Polarita e segmentazione

Identita regionale del sistema nervoso

Nella maggior parte dei metazoi il sistema nervoso, come
il resto del corpo, ¢ specializzato a livello regionale. La
testa appare diversa dalla coda e il cervello & diverso dal
midollo spinale. Gli animali dotati di neuroni possiedo-
no un certo numero di piani corporei di base, e in que-
sta sezione prenderemo in considerazione come la spe-
cializzazione regionale del sistema nervoso abbia origi-
ne durante lo sviluppo di alcuni di questi animali. Al-
meno alcuni dei meccanismi che modellano il sistema
nervoso degli animali sono gli stessi che creano il resto
del corpo. Allo stesso modo, molti tipi di tessuto diver-
so giocano ruoli chiave nella regolazione dello sviluppo
del sistema nervoso.

Come ¢ stato descritto nel Capitolo precedente, il si-
stema nervoso degli insetti & costituito da una serie di
gangli connessi tra loro, conosciuti come cordone ner-
voso ventrale. In molti insetti i gangli si fondono a livel-
lo della linea mediana. I gangli segmentali del cordone
nervoso ventrale contengono approssimativamente lo
stesso numero e tipo di neuroni e di glia, sebbene ci sia-
no alcune differenze a seconda di dove si colloca il gan-
glio lungo I’asse corporeo. I neuroblasti che generano i
neuroni e la glia di ogni segmento delaminano dalla re-
glone neurogenica ventrale con un modello molto ste-
reotipico (fig. 2.1) che si ripete in ogni segmento; circa
30 neuroblasti delaminano in ogni emisegmento toraci-
co e addominale. Il neuroblasto che nasce in una speci-
fica posizione in un particolare segmento produce gli stes-
si (0 comunque molto simili) neuroni e glia (vedi Cap.
4). Qltre al cordone nervoso ventrale, il SNC degli in-
setti ¢ costituito anche da un cervello all’estremiti ante-
riore. I} cervello degli insetti & composto di tre regioni,
conosciute come protocerebro, deutocerebro e tritocere-
bf° (fig. 2.1), sebbene pili recentemente queste regioni
stano state ulteriormente suddivise in seguito alla scoper-
ta di maggiori dettagli sulla discendenza dei neuroblasti.
Il cervello contiene circa 100 neuroblasti e, sebbene essi
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Figura 2.1 |l cervello della Drosophila si sviluppa da un estesa dela-
minazione dei neuroblasti a livello del capo. Nel sistema nervoso ci sono
circa 100 neuroblasti in totale. A. Visione ventrale di un embrione di
Drosophila che mostra i neuroblasti che delaminano a livello del capo
e nei gangli segmentali lungo il resto del corpo. Immagine fornita da Ja-
mes Skeath. B. Le tre divisioni principali del cervello sono chiamate pro-
tocerebro, deutocerebro e tritocerebro. Queste divisioni sono simili ai
gangli segmentali, poiché derivano indipendentemente dai neuroblasti
che delaminano nei rispettivi segmenti del capo. (Modificato da Te-
chnau et al,, 2006)

delaminino dalla regione neurogenica come quelli nei
segmenti addominali e toracici, il modello di delamina-
zione non ¢ regolare. Tra i segmenti toracici e il tritoce-
rebro c’¢ una regione del SNC in cui i neuroblasti si or-
ganizzano pilt come i gangli dei segmenti posteriori (Ur-
bach and Technau, 2004). Questi quattro segmenti sono
conosciuti come segmenti gnatali (mandibolari) e costi-
tuiscono una terza regione del SNC, intermedia tra le re-
gioni cerebrali anteriori e i segmenti addominali e tora-
cici (Lichtneckert e Reichert, 2005).
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Negli embrioni dei vertebrati, la maggior parte del
tubo neurale dari origine al midollo spinale, mentre I'estre-
mita rostrale si allarga a formare le tre vescicole cerebra-
li primarie: il prosencefalo (o cervello anteriore), il me-
sencefalo (o cervello medio) e il romboencefalo (o cervel-
lo posteriore) (fig. 2.2). Il prosencefalo dar origine agli
emisferi cerebrali accoppiati, il mesencefalo al cervello
medio e il romboencefalo alle regioni piti caudali del tron-
co encefalico. Le tre vescicole cerebrali primarie si suddi-
vidono ulteriormente in cinque vescicole. Il prosencefa-
lo genera sia il telencefalo sia il diencefalo. Caratteristi-
che importanti del diencefalo, oltre alla creazione del ta-
lamo e dell’ipotalamo nel cervello adulto, sono le evagi-
nazioni accoppiate delle vescicole ottiche. Queste si svi-
luppano nella retina e negli strati epiteliali pigmentati de-
gli occhi. Il mesencefalo rimane come vescicola unica e
non raggiunge la stessa estensione delle altre regioni del
cervello. Il romboencefalo si divide in metencefalo e mie-
lencefalo. Queste due vescicole formeranno rispettiva-
mente il cervelletto e il midollo nel cervello adulto.

La regione piti caudale del cervello ¢ il romboence-
falo, che si sviluppera nel cervello posteriore. In un de-
terminato momento dello sviluppo di questa parte del
cervello, il romboencefalo viene diviso in segmenti, chia-
mati rombomeri (ved in seguito). I rombomeri sono in-
tervallati in modo regolare da unita ripetute di cellule
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del cervello posteriore e sono separati da confini distin-
ti. Dal momento che, nel cervello dei vertebrati, questa
¢ una delle aree in cui & pilt chiara la segmentazione, i
geni che la controllano nei rombomeri sono stati atten-
tamente studiati e saranno discussi in dettaglio nella pros-
sima sezione, per spiegare come avviene il modellamen-
to antero-posteriore del sistema nervoso nei vertebrati.

Lasse antero-posteriore e i geni Hox

Sia nei vertebrati sia negli invertebrati, i meccanismi che
controllano lo sviluppo regionale del sistema nervoso
dipendono da quei processi che inizialmente formano
I'asse antero-posteriore dell’embrione. Questi meccani-
smi sono stati scoperti per la prima volta nell’embrione
di Drosophila; in ogni caso, molti degli stessi geni sono
coinvolti nella costituzione dell’asse antero-posteriore
dei vertebrati.

Lasse antero-posteriore del moscerino ¢ costituito
principalmente dalla distribuzione di due fattori di tra-
scrizione, prodotti dai geni bicoid e nanos. LmRNA di
bicoid & localizzato nel polo anteriore dell'embrione, quel-
lo di 7anos, che esprimera una proteina legante 'RNA,
¢ invece localizzato principalmente nel polo posteriore

(Driever e Niisslein—\(olhard, 1988)."Questi mRNA sono
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Figura 2.2 [l cervello e il midollo spinale dei vertebrati si sviluppano dal
tubo neurale. In figura sono mostrate viste laterali (superiore) e viste dor-
sali (inferiore) di embrioni umani a stadi successivi dello sviluppo (A, B,
C). A. Le tre divisioni primarie del cervello si presentano come tre vesci-
cole cerebrali o rigonfiamenti del tubo neurale, conosciute come cervel-
lo anteriore (prosencefalo), cervello medio (mesencefalo) e cervello po-
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steriore (romboencefalo). B. La fase successiva dello sviluppo cerebra-
le ha come risultato ulteriori divisioni, durante le quali la vescicola del
prosencefalo viene suddivisa nelle vescicole accoppiate telencefaliche €
nel diencefalo, e il romboencefalo viene suddiviso nel metencefalo e
nel mielencefalo. C. Queste divisioni di base del cervello possono esse-
re correlate all'organizzazione anatomica complessiva dell'embrione.
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localizzati, nella loro distribuzione nella cellula uovo pri-
ma della fertilizzazione, dalle cellule di Sertoli, nella ma-
dre. Questi mRNA sono tradotti poco dopo la fertiliz-
zazione, déterminando la formazione di gradienti pro-
teici contrapposti dei due prodotti genici (fig 2.3). It li-
vello di queste due proteine determina in quale partico-
lare regione dell’embrione un secondo gruppo di geni, i
geni gap, & espresso. | geni gap, a loro volta, controllano
una configurazione a strisce di un terzo gruppo di geni,
i geni pair rule. Infine, la modalita di espressione dei geni
pair rule controlla I'espressione segmento-specifica di un
quarto gruppo di geni, i geni della polarita del segmen-
to. Questo sviluppo gerarchico divide progressivamente
Pembrione in domini sempre pil piccoli, con identita
singole (Small e Levine, 1991; Driever e Niisslein-Vol-
hard, 1988). Questa catena di attivazioni trascrizionali
genera il modello di segmentazione riproducibile del-
I'animale (fig. 2.3).

A questo punto dello sviluppo del moscerino, l'asse
antero-posteriore & chiaramente definito ¢ I'embrione
viene diviso in domini di espressione genica che corri-
spondono ai diversi segmenti dell’animale. Il passo suc-
cessivo richiede un insieme di geni che definira in ma-
niera specifica e unica ogni segmento come diverso da-
gli altri. I geni che controllano le identita relative delle
diverse parti di Drosophila furono scoperti da Edward
Lewis (1978). Egli individud dei mutanti del moscerino
che avevano due paia di ali invece di un singolo paio,
come di consueto. Nei moscerini normali le ali si forma-
no solo sul secondo segmento toracico; tuttavia, nei mo-
scerini con una mutazione nel gene ultrabithorax, si for-
ma un altro paio di ali sul terzo segmento toracico. Que-
ste mutazioni trasformavano il terzo segmento in un ul-
teriore secondo segmento. Mutazioni in un altro di que-
sti geni omeotici — il gene antennapedia — causano la tra-
sformazione di un arto in un’altra antenna. Leliminazio-
ne di tutti i geni Hox nel coleottero T7ibolium ha come
risultato un animale in cui tutte le parti hanno un aspet-
to identico (Stuart et «/., 1993) (fig. 2.4). Lanalisi di di-
versi tipi di mutazioni in questo complesso genico ha
portato alla conclusione che, negli insetti, i geni omeo-
tici sono necessari affinché una data parte dell'animale
diventi morfologicamente differente da un’altra.
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Figura 2.3 Lidentificazione della posizione univocamente specificata
dei segmenti nella Drosophila deriva da un programma di passaggi mo-
lecolari, ognuno dei quali suddivide progressivamente 'embrione in do-
mini di espressione sempre piu piccoli. Lovocito ha due gradienti di
mRNA opposti per effetto dei geni ereditati dalla madre; gli mRNA di
bicoid e hunchback sono localizzati nella meta anteriore, mentre quel-
li di caudal e di nanos si trovano nelle regioni posteriori. | prodotti dei
geni di origine materna regolano I'espressione dei geni gap, il gruppo
successivo di regolatori trascrizionali chiave, che sono piti limitati spa-
zialmente nella loro espressione. Orthodenticle (otd), per esempio, &
un gene gap che viene espresso solo alle elevate concentrazioni di Bi-
coid presenti nella futura testa dell'embrione. Combinazioni specifiche
dei prodotti dei geni gap a loro volta attivano la trascrizione dei geni
pair-rule, ognuno dei quali & espresso solo in una regione dell'embrio-
ne larga circa due segmenti. Il modello di espressione periodica dei geni
pair-rule & controllato direttamente dai geni gap e, con una seconda
serie di geni periodicamente espressi, i geni della polarita del segmen-
to, determinano lo specifico modello di espressione dei geni omeotici.
In questo modo ogni segmento sviluppa un‘unica identita.

Figura 2.4 Leliminazione del gruppo
genico Hox nel coleottero Tribolium ha
come risultato lo sviluppo di un‘unica
morfologia in tutti i segmenti. A. mo-
stra il normale aspetto del coleottero,
mentre B. mostra un animale senza il
gruppo genico Hox. Si sviluppa il nor-
male numero di geni, ma tutti i seg-
menti acquisiscono la morfologia del
segmento dell'antenna, dimostrando
limportanza dei geni Hox nello svilup-
po dell'identita posizionale negli ani- .
mali. (Da Stuart et al,, 1993)
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I geni Homeobox (o piti semplicemente “Hox") nella
Drosophila sono organizzati in due gruppi, entrambi dispo-
sti linearmente sui cromosomi, seguendo Pordine della loro
espressione lungo l'asse antero-posteriore dell'animale (fig.
2.5). Un totale di otto geni si organizza sul cromosoma in
due complessi: i gruppi Antennapedia (ANT-C) e Bithorax
(BX-C) (Duboule and Morata, 1994; Gehring, 1993). 1
geni Homeobox codificano per proteine della classe omeo-
dominio di fattori di trascrizione ed erano i membri ori-
ginari di questa ampia serie di molecole correlate. Tutte le
proteine Homeobox hanno una sequenza di circa 60 ami-
noacidi altamente conservata. Come altri tipi di fatrori di
trascrizione, le proteine Homeobox si legano alle sequen-
ze consenso di DNA nel promotore di numerosi altri geni
(Gehring, 1993; Biggin and McGinnis, 1997). Un cam-
biamento nella morfologia di un particolare segmento
sembra richiedere Iattivazione e la soppressione coordi-
nata di numerosi geni, ed ¢& stato stimato che il gene ubx
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regoli tra 85 e 170 geni (Gerhart and Kirschner, 1997).
Pertanto & probabile che i geni Homeobox interagiscano
con altri fattori di trascrizione per aumentare la loro spe-
cificita di binding al DNA (Affolter ez al., 2008).
Ur’altra caratteristica sorprendente dei geni Homeo-
box & il loro notevole grado di conservazione in tucti 1
phyla. Gruppi di Homeobox simili a quelli trovati nella
Drosophila sono stai identificati nei vertebrati, come an-
che in quasi tutte le principali classi animali. La figura
2.5 mostra la relazione tra i geni Hox nella Drosophila e
quelli nel topo. Sebbene il topo abbia molti piti geni Hox
rispetto alla Drosophila, sia nei moscerini sia nei topi (e
anche nell’uomo), la posizione di un particolare gene Hox
sul cromosoma & correlato con la sua espressione lungo
Passe antero-posteriore. I geni espressi da cellule all’estre-
mith anteriore dell’embrione di moscerino o di topo (/z-
bial nel moscerino, o Hoxal, b1 o d1 nel topo) si localiz-
zano all’estremita 3’ del gruppo, mentre i geni espressi
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Figura 2.5 | gruppi del gene Hox negli artropodi (Drosophila) € nei
vertebrati (embrioni di topo) hanno un’organizzazione spaziale simile
e un ordine simile lungo i cromosomi. Nella Drosophila, il gruppo ge-
nico di Hox & allineato sul cromosoma in modo che il gene espresso
pill anteriormente & in 3’ e il gene espresso pili posteriormente & in 5".

