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| leucociti umani al microscopio elettronico !

INTRODUZIONE 5

11 pracesso di revisione, che nel corso di questi ultimi decenni, ha cofnvolto i
motodi classici della citologia, ba interessato da vieino gli ematologi ed in modo
particolare chio nel corso di questi ultimi quindici
b condotto una s sulle cellule del sangue di soggetti normali ed emo-
patiel, applicando le pii mmtpmw tecniche di indugine (contrasto di fase, tec
dello schinceiamento, microscopiea clettronia).

Por quanto rignards le stratture nucleari delle cellule ematiche wmane nor-
mali ¢ patologiche, w zione allXT Congresso della Soeleth Ttaliana di Emato-
Iogia (Vir, Porty, Bussi, 1933) ha raceolto i risultati da nno di noi ottenuti, por-
tandoc affermazione. pregiud ehe molti problemi biologici rignardanti
le cellule del sangue non potevano essere discussi sully base dellapplicazione delle
toenichs elassiche di colorazion

Infatti s colorasione elassica, quells del MAY-GRUENWALD-GLEMSA, per inten-
derci, risultava assolutamente inadeguata per lo studio della collula in generale o
del nueleo in particalare, A questo proposito busta eitare che ancora oggi | trattati
di emntalogia non riconoscono la presenza del nucleolo nel linfocita maturo ed igno-
rano tutte quelle modificazioni che interessano la morfologis dei cromosomi, cosl
eome sono evidensiate da alfre teeniche (teeniea dello schiaccismento), che si
riscontrano nelle cellule in alcune emopatic,

Codeste anormalith cromosomiche, gil da Pori1 messo in e

1951), hanno eostituito la base di interessanti teorie etiopatogene
nel corso del 1959, riguardanti aleune emoblastosl.
e che vengeno mosse or slle tecniche di colorazione usate nells ema-
tologin classica sono state del resto sollovate gih diversi anni or sono, cosicohé gli
ematologi hanno cercato di sopperire alle molte deficienze dells colorazions di May-
GRUBNWALD- con Vesame delle ecllule del sangue mediante i contrasto
i fse.

Questa, tecnica permette di identifieare quasi tutte lo collule ematiche mature
od imature, cosl come sono state classificate mediante il May-GRUENWALD-

denza (1947 o
e emesse da

(%) Memoria prosentata. dalllAcoademico Silvio Raugi
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maolti organuli elementari della celluls,
ancromation di PAPPENHEDL
mitocondri nelle cellule ematiohe ;

sxss e permotte inolire di eviden
ehe non sono identifieati eon la colorazione
digmatieo in questo senso & il rilievo de
attavia si deve riconoseere che anche la microscopia & contrasto di fase non pud
rispondere a molti quesiti fonda i mbra ora opportuno fare il bi:
laneio del contributo port sseopins eletironich specie per quanto ri-
guarda la ultrastruttura del citoplasma, allo scopo di precisare :

19) gli nspetti degli organuli celluk
che come nneleo, nucleolo, mitocondri ;

¢ tecni-

conosciuti attraverso le alt

ntarl quali i1 reticolo endoplasm
ti arato di Golgi, gih evidenzati in altri tipi cellulari, ma non ancora indivi-
duntl eolle comuni teeniche el leueociti ;

0. i organuli eellulari che sono presenti nei leucociti o
i collular (grazulazioni specifiche ad. esempio}.

fine marfols
non sono evidenzinbili in altri

Rassege aggiomnate o comploto esistono nella letteraturs anglosassone (Law
[ 1958) ¢ francese (Bessis 1050-59, POLICARD 2-1959), tuttavia rite-
niamo utile una_ rassegna italiana sull'srgomento, perché maneano completamento

Iavori estesi nelle riviste di ematologia italiana e perché da noi sono stati trattati,
per In prima volta, argomenti che rignardano I fagoeitosi e Pagglutinazione,
Le coratteristiche. ¢ ITU\_MI!]\ tre microscopin ottica ed elettronica debbor
essere conoscite \ge ad esaminare lo collule del
lettronico, sl possono condensare nel concetto che,
matntro le @ierenze di intensith Tuminosa dells mierofotografio prese al mieroscopio
comune sono riconducibili al variare dei fattori cromatici e di trasmissione della
Tu nel easo del microscopio elettronico dette differenze sono in dipendenz:
peso atomico degli elementi presenti nolle diverse parti della cellula, o sono dip
denti dalla distribuzione degli atomi di esmio o di altri metalli pesanti, nsati come
fissatori, che nel eontesto cellulare si sono fssati & determinate sostanze (& noto
ido osmico ha una elevata affl z¢ lipidiche e per aloune
strutturs filamentoss ¢ non per altre sostanze come ad esempio gli acidi

hi &1 ac

i).

Tuttavia agli effetti pratici queste caratteristiche differenziali non hanno un
grande valore eritico, mentre sombra pit importante la ¢ a!ulumm- che, allo
stato attuale delle ricerche, dopo che sono state abbandonate teeniche, come
quella della sovrapposizione & dell'ombragzio, e el &i & indirizsati verso la feeni
ddelle sezioni soitil la nggior divergenza del repertl tra microscopia ottica ed. elet-
al fatto che con Ta prima si esaminano cellule intere, me
seconda si esaminano sezioni di eellul dello spessore di almeno 1
sione viene condotta Tungo il diametro maggiore della cellula s csaming al mas-
simo 1'19 del volume totale collulare, por eul per ricostruire una. celluls, in pratics,
oecorre esaminare di solito piit di 300 sezioni seriate

A questo proposite va agginnto che n morfologia delle strutture cellulari, cos
come risulta dalle sezioni ade dal piano di sexione che @ diverso da easo
a caso, Infiug e ol microscopio elatironica le cellule esaminate con
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Ia tecnien delle fettine ultrasottili assumono per lo piit n aspetto ovale per I eom-
pressione cho si esercita su di csse durante il taglio, Perd quests deformazione non
danneggia in effetti a rieostruzone morfologies dei componenti cellular o deve
essore presa in considerszione solo quando el si aceinge wd intraprendere delle mi-
wirazion.

2) MATERTALE E TEONICHE

La morfologia def lencociti normali ¢ patologiel & in genere stata studiata sugli
clomenti del sangue periferico,

Le tecniche nsat per fsolare i lencociti dai globuli rossi sono le piti diverse e
wno di noi, circa 10 atni o sono, T Propose una, tuttora valida, basata sulla se-
parazione dei globuli bianchi dai rossi & bassa temperaturs mediante soluzioni di
gomma arabica o sodio citrato.

Aftualmente Ia maggior parte degli AA. si basa sulla teeniea, consigliata dal
I.m o PREEMAX (1958), che usa siringhe o pipotte siliconate. La separazione dei

anchi dai rossi viene attuats mediante centrifugazione con provette di
]mlcmi:l, in centrifnga refrigerata a 050, per 157 a bassa veloeitis, T glabuli bianch
vengono prelevati dallo strato sovrastante ¢ flssati o (°C con acido osmico all'1%,
tamponato secondo le indicazioni di PALADE (1052); la disidratazione, sempre a
0-4C, & attuata con aleool s concontranzioni crescenti o Pinelusione
Geela di butile metacrilata (9 parti) e metile motacrilato (1 parte) polimerizzata &
B0,

Te sezioni ultrasottili si sono ottenute, allTstituto di Zoologia, con Pultrami-
crotomo di FaaxsTia (PriLiys) usando lame di vetro. I preparati sono stati esa-

i von i mieroscopi elettronici Philips E. M. 76 B (appareceliio eho si trova nel-

to di Zoologia delPUniversitd di Milano) ed E. M. 100 {apparcechio ehe si
trova nelllstituto di Farmacologia dell'Universith di Milano).

Abbiamo esaminato il sangue periferico ed il midollo emopoletico di soggetti
noemali o lentemict (loucemic aeute e cronicle), il midllo emopoietica i alouni
soggett] ancmicl (anemie emalitiche e 3 abbismo
altres) eswminato collule coltivate in vitro per studiare Uazione della fagoeitost
ed 1 fonomeni di agglutinazione provocati da un siero antilencoeiti ed antieritrociti,

3) LEUCOCITI NORMALT
XNucrro

La microseopia elettronica non ha portato eontributi sestanziali per una mi-
gliore conoseanza, del nucleo, perché il DNA, che & il maggions componente dei cro-
amosonily non si lasci flssare con Pacido osmieo, il fissatore per eccellenza wsato in
microscapia elottronica,

Un'altra ragione che spiega la non risolvibilitd delle strutture nucleari va eer-
eata nella complessiti del delicato intreecio dei filamenti che costituiscono i cro-
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mosomi, Tali cromonermi costituiscono un fittissimo gomitolo, eosl da raccogliers in
un piceolo spazio un complesso di molecole di DNA, che so fossero allineate eosti-
fuirebbero un immaginario nastro della lunghesza di qualehe metro

Percid ricsce comprensibile come anche con Is tecnica delle sezioni ulizasottili
non si posss agevolmente ricomoscere una struttura ordinata, ia qualche
Autore affen riconoscinto Pesistenz, delle dimen
sioni di eirca 30 A, lo quali sono vieine alle dime della spirale & doppis elica
di WaTsON @ CRIcK (24 A).

elettronico il nucleo delle cellule ematiche presenta
qui brovemente te. Di forma tipicamente rotonda nelle
, tende ad ineurvarsi ed s costituire piic lobi nelle suceessive
sccondo In caratteristiea del tipo di leucocito a o

