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Biologia. — Sinapsi in vitro da cellule disgregate di retina di 
embrione d i pollo (* (**)\  Nota di A lb e r t o  S t e f a n e l l i ,  A n n a  M a r ia  
Z a c c h e i, S i lv ia  C a r a  v ita , E m ilia  C a t a ld i  e L u isa  A n n a  I e r a d i,  
presentata 0  dal Corrisp. A . S t e f a n e l l i .

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 in vitro 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 Sjòstrand, 
and referred as “ synaptic ribbons ” , is particularly important. The results obtained represent 
the first accertained evidence of synapses formed in vitro 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 prim e ricerche di H arrison (1907) di coltivazione di neuroblasti 
in vitro è apparsa l’im portanza di stabilire se i rapporti apparentem ente 
visibili tra  le fibre nervose in accrescimento possano essere considerati delle 
articolazioni sinaptiche.

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 in terpretati allora come semplici aspetti 
di adesione intercellulare, ed infatti ricerche successive, condotte con il m icro­
scopio elettronico (Stefanelli ed altri, 1964#, 1964^), hanno rivelato come 
aspetti simili osservati tra  fibre e cellule nervose siano rappresentati solamente 
da modesti ispessimenti delle m em brane cellulari lungo i punti di contatto, 
non aventi nem m eno la s tru ttu ra, già più complessa, di un  desmosoma tipico. 
Si tra ttav a  tu ttav ia , nelle culture così prese in esame, di unioni eterotipiche 
di cellule che in condizioni norm ali non avrebbero dovuto m ettersi in rapporto 
sinaptico.

Negli ultim i tem pi m olti ricercatori hanno studiato i rapporti sinaptici 
in condizioni di cultura (Crain, 1956; H ild e Tasaki, 1962; C rain e Peterson, 
1963, 1964; Callas e H ild, 1964; Wolf, 1964; Bunge ed altri, 1965; Peterson 
cd altri, 1965; H ild, 1966); tu tti questi Autori hanno lavorato su espianti di 
fram m enti di tessuto nervoso centrale. Sia le osservazioni ultram icroscopiche 
che l’applicazione di tecniche elettrofisiologiche hanno rivelato la presenza

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Anatomia Comparata « G. B. Grassi » della Uni­
versità 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, m a gli Autori citati hanno considerato queste sinapsi 
stru ttu re preform ate al m om ento dell’espianto e che si sono conservate in 
vitro o che hanno proseguito il loro differenziamento nell’espianto. Bunge 
ed altri (1965) hanno potuto constatare che al momento del prelievo del fram ­
m ento le stru ttu re  s in a itich e  erano estrem am ente rare e che dopo venti 
giorni di cultura erano divenute molto num erose anche nel neuropilo che 
si form a ex novo dalla superfìcie tag liata del fram m ento. Concludono quindi 
che il differenziam ento di stru ttu re  sinaptiche può avvenire in grado elevato 
anche in cultura. Si tra tta  però di s tru ttu re che si sono differenziate su 
un substrato già organizzato precedentem ente al m om ento dell’inizio della 
cultura. A nche i prolungam enti rigenerati e che costituiscono il neuropilo 
periferico, derivano da cellule espiantate con una organizzazione e con una 
associazione già preform ata con rapporti secondo un piano di differenzia­
m ento normale.

Le ricerche fatte per m ettere in evidenza attiv ità bioelettrica di queste 
culture (Crain, 1956; C rain e Peterson, 1963, 1964; H ild e Tasaki, 1962; 
Peterson ed altri, 1965) hanno portato ad alcune contrastanti conclusioni. 
Alcuni A utori (Hild e Tasaki, 1962; Hild, 1966) hanno potuto registrare 
scariche spontanee ripetitive in neuroni cerebellari, m a non le interazioni neu­
ronali caratteristiche del sistema nervoso centrale in situ e pertanto conclu­
dono che « un  neurone in vivo è sempre parte di una rete nervosa, m entre 
in cultura non ha più connessioni sinaptiche con altri neuroni ».

