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Anatomia. — Comparsa tumultuaria di divisioni mitotiche ed ‘
arresto delle medesime in colture di tessuti ). Nota del Corrisp. Gru-
sePPE Lievi ().

La frequenza delle divisioni mitotiche nella zona d invasione delle col-
ture dei tessuti & suscettibile di variare per una quantitd di condizioni non
tutte ben conosciute; vi influiscono certo la natura del tessuto e le pro-
prietd del mezzo; gid da varl anni Carrel ed Ebeling dimostrarono 1'ener-
gica azione attivante sulla moltiplicazione delle cellule dell'estratto di organi
di embrioni. Ma sovente senza causa apprezzabile ad una certa fase della \
vita di una coltura, durante il 20 ed il 3° giorno, le mitosi divengono pit
frequenti, anche indipendentemente dalla presenza nel mezzo di sostanze }
attivanti 1'accrescimento.

Finora tutti gli autori che si occuparono delle mitosi nelle colture 27
vitro viventl (Lambert e Hanes, Levi, W. ed M. Lewis) hanno illustrato
il processo di divisione tipica, che conduce alla formazione di due cellule
figlie, ed e il fattore esclusivo dell’accrescimento della zona d'invasione;
la divisione dirstta del nucleo forma delle cellule binucleate, ma non & mai
seguita dalla divisione del citoplasma e percid non ha parte veruna nell'ac-
crescimento numerico degli elementi della coltura (Macklin).

(1) Lavoro esegnito nell'Istituto di Anatomia umana della R. Universith di Torino

(") Pervenuta all’Accademia il 4 ottobre 1922,
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Non trovo cenno 1nvece

1

volmente nelle

lo strozzamento equatoriale
|

di sincole mitosi che si iniziano 1I
durante la profase e la metafase si
serva la rifrangenza e la forma sferica, che ci
culture viventi ¢li elementiin mitosi, ma non vi si produce
il quale normalmente con un ritmo veloeissime

4N —

nella letteratura della presenza nelle colture

in modo tipico, ma ad un certo momento
«i arrestano, di modoché la cellula con-

concedono di riconoscere age-

conduce alla divisione di una cellula 1o du

Oppure, per guanto pin di rado. il processo procede in modo normale
gino all'anafase, lo strozzamento equa iale si inizia ed e. come di consuet
wccompacnato dall’emiss d cmn (') piu voluminose del con-
sueto, ma non sl npleta: successivamente cellula vidiviene sferica e nor
«i modifica ulteriormente.

Queste cellule rimangono i e per qualche tempo, talor:
yer un'ora o due n l 114 guistare la forma lamellare e
la ben n trasparen clie te lule durante la fase di riposo:
Lot h ) ored e SS \.‘Iw}r];l\nml'l‘hu opache
a forma 1 ¢ ( 1180 'S

| fenoment t1 S1 118 LI n o coltnre. ed 1o 11 avevo osser-
1 | 1915-1910, gquanad studiavo il ) de yrocesso mitotico nell
colture viventi, senza d ‘ y impoitanza. Le cellule nell
\111;(‘r 1l processo m S L prin elle mitost non sono mai molt
numerose; la lo 1 varia 1 ura altra. Ad ogni mod
questo fenomeno ¢ seg lella coltura.

Ma durante 0 ) intrapreso da qualche
empo wccad 1l 08 engo pit importante: la
brusca e simultanca comp y d 1 racrande di mitosi le (111.13
si arrestano sim ! ¢ ) pure nella metafase, ed

ruita da fenomer I SS1V I nelle quali 1 processo mil
otico Si 1n1z1ato, Gl nel \ 1

Dopo un peri di sosta 1 cron rammentano in 5 0 6 masse
di cromatina omogenei, che 1 weono lhiber entro della cellnla: 1n
due colture ho visto ricostituirsi in qualcie ula la membrana nucleave;
ma il nucleo appare suddivis bi irrecolari non acquista pin la tra
sparenza delle cellule in ripo Inoltre la cellula conserva forma sferica
non emette pitt propaggini di N0

Infine guel che 1mp } e, che tntt ( nell (iiul\ il Processo
mitotico si e iniziato senza lvare a com I 10 inesorabilmente v
rate alla 101 €

(1y Per il 1 [l ritmo o modall
ella mitos: nelle cellu v ( r I I Anat, e di Embr

1. 15, 1916 »
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Ma ancora prima che la morte delle cellule, nelle quali la mitosi si &
iniziata, ci faccia sospettare uno stato di sofferenza della coltura, 1’ insorgere
simultaneo”di un numero tanto grande di divisioni & da per sé solo una
prova, che non si tratta di un'accelerazione nell'accrescimento della coltura.