).

piit fmmatur
fasi di evoluzione ma g
appartiene (Tav. T, figg. 1 e

n il procedere del pro-
nucleare

viene mostrato nelle osscryazioni a contrasto di fas
sf rendono evidenti due distinte densitd, di eromat
. 3), una periferica, piit seurd, Ualtra centrale, piti chiara ;
ente preponderante nelle cellule giunte ad uns comple
maturazione. Questo tipo di distribuzione del nucleoplasma non & un rilievo costan
ed abbligatorio di tutti i tipi cellulari perché si possono osservare in ogni leucocito
zone scure al centro e zone tembrana nueleare. La maggiore o
iliti. della eromating al microgeopio elettronico non deve easere o

siderata solo sulla hase di un magglore o mi densamento di filamenti eroma-
puis re una differente struftura dei flamenti fissati co
mico, nel senso di uns diverss osmofilia o poreid di una diversa perme
lettroni, Quest'ultima evenienza potrebbe percid essere messa in rel
v contenuta proteico o lipidico del nucleoplasma denso rispetto

minore risol

ore

anche sign

sone ad nn magg
@ quello chiaro,

8i deve convenire ehe Paspetto del nueleoplasma
mente dese & comune & tuttl i tipl di cellule ema
bile microscopio elettronieo, cosl come avviene
© al contrario di fase, la cromating del nentrofilo da quella
¢ito o dells plasmacellula,

11 linfocito (Tav. L1, fig. 5) si distacea un poco dagli altri tipi cellulari menzio-
perché non presenta uma cos! evidente ¢ i strattura
ra) piit 0 meno permeabilo agli elettroni.,
buti della microscopia elettronica
generale @ def
nti, specialmento se
rgamente impiegate

wne.

cosl come @ sloto s
he e per cibd non &
1 microseopio ottico
basofilo, del mono-

ta
(densa o chis

In complesso si deve concludere che i contr
per una migliore conoseenza delle strutture nuel cellula
nostio caso, somo piuttosto searsi ed insignifi
risultati ottenuti con le toeniche che sono st
dai citogenetisti nel eorso di questi ultimi decensi, usando il microscop

ha notevolmente contribuito ad una
11 nucleolo non & costituito da uns

contratio la micrascopia elettron
migliore conoscenza delle strutture nucleolari
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eavith uniforme ripiena di una sostanza priva di qualsiasi struttura come si creds
generalmente, ma invece contiene uno o pii grossi fAlsmenti gii inteavisti al micro-
seoplo ottico da ESTABLE o SoTEro (1951). Lesistenza di codeste strutture flamen-
toso & stata definitivamente accertata dalle ricerche di microscopin eletironica per
opern di Branianp (1956), che lo ha riseontrate nei nueloi delle cellule del papil-
loma di SHOPE e nel tumore ascitico di Ezmrio

Nel nucleolo accanto ai filamenti si possono riscontrare anche dei grannli di
ribonucleoproteine, che hanno lo stesse caratteristiche dei granuli di PALADE del
citoplasma. Queste caratteristiche morfologiche del mucleolo som0. sempre hene
evidenti nelle collule immature della serie emopoictica sia mieloide che linfatica.
Ma il pilt importante contribute della microscopia elettronica in questo settore &
lim(o al costante riscontro del nucleolo nel linfocito o nel monocito, mentre. nella

questa & solo nelle cellule imm
twm (Tav. I, fig. 1). Frequentemente sono evidenziabili in esso nno o pilt filsmenti
(il nueleolonema) e dei granuli (Tav. I, fig. 3).

b verosimile ¢he la strttura del nucleolo sia diversa sceondo il grado di matu-
razione ¢ lo stato funzionale delly eclluls.

Resta quindi confermata, oltre alla presensa di strutture figurate nel nucleolo, I
Dresenza di esso nel linfocito maturo. Dismo importanza a questo reperto, perehs si
deve ritenere cho le diseussioni della possibile evoluzione del linfocito verso altri
tipi- cellulari (plasmacoliule) (opinione sostemuta gid alcuni decenni or sono da
Dowyey, 1016 ¢ che trova ancora credito presso alouni AA) e della eventuale for-
mazione di antivorpi da parte di questa cellula, possano essere sostenibili solo dopo
che giano aceortate aloune condizioni preliminari quale sembra esero quelly della
presenza di i cellulari coinvolti nella sintesi dello proteine.

Lis microseopia elettronica ba documentato che tutte le cellule del sangue pos-
siodono una doppia membrana nueleare (Tav. 1, fig. 4; Tav. I1, fig. 6), la quale
& pili 6 meno evidente secondo 'angolo di ineidenze delie sozioni. Le figre dimo-
sfrano eome in tutti i tipi cellulari essa sia sempre visibile o come eodesto doppio
strato osmiofilo (Pesterno ¢ linterno) delimiti uno spazio permeabile sgli elettroni :
Io spazio perinucleare, Seeondo In magglor parte degll AA. Ia membrana esterna,
in determinati punti della superficie, si ripiega e si salda con lo strato interno costi-
tnenda delle porte i comunicazione tra nucleo o citoplasma. 1 pori nueleari (Tav. 11,
fig. 7) costitniscono delle aperture di dismetro variabile tra i 400 e gli 800 A o sono
mumerosi in tutti § tipi cellulari csaminati e in tutte le fasi di maturazione delle cel-
Inle ematiche. Perd alouni AA. non ammettono Pesistenza di queste porte di comu-
nieazione nicleo-citoplasmatica, nel senso ehe in questi punti esisterebbo ancors
Ia membrana nuclears ridotta ad uno strato unieo ¢ sottils (Poricann e BATD,
1958). Ta membrans interna & in stretto eontatto con il denso nucleoplasma dells
periferia, mentre In esterna assumo mtmn rapporti eon il retieolo endoplasmatico
e | granuli di PACADE, ad cssa addossa

Questi ultimi Tapporti hanno mmmm una_ base per ipotesi, sostenuts da
diversi AA, della origine del reticolo endoplasmatico dalla membrana niucleare
asterna. Tnfatti ST0STRAND (1056), WATSON (1055), PATADE (1955), EpsTEDS (1057)
& molii aliri, hauno asservato, in collule di tessuti diversi, che nella membrana, nu-




cleare esterna si producono delle ehe, i
vanno a costituire delle formazioni del tutto simili alls &citomembrane.

Questo permise (Bener, 1936) di elabarare lipotesi secondo b quale il re-
ticolo s doveva i della
membrans, nucleare esterna.

L osservasioni, ehe abbiamo condotto sulle cellule del sangue di soggetti nor-
mali ed emopatici, non hanno dimostrato delle tipiche estroflessioni della membrana
nmucleare esterna, se non in aleune condizioni particolari, come nel easo di globuli
bianchi posti a contatto con sicro antilencaciti

BERNHALD o eoll. (1936) sostengono Ia provenienza d.-m- membrane del reti-
calo dai Le nostro ipio elettro-
nico non permettono di docwmentare guesta origing ; ummm dabbiamo. ricono-
scere che, nelle oellule ematiche nucleate, numero dei mitocondri ed evidenza del
reticolo endoplasmatico si comportano in modo paraliclo, generalmente. Infatti
dove il reticolo e @ pitt evidente, anche

condri sono piii numerosi, La stretta relazione topografica fra =-eitomembrane.
di una siretin correlazione metabolica
o questi e i del citoy . Mitocondsl ed a-citomenn-
brane e i al grado di i ith degli
elementi ematici ¢ nelle cellule mdniromnz. te o zono piit .mh. i mitoeondsi sony
anelle dove il reticolo i
asservazione & in sccordo con lo p'remsclznn i Brr¥ARD @ uu]l (1056) ¢ di FAWCETT
(1955). Inoltre in un determinato tipo cellulare la quantity di z-citomembrane,
prescnti nel citoplasma, & proporzionale al grado di attivitd funzionalo dells celluls,

CITOPLARMA
a) Reticolo endoplasmatico

Gli elementi i del retieoln ico sono le st
brane ; esso si presentano per lo pi riunite od appaiate s da formare come dei
sacchi appiattiti. Nelle microfotografic csse sppaiono costituite da due sottili linos

@ devorso parallelo, delimitanti una spazio Tingo e sottile, il quale pers, in alouni
casi, pud rigonflarsi considerovolmente, dindo luogo alla formazione di vaeuoli
(Tav. VI, fig. 32). Questi nguono dagli altri tip di vacuoli perché all'esterno
della membrana. delimitanto presentano i granuli di PALADE.