A ltri A utori, invece (Wolf, 1964; Crain e Peterson, 1964; Peterson ed 
altri, 1965) ritengono che le sinapsi presenti in vitro e riconoscibili morfolo­
gicam ente siano anche fisiologicamente attive e ritengono che la differenza 
dei risultati sia da attribuirsi allo studio, nel caso sopra citato, di culture 
estrem am ente sottili e sparse sul vetrino, cioè praticam ente neuroni isolati. 
L à discussione se l’attiv ità registrata in cultura abbia un significato fisiologico 
non ha senso in quanto condizioni fisiologiche predeterm inate hanno in vitro 
sem pre una possibilità di m anifestazione.

Il (fenomeno particolarm ente preso in esame da H ild (1966) nelle sue 
considerazioni, della persistenza di stru ttu re sinaptiche in condizioni di 
inattiv ità funzionale e di profonda alterazione morfologica (fibre isolate dal 
perikarion) non è nuovo. E  noto infatti da ricerche anatom o-com parate come 
in circuiti nervosi, che fisiologicamente degenerano duran te lo sviluppo, i 
sistemi sinaptici possono persistere anche lungam ente dopo la degenerazione 
dei neuroni a cui questi sistemi sono collegati. T ipica è la conservazione 
della fibra e di tu tto  l’apparato  sinaitico  m authneriano per lunghissimo 
tem po dopo la degenerazione della cellula in quegli Ittiopsidi in cui questo si 
verifica, come uno di noi (Stefanelli, 1953) ha potuto am piam ente dim ostrare.

È evidente la grande im portanza di poter decidere in modo inoppugna­
bile se neuroni individualm ente isolati in vitro possano non solo conservare 
una propria a ttiv ità  bioelettrica ma, articolandosi tra  di loro, costituire nuove 
sinapsi e circuiti nervosi attivi in cultura, cioè dei veri microsistemi nervosi 
di neoformazione.
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L a possibilità di addivenire alla creazione di questi m icrosistemi con 
opportuna scelta delle cellule da interconnettere è di grandissim o valore per 
le ricerche morfologiche sulla organizzazione dei « circuiti » nervosi, e fisio­
logiche sulla a ttiv ità  dei neuroni tra  loro concatenati.

Con questo program m a di lavoro abbiam o affrontato il problem a con 
diverse metodiche; quella che ci è sem brata più significativa e opportuna 
è stata  la tecnica della aggregazione di cellule nervose precedentem ente di­
sgregate in singoli elem enti discreti.

Le osservazioni che qui vogliamo illustrare si riferiscono alla disgrega­
zione di retina di em brione di pollo di 4 giorni successivam ente riaggregata 
in vitro e m antenuta in cultura sino a 25 giorni; la tecnica usata è stata quella 
descritta in lavori precedenti di alcuni di noi (Stefanelli e Zacchei, 1958#, 
1958 ^); dopo 6 giorni di cultura a goccia pendente gli aggregati sono stati 
posti in cultura ro tan te usando il mezzo descritto da M oscona (1961).

Questo m ateriale è stato scelto perché appunto in precedenti ricerche 
(Stefanelli, Zacchei e Ceccherini, 1961) avevam o ottenuto aggregati con una 
configurazione stru ttu rale  di un  certo interesse, pur non essendo m ai riusciti 
ad avere una ristru tturazione della retina simile a quella o ttenuta da Del 
Pianto già nel 1942, nel nostro Istituto, disgregando abbozzi oculari di rana 
ed iniettando il disgregato nella regione vitellina di un em brione ospite.

Gli aggregati da noi coltivati in vitro sono stati studiati otticam ente e 
con il microscopio elettronico; sono in corso ricerche istochimiche per sag­
giarne alcune attiv ità  enzimatiche.

Le figure che noi presentiam o si riferiscono ad aggregati tenuti in cultura 
per 25 giorni; esse m ostrano, secondo noi in modo del tu tto  evidente, che 
pur nella m odesta riaggregazione retinica o ttenuta si sono costituiti dei neu- 
ropili fram m isti a cellule gliali ed in cui sono chiaram ente visibili num erosi 
contatti sinaptici tipici, costituiti da ispessimenti delle m em brane affacciate 
e dalla presenza di vescicole sinaptiche da una sola delle due parti im pegnate 
nel contatto  (Tav. I). È interessante notare come nel caso di più sinapsi su 
una stessa fibra (Tav. II P ), esse hanno tu tte  un  identico orientam ento 
polare. Nella m aggioranza delle sinapsi osservate Vispessimento delle m em ­
brane p re -  e post-sinaptiche appare uguale; solo in qualche caso si trova del 
m ateriale opaco associato alla m em brana presinaptica. Del resto queste sono 
le caratteristiche di sinapsi in corso di sviluppo e l’ineguale ispessimento 
d e lp  due m em brane si verifica solamente al term ine di questo (Glees e 
Sheppard, 1964).

