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Contributo alle tecniche di studio in vitro dei megacariociti, - | -

Losservazione che portd WRIGHT (1) a postulare Uipotesi dell’origine
megacariocitica delle piastrine fu fates su MEgACATIOCIN in vilro e su preparafi
istologici di midollo. Essa venne confermara e precisata da THIERY e BESSIS
(2], che rilevarono violenti movimenti d; allungamento e retrazione di processi
citoplasmatici nei megacariociti granulosi. e da KINOSITA & OHNO (3) nel
midollo di coniglio. Espansioni citoplasmatiche di megacariociti granulosi, in
mezzo alle alire cellule, o dentro i sinusoidi di midollo. furonn viste da
BEHNKE (4): esse perdevano successivamente le connessioni con la cellula
madre e si risolvevano in pisstrine. Identici fenomeni furono visti da
KEYSERLING e ALBRECHT (2] immagini interpretabili come piastrinoge-
nest "in vitro™ sono state osservate da PISCIOTTA e Coll. (0) e da IZAK e
Coll. {?}

Secondo BEHNKE (8) le piasirine si formerebbero dai megacariociti per
allungamento, ripiegatura e coalescenza di un sistema di membrane esterne
(Demarcation Membrane System),

Difficile appare, comungue, realizzare “in vitro” tutte o dquasi le condizio-
ni necessaric a mantenere in vita e ad assicurare la normale evoluzione dei
megacariociti verso la plastrinogenesi, cosi come ingiustificato potrehhbe appa-
rire il trasferimento a quanto avviene nel midolln. degli eventi osservati in
vitro, Noi abbiamo sospeso il midollo freseo i ra
nalazione (Alc.: Er.: Clor, =

cosato, termostatato a 37°0

tro. dissanguaio in narcosi ds
L:2:4. prpip). in liquido iscionico. isoidrico, glu-
Ossigenato e costantemente rinnovato per perfu-

sione continua, | megacarioviti sopravviventi non hanno presentato in (queste

condizioni spostamenti manifesti nei confront delle restant cellule, né modifi-
cazioni di forma e volume. F invece [requente I'osservazione di movimenti
rotatori, oscillatori e traslatori i strurture granulari del citosol.

IFmidollo ¢ stato prelevaio mediante espulsione pnewmatica. dalla difisi
di femore di rato, la cui epifisi distale e prossimale erano state rtagliate, ed
immediatamente sospeso in un mezzo nutritive costituito da selatina idroliz-
zata in frammenti uniti da “erosslinking” di diisocianato (Hemacell Hoechst)
g 3.5%: Nat 145 mEq: K* 5 mFaq; Gatr 12 mbiq: Cl™ 162 mbaq: d-glucoso
55.5 mM. La soluzione misurava 380 mOsm ed aveva pll=7.4. La camera di
osservazione (Fig. 1) ¢ stata ricavaia nello spazio compreso tra due vetrini
coprioggeito, tenuti separati da un tubo di teflon ripiegato in semicerchio,
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avente un diametro esterno di mm 1.6, destinato ad erowire, per una serie di
fori praticar nella sua concavita, un modieo ¢ costante {lusso di O lavato per
Direchsel con soluzione KMnOs, Al due tubicim di teflon del diametro esier-
o i mm 0.7 eollegan con due siringhe mosse in senso opposto da un perfu-
sore, consentivano il ricambio del liquido nutritivo nella camera, con un
afflusso rigorosamente uguale al deflusso. 11 flusso si regold sui 180 pl/h. per
cui, essendo di ea. 90 pl il volume della fase liquida della sospensione di cellu-
le, il ligguiddo veniva virtualmente ricambiaro 160.90=2 volte ozni ora, In effer-
ti lo seambio si svelgeva in prevalenza nello stato liquido periferico, menire
negli strati centrali della sospensione avveniva soprattutto per diffusione. Le
correnn ligquide si spostavano lentamente nella sospensione da lasciare immao-
bili I cellule per tatto il ||.urinr|n dell' asservazione, che si estendeva anche per
oltre 180 min, L'osservazione fu fatta con un foromicroscopio Zeiss 111, muni-
to di camera fotografics integrata, ad esposizione automatica, adoperando un
obbiettiva planacromatico 100x 1.25 ad immersione. Le fotogralie sono state
eseguite con pellicola Agfa Ortho 25 Professional a 12 din con interposizione
di un filtro verde avente & max=551 mu, | dispositivi adoperati per la perfu-
sione ed vssigenazione, nonche per 'osservazione al microscopio, su tavoling
termostatato, e per la fotografia, sono schematizzaii nella Fig. 2.

Che la camera di osservazione elaborata ¢ realizzata e che le tecniche segui-
te sembrano globalmente idonee allo studio di aleune attivitg normali di weli-
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Fig. 3 - Megncariocita in mezzo di controfio

Fig. 4 - Megacariocita in mezzo oi controlla




menti cellulari sospesi di midollo di rarto, in vitro, risulta dalle manifestazioni
vitali, degli elementi osservati. Nella Fig. 3 viene riprodotia 'nmmagine di un
megacariocita rotondeggiante, con granulosita omogenea del citoplasma e ben
visibile membrana citoplasmatica, osservato per oltre 60 min, dal prelievo del
midollo. Nella Fig. 4 & rappresentato un altro megacariocita in CAmpeggiamen-
to, dalla forma irregolare, con piccolo rapiporto nu(‘leﬁfcimpla.-mm. elevata poli-
ploidia (rilevabile nei vari fuochi), con granulosita grossolana del citoplasma,
aspetto frangiato della zona periferica: losservazione ¢ stata qui prolungata per
oltre 180 min.

Nelle condizioni descritte nan abbiamo mai osservato immagini riferibili a
piastrinogenest, che, secondo PULVERTAFT (9) sarehbe ostacolata dall’elevata
pO: del mezzo di sospensione. e, forse anche, dall’assenza di fattori umorali
come la rombopoictina {10),

SUMMARY. Normal rat’s recent bone marrow has been suspended in an isoionic, Uxy-
genated. warmed solution: platelers produwetion by megacarvocytes has never been
verified,
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