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L'epitel io pigmentato ret inico
(EPR) rappresenta un cost i tuente
fondamentale del la ret ina di  mammi-
fero. Una del le sue pr incipal i  funzio-
ni  sembra sia quel la di  fagocitare i
segmenti  esterni  di  coni e bastoncel l i
a l  f ine di  garant ire un adeguato r in-
l lovamento dei fotorecettor i  ( l ) .  A1-
tre azioni riguardanti il metabolismo
ed i l  t rasporto del la vi tamina A sono
state descr i t te da numerosi Auto-
r i  (2),  ma la di f f icol tà di  otenere
qr.rantità apprezzabili di materiale
sperimentale < in vivo ,  ed " in vi-
t ro )  rende le not iz ie in meri to lar-
gamente incomplete. Nel presente la-
voro esponiamo un metodo sempli-
ce per al lest i re col ture cel lular i  pr i -
marie di  EPR di conigl io neonato,
in grado di fornire un modello spe-
r imentalmente val ido per lo studio
dei suoi aspetti metabolici.

M A T E R I A L I  E  M E T O D I

I1 medium di coltura utilizzato è
cost i tui to da Eagle's MEM (mini-
mum essent ial  medium) (Wel lcome

Research Laborator ies, Beckenham,
England) addizionato con 20o/o di
FCS (fetal  cal f  serum) (Flow Labo-
rator ies, Ltd, I rv ine, Scot land) pre-
cedentemente inattivato a 56'C per
30 minut i ;  al  terreno vengono ag-
giunt i  50 uglml di  cefalor idina (El i
Li l ly I tal ia Spa, Firenze),  50 pglml
di  Streptomicina (Farmital ia Spa,
P a d o v a ) , 2 5  U I / m l  d i  n i s t a t i n a
(Squibb l tal ia Spa, Padova);  v iene
raggiunto i l  pH di  7.2 mediante
I'aggiunta di soluzione all '8o/o di
NaHCOr. Per ottenere la dis-
sociazione del tessuto vengono uti-
lizzate soluzioni di Eagle's MEM
senza Ca e con tripsina allo 0.lo/o

7 1 7



S. Píernnroc'c'hi - A.S. Bellorri - I. bregorta - A.G. Secclti

Chemical Co.,  St.  Louis,  USA), BSS
(balanced salt  solut ion) senza Ca e
Mg e con tr ipsina e versene (E-
DTA). Dopo aver sacr i f icato neona-
t i  di  conigl i  leprat i  del l 'età media
di 2 giorni  mediante inalazione di
etere, se ne prelevano asett icamente
gl i  occhi che vengono trasfer i t i  in
Eagle's MEM (-Ca) a 4C per 12-24
ore ed in Eagle's MEM (-Ca) con
tr ipsina a 37"C per un'ora. Incisi
quindi i  bulbi  a l ivel lo del l 'ora ser-
rata, vengono el iminat i  segmento
anter iore, v i t reo e ret ina; le coppe
posteriori vengono incubate a 37"C
per 20 minut i  in BSS-tr ipsina-ver-
sene senza Ca e Mg. L'EPR viene
successivamente isolato con una
spatola e due centrifugazioni succes-
sive (500 rpm per 5')  con aggiunta
di FBS (fetal  bovine serum) (Flow
Laborator ies Ltd, l rv ine, Scot land)
per bloccare I 'azione del la tr ipsina
residua, portano al l ' isolamento del
sedimento di  cel lule di  EPR. Ut i l iz-
zando la tecnica di  Fr-r l ton descri t ta
come n squash-method > (3),  i l  se-

dimento viene r isospeso in I  ml di
medium con 2oo/o di FBS che viene
distr ibui to in l6 piccole gocce su
piastra di  Perspex ster i le.  Ogni
goccia viene coperta con un dischet-
to di  pol iet i lene (Visqueen Ltd, Ste-
venage, Serts,  England) di  l3 mm
di diametro, bagnato in plasma coa-
gulante di topo; le cellule restano
così ancorate sui dischetti che sono
subito trasfer i t i  in 16 piccol i  poz-
zett i  r iempit i  d i  medium e saldat i
sul  fondo di  una capsula Petr i  mo-
di f icata che viene posta in termosta-
to a 35"C in ar ia con 5o/o CO: (4).