Infatli, sebbene le divisioni cellulari non si producano sempre con ritmo
regolare, e sebbene non di rado in singoli punti di una coltura vi siano delle
vere « epidemie » di m’tosi, paragonabili alle zone di piu attiva prolifera-
zione che si stabiliscono a periodi nell'embrione [fatto conosciuto ai cultori
di embriologia (')]. mai avviene nelle colture sane una riproduzione simul-
tanea di un nnmero tanto grande di cellule; se tutte le mitosi iniziate arri-
vassero a compimento, 1'accrescimento della coltura si svolgerebbe con velocita
molto pit grande. nell'unitd di tempo, di gnanto risulti generalmente.

Questo singolare feromeno fu da me finora osservato a preferenza uei
mioblasti sdifferenziati di cuore di embrione di pollo dal 5° al 120 giorno,
nelle cellule endoteliali del fegato, le quali di solito non si riproducono
molto attivamente, ed infine in colture di cellule mesenchimali del te-
gumento.

Riporto nel mio protocollo di esperienze la descrizione particolarecoiata
del reperto di una coltura, nella quale l'arresto delle mitosi & avvenuto su
larghissima scala.

Coltura 63 k. (fiz. 1). Fu espiantato in plasma un frammento di atrio di embr

di pollo al 70 giorno: alla 472 ora 1'espianto & circondato da un alone di cellule fit

esse costituiscono t

che verso la periferia si vanno riducendo ad nn unieco strato;

colo. solamente alecune alla periferia della coltura sono libere;si tratta in prey

mioblasti sdifferenziati molto estesi in superficie, che verso il polo distale, rivolto verso

larga lamina, ed anche di fibro

la periferia della coltura, si espandono in una
uni e cli altri contengono condrioconti brevi senza seeni di alterazi

Alla 472 ora il coprioggetti al quale la coltura aderisce viene distaceat

per pochi minuti in liquido Ringer, successivamente viene di m f 0 rioggett
Alla 492 ora vediamo nella zona d'invs ne di quasi la. ¢ (ne ri )
risparmiato un segmento limitato), che un numero grandissimo di cellule incominc

quasi contemporaneamente a divenire opache ed a forma sferica per retrazione delle Pro-
paggini (fic. 1); la membrana nucleare scompare e nel centro si rende manifest
matassa dei cromosomi. ;

Perd il processo mitotico nclla maggioranza delle cellule si arresta alla metafase.
solamente in pochissime avviene lo strozzamento equatoriale.

L coltura viene fissata alla 51* ora in liquido Maximow e colorata coll’ematossi-
lina ferrica. L'esame del preparato conferma, com’® naturale, che le cellule in riposo son
integre, ¢ che le cellule, le quali nella coltura vivente apparivano opache, si frovano i

mitosi; ben poche si sono arrestate alla fase di spirema, la maggioranza alla fase di mo-

() Per quanto riguarda il progredire ad ondate delle divisioni cellulari nell’em-
brione rimando alle osservazioni di Sabin sugli embrioni di Amnioti ed alle recenti

ricerche sperimentali di Kornfeld su larve di Anfibj.

j
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perd alcune di queste figure mitotiche mostrano palesi seani di alterazione; i
riuniti, come di solifo, in
atinati in un grumo intensamente colorabile,