Nel topo ci sono quattro gruppi di geni Hox separati su quattro diversi
cromosomi, ma lordine generale & simile a quello negli artropodi: I'or-
dine dell'espressione genica da anteriore a posteriore & riflesso nell'or-
dine da 3'a 5’ sui cromosomi.
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nell’estremita posteriore dell’animale si localizzano al-
estremita 5’ (i geni bithorax nei moscerini e Hox al3,
b13, c13 o d13 nel topo). Nei topi e negli altri vertebra-
ti i geni Hox che si trovano nelle stesse posizioni relative
su ognuno dei quattro cromosomi, e sono simili I'uno al-
I'altro per sequenza, formano gruppi paraloghi. Per esem-
pio, Hoxa4, Hoxb4, Hoxc4 ¢ Hoxd4 formano il gruppo
paralogo numero 4. La singolare organizzazione in grup-
pi dei geni Hox, che riflette la loro espressione, ha con-
dotto all'idea che I'organizzazione di questi geni sul cro-
mosoma faccia parte del meccanismo di specificazione
dell’asse antero-posteriore; ad ogni modo, non tutti gli
animali hanno gruppi di Hox cosl ben organizzati ma pos-
siedono comunque assi antero-posteriori perfetti (Du-

boule, 2007).

Funzione del gene Hox nel sistema nervoso
dei vertebrati

Il ruolo dei geni Hox nel controllare 'identita regionale
del sistema nervoso dei vertebrati & stato studiato pil
chiaramente nel romboencefalo. Il romboencefalo dei
vertebrati fornisce I'innervazione per i muscoli del capo
attraverso una serie di nervi cranici. Cosl come i nervi
spinali che innervano il resto del corpo, alcuni nervi cra-
nici contengono sia assoni provenienti dai motoneuro-
ni localizzati nel romboencefalo sia assoni sensoriali dei
neuroni localizzati nei gangli delle radici dorsali. Tutta-
via, per il momento prenderemo in considerazione i mo-
toneuroni. I nervi cranici di un embrione sono mostra-
ti nella figura 2.6. Come osservato in precedenza, du-
rante lo sviluppo embrionale il romboencefalo va incon-
tro a una “formazione dei segmenti” che ha qualche ana-
logia con quello che avviene nell'embrione di mosceri-
no. Nel romboencefalo in sviluppo i segmenti sono chia-
mati rombomeri (fig. 2.6). I rombomeri danno origine
a un modello di differenziamento dei neuroni ripetuto
in tutti i segmenti; alcuni di questi neuroni si connetto-
no con altri nel romboencefalo (neuroni reticolari) e al-
tri proiettano gli assoni nei nervi cranici (Lumsden e
Keynes, 1989). Ciascun rombomero da origine a un uni-
co gruppo di motoneuroni che controlla diversi musco-
li del capo. Per esempio, le cellule prdgenitrici nei rom-
bomeri 2 e 3 formano i motoneuroni trigeminali che in-
nervano la mascella, mentre le cellule progenitrici dei
tombomeri 4 e 5 producono i motoneuroni che control-
lano i muscoli delle espressioni facciali (VII nervo cra-
nico) e i neuroni che controllano i muscoli oculari (ner-
vo abducente, VI). I rombomeri 6 ¢ 7 costituiscono i
neuroni del nervo glbssofaringeo, che controlla la deglu-

_tzione. Se non ci fossero differenze in questi segmenti,

flon avremmo un controllo differenziale per sorridere,
Masticare, deglutire e guardare verso il basso. E eviden-

te She una corretta composizione dei rombomeri & mol-
to importante.
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Come si differenziano ['uno dall’altro questi segmen-
ti? Il modello di espressione dei gruppi paraloghi dei geni
Hox coincide con i confini del rombomero (fig. 2.6), e
I’espressione di questi geni precede la formazione di con-
fini morfologici evidenti del rombomero. I membri dei
gruppi paraloghi 1-4 sono espressi nei rombomeri secon-

o uno schema gerarchizzato e parzialmente sovrappo-
sto. I geni del gruppo 4 sono espressi fino al confine an-
teriore del settimo rombomero, i geni del gruppo 3 sono
espressi fino al rombomero 5, includendolo, mentre i
geni del gruppo 2 sono espressi nei rombomeri 2-5. Que-
sti schemi sono comparabili in tutti i vertebrati. Come
verra discusso in seguito, la perdita di un singolo gene
Hox nei topi normalmente non determina i gravi feno-
tipi osservati nella Drosophila. Cid & dovuto alla sovrap-
posizione del modello di espressione genica dei geni Hox
da parte dei membri dei quattro gruppi paraloghi. Quan-
do due o pitt membri di un gruppo paralogo sono dele-
ti, per esempio Hoxa4 e Hoxb4, la gravita dei deficit au-
menta. [ deficit osservati sono coerenti con i geni Hox,
che agiscono come negli artropodi. Ciog, controllando
P'identita relativa delle loro regioni di espressione.

Gli studi dei geni Hox nello sviluppo neurale si sono
concentrati sul romboencefalo. In diversi studi sono sta-
ti deleti specifici geni Hox o sono stati espressi in altre re-
gioni del SNC, e sono stati poi esaminati gli effetti sullo
sviluppo del romboencefalo. Daremo solo alcuni esem-
pi. Leliminazione del gene hoxal dai topi determina la
formazione di animali con difetti nello sviluppo dei rom-
bomeri e dei neuroni che questi producono (Carpenter
et al., 1993; Mark ez al., 1993). In particolare, il domi-
nio del rombomero 4 si riduce drasticamente e non for-
ma un chiaro confine con il rombomero 3. Il rombome-
ro 5 viene perduto completamente, o si fonde con il rom-
bomero 4, creando una nuova regione detta “rx”. In que-
sti animali non riescono a svilupparsi i motoneuroni ab-
ducenti, e anche i motoneuroni facciali possono difetta-
re. Tuttavia, alcuni dei neuroni che derivano da questa
regione del cervello posteriore iniziano ora ad assomiglia-
re ai motoneuroni del trigemino (fig. 2.6). In questo
modo, quando Hoxal viene perso dal romboencefalo, i
rombomeri 4 e 5 assumono parzialmente I'identita dei
rombomeri 2/3. Pertanto, almeno ad un certo livello, 1
geni Hox dei topi conferiscono un’identita regionale an-
tero-posteriore su una regione del sistema nervoso nello
stesso modo dei geni omeotici nella Drosophila.

All’inizio della sezione abbiamo mostrato 'immagine
di un artropode che non ha geni Hox; tutti i segmenti
erano essenzialmente identici. Che aspetto avrebbe il rom-
boencefalo privo di geni Hox? Studi condotti sia sulla Dro-
sophila sia su vertebrati hanno mostrato che la specifici-
ta dei geni Hox per i promotori dei loro target a valle &
significativamente aumentata attraverso le loro interazio-
ni con le proteine omeodominio pbx e meis. Moens e i
suoi colleghi (Waskiewisz ez a/., 2002) hanno approfitta-
to di questa interazione per chiedersi come apparirebbe
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Figura 2.6 | rombomeri sono suddivisioni morfologiche ripetute del
cervello posteriore. A. | rombomeri sono numerati a partire dall'unita
pill anteriore, r1, appena posteriore al cervello medio (mesencefalo),
all'unita piu posteriore, r7, che si trova alla giunzione tra romboencefa-
lo (o cervello posteriore) e midollo spinale. | membri del gruppo geni-
co Hox sono espressi, nei rombomeri, in ordine da 3’a 5'. La segmen-
tazione in questa regione dell'embrione si osserva anche nei nervi cra-
nidi, e | motoneuroni inviano i loro assoni attraverso punti definiti, a rom-
bomeri alternati. B. Le caratteristiche di un rombomero sono definite

il romboencefalo senza alcuna funzionalita di Hox. Eli-
minando i geni pbx dal romboencefalo del pesce zebra,
con una combinazione di mutazione genetica e inattiva-
zione genica mediata da oligonucleotidi antisenso, han-
no scoperto che il ground state, o condizione basale, del
romboencefalo & il rombomero numero 1. Gli embrioni
privi di entrambi i geni pbx, che sono normalmente espres-
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dal codice Hox. Il knockout (inattivazione) dei geni Hox nei topi influen-
za lo sviluppo di specifici rombomeri. Gli animali di ceppo selvatico non
modificato hanno un modello di motoneuroni stereotipato nel rombo-
encefalo. | motoneuroni del nervo cranico trigemino (V) sono genera-
ti da r2 e r3, mentre i motoneuroni del nervo facciale originano dar4
e quelli dell'abducente da r5. La delezione del gene Hoxal nei topi cau-
sa la completa perdita del rombomero 5 e la riduzione del rombome-
r0 4 (). | motoneuroni dell'abducente vengono perduti negli animali
knockout e il numero dei motoneuroni facciali & ridotto.

si nel romboencefalo durante la formazione dei rombo-
meri, perdono i rombomeri 2-6, che vengono trasforma-
ti in un unico lungo rombomero 1 (fig. 2.7).

La notevole conservazione della funzione del gene FHox
nel definire I'identith segmentale sia negli embrioni di
Drosophila sia nel cervello posteriore dei vertebrati, sug®
gerisce la domanda se meccanismi simili siano conserva:
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Figura 2.7 Come apparirebbe il romboencefalo senza i geni Hox? Eli-
minando i geni pbx dal romboencefalo di pesce zebra con una com-
binazione di mutazione genetica e inattivazione genica mediante I'uti-
lizzo di oligonucleotidi antisenso, Moens e colleghi scoprirono che la
condizione basale del romboencefalo & quella di rombomero numero
1. limmagine a sinistra mostra il disegno del pesce per orientamento,
con il romboencefalo evidenziato in rosso. A, C ed E mostrano I'em-

ti anche a monte dell’espressione genica di Hox. Come
discusso precedentemente, uno sviluppo a cascata di geni
—igeni gap, i geni pair-rule e i geni della polarita del seg-
mento — suddivide i domini dell’embrione del mosceri-
no in regioni sempre pilt piccole, ognuna delle quali ha
un unico modello di espressione dei geni Homeobox. E
possibile che nel cervello dei vertebrati agiscano mecca-
nismi simili per controllare I'espressione dei geni Hox?
Sebbene non vi sia ancora una risposta definitiva, ci sono
numerose osservazioni chiave che indicano come i verte-
brati potrebbero utilizzare in qualche modo meccanismi
differenti per definire il modello di espressione di Hox.
Una delle prime molecole segnale ad essere implicata
come regolatore dell’espressione di Hox fu un derivato
della vitamina A, Iacido retinoico (Retinoic Acid, RA).
Questa molecola & un potente teratogeno, cio¢ causa de-
formazioni alla nascita. Lacido retinoico & comunemen-
te usato come trattamento per I'acne e, dalla sua intro-
duzione nel 1982, sono nati circa un migliaio di neona-
tt con malformazioni. I difetti pitt significativi riguarda-
no anomalie cranio facciali e cerebrali. La modalita di
azione di RA ¢ la seguente: RA attraversa la membrana
cellulare e si lega ad un recettore citoplasmatico. Il com-
Plesso RA e recettore dell’acido retinoico (RAR) migra
nel nucleo, dove pud regolare I'espressione genica attra-
verso linterazione con una specifica sequenza nel promo-
tore dei geni target (Retinoic Acid Responsive Element,

r6

brione del ceppo selvatico non modificato, mentre i riquadri B, D e F
mostrano il romboencefalo dellembrione mutante. Negli embrioni pri-
vi di entrambi i geni pbx, tutti i segmenti sono trasformati in un unico
lungo rombomero 1 ¢, sia |'espressione genica specifica osservata nei
rombomeri 3, 4 e 5 (D), sia la diversita dei neuroni che si formano nel
romboencefalo (E) vengono persi nel mutante. (Modificato da Waskie-
wicz et al., 2002)

RARE). Nell'embrione normale di Xeropus c’'¢ un gra-
diente di concentrazione di RA, e livelli circa 10 volte su-
periori si trovano nella regione posteriore. Quando gli
embrioni di Xenopus sono trattati con RA, tipicamente
mostrano difetti nella porzione anteriore del sistema ner-
voso. Mentre se sono esposti a concentrazioni crescenti
di RA, non riescono a sviluppare le strutture del capo (fig.
2.8 A, B), e viene inibita I'espressione dei geni Hox an-
teriori (Durston et al., 1989).