U n  dato degno di attenzione è la presenza da noi riscontrata di una 
particolare stru ttu ra  sinaptica, descritta per la prim a volta da S jòstrand (1958) 
nella retina di m am m iferi, caratteristica dèlie sinapsi tra  recettori e cellule 
bipolari, e da lui chiam ate synaptic ribbon. Recentem ente (Meller, 1964), 
in qno studio sullo sviluppo della retina dell’em brione di pollo, la stessa 
s tru ttu ra  è stata  vista com parire nei processi citoplasm atici presinaptici delle 
cellule recettrici in em brioni a 17 giorni di incubazione. L a presenza dei 
synaptic ribbons nei nostri aggregati non solo può perm ettere di riconoscere
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le cellule recettrici è i laro prolungam enti dagli altri elementi cellulari, m a 
stà a dim ostrare come il differenziamento di queste cellule sia proseguito 
fino ad un grado elevato di organizzazione e specializzazione morfologica 
e come veram ente si sia neoform ato in cultura l’apparato  sinaptico peculiare 
delle cellule retiniche. D all’osservazione di aggregati tenuti in cultura sola­
m ente 8 giorni, infatti, risulta come le cellule siano in m aggioranza ad uno 
stadio indifferenziato e come qualunque prolungam ento nervoso sia assente.

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

Si potrà obbiettare che le condizioni che si stabiliscono in un aggregato 
sono m orfologicamente molto migliori di quelle di u n a  cultura classica o di 
una coltura monolayer, in quanto si ottiene una riorganizzazione stru tturale 
molto più vicina a quella tipica. M a dal punto di vista del problem a generale 
del ristabilim ento di sinapsi da cellule prim a individualm ente isolate, non 
toglie nessun valore che le cellule si distribuiscano su un solo piano o formino 
un ammasso; possiamo solo dire che l’aggregazione m ette  le cellule in condi­
zioni migliori per poter m anifestare le loro proprietà intrinseche.

Con queste esperienze abbiam o potuto dare la dim ostrazione che la for­
m azione di sinapsi è intrinsecam ente acquisita al mom ento della determ i­
nazione istogenica dei neuroblasti e che, se le condizioni lo permettono, 
come in un riaggregato, le sinapsi si formano indipendentem ente da una 
necessità funzionale generale, che in condizioni di cultura viene evidente­
m ente a m ancare.

U na opportuna scelta di neuroblasti specifici e una opportuna mesco­
lanza con altre cellule potranno chiarire molti punti del m eccanismo m or­
fologico e fisiologico della organizzazione nervosa al livello cellulare.

B ib l io g r a f ia .

Bunge R. P., Bunge M. B. e P eterson  E. R., A n  electron microscope study o f cultured rat 
spinai c o r d « J. Cell. Biol. », 24, 163-191 (1965).

CALLAS G. e H ild  W., Electron microscopie observations o f synaptic endings in cultures o f 
mammalian central nervous tissue, « Zeitschr. f. Zellf. », 63, 686-691 (1964).

C rain  S. M., Resting and action potentials o f cultured chick embryo spinal ganglion cells. 
« J. Comp. Neur. », 104, 285-330 (1956).

C rain  S. M. e P eterson  E. R., Bioelectric activity in long term cultures o f spinal cord tissues, 
«Science», 141, 427-429 (1963).

C rain  S. M. e P eterson  E. R., Complex biolectric activity in organized tissue cultures o f spinal 
cord (human, rat and chick), « J. cell. comp. Physiol. », 64, 1-13 (1964).

D el P ian to  E., Ricerche sulla ricostituzione delVabbozzo delVocchio di Rana esculenta, disso­
ciato nei suioi elementi, «Arch. Zool. ital. », 30, 229-256 (1942).