Assai variabile & Ia direzione delle x-citomenbrane, potendo essero rettilines
o simiosa ed, alle volte, unn a-citomembrana pud suddividersi in pli elementi
allungati. Caso tipieo & cellule ematiche con abbondante quantith di u-citomem
brane & quello delle plasmacellule (Tav. 11, figg. 8, 9, 10), nelle quali nna ricostr-
zione tridimensionale 44 hiogo o wna serie fittissima di mec'\i, disposti parallela-
mente tra di loro o spesso in comunieazione con fenestrature,

Le celluke immature i tutti i tipi di globuli bisnchi sono abbondantements
provviste di z-citomembrane, ma durante il processo di maturasione avviens in
tutti gli elementi, ad eccezions della serie plasmucellulare, una notevola




ol numero o dolla forma di esse. Questa riduzione non sl verifica perd i modo w
forme o paralleln con il progredire della maturazione del diversi elementi, percid
citoplasmia. del manoeita & generalmente pin dotato di w-citomembrane rispetto
& quello del linfocite. Sebbene il linfocito (Tav. IT1, fig. 12) sin una cellula che pos-
sisi un gran numero i mitocondri, i quali si presentano anche di dimensioni pit
volumingse Tispetto agli altri tipi cellnlari, esso risulta essere uns cellula povera
i z-citomembrane, rappresentato da piccole formagioni vaeuolarl spatse nel cito-
plasma e per lo pii anche distanti dai mitorondri.
i citoplasma linfocitario, prescindendo dal numero dei mitocondri, & assai
strutturo o &i comporta in modo antitetieo & quello delle plasmacellnle.
iversi tipi eclinlari della serie granuloblasties il processo di maturazione

reticolo, essendo questa
una earatteristica della cellula. 8i notano infatti, i eles cole vesci-
<ol vuote, ol i distribu
pisma, ol quale abbondano le granulnzioni specifiche s negli easinofili, nveee,
le vessicols sono molta piit numerose (Tav. V, figg. 27, 28] Analogamento agli
cosinofili si eomportano | basofli (Tav. IT1, fig. 14). Tn tutti gli elementi nueleati
el samgue Ia superticie esterna. delle x-eltomenbrane & disse
abbondantemente, da piceoli granuli del diametro di cirea 150 A (i granuli di Pa-
LADE) eostituiti da ribonucleoproteine. Deve perd cssere ricordato che. detti granuli
ton sono_ soltanto presenti o ridosso della parcte esternn delle x-citomembrane,
1na 5 trovano anehe isolati o in piecoli gruppi di tre o quattro elementi liboramente
d immersi in materiale opaco, privo di qualsissi strattura, T granuli isolati
it frequenti nelle cellule mature che non nelle immature.

b) Mitacondri

I mitocondri degli elementi bianehi del sangue non difleriscono, nella loro
struttura generale, dai mitocondi delle altre cellule wmano ¢ lo studio dettagliato
della. morfologia dei mitocondr costituiseo un capitolo recente per I ematologia
clssica,

Poiché @ stato documontato attraverso le ricerche biochimiche, importante
rualo giocato d questi organuli nelleconomis della celluls, o le ricerche morfola-
giche hanno potute dimostrare come Ia forma e lo altre caratteristiche dei mito-
condri siano particolarmento sensibili al variare delle condizioni fisiologiche,
alllariona degli ormon, & quella degli clettroliti, si comprende com all'ematologo
dano mancati elomenti oltremodo importanti nello studio della fisiopatologia delle
collule ematiche.

I mitoeondri dei leucociti assumono 1 piit diversi aspetti morfologici : dal ro-
tondo all'ovale, & quello & bastoneino ed al filamentoso, avendo un diametro tra-
svarso medio dell’ordine di 0,30 . Poiché le sezioni sottili sono cirea dieci valte
{nforiori di spessore, rioses comprensibile come oecorra, anclie per questi elementi,
uni ricostruzione tridimensionale per poter comprenders la loro forme, Ja lora po-
sizione nella celluly od i rapporti ehie contraggono con gl altri costituenti del cito-

‘plasta.
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ascun mitocondrio (Tav. 111, fige. 15, 16) & delimitato da una menmbr:
pessore di ciren 14-18 my, costitu un dappio strato osmiofila,
ehe contiene una plecola fessura. (Tav. TV, fig. 17). La zona interna del mifocondrio
& oceupata da una matrice indifferenzi b i
quale sono visibili delle piecole granulazioni o che
« cristae » mitocondrisli, costituite a loro volta da un doppio strato osmiofila (Tav. 111,
figg. 15, 16; Tav. IV, fig. 17).

Liaspetto delle « cristae +
oui in alouni casi sembrano stretti rapporti di continuith con lo strito
osmiofila interno, ginstificando 1 AA. che le ritengono originate
da introflessioni o invaginazioni 4[\"0 strato interno dells m

Le «cristae » (Tav. TV, fig. 17), ehe nellinterno del mitocondrio assumone le
piit diverse direzioni, quando sono disposte perpendicolarmente alla iembrana
esternn possono essere A contatto con i due punti opposti delle strato osmiofilo
interno ma, in genere, nel piano di sczione esaminato, sono & eontatto eon un solo
punto della membrana,

B anche pessibile osservare
partono da una medesima + erist IV, fig. 18).

Claseuno dei due strati costituenti la ¢ eristas presenta goneralmente uno
spessore da 5 a 7 my o delimita una sottilissima fessura variante dui 4 agli 8 my.
11 mierascopio elettronica rivela quindi formazioni citoplasmatiche che hanno uno
spessore inferiore ai granuli di Parape, dell'ordine delle. grandezze molecolari

Nelle cellule immatnre degli elementi bianchi non vi gono diversith manifeste
nells morfologia e nel numera dei mitocondri, ma se si esaminana i granulociti, i
linfociti, | monoeiti e lo plasmaccllule si possono riscontrare evidenti differenze.

Nei granulociti neutrofili, basofili, eosinofli (Tav, TIT, fig. 13), i mitecondri sono
searsi, distribuiti qua e 1 nel citoplasma, Essi sono di piecole dimensiond, di formn

alo e piuttosto opachi agl elettroni, Nei linfor it {
spetto, essendo aleuni

@ s

aria naturalmente secondo

no i sezione.

mbrang esterna.

ione di branche o diramazioni che si di-

ma in

o mm.w. TR T
di mitocondri (Tav. 11, figg. 8, 9, 10). Essi sono per lo piie di form
possono raggiungere perfing Iunghezza. Tn queste ultime eellulo | mitocondri
sono uniformemente distribuiti in tutto il citoplasm ad cecezione della zot peri-
nucleare.

o) Apparats di Golgi ¢ controsfera

In corrispandenza della zona chiara perinucleare, piit 0 meno evidento in tutti
i leucociti maturi ed immsaturi, . cleftronica ha permesso di proc
una serie di forn are un ruolo fon
nel metabolismo cellu i 2 ai corpi di Gover, ai centrioli ed
all'aster, che, secondo l'AJ.lhb, costituiscono il centro digestivo e circolatorio della

le

ames




denti nei m
convaglin

collule, Tnfatti, apparato di GOLGT ¢
arofagi durante Ia fagocitosi, p
altraverso i canali del reticolo enda
In tale zona priva di mitocondr
apparato di Govr (Tav. 1V, figs.
punto di vista morfologico. 1
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LANZAVECCHIA ¢ MoRAX0, 1958), proverrebbero din un proecsso di gem-
e v-eitomembrane o si trasformersbbero, in un tempo suceessivo, nei

dello spessond di eire

o
granuli di seerezionc.
Li presenza di qu
questa sede caratio
Come & stato preced
tutti § tipi i globuli b

granuli o di piccole vescicole conferisce al citopl
spugnoso

ntemente segnalato, Papparsto di Gorer ¢ p
o le fasi di maturazione di ques

esente in

arichi o

noli cromofobi posti all’e
trioli), o

rno, & dispongono a man-
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I corpi di Gor
tello intorno ad un componente cellulare (i ce
iagli solo recentemente (BEssis o coll., 1958).
wondo Ja ricostruzione di Bessig (1958) il cent wostituito da vn fascio
di nove tubuli dai quali si dipartono, come dei raggi, due serie pamllele di nove
Bastoneini dells lunghezzs di mp 65-90 ¢ dello spessore di 20, T bastoncini term
serelle del diametro di ma 65-75. Da queste masserelle origins
fibro dell'aster che, dirigendosi verso In periferin, passane tra i corpi del €
attraverso soluzioni di continuo,
ione ultrasoftile & stata oftenns
s, mostr . gezlone el eilindro cavo con § nove tubull dispost sl
periferia (Tav. IV, figg. 2 24), Ini aglio condotto secondo nna sezone
Gbliqua pud evidenziare un mluu‘\rn avo ed uno o piit raggi (Tav. 1V, fige. 23, 24),

In conclusione possiamo affermare che anche alla nostra osservazione sono
to diverse immagini di centrioli in tutti i tipi di lencoriti essminati o por-
tanto of sentiamo di solivserivere ally ricostruzione delapparato eentriolare coel
come & stato ipotizsato da Brsss,

krri: (1958) sostengono, sul imentali, che tutti
i componenti della eentrosfera, ivi comprese le fib ‘aster, persistono durante
il periodo intercinetico, in netto contrasto eon Popinione che la maggior parte dogli
AL, (ofr. Mazia, 1951, cho studia nova di ricci di mare) ha sullargomento. Brsais
u eoll. (1958), nel g di osservazioni rivolte allo studio dell'apparato della cen
trosfera nel globuli hianchi, doeumentano Ia presenza di formazioni, denominate
«canali dell'aster s, che si dipartono dal centriolo in tutte le direzioni, ponendo
quindi in contatto con Ia membrana nucleare (sovente da essi deformata) ed il
stante ambito del citoplasma. Tuttavis, & ovidente, al micrascopio elettronico,
confrontando le figure di Bessis con altre figure dellapparato dells eentrosfera
durante kv mitosi (BERNIARD o DE HARVEN, 1960) ¢he i canali dellaster hanno

o i

cisato nei de

on un taglio condotto trasveisa

capit

e di ritievi eritici e gp




un sspetto morfologico diverso dalle fibra del fuso, percio il problema rinmane ancora
aperto. Al eontrario & definitivamente documentata Ia persistenza del centriolo

cellule, quali § granulociti, che non sono pifi soggette a divisione ed & pertanto
probabile che questa formasions morfologics svolga una attivith metabolica 4 ne
completamente ignata

d) Granwlazioni. specificho

I granuli sono i componenti tipiei della sorie granuloblastica-
od appaiono al microscopio elottron stiche peenl
nulk neutrofilo (Tav. V, figg. 35, numerose e sono unifo
mente distribuite nel’ambito del citopl omenime, ad cecesione dells
perinucleare, Sono di forma ovale o rotonds, delimitate da una membrans
piuttosto opaca agli elettroni.