Gli efferti teratogeni di RA hanno qualcosa a che fare
con il controllo dell'identita regionale nel SNC? E noto
da tempo che I'acido retinoico pud indurre l'espressione
dei geni Hox se aggiunto alle cellule staminali embriona-
li (Embryonic Stem, ES). A basse concentrazioni di RA
aggiunto alle cellule ES, vengono espressi solo quei geni
Hox che normalmente sono espressi nell'embrione ante-
riore, mentre a concentrazioni crescenti di RA vengono
espressi anche geni Hox pit posteriori (Simeone et al.,
1991). La delezione mirata dei RAR produce difetti si-
mili a quelli osservati dopo la manipolazione farmacolo-
gica di questa via (Chambon, 1995). Infine, sia i promo-
tori di Hoxal sia quelli di Hoxb1 contengono RARE, e
questi elementi sono necessari e sufficienti per il model-
lo di espressione rombomero-specifico di questi geni.
Tutti questi fatti mettono in luce 'importanza dei segna-
li di RA nello sviluppo del romboencefalo, ma da dove
viene il gradiente di RA negli embrioni normali? I primi
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Figura 2.8 Il segnale dellacido retinoico & importante per il modello
di espressione antero-posteriore dei geni Hox. A, B. Embrioni trattati con
RA mostrano tipicamente difetti nella porzione anteriore del sistemna
nervoso (B). Quando gli embrioni sono esposti a concentrazioni cre-
scenti di RA, non riescono a sviluppare strutture del capo e viene inibi-
ta I'espressione dei geni anteriori. C, D. Le cellule del mesoderma che
circondano il tubo neurale modellano il tessuto neurale attraverso RA.
Le cellule che producono RA sono marcate in rosso in C, dall'alto in
basso, e in sezione trasversale in D. Il tubo neurale & evidenziato con
una “n" in C e con le frecce in D. (Modificato da Maden, 2006)

modelli di formazione del gradiente ipotizzano una fon-
te del segnale con un’elevata espressione, e un gradiente
decrescente a partire da essa, probabilmente “affinato”
da un meccanismo di degradazione attivo. Evidenze da
molti laboratori indicano che la sorgente di RA sia il me-
soderma che giace nelle immediate vicinanze del tubo
neurale. Il mesoderma parassiale contiene enzimi che sin-
tetizzano RA (fig. 2.8 C, D), e questo diffonde poi nel
tubo neurale del cervello posteriore per attivare il model-
lo di espressione corretto dei geni Hox. Il fatto che il tes-
suto non neurale che circonda il sistema nervoso in svi-
luppo possa avere un cosi forte impatto nella sua forma-
zione ci ricorda che il sistema nervoso non si sviluppa nel
vuoto, ma molti aspetti piuttosto importanti della sua
crescita dipendono dalle interazioni con i tessuti non ner-
vosi adiacenti.

Nel complesso, la somiglianza tra la segmentazione
del corpo nella Drosophila e lo sviluppo dei rombomeri
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del cervello posteriore nei vertebrati ha portato a una ra-
pida comprensione di entrambi i processi. Tuttavia, lo
sviluppo di altre regioni del sistema nervoso dei verte-
brati non dipende cosi pesantemente dagli stessi mecca-
nismi. Per esempio, altri tipi di fattori di trascrizione
controllano lo sviluppo di regioni del cervello pili ante-
riori. Nella prossima sezione vedremo come originano
le divisioni in queste altre regioni del cervello.

Molecole segnale che modellano l'asse
antero-posteriore nei vertebrati: teste o code

Lorganizzazione complessiva dell’asse antero-posteriore
del sistema nervoso nei vertebrati va in coppia con gli even-
ti precoci nella determinazione dell'asse e nell'induzione
neurale. Come osservato nel Capitolo 1, le prove raccol-
te da Spemann e altri hanno dimostrato che ci possono
essere “organizzatori” separati per il capo e per la coda.
Questo fatto suggerisce che i segnali induttivi precoci del-
lo sviluppo neurale influenzano anche I'asse A-P. In un
esperimento ormai classico, Nieuwkoop (vedi Cap. 1) tra-
piantd piccole porzioni di tessuto ectodermico da un em-
brione a un individuo ospite, in vari punti lungo l'asse an-
tero-posteriore. In tutti i casi le cellule trapiantate si svi-
lupparono in strutture neurali anteriori. Tuttavia, quan-
do le cellule erano trapiantate nella placca neurale cauda-
le, si sviluppavano anche strutture posteriori, come il mi-
dollo spinale. Pertanto egli concluse che un segnale ini-
ziale, fornito dall*“organizzatore” chiamato “attivatore”,
induce le cellule ectodermiche a sviluppare caratteristiche
anteriori, mentre un secondo segnale, detto “trasformato-
re”, & necessario per trasformare una porzione di questo
tessuto neurale in romboencefalo e midollo spinale.
Lipotesi del doppio segnale attivatore-trasformatore di
Nieuwkoop & ora ampiamente accettata € supportata da
studi piti recenti. In primo luogo, gli induttori neurali che
sono stati identificati (per esempio Noggin, Cordina, Fol-
listatina), quando aggiunti a cappucci animali di rana,
producono principalmente strutture cerebrali anteriori
(vedi Cap. 1). Secondo, come descritto nel Capitolo 1, la
delezione mirata di induttori neurali presunti, come nei
topi doppi knockout per noggin/cordina, determina la for-
mazione di topi senza testa, ma che di solito presentano
ancora tessuto neuronale posteriore. Attualmente tre vie
molecolari sono state identificate come fattori che con-
tribuiscono all’attivita di “trasformatore”: I'acido retinoi-
co, Wnt e FGE Come descritto in precedenza, il tratta-
mento con acido retinoico pud posteriorizzare gli embrio-
ni ed & quasi certamente responsabile per il modellamen-
to dell’espressione del gene Hox nel cervello posteriore:
Nella prossima sezione saranno discusse le evidenze 2 fa-
vore di altri trasformatori. Altri gruppi hanno osservato
che vi & un gradiente A-P di attivitd Wnt/B-catenina €n-
dogeno nell’embrione, con livelli pits elevati nell’embrio-
ne posteriore (Kiecker e Niehrs, 2001).
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Lidentificazione del segnale di Wnt come “trasformato-
re” nacque inizialmente dal fatto che manipolazioni di
questa via durante lo sviluppo avevano profondi effetd
sullo sviluppo del capo. E stato scoperto che i fattori che
inibiscono la via di Wnr agiscono in sinergia con i fatto-
ri che inibiscono la via di BMP nella promozione dello
sviluppo del capo e delle strutture cerebrali negli embrio-
ni precoci di rana. Inoltre numerosi inibitori della via di
Wnt sono espressi nella regione organizzatrice. Uno dei
primi fattori specificatamente implicati nell'induzione
del capo fu chiamato Cerbero (cerberus), come il cane a
tre teste che custodisce le porte dell’Ade nella mitologia
greca. Liniezione di Cerbero negli embrioni di Xenopus
causa la formazione ectopica della testa senza la forma-
zione del tessuto neurale del tronco (Bouwmeester ez 4.,
1996). Un secondo inibitore di Wnt, conosciuto come
FrzB, & un membro della famiglia di proteine simili ai re-
cettori per Wnt, conosciute come Frizzled. Le proteine
FrzB agiscono legandosi alle proteine Wnt e prevenendo
il legame al loro recettore di segnale. Anche l'iniezione di
FrzB negli embrioni di Xenopus causa la formazione di
teste pitt grandi del normale. Un terzo inibitore di Wnt

figura 2.9 Teste e code: il ruolo dei se-
gnali di Wnt. L'antagonismo dei segnali di
Wnt & fondamentale per I'induzione della
testa negli embrioni di rana. A,B. Liniezio-
ne di un embrione a quattro cellule con il
recettore BMP tronco (tBR) e una forma
negativa dominante di Wnt8 (dnXwnt8)
causa lo svilupparsi di una seconda testa
nei girini di rana. B mostra una sezione del
girino che rivela sia il cervello primario sia
quello secondario. C,D. Espressione di dkk-
1 in embrioni di Xenopus in tarda fase di
gastrula (stadio 12). L'ibridazione in situ di
un embrione intero (C) e in sezione (D).
Gli embrioni sono mostrati con il lato del-
I'animale verso ['alto, il blastoporo verso il
basso. Le frecce indicano i domini corri-
spondenti in C e D. l'endomesoderma
(em) & immerso in un modello a forma di
ala, e I'espressione pili posteriore si con-
centra in due strisce longitudinali adiacen-
ti al chordamesoderma (cm). EF. Liniezio-
ne di dkk1 di Xenopus o di topo nei blasto-
meri di un embrione di rana allo stadio di
quattro cellule causa la comparsa di una te-
sta supplementare, finché non viene co-
iniettato il recettore tronco di BMP (tBR).
G-J. Dkk1 & necessario per la formazione
dgllg testa. Embrioni allo stadio 9 sono sta-
tl iniettati, insieme all'anticorpo (Ab), nella
bl_astocele e lasciati sviluppare per tre gior-
ni. G,H. Gli embrioni iniettati con 'anticor-
po (;h controllo (anti-14) non mostrano ano-
r:l_wahe. Una visione anteriore raffigurata nel-
llmmaglne a destra. 1,J. Gli embrioni iniet-
tati con l'anticorpo anti-dkk7 (anti-15), mo-
strano microcefalia e ciclopia. Una visione
anteriore & mostrata nellimmagine a de-
stra. Si noti che il tronco e la coda non sono
affetti. (Modificato da Glinka et al,, 1998)
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¢ stato isolato grazie ad uno screening funzionale simile
a quello descritto per Noggin (Cap. 1); in questo caso,
Niehrs e colleghi iniettarono il recettore BMP troncato
(tBMPR) insieme a un pool ottenuto da una libreria di
cDNA e cercarono i geni che inducevano la formazione
di assi secondari completi, comprese le teste, solo quan-
do coiniettati con il tBMPR. Identificarono un gene che
era particolarmente efficace nell'indurre strutture del capo,
Dickkopf; per il termine tedesco che significa “grande te-
sta” (fig. 2.9; Glinka et /., 1998). Questi tre inibitori di
Wt ricordano gli inibitori di BMP descritti nel Capito-
lo 1, in quanto vengono espressi nella regione organizza-
trice durante il periodo in cui le interazioni induttive sono
in corso, e hanno tutti la capacita di indurre strutture del
capo, in particolare quando sono combinati con inibito-
ri di BMP (fig. 2.9). Altri gruppi hanno scoperto che c'¢
un gradiente endogeno A-P di Wnt/B-catenina nell'em-
brione, con livelli maggiori nella regione posteriore del-
I'embrione (Kiecker e Niehrs, 2001).

Le evidenze che indicano diversi presunti inibitori di
Wt nella regione organizzatrice forniscono un sostegno
al modello che prevede lo sviluppo di strutture neurali

tBR' -+ dkk-i

anti-14 Ab:

anti-15/Ab
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anteriori, cioé del cervello, indotte da un coinibitore del
segnale di Wnt e BMP. Infatti la proteina Cerbero pud
inibire entrambe le vie, di Wnt e di BMP. Ulteriore sup-
porto & questo modello ¢ stato ottenuto da studi nei topi,
in cui 'omologo murino di Dickkopf, dkk1, era deleto
per ricombinazione omologa. I topi privi dkk! da solo
sono simili ai doppi knockout noggin/cordina descritti
precedentemente: essi mancano della testa e delle strut-
ture anteriori al romboencefalo (Mukhopadhyay ez 4l.,
2001; fig. 2.10). Si pud osservare una sinergia tra I'an-
tagonista di BMP, Noggin e I'antagonista di Wnt, Dkk1,
creando topi con un singolo allele di ognuno di questi
geni. Sebbene la perdita di un singolo allele di uno di
questi geni non abbia nessun effetto visibile sui topi, la
perdita di un singolo allele di entrambi questi geni pro-
voca gravi difetti nella testa e nel cervello, simili a quel-
li negli animali che hanno perso entrambi gli alleli del
gene dkk]. In modo analogo, nel mutante di pesce ze-
bra masterblind — in cui vi ¢ la perdita dell’axina, un com-
ponente della via di segnalazione inibitoria di Wnt — non
si sviluppa il prosencefalo. Nel loro complesso questi stu-
di mostrano che gli antagonisti di Wnt e BMP lavorano
insieme per determinare la corretta induzione del mo-
dello del sistema nervoso.