R I S U L T A T I

I l  pretrattamento degl i  occhi in
medium senza Ca e successivamente
in medium senza Ca e Mg ma con
tr ipsina e versene, faci l i ta lo scol-
lamento del l 'EPR (5) che osservato
a fresco ha i l  t ip ico aspetto ad ac-
ciottolato ( f ig.  1a):  le cel lule sono
esagonal i ,  r icche in pigmento e pre-

F ig .  I  a )  aspe t t o  de l l ' EPR
iso la to  p r i n ra  de l l a  d i ssoc ia -
z i one  pe r  l a  sem ina  ne l  t e r -
r eno  d i  co l t u ra ;  è  e i ' i den te
la t ip ica forma esagonale e
l ' abbondan te  p i gn ren taz i one ;
con t ras to  d i  f ase ;  l 50x  b )  i -
solot to d i  cel lu le d i  EPR a
24 ore dal la sent inal  contLi t -
s t c  d i  f ase ;  500x .

7 1 8



Tecnica tli preparazione di c'olture celluluri prittturie itt tttottctstruto, ecc.

sentano gocciol ine I ip idiche ci to-
plasmatiche di  comune r iscontro
nel l 'EPR di molt i  rodi tor i .  Appena
seminate le cel lule mantengono
quest 'aspetto e quel le che sopravvi-
vono dopo le pr ime ore si  organiz-
zano in isolott i  d i  elementi  con ci-
toplasma contratto ( f ig.  1b) e r icco
in pigmento che le rende di f f  ic i l -
mente osservabi l i  con la tecnica del

contrasto di fase e rafrattarie alla
f luorescenza con I 'arancio di  acr idi-
na che viene per gran parte masche-
rata dal pigmento. Intorno al l '8"
giorno le cellule mostrano adatta-
meuto al  ntrovo ambiente con iso-
lot t i  p iù grandi e contenent i  meno
pigmento (fig. 2a-2b): conseguen-
remente si  ha una migl iore eviden-
z iaz ione de i  nuc le i .  Dopo c i rca  l5

Fig
con

2 -  a b-  monostrato d i  cel lu le dopo 8 giorni  d i  sopravvivenza in v i t ro;  osservazione
m ic roscop io  a  f l uo rescenza  dopo  co lo raz i one  con  a ranc io  d i  ac r i d i na :  a :500x ;  b :800x .

giorni  nel le col ture comincia a r i -
formarsi  i l  p igmento che è più ab-
bondante al  centro degl i  isolott i  ove
le cel lule hanno stabi l i to strett i  con-
ta t t i  ( f ig .5a) .  A  magg iore  ingran-
dimento le cel lule mostrano un ci-
topìasma disteso con nucleo sposta-
to eccentr icamente; come si  r iscon-
tra in vivo coesistono forme mono
e bi-nucleate, mentre quel le pol inu-
cleate sono rare e reperibi l i  peral tro
solo al la peri fer ia ( f ig.  3b-3c);  inol-
tre in questa fase di  at t iva prol i fe-

razione sono frequentemente osser-
vabi l i  f igure mitot iche. Al 20" gior-
no  i l  monost ra to  appare  cont inuo
con organizzazione caratter ist ica: i l
p igmento che è scarso al la peri fer ia
clel f  isolotto,  va via via aumentando
verso i l  centro ove le cel lule.  arran-
giate a mosaico, sono più piccole e
molto pigmentate, cott  aPParato di
Go lg i  ben ev idente  in  zona paranL l -
cleare e r icordano I 'aspetto morfo-
logico t ip ico dei comuni preparat i
i s to log ic i  d i  EPR ( f ig .  a ) .  Lo  s tud io