T granuli neutrofili contengone una matrice di ed hanno
un dismetro wassimo di 0,5 I pilt yoluminosi sono situati alla periferin della cel
luls dove di solito compaiono allinzio del processo di maturazione ; Ia com
parsn di granuli specificl avvieno quindi progressivamente, iniziando alla periferi
della_cellula,

Di miaggiori dimensioni &i presentano i granuli cosinofili (Tav. V, fig, 27) cost
tuiti da clementi & morfologia pilt eterogenea, nei quali sono visibili formazion
eristalline di vario aspetto, Sevondo Ia sesione nella quale & stato condotto il taglio,
i eristalli hanno aspetto di bastoncing o grossolanamen @ densith di
uniforme. La componente pi chi
restano immersi, & forte ngrandimento nss
nofili sono delimitati da una sottilisima membrana.
aceanto 8 questi corpi speoific, si esservano frequen
che presentano forma e dimensioni simili ai corpi eosinofili
cho risultano costituiti da uns matrice sensa struttnra, s margine nettamon
marcato e regolare,

Tnfine, sono reperibili corpi costituiti da wna densa matrice chie contions amms
di sostanza di variabile densith (Tav. V, fig. 28), o struttura irregolare @ che sem-
brano cssere costituiti da materiole di demolizione dei cristalli test mensionati

Ricordinmo Dhrevemente che, sécondo BERNHARD (1957), 1 granuli cosinofili
& costituirebbera per il depositarsi di eristalli a livello delle ¢ eristac » dei mitocondr,
come sembrano indicars alouni aspetti dei lencociti eosinofili del coniglio. Infine,
socondo altri AA., i corpi basofili sono identificabili con gli stessi corpi cosinofili
nei quali sono stati disciolti i cristalli durante i processi di manipolazione della
eolluls

T granuli hagofili delle cellule: omonime (Tav. V, fig. 29; Tav. V1, fig. 30) sono
i dimensioni piiv cospicuo dei corrispondenti neutrofili, mggiungendo diametri
massimi i eirca 1. Come i granuli nentrofili, essi possiedono una evidente mem-
brana delimitante e compafono gis numerosi nella evolusione maturativa dells
cellula basofila, I granuli presentano tra i loro una densi inbile @ sembr
costituiti da una matrice che T caratteristiche di particolare durezza al taglio por
oni frequentemente si trovano alla periferia dei granuli basofli artefatti costituiti

ranulocitics

I corpi cosi
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@i aecumuli amorfl di magglors donsith prodotti dalla lama nel serfonara | granuli.
Tnfine dobbiamo ricordars tra I granulazioni def lewcoeiti, sebbene non siano
spectfiche 4l un tipo collulare, le szzurrofile (nei lifociti o nei promieloe
T granuli agarrofili sono formazioni di grandesz infeviore allb meth dei grnuli
nentrofili, misurando intorno a p 0,13-0,20, sieuramento dolimitati da una men-
bt estarna che & costituita da nn denso strato osmiofilo, contengono una matrice
i uniformo densiti. poco opaca agli’ elottron.

@) nclusioni
La questione dei corpi inelnsi negli elementi bisnchi & di fondamentale impor-
tanza perché una delle oaratteristiche fisiologiohe di questo cellule & costitnita dalid
eapacits fagocitante di esse,
Tl problema, data Ia sua importanza, verrh disousso in una sesiono sucoessiva.
Qui vogliamo soltanto ricordare come frequentements nel leneoeiti &l trovano def
vaouoli ehe rsultano di diverss ovigine. Ricordiomo tra di esst [ vacuoli di pinocitosi
elie costituiscono uno dei modi attraverso i quoli Is cellula assume materiali dal-
Vesterno, § vacuoli di degenerazions (Tav. VI, fig. 81) i quall mppresentano Uesito
del processi degenerativi che intervengono o livello dei mitocondri. Mitocondri
. si trovana anche nelle migliori osservate al micro-
s00pio elettronico. Esi contengono del. materiale In disfaoimento cho va gradata.
dicordosi i entith fino - residuare nna cavith contenente searsissimo

sigonfiamento (Tav, V1, fig. 32) sono quelli che provengono dal

Al sacehi In gencre si dagli altri per-

olié presentano addossata alla membrana delimitante una serie il o meno numerosa
di grannli di PALADE.

Becezionalmente nei_globuli- bianchi si possono pure ritrovare vacuoli conte-
nentl sostanze grassose (Tav. VI, fig. 33), che sono identificabili perché fortemente
apachi agli clottroni, data Velovata osmiofilia dei. lipidi.

Deblhono essere infine ricordati i vacuoli composti. (Tav. VI, fige. 4, 55, 36),

| ipio i

la uns eavitd delimitata da nna

sono molto comuni nei linfooiti, ma si possono trovare anche
Talvolta esso contengono una matrice di densith uniforme,
lisvemente opaca agli elettroni.

nessuna di esse sembri costitnire nna precipua
della. serie ematica,

4) LEUCOCITT PATOLOGICT (INFIAMMATORT E LEUCEMICT)

Le modificazioni infrastrutturali dei leucoeiti' nei focolai infiammateri costi-
tuiseono un importante capitolo della patologia dei globuli bianchi, tuttora ignorato
dally: mieroscopin elettronica.




In questo ottore esiste, infatti, 1l & i PORICARD e coll. (1050), Questi
AA. nno esamingto i leucociti di focolai infiammatori asettici, provocati speri-
mentalmente nel parenchima polmonarc del ratto mediante iniezione intratra-
cheala di silieio colloidale.
e prime modificazioni che intervengono mei lencociti sono costituite dal
riduzione delle granulazioni specifiche. A questo fenomeno seguono aliri rignardanti
il reticolo endoplasmatico con formazione di cisterne in commmicazions con lo
spaxio perinucleare, a sus volta dilatato. Con il reticolo si modifica I'apparato di
Gor agocitante dei lecociti cha diviens vieppiti marcata man mano
che si riduce il numero dei granuli sp

Le osservazioni di POLIOARD e coll. sono interessanti perché segnalano come
in questo condizioni sperimentali Palterazione primitiva dei leneociti sia eostiti
dalla. progressiva eancellazione dei granuli specifici. Con la riduzione dei granuli
ments paallelamente In fagoe In conclusione I sequenza delle modifies
zioni che avvengono nell'smbito del protoplasma del leieocito situate in un foeolaio
inflammatario & del tutto diversy do quella che si osserva nel leucorito ohe fagocita
batteri «in vitro

Un altzo settore dei lencociti patologici, indagate dalla microscopia clettroniea,
llo che riguards le leucemio umane. Noi U'abbiamo gih preso in con
(D1 MaJore LANZAVECCHIA @ L CovrTeE, 1956).

LAY ¢ FRumax (1958), nel loro m\unh\ di microscapia elettronica, portane
i eollule Jo ad essi riman-

paciti

Valendo i nomalic principali riseontrate m di lencemin,
potremmo sohematizzare nel seguerte

il nueleo pre igg. 39, 40) delle alterazion morfologiche, special
mente evidenti m-Ll\' forme acute, ed assume forma spesso molto dissimile dalls
carrispondente delle cellule normali, co o irregolare presentante diverse
invaginazioni ¢, talvalta, con un aspetto veramente bizsarro. 11 rapporto nuclo-
citoplasmatico & o ed @ frequente la dissociazione fra evoluzions maturativa
citoplasmatica o quella nucleare, cosl che il nucleoplasma pud mostrare aspett
di completa. immaturith, persino in clementi con citoplasms in avanzata fase di
maturazione.

Di salita la membrana nucl ite dissociata dall'interna
on formazione di numerose cisterne perinucleari (Tav. VII, fig. 41): nel nucteo, nelle
sezioni ultrasottili, & quasi sempro documentabile il nucleolo (Tav. VII, fig. 40) che
possiede dimensioni piuttosto cospicue, margini irregolari ed, abbastanza frequen
mente, fenomeni di vaenolizzazione. In complesso il mucleolo
fonde mod i di earnttere morfologico che b di @
giormente nei loro dettagl, per il molo metaholice giocato da questo cormp
nente elementare nell’economia cellulare.

Anche i mitoconds (' I, figg. 41, 42) presentanc ti per cosl dire
+degonerativi s, cssendo frequentemente aumentati di volume, con matrico meno
opaca agli elettroni, mentre le lsmine interne sono frammentate, ridotte di numero
& persing assonti.

re caterna appare nelism

re conosciute

aspe
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Altre alterazioni si ritrovano nell'ambito del reticolo endoplasmatico ehe. di
solito. presents voluminose cistern te dalle z-citomembrane.

I granuli specifiel sembrano assumers un maggior polimorfisma
essiy 81 rifrovano frequentemente granuli azzurrofili
neano rilievi piit accurati a carico dell'apparato di Gorer e della centro
sfera in genere, ma ¢ importanto vicondare Uesistenza di questi componenti anche
0 cellule che non si dividono pii, porché alewni antimitotiol (colehicing
vath) senmbrano svolgers Ia loro azione biochimica a livello di g
(Lizrriek, 1958).