La terza classe di molecole proposte come “trasformato-
ri” & quella delle FGE. Le FGF sono in grado di agire
come induttori neurali per loro conto (Cap. 1), ma sono
anche in grado di indurre I'espressione genica posterio-
re nei cappucci animali che hanno subito I'induzione
neurale sperimentale con un antagonista di BMP (Slack
e Tannahill, 1992). Oltretutto FGF agisce con una mo-
dalith concentrazione-dipendente, come 'acido retinoi-
co: negli embrioni di anfibio, elevate concentrazioni di
FGF inducono 'espressione di geni neurali piti poste-
riori (Kengaku e Okamoto, 1995), mentre negli embrio-
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ni di pollo il trattamento con concentrazioni crescenti
di FGF determina I’espressione di membri pili posterio-
ri del gruppo di geni Hox (Liu et al., 2001). La specifi-
ca proteina FGF necessaria per 'attivita di trasformazio-
ne endogena pud variare a seconda della specie ma, ne-
gli embrioni di pollo, Fgf8 & espressa in maniera predo-
minante nella regione posteriore del tubo neurale in svi-
luppo. Le tre attivit di “trasformazione” devono essere
integrate durante lo sviluppo neurale posteriore, come
raffigurato nella figura 2.11 (Maden, 2006).

Nel Capitolo 1 abbiamo introdotto il concetto di come
le molecole segnale agiscano per creare differenze tra le
cellule cambiando il modello di espressione genica attra-
verso fattori di trascrizione specifici. I segnali che “ante-
riorizzano” o “posteriorizzano” I'embrione non fanno ec-
cezione, e agiscono regolando I'espressione di fattori di
trascrizione che controllano I'identit delle cellule lungo
I'asse. Abbiamo gia osservato come i geni Hox siano fon-
damentali nello sviluppo dell'identita dei rombomeri nel
cervello posteriore; tuttavia una divisione del SNC anco-
ra pilt importante ¢ mediata da altri due fattori di trascri-
zione con omeodomini, codificati da 02 e gbx2 (Joyner
et al., 2000). Negli stadi tardivi della gastrula e nei primi
stadi della placca neurale si pud gia notare nell’embrione
Pespressione di questi geni in domini adiacenti 'uno al-
Ialtro: le cellule che esprimono gbx2 si estendono dalla
porzione posteriore dell’embrione fino al confine tra cer-
vello posteriore e medio, mentre 0£x2 ha un modello di
espressione complementare, dal confine tra cervello po-
steriore e medio fino alla porzione pili anteriore (Hidal-
go-Sdnchez ez al., 2005; fig. 2.11). Prove dirette che mo-
strano quanto questi geni siano importanti per la fonda-
mentale divisione del SNC in compartimento anteriore e
posteriore provengono da esperimenti gene-mirati (gene
targeting) nel topo. La delezione del gene 0£x2 nei topi de-

Figura 2.18 Dkk! e noggin cooperano nellinduzione della testa. | topi
in cui sia stato deleto un allele sia del gene dkk1 sia del gene nog pre-
sentano gravi malformazioni della testa. Visione frontale (AB) e latera-
le (A"B") dei neonati selvatici non modificati (A,A") e dei mutanti (B,8").

La visione laterale delle teste degli animali selvatici non modificati (A")
e mutanti gravi (B) rivela la perdita delle ossa mascellari (mx), ménd"
bolari (mm) e di altre ossa anteriori all'osso parietale (p). (Modificato
da del Barco Barrantes et al., 2003)
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Figura 2.11 Lespressione
di otx2 riflette la divisione
fondamentale tra cervello
rostrale, cervello posteriore
e midollo spinale. Espres-
sione di otx2 in diversi sta-
di dello sviluppo embriona-
le nel cervello di pollo.
Otx2 & espresso nella plac-
ca neurale anteriore (A) e
rimane espresso nella mag-
gior parte del cervello du-
rante lo sviluppo (B-E). Le
frecce indicano la regione
di confine tra mesencefalo
e romboencefalo. E. Rela-
zione tra i tre segnali di tra-
sformazione e |'espressio-
ne di otx2 e gbx2. (Da Mil-
let et al., 1996)

Otx2 HH4  Gbx2  HH4

Otx2 HH10 Gbx2

termina lo sviluppo di animali privi della porzione di cer-
vello anteriore al rombomero 3 (fig. 2.12; Matsuo ez al.,
1995; Acampora ¢t al., 1995). Dunque 02x2 ¢ uno dei pri-
mi geni ad essere espressi nel prosencefalo in sviluppo, ed
& necessario e sufficiente per attivare i geni che specifica-
no la maggior parte del cervello. In topi privi del gene gbx2

: 12 Otx2 & necessario per la formazione della testa del topo.
Una impressionante illustrazione dellimportanza del gene otx2 & lo svi-
!UPPO dgl prosencefalo e della porzione rostrale del capo nel topo. Se
il gene viene deleto utilizzando tecniche di ricombinazione omologa, gli
embrioni privi di entrambi gli alleli del gene non sviluppano le regioni
de} cervello rostrali al rombomero 3, una condizione chiamata anence-
falia. Dal momento che molte delle ossa e dei muscoli del capo deri-
vano dalla cresta neurale, che in questi animali non si forma, essi man-

cano della maggior parte del capo, in aggiunta alla perdita del cervello.
(Da Matsuo et al, 1995)

Figura 2.
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si osserva il risultato opposto: i topi mancano del rombo-
encefalo (Millet et al., 1999; Wassarman et al., 1997).
Un’altra importante famiglia genica, quella dei geni fro-
quois, & coinvolta nella caratterizzazione dell’asse antero-
posteriore nel sistema nervoso centrale. La maggioranza
dei vertebrati ha sei geni froquois, raggruppati in due
gruppi paraloghi di tre geni ciascuno (de la Calle-Mu-
stienes et al., 2005), e questi geni sono espressi lungo I'as-
se antero-posteriore del sistema nervoso centrale (Rodri-
guez-Seguel et al., 2009). Uno di questi geni, irxI (chia-
mato anche xiro), attiva sia o#x2 sia gbx2, i quali a loro
volta si reprimono reciprocamente I'un I'altro per creare
un confine netto tra di loro (Glavic ¢z al., 2002). Que-
sto tipo di repressione reciproca dei fattori di trascrizio-
ne & un meccanismo ampiamente utilizzato per la crea-
zione di confini distinti tra domini di espressione nel-
I'embrione. Come vedremo nella sezione successiva, il
confine tra mesencefalo e romboencefalo diventa un im-
portante centro di organizzazione di per se stesso.

Centri di organizzazione nel cervello in sviluppo

La divisione tra metencefalo e mesencefalo ¢ fondamen-
tale per il sistema nervoso centrale. Questo confine co-
stituisce una fondamentale divisione neuroanatomica an-
che nel cervello maturo; il metencefalo da origine al cer-
velletto e il mesencefalo al cervello medio (collicoli su-
periore e inferiore) (fig. 2.13). Ma oltre alle importanti
strutture neurali che derivano da questa regione, il con-
fine cervello medio/cervello posteriore (o confine mesén-
cefalo/metencefalo) ha una particolare funzione nello svi-

luppo. Come I“organizzatore” di Spemann nell’embrio-
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Cervello adulto

Cervello anteriore

Cervello medio (tetto o collicolo)

Cervelletto

Midollo allungato

Aduito

Cervelletto
ectopico

Cervello medio
ectopico

Ospite
(pollo)

Figura 2.15 Questa regione del cervello & organizzata da un centro di
segnalazione localizzato al confine tra cervello medio e posteriore (me-
sencefalo-romboencefalo). A. Durante lo sviluppo normale, la regione
di giunzione tra cervello medio e posteriore esprime il fattore di trascri-
zione costituito da omeodominio Engrailed (in rosso), e questa regio-
ne del tubo neurale contiene i progenitori del mesencefalo (tectumn) e
del cervelletto. B. Per determinare se queste porzioni del tubo neurale
fossero limitate nelle loro potenzialita in quel periodo dello sviluppo, Al-
varado-Mallart et al,, nel 1990, trapiantarono un piccolo pezzo del me-
tencefalo di quaglia (in rosso), nel prosencefalo di un embrione di pol-

ne in fase di gastrulazione, il margine tra cervello medio
e cervello posteriore esprime molecole segnale che han-
no un’importante influenza organizzativa sullo sviluppo
delle regioni neuroepiteliali adiacenti.

Lidea che specifiche regioni del tubo neurale agisca-
no come centri organizzativi per modellare le regioni adia-
centi fu conseguita per la prima volta su basi molecolari
solide in seguito a studi sulla regione di confine tra cer-
vello medio e posteriore. In una serie di esperimenti vol-
ti a verificare lo stato di attivita di questa porzione del
tubo neurale, Alvarado-Mallart e colleghi trapiantarono
piccoli pezzi di neuroepitelio, provenienti dalla regione
confine tra cervello medio e posteriore di embrioni di
pollo, in embrioni di quaglia a stadi di sviluppo simili
(Alvarado-Mallart, 1993). Il trapianto tra queste due spe-

lo in uno stadio di sviluppo simile. Dal metencefalo trapiantato si svi-
luppd comunque il cervelletto ma, inoltre, il tessuto trapiantato indus-
se lo sviluppo di un nuovo mesencefalo da parte delle cellule del tubo
neurale anteriore adiacenti. C. Fgf8 & un segnale critico per I'attivita “or-
ganizzatrice” del tessuto del confine mes-met. Crossley et al., posero
una sfera di proteina Fgf8 nel telencefalo di un embrione di pollo e sco-
prirono che questa causava la formazione di un nuovo confine mes-
met, con un mesencefalo speculare duplicato, similmente all'esperi-
mento di Alvarado-Mallart. (Modificato da Martinez et al., 1999)

cie permise di seguire il destino delle cellule trapiantate.
Nonostante le cellule di pollo e di quaglia si comportino
in modo simile e nei tessuti si integrino bene assieme, si
possono utilizzare marker molecolari e istologici per di-
stinguerle dopo analisi istologica (fig. 2.13). Quando la
presunta regione metencefalica veniva trapiantata dal-
I'embrione di quaglia al metencefalo dellembrione di pol-
lo, le cellule trapiantate si sviluppavano come cervelletto
(fig. 2.13 C, D). Quando cellule dal mesencefalo veni-
vano trapiantate nella corrispondente regione dell’em-
brione di pollo, le cellule formavano strutture del cervel-
lo medio, come il tetto ottico (o collicolo superiore). Tut-
tavia, quando le cellule del metencefalo venivano trapian-
tate nel prosencefalo, non solo dal trapianto si sviluppa-
va il cervelletto ma, sorprendentemente, il tessuto tra-
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piantato “induceva” un nuovo mesencefalo all'interno del
prosencefalo. In altre parole, le piccole porzioni di tubo
neurale del:cervello posteriore erano in grado di rimodel-
lare, ed indurre caratteristiche pitt posteriori, nelle regio-
ni pitt anteriori del tubo neurale. Quest’esperimento ri-
corda il trapianto dell’organizzatore di Spemann, in cui
una piccola regione di tessuto specializzato, quando ve-
niva trapiantata, era in grado di rimodellare il neuroepi-
telio circostante (vedi Cap. 1).

Molte importanti molecole segnale sono state loca-
lizzate in qLie's‘ta;regi"cjne, comprese Whntl, Engrailed (Enl)

e Fgf8, ed ¢ stato riconosciuto il loro ruolo chiave nelle -

attivith di modellamento. Un membro della famiglia ge-
nica Wnt, wntl, & espresso in questa regione (fig. 2.14)
e, quando il gene & deleto nei topi, gli animali perdono
la maggior parte del cervello medio e del cervelletto

(McMahon and Bradley, 1990). Uno dei primi difetti

osservati in questi animali & la perdita di espressione di
un fattore di trascrizione, £, che & normalmente espres-

so nella regione di confine mesencefalo-metencefalo (mes-
met). Lespressione di Enl in questa regione ¢ stato an-
che dimostrato essere critica per il normale sviluppo del-_

le strutture del cervello medio e del romboencefalo. I
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topi omozigoti per la delezione mirata di en] mancano
della maggior parte del cervelletto e del cervello medio,
similmente ai topi mancanti di wntl (Wurst ez al., 1994).
Gli omologhi di en] e wntl furono identificati per la pri-
ma volta nei mutanti per la segmentazione della Droso-
phila; quando entrambi i geni sono difettivi nei mosce-
rini, gli animali presentano anomalie nella segmentazio-
ne. In pili, nella Drosophila, il gene omologo per wntl,
wingless, & necessario per il mantenimento dell’espressio-
ne del gene engrailed nei confini dei segmenti. Cosl, la
zona di confine tra cervello posteriore e medio & un al-
tro esempio in cui gli stessi meccanismi di base, sfrutta-
ti nella segmentazione della Drosophila, creano differen-
ze e confini nel cervello. Oltre al sistema di modellamen-
to di Wnt e Engrailed, la regione di giunzione cervello
medio-cervello posteriore esprime anche un’altra mole-
cola segnale molto importante, Fgf8, ligando di un re-
cettore tirosin chinasico (fig. 2.14). Fgf8 & necessaria sia
per la creazione sia per il mantenimento di questo con-
fine, tanto che topi mancanti di fzf8 mostrano anoma-
lie nello sviluppo del cervelletto e del mesencefalo, simi-
li a quelle negli animali knockout per wntl e enl(e.g.
Meyers ez al., 1998). Fgf8, enl e wntl fanno parte di una
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:’elgr:aer"a 2.14 Numerosg molecole di segnal_azione sono state localizza-
by 3 rKeglone di confine tra cerve]lo medio e posteriore, che rappre-
o Fc%ntro di segnalazione ch!ave nel cervello. Wnt1 Q\), Engrai-
ifinc e%f‘ (®) formgno una rete Interconnessa che specifica questo
L delez‘e necde_ssano per%: crescita del mesencefalo e del.cervellet-
i -2lone di una qualuhque di queste molecole nei topi compor-

a perdita del mesencefalo e la riduzione delle dimensioni del cer-

velletto. In C & mostrata la sezione longitudinale del cervello di un em-
brione di ceppo selvatico non modificato, mentre immagine D mostra
il cervello di un topo knackout per wnt1. Si noti la perdita del mesen-
cefalo (mb) e del cervelletto (cb) nel cervello mutante. Altre strutture
rimangono invece normali; di=diencefalo; my=mielencefalo). (A, C, D
modificato da Danielian et al., 1997; B modificato da Crossley and Mar-
tin, 1995)
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rete interconnessa; la delezione di uno di essi influisce
sull’espressione degli altri due. I ruolo di Fgf8 nel mo-
dellamento del tessuto intorno al confine mes-met & sta-
to dimostrato in un interessante esperimento: Crossley
et al. (1996) collocarono una sfera ricoperta con la pro-
teina Fgf8 in una delle regioni pili anteriori del tubo neu-
rale e scoprirono che questa molecola era sufficiente a
indurre il rimodellamento dei tessuti anteriori in strut-
ture del cervello medio e posteriore (fig. 2.13 C). LFgf8
prodotto dal mesencefalo/romboencefalo agisce dunque
come “organizzatore” per il cervello medio e posteriore.