G lees P. e Sheppard B. L., Electron microscopical studies o f the synapse in the developing 
chick spinal cord, «Zeitschr. f. Zellf.», 62, 356-362 (1964).

H arrison  R. G., Observations on living, developing nerve fibers, « Proc. Soc. Exp. Biol, an 
Med. », 4, 140-143, 1907.



7Ó2- Lincei -  Rend. Sc. fis. mat. e nat. -  Voi. XL -  maggio 1966

HlLD W., Cell types and neuronal connections in cultures o f mammalian central nervous tissue, 
«Zeitschr. f. Zellf. », 6g, 155—189 (1966).

HlLD W. e Tasaki L, Morphological and physiological properties o f neurons and glial cells 
in tissue culture, « J. Neurophysiol. », 25, 277-304 (1962).

MELLER K., Elektronenmicroskopische befunde zur differenzierung der rezepto-zellen und bipo- 
larzellen der retina und ihr synaptischen verbindungen, « Zeitschr. f. Zellf. », 64, 733- 
750 (1964).

MOSCONA A., Rotation-mediated histogenetic aggregation o f dissociated cells. A  quantifiable 
approach to cell interactions in vitro, «Exp. Cell. Res», 22, 455-475 (1961).

P eterson  E. R., C rain  S. M. e M u rray  M. R., Differentiation and prolonged maintenance 
o f bioelectrically active spinal cord cultures (Rat, Chick and Human), « Zeitschr. f. Zellf. »,
66, 130-154 (i965)-

S te fa n e lli  A., I l  neurone di Mauthner negli Ittiopsidi (Pisces, Amphibia), « Experientia 
(Basel) », 9, 277-285 (1953).

S te fa n e lli  A. e ZACCHEI A. M., Sulle modalità di aggregazione di cellule embrionali di pollo 
disgregate con tripsina, « Acta Emb. Morph. Exp.», 2, 1-12 (1958 a).

S te fa n e lli  A. e ZACCHEI A. M., Comportamento delle cellule di abbozzo oculare di embrione 
di pollo dissociate con tripsina in vitro, « Rend. Acc. Naz. Lincei », 25, 617-621 (1958 b).

S te fa n e lli  A. e ZACCHEI A. M., Orientamento delle fibre nervose di cellule spinali embrionali 
in cultura e rapporti neuromuscolari (in Gallus e Coturnìx), « Rend. Acc. Naz. Lincei », 
26, 753-756 (1959).

S te fa n e lli  A., Zacchei A. M. e C eccherin i V., Ricostituzioni retiniche in vitro dopo disgre­
gazione delVabbozzo oculare di embrione di pollo, «Acta Emb. Morph, exp.», 4, 47- 
55 (1961).

S te fa n e lli  A., Zacchei A. e C eccherini V., Organizzazioni Isotipiche nelle riaggregazioni 
in vitro di abbozzi disgregati di retina di embrioni di pollo, « Rend. Acc. Naz. Lincei », 
30, 818-822 (1961).

S te fa n e lli  A., Zacchei A. M. e C arav ita  S., Sui contatti intercellulari in cultura di tessuto 
nervoso embrionale di pollo, « Rend. 1st. Univ. Camerino», 5, 141-150 (1964 a).

S te fa n e lli  A., Zacchei A. M., C arav ita  S., C a ta ld i E. e Ie rad i L. A., Orientamento 
e connessioni di fibre gangliari di pollo in vitro. « Boll. Zool. », 31, 837-858 (1964^).

SjÒSTRAND F. S., The ultrastructure o f retinal receptors o f the vertebrate eye, « Ergebn. Biol. », 
21, 128-160 (1959).

W olf M. K., Differentiation o f neuronal types and synapses in myelinating cultures o f mouse 
cerebellum, « J. Cell Biol.», 22, 259-279 (1964).

SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVOLE I - I I  

T avola  I.

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  
^lia con gliofilamenti, cn cellula nervosa).

T avola  II .

Sezioni come nella tavola precedente. D) Neuropilo con numerose sinapsi (f); con * è 
indicata una tripla sinapsi; E, F) sinaptic ribbons (f) circondati da vescicole presi- 
naptiche caratteristiche delle cellule sensorie della retina. Con ncs è indicato il nucleo 
di cellula sensoria.
Il segmento al piede dei fotogramma indica 1 [jl
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