I complesso si deve perd riconoscere che le sovrae o anomalic, paralle-
lanenie o quelle riscontrate al microseapio ottico, sono di ordine quantitativo o

oeanto. ad

non qualitativo, perché si ritrovano anche nei leucociti di sogeetti normali; non
POson0 pereid assumere earattere patognomonica sebbene il loro studio sia, par

ovvie magioni, di grande interesse

Un accenno piit scourato meritano i eorpi di AvER, lo formazioni fibrillari
{Tav. VIT, fig. 43), gli inelusi pucle rus segnalati nel citoplasma delle cellulo
lencemiche,

Nei vari tipi di leucemin (specie Ja mielofc
delle inclusioni citoplasmatiche, § corpi di AUz, g
il microscopio ottico.

lulrw di Avrs, ,-n\

& la monoeitica) sono reperibili
noti perché rilevati mediante

& forme. :Iw t

piit opache agli elettroni della
sostanzs eho eostituisce il bastoncino i AUER. Questo reperto non @ perd un rilievo
Hiouto o cost

oll. (1955) hanno pure messo in evidenza nel citoplasma di lencaciti
formazione particolare, costituita da una alterazione degenerativa,
chinmats. ££OIDS 0N erossant s o, pili proprismente da Law ¢ FRERMAY (1008),
« formazione fibri £3) In quanto eostituita da un sgeregato di
fibre che s raccolgone, di solito, in forma avale, delimitando zone di citoplasma eon
struttura leggermente diversn rispetto al rimanente. Su queste formagioni si & cof-
fermata. 'attenzione degli studiosi, in quanto esse ricordano le zone di degencrazione
descritte i ecllulo infettate diy virus,

D1 Magogrca, AVECCHIA @ L
strure nel nueleo di linfociti Lo enza di una_formazione rotonds,
estremamento opaca agli elettron, del. dismetro di eired meszo micron. Questa
formazions & paragonabile a quells osservata da G Bresir (1935) noi linfe
«iti dei topolini portatori di cancro-ascite.

Un piit palpitants interesse ha il riseontro di vires nelle collule o
logia virale delle lencemi mammiferi, ¢ quindi delle umane, & un argom
di viva atfualita sostenuto da una abbastanza nntrite schiera di ricercator
esula dal nostro compite una esposizione critica di questa concezione, U
sullargomento ¢ comparsa abbastanzs recentemente ad opera di DuocHowsK
{1838), Autore che per primo ha dimostrato la presenza di virus in tessuti leucemici

CoULTR

(1836) hanne invee potuto d

e




umani, Lo stesso ricercators manti
Vattibuire valore etiologico sl virus riscontrati ne
sun plit recente pubblicazione (1959).

presenza di virss nella collula lencemi

0 perd

stata

i i itto documentata
nells leweamin dei polli, sia nel quadro di linfomatosi extravascolire eho nell'er
tremia, Il viris contenito nelle cellulo eritremiche & &t to nei pi minuti

dettagli rece

temente da BERNHARD |
elle dimensioni tra my 65 e my 80, sono di. forma aferi
parte estern
a i queste parti
del re

icolo

vlu]upl‘hmiln-ly. alterazioni dells s

1l virus, sceondo BENEDETTI,
(secanto ai grannlociti e ai monociti, 1
possiedano itante batteri
lo studio d

alle celiule reticolari
soli elementi o

n secondo passo, o
Ia identificazione di questi corpuscoli nelle leucemie spontance e
Anche nelle celluls leucemiche di quest
meroge alte i ticha |\:|mml

virus presenti nei tessuti lencemici, ¢ stato

strutture simili alle particelle virali. Le ¢ Sl e el Taie
, essendo esso costituito da corpi osmiofil
© my 150,

itemente, 1i hanno petuti seddivider

]
2

i dis
Brrxia
tre tipi:

nsioni v

il tipo A ha'una forma a

il tipo B, che §i trova anche extra-collulare, ha un nueleo fortem:
entrico ed uns membrana delimitante ;

nie osmio:

il tipo
it

* possieds un nucleo centrale di densitd variabile « Io

mbran

& eapaci
0 di loro basiont devono vssere dimost
etiolog;

di queste particelle
tribmire loro un si

ate prima di

0.

T piit recenti risul
tante degli

di LaTaRser (1059) dime
neidi nucleici estratti da tessuti leucemi
DNAnsi.
il DA di questi virus osss cksere infettante pub essore ipotiz
D1 Majorca e coll, (1959) dimostrato I eapaciti infettante del DNA del
in culture di tessuto o BERNTARD (1959) la sede intranucleare di questo virus,
Sulla base di queste osservazioni lengemie dei polli ¢ dei topi DMOCHOWSKT
ricerche riguardanti i linfonodi di sogge i affetti
Nlle cellule dei linfonodi lencemici (levcemie lin
loidi, linfosarcomi, linfogranulom; uto alle comuni ulterazioni d

ebbero T capcith infet-
o In perdita di quests capa-

cith dopo azione dell

componenti




dementari della cellula, in tutto simili o que
del topo, sono state riscontrate, negli inclusi cellulari ¢ o
elle del diametro di myg 99, costituite da una parte inters
troni, circondata da due me
colt
vate

lla lencemia del pollo
citoplasma, l|h‘|][' par-
i molto opaca
abrane delimitanti, Anche le cellule di questi lnfonodi,
o modificazioni mggestive, rieondusibili a quelle osser-
ti, PAutore b risconteato la positiviti del suof risultati i 15
¥itro,, mentra o callule dei linfonodi controllo non hanno
In un case (linfosarcoma)
ticalle nelle collule, coltivate
atti seellulari di linfonodi lencen

cellule renali ia, coltivate «in vitro s, e
queste alterazioni citologiche si sono dimostrate trasmissibili in se

in vitro,, presenta

mai dimostrato
P'Autore lias potut

it ¥itro 4, por 6 passagi sted
infine, prodotto

hanno,

5) IL COMPORTAMENTO DEI LEUCOCITI DU
DI DIFESA (Facocrros: Ep

a) Facooirost

ti it in lella vita dei lene
e osservazioni di Laxonaxs (1870) sulla
globulo rosso & quella di MErcisiKors (1882) che ha potuto b
montare sione difensiva dells fagocitosi, mumerosi
it minuti dettagli questo processo biologic
monogiti, el i polinu
degli cosinofili e dei b i), secondo
@ for alfri

v fago-
di framment! di
amente doen.
ltri AL, hauno cercato

alouni e pla

o, sevorlo poc foeiti (ZASYENSCK ¢ coll

possiedono attiviti fa , che si pub esplicare v

inorganiche, verso germi (batteri ¢ virus), verso eellule o residui cellulari,
1 f

0 sostanze orga

omeno si svolge nel tempo secondo tro distinta tappe (ehemiotassi, fa-
el mat
erire su questo fo

fon

condizioni che pos-
tato che la temperaty

gocitanto rispotto alle cllule imma-

; al lemeociti di soggetti in carenza di vitamine con

ione protelea, o trattati con coriisone od orn Al ¢

vith fagoeitanto ¢ ata nei sogge ci 0 nei iti di oulture di

midollo dopo aggiunta di antagonisti nzé antibatterioke.
suls do questa rassegs isultat] ottemuti in vicerche sperimental

ofte sulle partics \\i\‘lu-

proeesso di

igocitosi e-cosi pure sul aiy del fenomend, qui
ricordare Ta no delPambiente esterno tra fagocitost «in vives od «in vitro
ol incertezza a regnante sullintino meecanismo di produzione del processo

1< aleuni riconducibile ad un semplice fe
opo delle indagini di mrierose
soni nell'ambito del fagocita (fagocitos

omeno fisico e per altri biockimico,
elettronica risulta Vanalisi delle modific:
propriamente detta e digestione del mate-




vinle fagocitato). Gilv si possiedono in questo senso accurate ricerche condotte con
ase ; basterd ricordare i lavori di OmE-
ol por opera soprattntto di RoBINEAUX (1054), @ di Brssis

& cellulare ci giama in-
per quarito -rignarda 1a
coll, (1954-59) ¢ della
studio & la fagocitosi de

vitale, nel eampo dei leneociti umani, I sola possibili
virng associsti alla leucemin (DAOCTHOWSKT ¢ coll. 1958,

La fagocitosi batterica & stats da noi esminata, mediante I tecnica consigliats
da GoopMAN & Moons (1956-57), teenica cho questi AA. hanno usato per uno studio
consimile di fagocitosi con stafilococeo (virnlento e non).