Larttuale modello di come si presenta il centro di se-
gnalazione mesencefalo-romboencefalo ¢ il seguente (fig.
2.15). In questa regione del SNC in sviluppo, Irx1 atti-
va sia Ox2 sia Gbx2. Gbx2 e Otx2 si inibiscono recipro-
camente, ed & a questo punto dell’inibizione reciproca
che Fgf8 viene espressa (Glavic ez 4l., 2002). Linterazio-
ne tra Ox2 e Gbx2 mantiene I'espressione di Fgf8, e Fgf8
induce Enl in quelle cellule che esprimono sia Irx1 sia
Owx2. Attraverso questi cicli di regolazione reciproca tra
le cellule, il confine viene prima creato e poi mantenuto
durante lo sviluppo (Rhinn e Brand, 2001). LFgf8 pro-
dotta da questa regione passa poi a regolare la crescita
delle cellule progenitrici della stessa regione per produr-
re le strutture cerebrali del mesencefalo e del romboen-
cefalo, compresi il cervelletto e il collicolo superiore.

Le caratteristiche uniche di segnalazione del confine
tra cervello medio e posteriore suggeriscono che questi
centri localizzati di organizzazione possano essere un mec-
canismo di base nel modellamento cerebrale. Altre regio-
ni chiave di organizzazione esistono tra il talamo dorsa-
le e ventrale e nel polo anteriore del tubo neurale. Inol-
tre, mentre lo sviluppo procede e il cervello si espande,
nuovi centri di organizzazione e di segnalazione model-

met
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lano le nuove regioni in espansione. Pud essere che
comparsa di nuovi centri di segnalazione coincida cor
I'espansione del neuroepitelio oltre la distanza in cui que-
ste molecole possono segnalare. Una volta che il nume-
ro di cellule supera il limite oltre il quale il segnale & ir
grado di agire, nasce una nuova fonte di segnalazione
Un secondo importante centro di segnalazione si trovz
al polo anteriore del cervello, a livello della cresta neura-
le anteriore, dove Fgf8 & nuovamente importante nell’in-
duzione della regionalizzazione del prosencefalo (Shima-
mura e Rubenstein, 1997). Questo ruolo tardivo nellc
regionalizzazione della corteccia cerebrale sara ulterior-
mente descritto in seguito in questo Capitolo.

Sviluppo del prosencefalo, dei prosomeri
e dei geni Pax
A questo punto abbiamo analizzato come i geni Hox con-
trollino la specificazione della posizione antero-posterio-
re nel sistema nervoso. Tuttavia, I'espressione del gene
Hox si interrompe al limite anteriore del metencefalo
Esistono quindi fattori di trascrizione simili che control-
lano l'identitd di posizione nel resto del cervello? Mol
altri tipi di proteine omeodominio sono espresse nelle re-
gioni piti anteriori sia negli embrioni dei vertebrati sia ir
quelli degli invertebrati, e giocano un ruolo simile a quel-
lo dei gruppi di geni Hox nei segmenti pill caudali. D:
seguito analizziamo I'evidenza che proteine omeodomi-
nio specifichino le strutture che comprendono la testa ¢
il cervello.

Lopinione pit diffusa & che diverse parti del cervellc
siano generate attraverso la progressiva suddivisione di
domini inizialmente simili. La placca neurale inizia a mo-

A B
E8.0-8.5
B otxe
E75
Bl Gbxe
Anteriore Posteriore mes
Gbx2
Otx2

Figura 2.15 Schema di come si origina il centro di segnalazione me-
sencefalo-romboencefalo. A. La distinzione iniziale tra la parte anterio-
re e posteriore del sistema nervoso embrionale si riflette nell'espres-
sione di Otx2 e Gbx2. B. Al limite fra questi due fattori si forma il con-

[ otxe
] wntt
EE Gbx2
Fgf8
Gbx2
otx2 Gbx2
Otx2
Whnt1
F :8 wnt1
° Fgfs

fine mes-met, e le molecole segnate Wnt1, En1 e Fgf8 sono tutte
espresse in questa regione e agiscono all'interno di una rete di rego-
lazioni per mantenere la loro espressione e (C) rifinire tale confine.
(Modificato da Joyner et al.,, 2000)
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&)
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(quaglia)

Figura 2.16 |l paradigma di trapianto interspecie fu sviluppato da Nico-
le Le Douarin utilizzando embrioni di pollo e di quaglia. Il tessuto & se-
zionato dagli embrioni di quaglia e posto in specifiche regioni di embrio-
ni di pollo vivi. In questo caso, la cresta dorsale del tubo neurale, la re-
gione che dara origine alla cresta neurale, & trapiantata in una regione
simile nel pollo. Il pollo e la quaglia sono abbastanza simili per permet-
tere alla quaglia di contribuire all'embrione di pollo, e le cellule di qua-
glia possono essere specificamente individuate grazie ad anticorpi pro-
dotti contro di esse (in basso). (Modificato da Le Douarin et al., 2004)

strare differenze regionali, in direzione antero-posterio-
re, alla sua formazione. Gli embriologi, all'inizio del se-
colo scorso, applicarono piccole quantita di coloranti in
specifiche porzioni dell’embrione in sviluppo, e scopri-

Anfibio
(Eagleson and Harris, 1990)

:l:igf::ia L)e éré _Ma_pp_e del destino dei tubi neurali di anfibi, _uccelli'e' mam-
S t.uttavi agI$n| di base del prqsencefalo sono comuni a tutti i verte-
'Eno‘rm . 1 'rrjodlello di I:_)ase & stato elaborato fino a dare origine al-

€ diversita di cervelli che si possono trovare nei vertebrati. L'or-

Uccello
(Couly and Le Douarin, 1987)
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rono che particolari regioni della placca neurale sono gia
indirizzate a produrre porzioni particolari del sistema ner-
voso. Molti embriologi hanno anche usato il trapianto
interspecie per definire il contributo dato al cervello ma-
turo da particolari regioni del tubo neurale. Un paradig-
ma di trapianto interspecifico particolarmente utile, svi-
luppato da Nicole Le Douarin (1982), prevede il trapian-
to di tessuti tra embrioni di pollo e di quaglia, come de-
scritto nella sezione precedente. Dal momento che que-
ste due specie sono piuttosto simili nei primi stadi dello
sviluppo, le cellule trapiantate si integrano con quelle del-
I’ospite e continuano a svilupparsi insieme a esse (fig.
2.16). Le cellule di pollo e di quaglia possono essere in
seguito distinte, poiché le cellule di quaglia contengono
un nucleolo pitt prominente, che puo essere identificato
in seguito a sezione istologica e trattamento del tessuto
chimerico. Sono stati generati anche anticorpi specifici
per le cellule di quaglia, e anch’essi sono utili nell'identi-
ficazione delle cellule trapiantate. La combinazione di
studi effettuati con coloranti vitali, iniezione cellulare e
trapianto interspecie (pollo-quaglia) ha prodotto una de-
scrizione, o “fate map” (mappa del destino), del destino
finale delle varie cellule dell’embrione. La Figura 2.17
mostra le mappe del destino dei tubi neurali di anfibi (Ea-
gleson e Harris, 1990), uccelli (Couly e Le Douarin, 1987)
e mammiferi (Inoue et 2/., 2000), per le regioni di base
del prosencefalo che derivano da questi studi di mappa-
tura del destino. Il modello di base & stato elaborato per
generare ['enorme diversita dei cervelli che sono stati os-
servati nei vertebrati.

Sebbene gli studi delle mappe del destino forniscano
informazioni sul destino delle diverse regioni del tubo
neurale, gli embriologi hanno anche verificato se il de-
stino delle cellule sia fissato o possa essere cambiato.

Mammifero
(Inoue et al., 2000)

ganizzazione dei rombomeri e dei prosomeri nel cervello del topo puo
essere gia riconosciuta ai suoi stadi precoci grazie al modello di espres-
sione di alcuni geni.
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Dobiettivo di questi esperimenti, in generale, & di forni-  mente specifiche del sisterna nervoso in sviluppo. In mol-
re una organizzazione temporale per identificare i mo-  ticasiil dominio di espressione di un particolare fatto-
menti, durante lo sviluppo, in cul meccanismi moleco-  re di crascrizione corrisponde a quella regione del tubo
lari dirigono attivamente una precisa regione del tubo  neurale che dara luogo infine a una delle cinque vesci-
neurale al suo destino specifico (vale a dire, in cui & “spe-  cole cerebrali, e il gene pud continuare ad essere espres-
cificato”). Al fine di determinare in quali momenti del-  so in quella regione cerebrale durante il suo sviluppo.

lo sviluppo si verifichi questa “specificazione”, sono sta- Gli embriologi hanno approfittato dei modelli di
te trapiantate porzioni della placca neurale in regioni ec- espressione genica nel prosencefalo per conoscere le basi

topiche dell’embrione. Se le cellule trapiantate danno della sua organizzazione. In quello che & noto come il
origine a particolari regioni del cervello, si pud dire che modello prosomerico di sviluppo del prosencefalo ci sono
sono gia state specificate. Per esempio, un pezzo della  schemi longitudinali e crasversali di espressione genica

placca neurale anteriore, vicino all’occhio, viene trapian- che suddividono il tubo neurale in una griglia di iden-
tata nella presunta parte laterale di un altro embrione. tita regionali diverse (Puelles and Rubenstein, 1993), in
Dopo averli lasciati sviluppare per un tempo sufficien-  qualche modo analoghi ai rombomeri descritti in prece-
te, gli embrioni sono analizzati per il tipo di tessuto neu- denza. Tl modello prosomerico & raffigurato nell’embrio-
rale che si & sviluppato dal trapianto. In questo caso 'os-  ne di topo in due diversi stadi dello sviluppo (fig. 2.18).
servazione & stata che, sia nella fase precoce siain fase  In molti casi il limite di espressione di un particolare
tardiva della gastrula, una particolare regione della plac-  gene corrisponde precisaente alla distinzione morfo-
ca neurale dara sempre origine al cervello anteriore, in-  logica tra i prosomeri. Per esempio, due geni della clas-
cluso Pocchio. Questo avviene indipendentemente da  se Emx sono espressi nel telencefalo, uno nella meta an-
dove viene posto il tessuto nellanimale ospite. Nume- teriore degli emisferi cerebrali (emxI) e I'altro nella meta
rosi embriologi hanno effertuato questo tipo di esperi- posteriore degli emisferi (emx2). Dunque i lobi telence-
menti, utilizzando varie regioni della placca neurale come falici possono essere divisi in segmento anteriore € po-
tessuto donatore, € i risultati hanno costantemente di-  steriore sulla base del modello di espressione di questi
mostrato che, a un certo punto dello sviluppo, le cellu-  due geni. Lanalisi dei modelli di espressione di altri geni

le della placca neurale assumono uridentita regionale  ha condotto alla conclusione che il prosencefalo pud es-
che non pud essere cambiata dal trapianto in altre parti  sere suddiviso in prosomeri (fig. 2.18). Essi sono nume-

dellembrione. Il concetto che regioni diverse della plac-  rati in senso caudale-rostrale, e quindi il prosomero P1
ca neurale siano gid indirizzate verso un particolare de- & adiacente al mesencefalo. P1, P2 ¢ P3 suddividono le
stino & stato esteso, negli ultimi anni, dalle osservazioni  regioni caudali del diencefalo (pretectum, talamo e pre-
che un certo numero di geni & espresso in regioni alta- talamo). Le suddivisioni prosencefaliche allinterno del
E8.5 E10.5
p5-6

Telencefalo
p3-4 Occhio
Emx2
p1-2
Emx1
' Figura 2.18 Modello prosomerico dello sviluppo del prosencefalo; i espressione di altri geni mostra che il prosencefalo puo essere SUd“j‘f |

modelli longitudinali e trasversali dell'espressione genica che suddivi- viso in sei prosomeri. Sono numerati in senso cauda|e-rqs_tra|€ e cosl!
dono il tubo neurale nella griglia di identita regionali sono mostrati in prosomero 1 & adiacente al mesencefalo, P2 e P3 suddividono que ‘f
£8.5 e in E10.5. Due geni della classe Emx sono espressi nel telence- che & tradizionalmente conosciuto come diencefalo, e P4, P5 € P6 sU

falo, uno nella meta anteriore degli emisferi cerebrali (Emx1), e Valtro dividono il telencefalo. (Modificato da Puelles e Rubenstein, 2003)
nella meta posteriore degli emisferi (Emx2). Lanalisi dei modelli di
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diencefalo rostrale (ipotalamo) e del telencefalo pii1 dor-
sale sono pili complesse, ma presentano comunque con-
fini netti (Puelles e Rubenstein, 2003).