naster;
una massa compatta sono sparpa-

cromosomi anziche essere
ed in alcune sono congl

oliati irregolarmente,

.
Fig. 1. — Coltura di 49 ore nuta da un espianto di
l atrio di embrio i pol ta coll’apparecechio
Abbé: i cerchietti neri indica ellule in mitosi arrestate in |
prevalenza durante la met ,inm ro stracrande gli elementi 1
a forma affusata sono 1n 1}
Anche nei riguardi della form I sposizioni anomale: qualche
lemento nella fase di monaster ha emess prop tozza ed allunzata, fatto asso-
lutamente eccezionale per questa fas della
Altre presentano su tutta la superficie d semmule sferiche. le quali differiscono £
dalle gemme che abitualmeut n 1€85( e, e per il minor volume,
perche opache e colorabili.
time forme si passia per r interm cellule in palese disgre-
gazione, nelle quali neppure 1 €romos mi 1 cibili.
In altre colture ho trovato, che numer sellule si erano fermate alla

esse le propageini e divenisse sfe-

profase; prima ancora che la cellula ret
il processo si & arrestato e si sono iniziati nel citoplasma fatti regres-

rics
sivi: nel preparato fissato troviamo cellule alla fase di spirema, talora con
membrana nucleare integra; in alcune 1 condrioconti sono conservati, ma non
hanno piu aspetto normale, in altri sono scomparsi e la cellula & ripiena di
orossolane granulazioni.

Da quanto ho visto in queste colture risulterebbe che nelle cellule in
mitosi il citoplasma si altera, per quanto in lieve misura, pii precocemente
dei cromosomi, in armonia con quanto i fratelli Hertwig hanno accertato
nelle nova di Behinodermi. Del resto anche nelle cellule in riposo il cito-
plasma si palesa piu sensibile del nucleo agli agenti morbosi. Invece Weber
(913) in cellule in mitosi di embrioni di Selaci avrebbe accertato che

'alterazione nucleare precede quella del citoplasma
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Fra le sostanze che hanno maggiore importanza nello stimolare le cel-
lule alla divisione, come pure alla locomozione, figurano i prodotti catabo-
lici della coltura.

Perd noi sappiamo ben poco di quale natura siano questi stimoli e come
essi si esplichino; & probabile che nella divisione, come pure nella locomo-
zione, abbiano molta parte le variazioni nella tensione superficiale.

La retrazione delle propagini e la forma sferica che la cellula va acqui-
stando durvante la profase dipendono certamente da perdita d'acqua e da
aumento nella tensione superficiale (Burrows, Levi), ma non abbiamo argo-
menti per ritenere che questa condizione fisica sia il fattore determinante
la mitosi.

Quando le sostanze suddette si diffondono nel plasma a poco a poco,
contribuiscono al normal: accrescimento della coltura.

Ritengo che nelle colture di cui ¢i siamo fin qui oceupati, i prodolls
cataholici della coltura si siano riversati nel ];/acmx/ in quantila rile-
vante. tanto che mollissime cellule sono stite stimolate a dividersi; tali
sostange tossiche esplicano nello stesso tempo un'azione dunnosa Sulla vita
degli elementi in milosi, pi sensibili degli allri agli agenli morbosi: e
pitt particolarmente su quelli che si trovano nella « fase critica » immedia-
tamente antecedente allo strozzamento equatoriale. quando si deve manife-
stare lo squilibrio nella tensione superficiale fra equatore e poli, equilibrio
che determina lo strozzamento (Giardina, Burrows, Levi).

Bvidentemente le cellule che hanno sofferto per le modificazioni nelle
proprieta del meszo0 non pPoSSOno Superare quella fas eritica: la tensione
superficiale si manticne nelle medesime alta, e regrediscono senza riacqui-
stare la forma e la struttura degli elementi in riposo

Lemissione di gemme che si osserva sovente in molte cellule (vedi pin
sopra) rappresenta probabilmente un accenno a lievi modificazioni della ten-
sione supethiciale, che potrebbero ricondurre la cellula alla forma lamellare;
ma queste variazioni sono insufficienti, oppure si esplicano in modo inade-
guato; e la cellula impedita di emettere delle propaggini, e non potendo
appiattirsi, condizioni indispensabili per il normale metabolismo e per la
locomozione delle cellule coltivate ¢z »itro. muore rapidamente.

Cosiche viene confermato quanto sappiamo anche da ricerche anteriori,
che 1'impulso alla mitosi pud esser dato da cause insite all'ambiente e percid
estrinseche alle cellule; nel caso particolare le condizioni poco favorevoli
dell'ambiente hanno stimolato le cellule a dividersi e piu tardi hanno arve-

stato lo svolgimento tipico del processo mitotico.