Quando unu sospensione di lencociti viene ineubata a 3700 in plssma umano
con stafilococehi, s detorming sulla membrana. citoplasmatica delle cellule Is for-
mazione di fini espansioni dendritiche ¢he, aumentando progressivamente di
volutiie, assumono aspetto di p Questi ultimi poi, per un processo di
coalescenza, si 8 o alle loro estre 4 invaginando completamente il germe.
La eattura del germe avviens, oltre che per emissione di psendopodi, anche per
semplice adesione della celluky al corpo batterieo. Lo stafilococeo, quando viene
introdatto nell'interno del citoplasma del granulocito, sia che il fenomeno avvenga
con il primo che von il secondo meccanismo, trascina con € la membrang citopla-

tien che aderisce come un guanto ally membrana esterna del batterio.
interessante notare come Vemissione degli psendapodi non sl
fone doi granuli specifiel nell'ambito dells superficie citoplasm
espansione.

guita dal-
di porti

4 invaginata ¢ terna &i va formando
18) che aumenta progressivamente di dimensione
ellula

T ana eltop
un vacuolo (Tav. VIII, figg. 45,
e talvolta s cspande fino al punto di frammentare e disgregare Ia ¢
v. VIII, fig. 49).
La formazione di questi vacuoll digestivi che sembrano costituire la prima
tappa attraverso la quale avviene k disintegrazione dei batteri, & stais materis
studliosi che hanno scguito il fenomeno eon la microcinems
tografia o contrasto di fase (WiLsoX, 1958 ; ROBINEAUX, 1054). Lo immagini al
microscopio elettronico permettona di affermare che Ia formazione di questi vacuoli
non ¢ dovuta ad azione litiea effettuata dagli enzimi producenti Ia disintegrazions
del citoplasma circostante. Tnfatti, sebbene nel citoplasma che eirconda il batteri
sia difficile riscontrare uns ben evidente organizzazione, & lattiviti del citoplasma
stesso, congiunta o meno a quella batte che db luogo alla formazione di va-
enoli. Questo del resto corrisponde 2 quanto & gil ot da lungo tempo & proposita
della fagocitosi batterica nelle amebe, sebbene i due fenomeni non siano del tutto
comparabili. Infatti, mentre per Pameba la fagoeitosi & una normale attivith, me-
nte Ja quale essa assume il proprio nutrimento, nei globuli bianchi esiste una
competizions fra elemento fagocitante od clemento fagocitato che pud anche esitars
nells morte ¢ distruzione del lucacito.
Durante la formazione dei vacuoli

di diseussione fra gl

vvengono nella cellula altri fenomeni degni




i interesse, 11 pift appariseente & mappresentato dal frequente sumento dello spazio
perinnclears (Tav. VIIT, fig. 49). Lo doppis membrana nucleare risulta bene dimo-
sirubile nelle cellule ehe fagoeitano perché lo spazio perinucleare & spesso ampio.
Se questo fenomeno sia espressione di soflerenza cell o di nna compartecipa-
sione motabolics del nucleo ol processo di fagocitosi, & un problema che uttende
di essere risolto.

Un altro fenomeno appariscente & costituita dai vacuoli di piccole dimensioni
¢hié compaiono nel centro della cellula (apparato di GOLGI e centrosfora). Questi
sono stati definiti eome vaeuoli i degenerazione cellul

Generalmente dopo I formazione di vaeuoli digestivi sl assiste a modificazioni
morologiche del germo fagocitato, 11 batt i
esterna formata da due strati esmiofili che comp 0 gpazio contenchite
i sostanza modieamente opaca agli elettroni ; lo spessore complessive delfe mem-

& & di circs my 20 (Tav. VIII, figg, 47, 48). Nell'interno della cellula battorica
& presento il citoplasma molto opace agli eleitroni, uniformemente distribuito, di
aspatto. granlare, Occasionnlmente sono approzzabili delle avee contrali mono
dense, ehe doviebbero corrispondere al nucleo hatterico (Lii o eoll, 1955; Di
Luumm, 1952). Aleuni batteri- fagoeitati presentano fenomeni di divisione.

a0 modificagione che interviene a cavieo dei germi fagocitadi & la minore
ulmin du! citoplasma battorico (Tav, VIII, fig. 51). Ad essn segue k vacnolizzazione
el disintegrazione del germe (Tay. VIII, fig. 52). Diminuzione della opaciti del eito-
plasma. batterico o avvengono & b esterna integr ¢ ln
fase finale di disintegrazione dello stafilococco residun nelln formazione di- vacuoli
eltoplismatic, contenenti scarso materiale amorfo, distribuito irregolarmente nello
caviti. Ricordiamo inoltre che anche nells fagocitosi di stafilococebi (il fenomeno
& pily ovidente nolla fagocitosi di altri batteri) si pud constatare Iattiva parteei-
pazione doi gramuli nentrofili alle ultime fasi del processo di digestione dei germi,
gon riduzions progressive del numero degli stessi granuli (Tav. IX, fig. 53). 11 feno-
meno i molto evidente in alouni easi di fagocitosi batterica, como quells del bacillo
del carbonchio o quells di sostanze inorganiche (silicio colloidale), dove si assiste
alla tofale soomparsa dei granuli neutrofili, con conservazione di altre atfivith (mi-
grazions, tattisme) del lencocito fagovitante (ROBINFAUX, 1051).

La fagocitosi di cellule nei leucociti & un fenomeno noto da quasi un seeolo.
Tofatti, Mercnsinors nel 1882, o Messing, ne dava lo prime caratteristiche. Agli
ematologi sono ben noti da tempo i fenomeni di eritrofugocitosi che compaione in
aletine emopatie (emoglobinurie parossistiche, anemie emolitiche acquisite, anemis.
emolitica el neonata). Recentomente Iinums:\nle temn dells fgocitosi cellu-
Iacu & stato. muovamente preso n_ eonsiderasions. o_propasito delle ecllule. del-
Visolotto di tessuto 1 desritto du D1 nel 1046, dello
cellule del Tupus (CAPELLY, 1952) e delle malattie immmno-ematologiche in genera.
Bissis (1959) ha pubblicato delle nuove osservazioni o proposito dell'isolotto eri-
troblastico, per sostenere kv sun ipotesi del teasporto della ferviting dalla cellula
reticolare dell'isoloito agli eritroblasti che la circondano, fenomeno che, so sarh
inequivoeabilmente dimostrato, costituith un’altra valida ragione per escludere

i @ itori dell’eritrobl
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1 lencociti si trovano diverse condizioni lnelalml\t]m quande sono posti a mn-

tatto con Pantiziers, La membrana citopl.

g3 nssume aspetto irregolare (Tav, XI, fig L« emissione di numerose ]m--

tuberanze ¢ho sono talvolta da considerars dei veri o propri pseudopodi (Tav. X,

fig. 653 ; Tav. XI, fig. 67). I contrasto di fase ha dimostrato come per mexzo di

auesti psendopodi il globulo bianeo, dopo che =i sono stabilitl def filamenti di con-
glunziono con le altre cellule, si avvicina ad esse e, per un ‘\»m:mru COnCEntricn

muvm: clementi, si forma una rosetta con fenomeni succossivi di agelutinazione,

Ta presenza di queste grosse protuberanze nel eitoplasma ¢ Vincastramento i due

o pili cellulo fra di loro & chiaremente visibile al mieroscopio eletironica (Tav. XI,

flge. 68, 89), dove si pui dimostrare la perfolta aderenza dei confini cellulari

un decorso estremamente sinuogo, quale pud essere quello ehe iracein i can

singoli clomenti. costitutivi di un mosaico.

11 reticolo endoplasmatico sottostante alle membraun & molte irregolare,
nelle esllule now ancora agglntinate ten di loro (Tay. X, g, 66). Exso diviene molto
meno opaco agli elettroni ed i saccl ici, delimitati dalle
5i frasformano, & questo punto, in vacuoli, formando quella ehe viene definita B
veseicolazione del reticolo. Lo gl scarse formazioni mitocondrali che sono presenti
uei leueoeiti si riducona ulteriormente di mumero attraverso nna fase di degenera-
zione ohe inizis con I scomparsa delle ereste mitocondriali e I formazione di va-
euoli i degenerazio

I granuli a|mliﬂri (Tav. XI, fige. 67, 68) non presentane modificazioni degne
di niota, se non 4 procosso inoltrate, quando o cellule sono sottoposte per molto
tempo all'azione dllantisiero,

Prima dells comparss di- alterazioni norfologiche nei granuli specifici, si ri-
mmmm, invece, profonde modifieazioni della membrana nucleare (Tav. XI,
fig. 70), cos Hears dellesterna, cosi che in qualche nueleo si formano delle pro-
fande Nlroﬂuxuoul dello spozio perinucleare nellambito del citoplasma. Questo
e w0 quelle che corrispondono i vaeuoli perinucleari, visti al contrasto di fase.

Auche il nueleoplusma soggince o profonde modificazioni, in un perioda ulte-
Hiore, porehé compaione ammassi di gramuli, irregolarmente disposti vicine all
membrans nueleare interna,

A questa fase, como & pud constatare con il mieroseopio 8 contrasto di fase,
segue quella in cui avviene la rottura delle membrans nucleare.