Mentre gli studi di espressione regionale dei fattori
di trascrizione presentano un modello di organizzazio-
ne e sviluppo cerebrale, le analisi funzionali di questi fat-
tori hanno prodotto notevoli prove del fatto che queste
molecole sono criticamente coinvolte nella definizione
dell’identita regionale del cervello anteriore. Ci sono ora
molti esempi di fattori di trascrizione espressi a livello
regionale che hanno ruoli essenziali nello sviluppo del
cervello, ma ne menzioneremo solo alcuni. Tutravia, un
principio che emerge ¢ che diverse classi di fattori di tra-
scrizione sembrano essere importanti nella specificazio-
ne dell’identita posizionale delle cellule in ogni partico-
lare regione del cervello.

Una classe di fattori di trascrizione fondamentali per
specificare le differenze regionali nel sistema nervoso sono
i prodotti dei geni Pax. Questi geni hanno una regione a
omeodominio, e un secondo dominio conservato, cono-
sciuto come paired box (cosi chiamato per la sua omolo-
gia di sequenza con il gene di segmentazione della Dro-
sophila, paired). Esistono nove diversi geni Pax, e tutti
tranne due, Pax] e Pax9, sono espressi nel sistema ner-

voso in sviluppo (Chalepakis ez 4l., 1993). Molti di que-

sti geni sono interrotti in mutazioni murine naturali e in
sindromi congenite umane, € i difetti osservati in queste

Pax6 di Drosophila detto eye-
less (privo di occhi), viene
espresso in altri dischi imma-
ginali, si formano occhi ecto-
pici. Halder et al. (1995) fece-
ro esprimere il gene eyeless
nel disco dellarto del mosce-
fino in sviluppo e osservarono
che si era formato un occhio
edtopico a livello dell‘arto. Que-
sto !mportante esperimento
sostiene il concetto che i prin-
dipali geni di controllo organiz-
Zano intere regioni, o struttu-
re dgrante l'embriogenesi, pro-
babilmente attivando cascate
tessu_to-speciﬁche di fattori di
trascrizione. (Per concessione
di Walter Gehring, 1993)
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condizioni generalmente corrispondono alle aree di espres-
sione genica. Per esempio Pax2, & espresso nel pedunco-
lo ottico in sviluppo e nella vescicola ottica dell’embrio-
ne, e mutazioni in Pzx2 murino e umano causano ano-
malie nel nervo ottico, chiamate colobomi.

" Probabilmente I'esempio pitt eclatante di regolazio-
ne del differenziamento regionale da parte dei geni Pax
nel sistema nervoso viene dagli studi di Pax6. Questo
gene & espresso precocemente nello sviluppo dell’occhio,
quando questa regione della placca neurale viene speci-
ficata per dare origine al tessuto retinico. Esseri umani
con mutazioni in un allele di questo gene presentano
anomalie nello sviluppo dell’occhio, che causano una
condizione conosciuta come aniridia (mancata forma-
zione dell’iride). Tuttavia, quando entrambi gli alleli di
PaxG sono mutati, gli occhi non riescono a svilupparsi
oltre lo stadio iniziale di vescicola ottica. Un gene omo-
logo, chiamato eyeless (privo di occhio), ¢ stato trovato
nella Drosophila (cosi come in molti altri organismi), e
mutazioni con perdita di funzione in questo gene impe-
discono la formazione dell’occhio nei moscerini. Anco-
ra pit sorprendente, quando il gene eyeless & sperimen-
talmente espresso in posizioni anomale nell’embrione,
come il disco immaginale dell’antenna, viene indotta la
formazione di occhi ectopici sull'antenna (Halder ez 4/,
1995, fig. 2.19). Labilita di un singolo gene di dirigere

lo sviluppo di un intero organo sensoriale, come I'oc-
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chio, & impressionante, e quando questo fu scoperto, s
sostenne che PaxG fosse al vertice di una gerarchia, il re-
golatoge principale dello sviluppo dell’occhio. In ogni
caso, & ora chiaro che PaxG agisce all’interno di una rete
di fattori di trascrizione, chiamato network di determi-
nazione dell'occhio. Esso include Pax6/eyeless, Eya/eyes ab-
sent, Six3/sine oculis e probabilmente anche altri. Una
rete simile esiste nei vertebrati (fig. 2.20) e I'insorgere
dell’espressione di questi geni nella regione anteriore del-
la placca neurale indica I'indirizzamento di questa regio-
ne a dare origine a un occhio. La perdita di uno qualun-
que dei geni del network di determinazione dell’occhio
nei vertebrati causa difetti nello sviluppo e, in alcuni casi,
il fallimento di una completa formazione dell’occhio.
Sorprendentemente, 'aumentata espressione sperimen-
tale di alcuni di questi fattori da soli pud determinare la
formazione di occhi ectopici nelle rane Xenopus; “cock-
tail” sovraespressi di diversi fattori assieme hanno una
potenza molto maggiore nell'indurre occhi ectopici (Zu-
ber ez al., 2003) (fig. 2.20). La rete di determinazione
dell’occhio fornisce dunque un ottimo esempio di come
meccanismi di modellamento regionale nel sistema ner-
vos0 siano stati altamente conservati nel corso dell’evo-
luzione.

Noggin Otx2

Induzione neurale
stadio 10.5

Noggin

Specificazione
cervello anteriore/medio
stadio 11

o orm—\
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Polaritd dorso-ventrale nel tubo neurale

Inizialmente il tubo neurale appare piuttosto uniforme,
ma sappiamo che diversi tipi di neuroni sono localizzati
in posizioni altamente specifiche nel cervello e nel midol-
lo spinale maturi. Per esempio, nel midollo spinale i mo-
toneuroni sono raccolti nelle corna ventrali, mentre i neu-
roni sensoriali si concentrano nelle corna dorsali. In che
modo si presenta questa differenza dorso-ventrale nell'or-
ganizzazione del midollo spinale durante lo sviluppo? Allo
stadio di placca neurale si mettono in moto numerosi
meccanismi che definiranno I'organizzazione complessi-
va del tubo neurale. In primo luogo, la parte pit1 ventra-
le del tubo neurale si appiattisce in una struttura distin-
ta detta lamina del pavimento. Secondo, la porzione pitt
dorsale si sviluppa in un tessuto conosciuto come ami-
na del tetto. Terzo, tra la porzione ventrale e dorsale del
tubo neurale, per la maggior parte della sua lunghezza, si
forma una fessura distinta, il solco limitante (fig. 2.21).
Queste strutture sono un segno precoce del fatto che il
tubo neurale si sta differenziando lungo I'asse dorso-ven-
trale. Pitt tardi il tubo neurale diverra molto pit polariz-
zato lungo questo asse; dalla porzione ventrale del tubo
avranno origine i motoneuroni, mentre nella regione dor-

ET e Rx1 ET e Rx1
Pax6, Six3 Pax6, Six3
5 ————— > Occhio
Lhx2 Lhx2, Tl
Optx2

Specificazione
della regione oculare
stadio 12.5

/ Six3 \

{ ET —> Rx1 ——> Pax6 Tl

N

Optx2

Figura 2.20 Modello riassuntivo dellinduzione della regione oculare
nella placca neurale anteriore. Limmagine in alto mostra una visione
dorsale della placca neurale di embrioni di Xenopus a stadi successivi
di sviluppo da sinistra verso destra. Le zone in azzurro indicano la plac-
ca neurale, quelle in blu I'area di espressione di otx2 e le zone in blu
scuro rappresentano la regione oculare. Lo schema mostra le comples-
se relazioni tra i fattori di trascrizione determinanti dell'occhio, inclusi

quelli espressi da Pax6, rx1, Ihx2, six3, otx2 e Til. Questi geni agiscono
insieme per coordinare lo sviluppo dell'occhio in questa specifica regio”
ne della placca neurale. | riquadri in basso presentano esemp! di ibri-
dazione in situ di numerosi fattori di trascrizione degli occhi{ al fine di
mostrare gli specifici modelli di espressione nella regione di presuntd

formazione dellocchio delllembrione. (Modificato da Zuber et dl, 2003)
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2. Polarita e segmentazione ¢+

Lamina del tetto

Epidermide

Cresta neurale

Solco limitante
K4

Lamina del pavimento

Notocorda

Figura 2.21 Lorganizzazione complessiva del tubo neurale emerge
presto dopo la chiusura. La porzione pill ventrale del tubo neurale si
appiattisce in una struttura distinta detta lamina del pavimento. La par-

sale si formeranno i neuroni sensoriali. La distinta pola-
ritd del tubo neurale nasce in gran parte per interazione
tra questo e il tessuto non neurale circostante. Esperimen-
ti condotti da Holtfreter nella prima meta del ventesimo
secolo (1934), dimostrarono che la polarita dorso-ven-
trale di base del tubo neurale dipende da una struttura
non neurale adiacente, chiamata notocorda. Lisolamento
del tubo neurale dai tessuti circostanti determina la for-
mazione di una struttura a tubo indifferenziata, priva di
un chiaro differenziamento dei motoneuroni nel tubo
ventrale. Tuttavia, quando si trapianta una nuova noto-
corda in posizione pitt dorsale, questo induce la forma-
zione di una seconda lamina del pavimento (fig. 2.22) e
il differenziamento dei motoneuroni nel tubo neurale
dorsale. Dunque la presenza della notocorda & condizio-
D€ necessaria e sufficiente per lo sviluppo dell’asse dorso-
Ventrak del midollo spinale.

Gli studi che hanno condotto allidentificazione dei
segnali che controllano la polarita dorso-ventrale nel mi-
t(;)rlil(;nsgllellalle in syi.luppf) \si basano sull’utilizzo di marca-

olari di identita cellulare che non erano ovvia-

te piti dorsale forma un tessuto conosciuto come lamina de/ tetto. Una
fessura definita, il solco limitante, si forma tra le parti ventrale e dorsa-
le del tubo neurale, percorrendolo per quasi tutta la sua lunghezza.

mente disponibili al tempo in cui Holtfreter fece i suoi
esperimenti. Questi geni includono la classe di fattori di
trascrizione Pax, discussa nella sezione precedente, cosi
come una varieta di altri geni, limitati a particolari po-
polazioni di cellule differenziate e/o indifferenziate all'in-
terno del midollo spinale. Lespressione di tre dei geni
critici, che definiscono domini particolari lungo Iasse
dorso-ventrale del midollo spinale, &€ mostrata nella figu-
ra 2.23A. Ognuno di questi geni, Pax7, olig2 e nkx2.2,
& espresso in un ben definito dominio nel tubo neurale
lungo I'asse dorso-ventrale. Per rintracciare il segnale di
polarita emesso dal mesoderma, ¢ stato ideato un siste-
ma di coltura cellulare in cui la notocorda e il tubo neu-
rale sono stati co-coltivati in gel di collagene (fig. 2.23B).
Ur’indizio sull’identita del fattore & stato ottenuto indi-
rettamente. Durante un ampio screening per i mutanti
nello sviluppo della Drosophila, (Niisslein-Volhard e Wie-
schaus, 1980), fu identificato un mutante gravemente
deformato, chiamato hedgehog. 1l successivo clonaggio
del gene mostrd che la molecola da esso codificata era
una proteina secreta, la proteina Hedgehog.
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Figura 2.22 |l differenziamento nel tubo neurale dipende da fattori
che derivano da tessuti adiacenti, non neurali. (A, B, C) | diagrammi in
alto nella figura mostrano che se la notocorda, una struttura di deriva-
zione mesodermica, viene rimossa prima della chiusura del tubo neu-
rale, esso non riesce a sviluppare le caratteristiche di differenziamento
ventrale, (B) come lo sviluppo della lamina del pavimento (in blu) e i
motoneuroni spinali (in rosso). Questo dimostra che la notocorda &
necessaria per lo sviluppo verso il tubo neurale ventrale. (C) Se un'ul-
teriore notocorda viene trapiantata nella porzione laterale del tubo neu-
rale, nello stesso momento dell'embriogenesi, viene indotto una nuo-