7 1 9



S. Pierntctrocc' l t í  .4. S. Bel lott i  L Fregonu - A. G. Seccl ' t i

Fig.  3 a,  tappcto in ÀTnostrato d i
ce l l u l e  d i  EPR dopo  l 5  g i o rn i  d i  pe r -
n l anenza  i n  v i t l o :  è  ev i den te  ne l l a
porzione centra le del l ' iso lot to una
densa pigmentazione:  colorazione con
ace ta to  d i  u l an i l e  osse rvaz ione  i n  co r r -
t r as to  d i  f ase ;250x  b , c )  a l cune  ce l l u l e
mono e bi -nucleare con c i toplasma r ic-
co  i n  p i gmen to :  co l o raz i one  con  acc .
t a to  d i  u ran i l e ;  con t ras to  d i  f ase ;  1500x .
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' l -ecrt ic ' t t  
t l i  prepuru:ir , tne di t 'ol ture c'el luluri  prinruric i t t  ntunoslreto. ecc'
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l u  con  appa ra to  d i  Gu lg i  v i -
s i b i l e  i n  r eg ione  pa ranL rc l ! . a -
l e :  co l o r l z i o r re  con  b l u  d i  t o -
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t r as to  d i  f ase :  1500 r .
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EPR d i  con ig l io  neonato  ld iscuss ione ne l  tes to )
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del la cresci ta del le col ture ha evi-
denziato un incremento nel numero
delle cellule più importante fra i[ 3"
ed il 4' giorno, fino a raggiungere
conte di  c irca 100.000 cel lule per
cm2, che si sono poi più o meno
mantenute nei tempi successivi .  An-
che il diametro cellulare medio su-
bisce un costante incremento: le
cel lule che a 24 orc dal la semina
misurano circa 14 p.,  raggiungono i
l8 p al l '8" giorno di  cresci ta;  di
conseguenza la superficie totale del-
le cellule sul dischetto, considerato
come parametro più significativo di
cresci ta,  subisce un aumento costan-
t e .

C O N C L U  S I O N I

[ - 'a l lest imento di  col ture pure di
EPR consente di  studiare i l  com-
portamento del le cel lule in un am-
biente control lato art i f ic ialmente, in
condizioni  r iproducibi l i  ed el imi-
nando le interferenze di  al t r i  t ip i
cel lular i .  Nel passato sono stat i  fat t i
d iversi  tentat iv i  per al lest i re col ture
< in vi t ro "  di  EPR, ma sofo recen-
temente si è arrivati ad approntare
tecniche in grado di  mantenere suf-
f ic iente istospecif ic i tà del le cel lule
d i  EPR d i  mammi fero  (5 ,  6 ,  7 ) :
mancar-ìo tut tavia dat i  quant i tat iv i
che dimostr ino la matur i tà biochi-
nr ica di  tal i  cel lule , ,  in vi t ro >. La
funzione di fagocitosi per i segmenti
esterni  dei  fotorecettor i ,  al  f ine di

garant irne un adeguato r innovamen-
t o  ( 8 ,  9 ,  1 0 ,  1 l ) ,  e  q u e l l a  d i  i m m a -
gazzinamento del la vi tamina A
sembrano ora abbastanza chiar i te.
Tuttavia la scarsità di dati esistenti
sul la f is iologia del l 'EPR sembra
connessa ai  problemi tecnici  der i-
vant i  dal la sua di f f ic i le manipola-
zione ,, in vivo > e dalle interferen-
ze provocate dai tessut i  adiacent i
(7).  Parte di  queste di f f icol tà pos-
sono essere superate preparando
colture cel lular i  pr imarie di  EPR i l
cui  al lest imento non è tut tavia pr i-
vo di  problemi tecnici  legat i  essen-
zialmente I  )  al la separazione del-
l 'EPR da l la  re t ina  e  da l la  membrana
di Bruch al  f ine di  evi tare contami-
nazione da parte di  al t r i  t ip i  cel lula-
r i .  2) al la dissociazione del le cel lule
prelevate senza ut i l izzare enzimi i -
stol i t ic i  eccessivamente lesivi .  3) al-
I 'ot tenimento di  un elevato numero
di col ture che forniscano dat i  stat i -
st icamente signi f icat iv i  e che siano
faci lmente r iproducibi l i  nel le meto-
diche. Così,  per faci l i tare l ' isola-
mento dell'EPR, abbiamo utilizzato,
ol tre al le comuni tecniche enzimati-
che, incubazioni dei  globi  inter i  e
parzialmente escissi  in terreno senza
Ca ed in terreno senza Ca e Mg e
con tr ipsina e versene. Lo < squa-
sh-method " di  Fulton, ol t re a ga-
rant ire nn perf  et to ancoraggio ini-
z iale del le cel lule,  permette di  pre-
parare da poch. i  animal i  donator i
Lln numero eievato di  col ture di
separazione (16 nel nostro caso)
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dove i dischetti di polietilene recan-

ti le cellule possono essere facilmen-

te manipolati per usi sperimentali

diversi; inoltre la facilità di prepa-

lare camPioni Per studi al micro-

cellulari prinurie it1 tllotlostrato' ecc'

scopio ottico ed elettronico rende a

norìro avviso questo metodo di col-

tura un nuovo ed utile strumento

per lo studio degli aspetti fisiologici

e patologici  del l 'EPR.
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