Glistadi che seguono lo alterazioni dei componenti elementari del nucleo ¢
el citoplasma sono costituiti dalla lisi della celluk o dalla fagoeitos] di essa o del
suol frammenti. Questi due fenomeni non sono diversi, nel loro aspetto morfologico,
dal quadri che abbiasmo or ora descritto e pertanto non meritano considerazione,
~ i b percid conelnders clm nel provesso di agglutinazione dei globuli bisnchi

i s verifica o livello del roticolo endo-

[llummcn, dove si nota la I-Numrm i vescieole o la riduzione del granuli di
o, Codeste modificazioni significano maggior assunzione di acqua da parte
l'hllu wellula ¢ riduzione delle Tibonuckoproteine eitopismatiche,
B questo tuitavin un fenomeno di earattere generale, manifestazions di sof-
ferenza. cellulare. Analogs constatazione pub essere fatta per i mitocondri.
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Ragioni di pertinenza al tema di qu voro Tion permettono di esporre le
numerose ipotesi ehe possono renderci ragione delle modificazioni nltrastrutturali

bbiamo riscontrato nelle cellule sottoposte all'azione del sicro agglutinants
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seopo di rinssumere i contribuii portati dalla microseoy
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nehi, sembrano stimolar
tecti gi
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i

ologi, T
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indirizzi spe-
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sto di fago hanno lase
fologica dei tipi
tanto ohe oz

arils | nuov

rimentali

e provengono d
i dubbio che la microseopia ok
blemi insoluti & proposito del
durante le prime fasi di
it degli ematologi pensa che lo eollule immature di (utti i tessuti emopoietici
oeitoblasti, micloblasti, linfoblasti a seconda delle singole opinioni) sono marfo-
camicnte e potenzialmento ientiche in tutti i distretti dell’organismo o che
lo sviluppo in uns partice direzione & dovuto alle condizioni ambientali nelle
quali & posta 1a eellula indifercnziata, problema di grande importanza genetica. el
u wtenzione da parie dei morfologi, mentre ivece & stito
amente,

ellulari, specie
la

logl

siebbene in molt

ta.

asi s sin dimostr

w largumente insufficiente o per

aneora

ssificagione dei tipi cellulari del midollo emopoictico & vale
di un metado che, ad esempio, & proposita della presenza d i el
ha pertate allaflormiazione chie i linfoeiti ne sono privi, Quests affermazione
ritenuta. generalmente valids & un errore condizionato dalla. tecni
oo, perehé non vi possono essere nuelel privi di nucleolo

Analoghe vsservizioni possono essere fatte o propesite delle sirutture nucleari,
sia per il nueleo in riposo che per il mucleo in attivith mitotica. T fissativi della rea-

o g 7
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one panotiie di PAppENTEDE (fissaggio o seceo ed aleool metilicn) gono i peggiori
ehe & eonoscano per fissare i cromosomi e pertanto non ol s deve attenders una
buons risoluzione della morfologia nuclears sulla base di questa colorazione. Del
resto quisto @ stato ampiamente dimostrato, da ormai 15 anni, da ricerche di uno
di. noi. (Palli).

to riguardn il citoplasma, & noto come il MAY-GRUENWALD-GIEMEA

i i toplasmatici che hanno w
cosl importante nellambito della vita cellulare

Per queste ed altre mumerose considerazioni, questa tecnica, come del resto
tutte Je altre proposte ed attuate nel primo cinquantennio di questo soeolo, sia
quando sono uste singolas azione, non hanno permesso di

risplvere diverse (per non dire molte) incognite & proposito della morfologin delle
cellule ematiche, per cui oggl & particolarmente sentita In necessiti di nuovi e p
indagine, al fine di non riproporre, con diverse parole, gli stes
problemi sollevati dagli ol P nquanta anni del novecento.,

L seconda serie di rigioni che debbono spingere i ricereatori ad mha piil eatess
applivazione della microscopla clettronica nel eampo dell'ematologin & insita nelle
earatteristiche stesse dells metodiea proposta, eiod nella grande eapacith 4 riso-
luzione del mileroscopio eletironico, si da poter Titencre non lontano il tempo nel
quale le strutture s eon le strutture
Pronde cosl consistenza quel concetto di spazio bioehimico al quale si aderise;
quando ad esempio & afferma che nel citoplasma di wna cellula &1 pud documentare
il passaggio di un determinnto precursore (P2 del fosfato) dal BNA del liquido
iutracellulare al RNA dei microsomi, ciot, volendos esprimers in termini biochimici,
dal BNA del sovranatante al RNA delle nueleoproteine microsomiche.

Analogamiente presuppongono un concetto di
ansimaticlis che si svolgono a livello di aleunt organuli citoplasmatic
i non #i possiedono mezzi per indagarne le carntteristiclie, cosl che, in conclusi
&t conoscono con lurgs impreeisione 1o eondigioni spaziali attraverso lo quall ogni
cellnln fabbriea i suoi costituenti. Solo In mi ia elottronica sembra stabilire
una netts connessiona tra problemi morfologici e bischimici ¢ 'indagine morfolo-
gic el campo ematologico offre il vantagio teenico di poter essore condotta su
cellule isolate.

T4 mierascopia elettronics non @ soltanto un meszo per sooprire maggiori dot-
tagli morfologici dei componenti cellulari, scbixne questo poss gil rappresentars
un notevolo risultato, come del resto dimostra Posservazione che con questo merzo
di indagine si ¢ dodumentata una continuiti, sia pure in senso dinamico, tra ambiente
estizno, reticolo endoplasmatico, membrana nueleare, pori nucleari, muclcoplastia
& nucleolo, ms.u da porre in discussione il concetto di permeabilith cellulare quale
§i aveva pochi auni or sono.

Per quanto riguarda il problema dei globuli bianchi, si deve ritencre che le
ricerche condotte fino ad ora, hanno avuto soprattutto lo seopo di indagore sist
‘maticamente I morfologia di queste cellule per poier stabilire gli opportuni termini
i eonfronto con | risultati provenienti dalla microscopia otticn & & contrasto di
fase, mentro & stato traseurato lo studio dells modificazioni che Intervengono nelle
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strutture di queste collule con il variare delle condizioni fisiologiehe ed in s
logiei. Perci un bilaneio conclusivo oggi non pup essene fatto, ma soltanto possono
easere sehomaticamente riassunti alouni dati provenienti dalle alirui ¢ nostre espe-
sienze.
Nei riguardi del nucleolo s deve ritencre ohe In morfologis di questo compo-
nente cellulare debba subire modifieazioni durante il variare delle condizioni fisio-
logichs & seconds del tipe cellulare & cui appartien

in questo senso. La sua presenza & mm confermatas nel

non & stato possibile ol . sobbene molte

fanno Titeners come probabile l‘emk-um di esso anche in tale tipo di ‘eelluls.

L microscopin elettronies & stata povera di risultati positivi anche nel riguardi
delle strutture ancleari dei leucociti e tuttavin & interessante constatare come i
nuelei dei vari fipi di globuli bianchi esaminati presentino una certs uniformiti
di struttura tanto che solo il nueleo del linfocito puo forse essere differenziato dalle
altre cellule bisnche mature, & preseindere naturalmente dalls diversa forma pre-
sentata dal mcleo.

In tuihi gli elementi esaminati @ stato possibile docnmentare esistenza di una
doppin membrana nuclears o dei pori che pongono in comunicazione il nucko-
plasma con il citoplasma, i nella membrana nucleare sombra
essere stata definitivanient i
Cadono pertanto le riserve di quegli AA. (PoLioakn, 1958 ; ed altri) che riter

i le dus membrne nucleari si fon-
no fra di loro in modo da form wico strato.
oplasma dei leucoeiti ha invece dimostrato pilt interessanti

iche le granulagioni specifiche della serie gramuloblastic
distinguono tra di loro per molti elementi tra cui spicea evidenie Ja presenza di er
stalli nelle grannlazioni eosinofile, Nelle cellule eosinofile altre granulazio
eho sono presenti in tutto simili & quelle dei lencoeiti busoflli, reperto it eviden
ziato con le teeniche in nso o largamente discusso, ma di osouro significato.

La microscopitv elettronioa @ stata finora povers di risultati cqnﬂusl\‘l a pro-
posito delle funzioni hiologiche dei granuli, mentre ha portato. qualehe elemento
che vorrebbe giusti Porigine dale di queste

1l retieolo endoplasmatico o i mitocondsi sono le altre fnnmminm Nmplvmn-
tiche che si con earatteri it

ssaminati, Basterd ricordare la particol

Lot ¢ la eentrosfera sono gli altri due complessi morfologici
costantemente presenti in tutte le forme di differcnti fipi di globuli bianchi, ma
‘maneano ricerche sistematiche ehe possano fornire utili elementi per interpretarne
il Tuolo biokgico nella fisiologia e nella patologi cell

In questo setfore ricerehs passibili i interessanti sviluppi sembrane essere
quelle di Brssts e coll. (1958) mediante lo quali ghi AA. avrebbero dimostrato
Pesistenza di « canali usteriani p ehe, partendo dal eentriolo, si irradiano i tubti §
distretti dolla cellul,
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Questo repirto si pud mettere in relazione con quanto & stato dimostrato dalla
citematografia a contrasto di fase nei globuli bianehi coltivati win vitro s dove &
ossilile. osservaze movimenti « di va o vienio dei mitocondri o delle granulazioni
basofile lungo Jince che fanno capo ui eontrioli

Toanalisi dei lencoeiti situati nel focolai infiammmatari asetticl ha dimostrato
come, seeondo qualehe A., avvengs nei granulociti una progressiva cancellazione
dei granuli specific, aumenti Pattivita fagocitaria nella collula la quale assume
Taspetto del macrofago, rilievo che deve esiere stnz’altro preso in grande conside-
razione, perchd , anche per il g ito, quelle possibilith di sdif-
ferenzinzione. i sostennte da qualche Autore per il linfocite che potrabbe trasfor-
marsi in plasmacellula,

foni patologiche esaminate debbono essere ricordate le

Jencemics umana la microscopin clottronica da una parte

sando molti dettagli, il sovvertimento strutturale eho avviens

in_essa (D1 Masonea e coll, 1956) (anomalia del resto gin documentata dulky mi-
croseopia. ottica @ @ contrasto di fase), dallaltra parte ha sollevato In questione dolia
presenza delle. particelle similvirali presonti nel eitoplasma, parimenti @ quanto
& git stato dimostrato nelle lencomie aviarie e, secondo alouni, in quelle murine.

Sulla base di questi Teperti  ricerca di un agente virale della leucemin nmana
s conduce oggi con particolare insistenza, al fine di confermare Pesistenza e soprat-
tutto di stabiline il valore etiologico delln particella virale sia come fatiore esogeno
antoriproducentesi, sia attraverso Pinserimento di qualche sno componente (RNA,
DXA, ceo.) nell'ambito: degli organuli cellulari.