Il legame tra hedgehog e la molecola segnale della no-
tocorda nacque con I'identificazione dell’omologo nei
mammiferi, chiamato sonic hedgehog (shh). Jessell e col-
leghi scoprirono che la proteina Shh ¢ espressa nella no-
tocorda (fig. 2.22) nel momento in cui viene specifica-
to I'asse dorso-ventrale del tubo neurale (Roelink ez al.,
1994) e subito dopo si ha I'espressione di Shh anche nel-
la lamina del pavimento. Per determinare se Shh sia ef-
fettivamente I'induttore della polarita dorso-ventrale nel
midollo spinale, un piccolo aggregato di cellule, speri-
mentalmente indotte a esprimere Shh, ¢ stato posto vi-
cino al tubo neurale. UShh rilasciato da queste cellule &

va lamina del pavimento adiacente alla notocorda trapiantata. Inoltre
viene indotta la formazione di nuovi motoneuroni nelle vicinanze del
la lamina del pavimento ectopica. Dunque, la notocorda & sufficiente
per indurre lo sviluppo di cellule ventrali. (D, E) Nell'esperimento illu-
strato in alto, il trapianto di un’ulteriore notocorda, & visualizzato accan-
to a un tubo neurale normale marcato con indicatori per i motoneuro-
ni. La notocorda in pit & indicata con n’. (F) mostra l'espressione di so-
nic hedgehog nella notocorda e nella lamina del pavimento (freccia)
del tubo neurale. (D, E modificato da Placzek et al,, 1991; F per con-
cessione di Henk Roelink)

stato sufficiente per indurre un seconda lamina del pa-
vimento, cosi come altri geni normalmente espressi nel
tubo neurale ventrale. In ulteriori esperimenti, la sem-
plice aggiunta di proteina Shh ricombinante in espian-
ti del tubo neurale & stata sufficiente a indurli a differen-
ziare come tessuti neurali ventrali, inclusi la lamina del
pavimento e i motoneuroni (fig. 2.23 B, C). Questi espe-
rimenti mostrano, quindi, che Shh & sufficiente a vern:
tralizzare il tubo neurale durante lo sviluppo. Cio chee
davvero interessante dell’attivita di Shh in questi espe;
rimenti & che agisce secondo gradiente: concentrazio™
pitt elevate di questo fattore causano lo sviluppo del tubo.
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Figura 2.23 A. Numerosi geni sono espressi in domini ristretti nel mi-
dollo spinale in sviluppo; essi sono stati utilizzati come utili marcatori
dell'identita posizionale delle cellule in questa regione del sistema ner-
voso. Pax7 (in blu) & espresso nelle regioni intermedie e dorsali del
tubo neurale, mentre nkx2.2 (in verde) e ofig2 (in rosso) sono espres-
si nel tubo neurale ventrale. Marcatori come questi e altri hanno per-
messo a Jessell e colleghi di analizzare i segnali che controllano I'iden-
tita dei diversi tipi di neuroni nel midollo spinale (vedi anche il Capito-
lo 4). B. Un sistema di cellule in coltura in cui la notocorda e il tubo

neurale in senso ventrale (cellule Nkx2.2+), concentra-
zioni intermedie di Shh inducono destini intermedi del
tubo neurale (cellule Olig2+) e il trattamento di espian-
ti di tubo neurale con poco o nessun Shh induce le cel-
lule a svilupparsi verso un destino dorsale (Pax7+). Poi-
ché Shh & prodotto dalle cellule della notocorda e della

lamina del pavimento, le concentrazioni pilt elevate si

trovano in queste cellule, mentre ¢ un gradiente di con-
centrazione decrescente nelle regioni mano a mano piu
dorsali del tubo neurale (Dessaud ez /., 2008). Dunque
Shh agisce come morfogeno nel tubo neurale, come I'aci-
do retinoico nel modellamento dei rombomeri discus-
so nella sezione precedente. Due ulteriori risultati mo-
strano che Shh & necessario durante il normale sviluppo
per specificare I'asse dorso-ventrale del tubo neurale. Pri-
mo, anticorpi diretti contro Shh bloccano il differenzia-
mento della lamina del pavimento e dei motoneuroni
quando aggjunti a espianti di tubo neurale. Secondo, la
de.lezione mirata del gene shb nei topi porta al mancato
sviluppo dei tipi cellulari ventrali nel midollo spinale
(vedi Cap. 4).

Oltre al suo ruolo nella ventralizzazione del tubo neu-
rale, Shh ¢ anche espresso in regioni pit1 anteriori dell’as-
S€ corporeo, immediatamente sottostanti il tubo neura-
;’ in quello che ¢ conosciuto come mesoderma precor-
t;‘i:ﬂ%l: (lia liurllzio_ne di Shh & simile a quella della no-
: differenzie a lamina del pavimento: serve per indurre

amento ventrale nel prosencefalo. Nel pro-
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neurale sono co-coltivati in gel di collagene & stato utilizzato per trova-
re il segnale di polarita emesso dal mesoderma. E stato inizialmente di-
mostrato che il segnale & diffusibile, poiché pezzi di notocorda poteva-
no indurre la lamina del pavimento senza toccare il tubo neurale. La
semplice aggiunta di proteina Shh ricombinante a espianti di tubo neu-
rale & sufficiente per indurli a differenziare come tessuti neurali ventra-
fi, compresi lamina del pavimento e motoneuroni. C. | marcatori ven-
trali (es. Nkx2.2) aumentano all'aumentare delle concentrazioni di Shh.
(Modificato da Dessaud et al.,, 2007)

sencefalo, la crescita di diverse vescicole cerebrali da ori-
gine a un'anatomia complessa, e quindi I'induzione del
prosencefalo ventrale & fondamentale per numerosi even-
ti morfogenetici successivi. Di conseguenza, la perdita
del segnale di Shh nel mesoderma precordale produce
cambiamenti fenotipici drammatici negli embrioni e ne-
gli animali risultanti. Un fenotipo particolarmente sin-
golare, che origina dall'interruzione di Shh nell'embrio-
genesi, ¢ la ciclopia (Roessler et al., 1997). Gli occhi, nor-
malmente, si sviluppano da evaginazioni accoppiate del
diencefalo ventrale (ved: sopra). Tuttavia, nella placca
neurale, la regione oculare & inizialmente continua lun-
go la linea mediana e viene divisa in due dall'inibizione
del potenziale di formazione dell'occhio da parte di Shh
proveniente dal mesoderma precordale. Shh reprime Pax6
sulla linea mediana e induce Pax2. Pax6 e Pax2 si repri-
mono reciprocamente, creando un bordo netto tra i cam-
pi retinici in sviluppo (Pax6) e la regione del peduncolo
ottico (Pax2), che separa le retine in formazione. Quan-
do questo segnale viene interrotto, il campo ottico rima-
ne continuo e si forma un unico occhio sulla linea me-
diana. Lelaborazione successiva del prosencefalo dipen-
de dal corretto sviluppo della linea mediana, e quindi la
delezione del gene Shh altera anche gli stadi successivi
dello sviluppo cerebrale, determinando una condizione
conosciuta come oloprosencefalia, in cui gli emisferi ce-
rebrali, normalmente accoppiati, sono fusi in un’unica
grande struttura.
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Tubo neurale dorsale e cresta neurale
\

Gli esperimenti di Holtfreter (1934) e altri hanno mo-
strato che la rimozione della notocorda determina la for-
mazione di un tubo neurale senza una marcata polarita
dorso-ventrale. Questo implica che la condizione di tubo
neurale dorsale sia, in qualche modo, la condizione pre-
definita, mentre le strutture ventrali richiedono un se-
gnale aggiuntivo per sviluppare il loro destino. In ogni
caso, anche il tubo neurale dorsale richiede dei segnali
per svilupparsi in maniera appropriata. Prima che il tubo
neurale si chiuda, la futura porzione dorsale & continua
con le cellule ectodermiche adiacenti (fig. 2.21). Alla chiu-
sura del tubo neurale dorsale, nel punto di fusione dei
margini del tubo neurale, si forma un gruppo distinto di
cellule, conosciuto come la cresta neurale. Cosi la cresta
neurale &, in un certo senso, la derivazione pill dorsale
del tubo neurale, ed & stata spesso utilizzata come indi-
catore di differenzimento dorsale. Inoltre, numerosi geni
specificamente espressi nel tubo neurale dorsale a questi
stadi precoci sono importanti per lo sviluppo della cresta
neurale (per esempio, msx, slug e snail).

La cresta neurale & costituita da un cospicuo insieme
di cellule, le quali subiscono un’estesa migrazione attra-
verso 'embrione e producono una serie impressionante
di tessuti diversi. Nel tronco, la cresta neurale da origine
alle cellule del sistema nervoso periferico, inclusi i neu-
roni e la glia dei gangli sensoriali e autonomi, le cellule
di Schwann che circondano tutti i nervi periferici, e i neu-
roni del plesso mucoso gastrico. Molti altri tipi cellulari,
incluse le cellule pigmentate, cromatofore, ¢ le cellule mu-
scolari lisce, hanno origine dalla cresta neurale del tron-
co. La cresta neurale si forma anche nelle regioni crania-
li, e qui contribuisce alla maggior parte delle strutture del
capo. La maggior parte del mesenchima del capo, com-
preso quello che forma lo scheletro viscerale e le ossa del
cranio, deriva dalla cresta neurale. I neuroni e la glia di
numerosi gangli del cranio, come il ganglio sensoriale del
trigemino, il ganglio vestibolo-cocleare, e i gangli auto-
nomi del capo, derivano anch’essi, in larga parte, dalla
progenie della cresta neurale, cosl come da regioni spe-
cializzate dell’ectoderma della testa chiamate placodi cra-
niali.

A causa dell’estesa migrazione delle cellule della cre-
sta neurale, e per la grande diversita di tessuti e tipi cel-
lulari ai quali le cellule della cresta possono contribuire,
la cresta neurale & stata studiata ampiamente come mo-
dello per questi aspetti dello sviluppo del sistema nervo-
so. Nelle prossime sezioni passeremo in rassegna cio che
& conosciuto a proposito delle origini della cresta neura-
le e dei fattori che controllano gli aspetti iniziali del suo
differenziamento. I capitoli 3 e 4 si occuperanno della
determinazione cellulare di diversi derivati della cresta e
della loro migrazione attraverso il corpo.

Classicamente, si pensa che la cresta neurale abbia ori-

gine dalle cellule che si formano alla fusione delle pieghe
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neurali, quando esse costituiscono il tubo neurale. Vogt,
utilizzando coloranti vitali per mappare il destino delle
diverse parti di un embrione di anfibio, scopri che la mag-
gior parte della cresta neurale ha origine da una stretta
striscia di cellule ectodermiche nella giunzione tra la plac-
ca neurale e 'epidermide. Studi successivi, grazie all'uti-
lizzo di tecniche pit sofisticate, hanno espanso questa vi-
sione. 1l sistema chimerico pollo-quaglia descritto in pre-
cedenza & stato ampiamente utilizzato da Le Douarin e
dai suoi colleghi (2004) per tracciare il destino della cre-
sta neurale che deriva da diverse regioni lungo il neuras-
se e per mostrare i vari tipi di tessuto che si generano a
partire dalle diverse regioni rostro-caudali (fig. 2.24).
Bronner-Fraser e Fraser (1991) utilizzarono iniezioni in
singola cellula per rintracciare la progenie di singole cel-
lule della cresta prima della loro migrazione. Le cellule
iniettate continuavano a dividersi e mantenevano il loro
marcatore di derivazione per numerose divisioni cellula-
ri. Molte delle cellule marcate continuavano a contribui-
re ai tessuti descritti precedentemente, come normali de-
rivati della cresta neurale; tuttavia, alcune di esse aveva-
no una progenie che popolava il tubo neurale e 'epider-
mide. Cosi, sebbene la maggior parte delle cellule della
cresta neurale allo stadio di placca neurale normalmen-
te si sviluppino come cresta neurale, esse non sono limi-
tate a questo destino. Inoltre, sebbene in molti embrio-
ni la cresta neurale si sviluppi alla fusione delle pieghe
neurali, ci sono regioni del neurasse, in alcune specie, che
non si formano in seguito all'arrotolamento della placca
neurale. Per esempio, nei pesci, il tubo neurale si forma
inizialmente come ispessimento del neuroectoderma, co-
nosciuto come chiglia neurale, e la formazione del tubo
avviene successivamente attraverso un processo di cavi-
tazione, ma la cresta neurale si forma ancora dai bordi
laterali della piastra.

