sinapsi
(alcune contrassegnate con la freccia); B, C) Due sinapsi a maggior ingrandimento (g
glia con gliofilamenti, ¢z cellula nervosa).

TAvorLa II.

3

Sezioni come nella tavola precedente. D) Neuropilo con numerose sinapsi (4); con * &
indicata una tripla sinapsi; E, F) sinaptic ribbons (4) circondati da vescicole presi-

naptiche caratteristiche delle cellule sensorie della retina. Con #es & indicato il nucleo
di cellula sensoria.

Il segmento al piede dei fotogramma indica 1 .
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