Nellulteriore parte della Tssegna sono stati esposti i risultati ottenuti osser-
vando il compertamenta morfologien dei loueoeiti durante aleune funzioni dife
sive. T conclusione ehe ¢ stata Tgginnta riguards I contemporanea partecipazi
di futti i componenti della eclluls al provesso difensivo eosl che le modificazio
morfologiche appaiono istantancamente nellambito del nucleolo, dal nucleo, dello
spazin perinncloare, dellapparato di Goral, della centrosfera, dei granuli e del reti-
eolo endaplasmatico,

1l magglor eontribute’ portato dal nieroscopio elettronico sl fenomeno. della
figocitosi riguarda Ja formazione di vacuoli intorno al materfale fagocitata. E stato
possibile constatare che, nel riguardi dello stafilococca, detto vacuolo non era pro-
dotto per una azione litiea esplicata dalle tossine batteriche nell'ambito del citopla-
S e ma ers fone di una attiva el i
stesso, dimostrando eosl un certo parallelismo eon quanto da tempo noto nell fago-
citosi dell’ AmeDa,

attraverso In fagoeitosi che in molli macrofagi viene accumulata ferritina
{provenionte dalla distruzione degli exitroeiti), ferritinn che verrebbo suceessivo-
mente eeduta allo. cllnle proeritroblastiche, che si vengomo ad ancorare alllisolotto
reticalare.

Un altro studio intraprese & stato quello dells agglntinazione dei globuli bianchi
o sero antiloneoriti o 37°C. Anche durante questa indagine sperimentale st
& potuto esservare come eellule alterate erano in vicinanza di ecllule clie non presen-
tavano aleuna modificazione morfologiea, pur essendo lo due collale dello stesso
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n.
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Fic, 17 ¢ 18 - Miiozondri (i), Le ecrisiac s possono essere  contattn con i due pun

dello strato osmiokila interno. Nella fig 18 ¢ posibile osservare b fomazione di branche

che si dipartono da. una medesimn € crista > (freccins. Sangue midollare di soguetta nomale.
100 - Fig. 17, X 54550, ig. 18, X 71500, — Fice, 19, 20 ¢ 21 - Apparato di

solgi (Go), Nella zoma pe ¢ ¢ e apparato di Golgi, costiaito d

micavessicole, ycltomembrane
choide cro nucks; m = mitosondri EM. 758 - Fig. 19, X 30,000, EM. 100
Fig, 20, X 54.000; EM. 75 B - Fig. 21, X 30.00). — Fro. 22 - Centrinla (frecin). Stresti rappart
topogralic tra centrialo ed upparato di Golgi (S0, Sangue midallare di sopetto normake (elen
della seric: granuloblastica). M. . X 30,000, — Fice 23 ¢ 24 merioli (Ce). 1 tglio delie fer
tine ultsasottli condotto trassersamente allise del centriolo mostra wna segione i cilindm cavo
con { tubuli alla perlferi, i ragei (1), le maserclle (m). Sangue periferico di soggetto alfetto dy
lewcennia infatica, EM. 75D - Figg, 23 ¢ 24, X 120,000,
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Fic. 39 - Cellula leucension, Dissociarione tra evolurione marurativa citoplasmatica e nuclcare, 11

nucko, (N) mostra un aspetto bizzar con supetlicie imegolare ¢ rice

brana nucleare esterna dissociats- dallin pue. perferico di. soggeto 3

acua indifferenciare, EM, 75B - X 12000, — F Sellula lencemica, Carsuere anomilo

del nuclea e rapporto nucko cloplasmatico spestato ore del mutleo (N). Nucleolo (n) di
Abtopdani ik () S e
41 - Cel-

|nl‘0 nucleo eito-

aorevali dimensioni con fenomeni di vacuolizsazion
ferieo di soggetto affetto da leucemia acuta indifferenci =BX 900::
Tula lencemica. Membrana nucleare estema dissaziata dallinterna (frecei
plasmatico spostato 4 Favore del prime. Numerosi mitocondri aume: uh\nlum. meno 1
<cristic > dei normali, con mat o opaca agli elettroni. Sangue periferico di soggetto affeto
da lewcemin linfatica cronica, EM, 75B - X 12000, — Fie, 42 - Mirocondri di cellula lucemica.
Ol 2 canner degcnerty] descil el figura precedente si nota searsits delle « cristac > che
frammentate. Sono visibili granuli szzurofili (). Sangue periferico di g
geto affetia da Jeucemia acuta indil . EM. 100 - X 50400 — Fic. 45 - Formazione fibril-
Tare. Formatione (F£) eostituita da un Mrw(,‘l‘ a Bbiille. Sono presenti pumernst mitocondsi
()il reticulo endoplasmatico (e} si presenta dilataws » formare soluminose cisteme. Sangue
periferico di someeto affetto da lewcemia acuta indifferenziata. EM. 758
Cellula lesteentica, Rapporio. nucleo<ioplasmatico spostato o Favore del nucleo. Evidente dissocia:
siane matarativa tra nucleoplasma ¢ eitoplasma, Sangue pedfesico di soggento affetio da leucer
acutw indifferemdiata, N = nuckei: m — mitocondd. EM. 758 . X 18000,
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i staflococchi. Preudojodi (pas) 11 genme penetrando nellinterno. del
con sl membrana citoplasmatica. (m ), che aderisce come un guanio alla
membrana esterna del bateerio, Tra unia membrany citoplasmatica invaginata ¢ geme &i-¢ formato
un vacuolo (freccia). Sospe i cultura di levs
ferico, di soggeito nommale 4 37°C 758 F E
X 64000, — Frcc, 47 « 48 - Stuplococchi fagocitati, Stablococco delimitato. da una  membrana
(m.b.). Citoplasma molto opica aghi eletroni, i aspeto
wes centale chians (C) che dovrebbe worspondere al nulen
e perifirico di s
m wrcte del vacuolo; mb, =
M. 100 - Fig. m X 123500, — Fr, 49
Fagucitosi di s fbmm#u i di dive esioni contenenti uno o piy germi (V). Spazio
perinuckeare pis ampio che di norma (Frescia). Sespensione di stblocchi incubati in cultura di
Jeucuciti do samgue periferics di soggetto normale 3 37°C per 201, EM. 100 X 21.000. — Fic. 50
Vacuols digestive (V). E ben evidente la struttura di un vacuolo contenente 2 stafilocoochi. So
lococelii incubti in ¢ di leucorit di sangue perferico di soegetto normale
X 48.000. — Fio. Alterazioni del citoplasina bawerica wella fuse
di :ir ione del gernre da parte del fagocita. Minor epacits dei cioplasma bareeric; membrana
bateriea intessa. Sospensione di- staflococchi inzubati in coliue di leuseciti di singue perifcrics
di soggeto nomale 4 37C per 52 - Vacwola di
gestino, - Vacuolo digesiiva comtencnte 3 & Lo stafifp-
cocco (8] prosenta va s
Jeucociti da sangue periferico di sogeetto nonmal: a 37°C per 20 EM. 75B - X 42000







53 - Gagochast o Staflacocchi. Partecipiaione dei geam
della fagoxitost. Staflococca (S) con citoplasma in degener
cith, Frammentizione). In prossimith di questo st novmo. numeros granuli neurolli irregolari ¢
a volte vacuoliezati (Froecia), | mivocondri (m) si prescntane pure sk
opcith della. marrice, frammentasione). Sospensime di stafiloco:chi in
citi da sangue \r.'n[lnm zl\ soggetto mmuk ¥ 3TC per 20
ook i s e i
il el Collals etiolare com. 1 el Pgocins i stads divers o diestions

dollare di soggento affetto

n coratiere granulare per ln comparss di ammnss

)
Sai i sopgeno atf 110 da anemia cmoliti M. 755 . Fig. 57
1, 758« Fig, 58 - X 36,000,







c. 59 ¢ 60 - Eritrofagecitosi. Ammassi :h mosi
fig. 59, ¢ grossi vacueli (V) visi L
EM. 75B . Fig. 59 \ (s(ll‘(\ EM. 75B - Fig. 60 - X 5800, — Fua. 61
ti el citoplasma di plasmacelluke
L EM. 758 - Fig. 61 - X 24.000;
dlabul s ¢ Dk,
iz
e e
M. 100
futinazione di lobuli bianchi.
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Fioc, 66 utivazione  di- Lew
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siferico di sopsetn nor

51‘; 1 10. EM. 758
stuitura di uno ‘,.-ml(,ml.. (P) o miggiore ingeandim
jco-di spgaetto normake sospesi in solurione fisiologic o incu
per 10 mc, — membrana cioplasmatica - N = nuckeo. E
- Agulutinazione di Lenco emamente sinuose dei confini cellulari longo cui avvicne
Fincas o delle due cellule (fresie). Granuli specifici scnza g

arie ¢ leucociti di sangue perifericn di sogaerto normale sospesi in soluzione fisiol
37C per 100N = nuco, EM. 75B - Fig. 68 - X 16200,
Distacco della membrann nuekeare

citi. Membrana citoplasmot numeose protuberanze,
ali (V). E

ologica ¢

cor antileucr
758 - X 21.600. — Fuots. 68 ¢ 69

& profonds e nlesin della) spocln

del citoplasma.
di sangue peciferico di saggetto romuile e jone fisiol
a 37°C per 100 N B i X 16200,
Azione del
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