I primi studi sperimentali a indicare che I'induzione
della cresta neurale potesse coinvolgere qualcuno dei fat-
tori responsabili dell'induzione neurale furono svolti da
Raven e Kloos (1945). Essi scoprirono che la cresta neu-
rale era indotta dall’ectoderma da parte di porzioni late-
rali del tetto dell’archenteron, mentre il tubo neurale era
indotto dalle porzioni mediali, come la presunta noto-
corda. Risultati simili indussero Dalq (1941) a propotre
che il gradiente di concentrazione di una particolare so-
stanza organizzatrice, originata nel tessuto della linea me-
diana del tetto dell’archenteron, potesse determinare di-
stinzioni medio-laterali attraverso la placca neurale. Dal
momento che le cellule che si sviluppano nel tubo neu-
rale dorsale sono, all’inizio, immediatamente adiacent!
alle cellule ectodermiche non neurali, queste possono for-
nire un segnale per il differenziamento dorsale simile a
quello dell’Shh, derivato dalla notocorda, per la ventra-
lizzazione del tubo neurale. y

Vi sono numerose evidenze, ora, a supporto dell’ipo-
tesi che 'ectoderma fornisca i segnali molecolari per pro-
muovere il differenziamento dorsale nelle regioni latera”
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Figura 2.24 Mappa del destino della cresta neurale nellembrione di
pollo. Dalla cresta neurale derivano diversi tipi di tessuti, tra cui cellule
pigmentate, gangli sensorial e cellule endocrine. Le cellule che migra-
no dalle diverse posizioni lungo il tubo neurale danno origine a diversi
tessuti; per esempio, i gangli del simpatico originano dalla cresta neu-

li del midollo spinale. Moury e Jacobson (1990), valuta-
rono se le interazioni tra la placca neurale e I'ectoderma
circostante fossero responsabili dell'induzione della cre-
Sta neurale, trapiantando piccole porzioni di placca neu-
r’ale da un animale marchiato alla superficie ventrale del-
Fembrione. Quando I'embrione veniva lasciato sviluppa-
e, lfl porzione trapiantata si arrotolava in un piccolo tubo
& al margini, dava origine alle cellule della cresta neura-
le, come evidenziato dai melanociti pigmentati che mi-
8ravano dal tessuto neurale ectopico. Questi risultati fu-
fono ampliati da esperimenti simili fatti da Selleck e Bron-
Ner-Fraser (1995) nell’embrione di pollo e, inoltre, su un
Sistema di coltura da espianto, in cui la placca neurale ve-
[va co-coltivata insieme all’epidermide e analizzata per
€ Proteine e i geni normalmente espressi dalla cresta neu-

Midollo spinale
cervicale

Midollo spinale
toracico

00000G056550000%Y

Midollo spinale
lombosacrale

rale del tronco ma non da quella della testa. In modo simile, i gangli del
parasimpatico derivano dalla cresta neurale della testa ma non dalla cre-
sta che migra dalla maggior parte delle regioni del tronco. (Modificato
da Le Douarin et al., 2004)

rale. Scoprirono che la cresta neurale era indotta a for-
marsi dal tubo neurale, quando si trovava adiacente al-
I'epidermide. I primi passi verso I'identificazione dell’in-
duttore della cresta furono fatti da Liem et 2/. (1995). Le
BMRB gia discusse nel Capitolo precedente per il loro ruo-
lo nell’induzione neurale, giocano un ruolo importante
anche nella specificazione dell’identita regionale dorsale
del midollo spinale in sviluppo. Liem ez a/. (1995) usa-
rono un sistema di coltura da espianto, simile a quello
utilizzato per I'analisi degli effetti di Shh sulla ventraliz-
zazione del tubo neurale. Il tubo neurale venne seziona-
to in una porzione ventrale, una dorsale e una porzione
intermedia (fig. 2.25). Essi analizzarono poi I'espressio-
ne di geni normalmente limitati o alla porzione dorsale
o a quella ventrale del tubo neurale, per determinare se
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Figura 2.25 A. Liem et al. (1995) hanno utilizzato un sistema di col-
tura di espianto per definire i segnali che determinano il destino delle
cellule dorsali. Il tubo neurale & stato sezionato in una porzione ventra-
le, una dorsale e una intermedia, e I'espressione di geni limitata nor-
malmente o al tubo neurale dorsale o a quello ventrale & stata utilizza-
ta per determinare se questi geni erano specificamente indotti dalla co-
coltura con ectoderma. Essi scoprirono che alcuni geni localizzati dor-
salmente venivano progressivamente confinati dal tubo neurale ventra-

questi geni fossero specificamente indotti dalla co-coltu-
ra con I'ectoderma. Scoprirono che alcuni marker loca-
lizzati dorsalmente, come Pax6 e Msx1, erano inizialmen-
te espressi lungo tutto il tubo neurale e venivano poi pro-
gressivamente confinati dal tubo neurale ventrale da par-
te di Shh della notocorda e della lamina del pavimento.
A ogni modo, la co-coltura con I'ectoderma era necessa-
ria per indurre I'espressione di altri marker dorsali suc-
cessivi, come Hnkl e slug. Si osservd che le BMP effet-
tivamente sostituivano il segnale derivante dall’ectoder-
ma, dal momento che potevano anche attivare l'espres-
sione dei geni Hnkl e slug, anche in espianti ventrali.
Questi esperimenti mostrano che vi & un antagonismo

tra Shh derivante dal tubo neurale ventrale e le BMP de-

le mediante Shh della notocorda e della lamina del pavimento; tutta-
via, a co-coltura con ectoderma era necessaria per indurre I'espressio-
ne di altri marcatori dorsali, piti definitivi, come HNK1 e slug. Osserva-
rono che le BMP effettivamente sostituivano il segnale derivante dal-
I'ectoderma, poiché potevano anche attivare HNK] e slug, perfino in
espianti ventrali. B. Shh e BMP interagiscono per modellare ['espressio-
ne di geni dorso-ventrali in modo dose-dipendente. (Modificato da Mi-
zutani et al,, 2006)

rivanti dal tubo neurale dorsale; quando BMP viene ag-
giunto agli espianti insieme a Shh, il differenziamento dei
motoneuroni indotto da Shh viene soppresso.

Oltre al segnale di BMP che definisce il bordo del
tubo neurale, c'¢ evidenza che sia la via di Wt sia speci-
fiche FGF giocano una funzione critica nel definire il de-
stino della cresta neurale (Deardorff ef 4/, 2001; Garcia-
Castro et al., 2002; Mayor et al., 1997). Il trattamento
di espianti della placca neurale con Wnt, come quelli de-
scritti per BMD, & sufficiente a indurre marcatori della
cresta neurale nelle cellule (Garcia-Castro et /., 2002),
mentre bloccare il segnale di Wnt perturba lo sviluppo
della cresta neurale. Numerosi geni Wz sono espressi nel-
P'ectoderma in sviluppo, adiacenti al punto di origine del-




‘|1990—5

© 978-88-08-17990-6

la cresta, inclusi wnt8 e wn#G. Utilizzando una linea di
pesce zebra transgenica, con un inibitore del segnale di
Wt inducibile al calore, Lewis ez al. (2004) riuscirono
a definire con precisione il momento dello sviluppo in
cui le cellule ricevono il segnale che le fa sviluppare in
cresta. Essi individuarono un momento critico in cui l'ini-
bizione del segnale di Wnt era in grado di prevenire lo
sviluppo della cresta neurale senza compromettere lo svi-
luppo dei neuroni nel midollo spinale.

1l modello di polarita dorso-ventrale nel midollo spi-
nale che emerge da questi studi & il seguente: BMP e Wnt,
espressi ai margini della placca neurale, inducono lo svi-
luppo della cresta neurale al confine tra placca neurale e
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ectoderma (Sauka-Spengler ¢ Bronner-Fraser, 2008; fig.
2.26). BMP e Wnt sono anche importanti per le desti-
nazioni dorsali all'interno del tubo neurale. Shh, espres-
sa prima nella notocorda e poi nella lamina del pavimen-
to, induce differenzimento ventrale nel tubo neurale. I
segnali di Shh e di BMP/Wnt si antagonizzano I'un l'al-
tro, € attraverso qUESto MUtUo antagonismo costituisco-
no gradienti opposti che controllano sia la polarita del
differenziamento del midollo spinale, sia la quantita di
tessuto che differenzia verso cellule con un destino dor-
sale, ventrale o intermedio.

Per concludere, 'analisi del modellamento dorso-
ventrale del sistema nervoso della Drosophila ha condot-

A Confine della piastra neurale

Neuroectoderma

Endoderma

Mesoderma parassiale

fe'gn‘g"aa Ta;:mSZh |é espressa prima nella notocorda e successivamen-
R neuraleal_ eBpawmento, e induce dlf’ferenmamento ventrale ne]
i et ,\cAi'P sono espresse dall ectoderma che sovrasta il
R Quest d quindi, pit tardi nello sviluppo, nel tubo neurale dorsa-

ue segnali si antagonizzano I'un l'altro, e attraverso questo

Bmp/Wnt

Epidermide

Cresta neurale

Cresta neurale

antagonismo reciproco costituiscono gradienti opposti che controllano
sia la polarita del differenziamento del midollo spinale, sia la quantita
di tessuto del midollo spinale che differenzia in cellule con destino dor-
sale, ventrale o intermedio. (Modificato da Sauka-Spengler e Bronner-
Fraser, 2008)
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to alla scoperta di un’affascinante conservazione evolu-
tiva (Cornell e Ohlen, 2000). Come osservato nel Ca-
pitolo 1, il sistema nervoso dell’insetto si sviluppa dai
neuroblasti che delaminano dalla regione neurogenica
ventrale. Questi neuroblasti formano file distinte, e la
progenie dei neuroblasti provenienti da ogni fila si svi-
luppa in specifici sottotipi neuronali. Ogni neuroblasto
del sistema nervoso della Drosophila ¢ modellato con
precisione lungo una griglia cartesiana. Tre fattori chia-
ve di trascrizione che definiscono in modo univoco la
posizione lungo I'asse dorso-ventrale sono quelli espres-
si dai geni msh, ind e vnd. Questi geni sono necessari
per specificare I'identita dei neuroblasti, e se uno di essi
manca, diciamo vnd, allora i neuroblasti pili ventrali di
ogni segmento non si sviluppano. Come descritto nel
Capitolo precedente, un gradiente del morfogeno Dpp
sopprime il differenziamento neurale nelle regioni pitt
dorsali dell’embrione di moscerino, ed & questo stesso

Dorsale
(o)}

Anteriore
A

Figura 2.27 Il neuroectoderma nell'embrione di Drosophila viene mo-
dellato da un gradiente di Dpp, che reprime il neuroectoderma a ele-
vate concentrazioni (giallo), induce I'espressione di msh a concentra-
zioni moderate, e permette I'espressione di ind e vnd a concentrazioni
progressivamente piti basse. Gli omologhi nei vertebrati di questi geni
di Drosophila sono modellati in modo simile dallomologo di Dpp, BMP.
(Da Mizutani et al., 2006)
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morfogeno che determina quale dei tre diversi geni, vnd
ind o msh, viene espresso in una specifica fila di neuro-
blasti. Vzd & espresso quando c’& poco o niente Dpp
mentre 7sh & espresso a livelli maggiori di Dpp. Lasse
dorso-ventrale viene cost modellato dalla conversione
di livelli graduali di Dpp in differenze distinte nell’espres-
sione di specifici fattori di trascrizione, molto simile ¢
quanto era stato descritto per il modellamento dorso-
ventrale nell’embrione dei vertebrati. Cid che & ancor:
pili sorprendente ¢ che i geni vnd, ind e msh sono omo-
loghi agli stessi geni utilizzati per definire i diversi do-
mini dorso-ventrali nel tubo neurale dei vertebrati, ri-
spettivamente nkx2.2, gsh e msh (fig. 2.27), e, come's.
ricordera dal Capitolo 1, 'omologo di Dpp nei verte-
brati ¢ BMP. La notevole conservazione sia nelle mole-
cole segnale sia nei fattori di trascrizione a valle, attiva-
ti da livelli graduali dei segnali, fornisce una forte evi-
denza che 'antenato comune dei vertebrati e dei mo-
scerini aveva probabilmente un sistema nervoso che ¢
stato modellato in mgdo simile.

Modellamento della corteccia cerebrale

La parte pit visibile del cervello dei mammiferi ¢ la cor-
teccia cerebrale. Nell'uomo I'enorme sviluppo di quest:
struttura ha reso possibile sofisticate funzioni mentali.
come la previsione ¢ la pianificazione. La corteccia cere-
brale deriva dalla vescicola telencefalica dorsocaudale.
che & notevolmente espansa nei mammiferi, se confron-
tata con gli altri vertebrati (Rakic, 1998; 2006). La cor-
teccia cerebrale dei mammiferi & unica tra gli animali, in
quanto possiede sei strati di neuroni, ed & quindi chia-
mata neocorteccia, per distinguerla dalle strutture lami-
nari del prosencefalo che si trovano in tutti i vertebrati,
come I'ippocampo. Sebbene tutte le aree neocorticali ab-
biano sei strati di neuroni, la corteccia cerebrale non ¢
una struttura omogenea, ma piuttosto ha molte regioqi
distinte, ognuna delle quali ha una funzione dedicata. E
noto da piti di cento anni che esistono significative va-
riazioni nella struttura cellulare (citoarchitettura) della
corteccia da una regione all’altra. Le diverse regioni del-
la corteccia cerebrale sono state classificate esaustivamen-
te da Brodmann (1909), in circa 50 aree distinte. Il nu-
mero relativo di cellule in ogni strato e la loro dimensio-
ne sono abbastanza variabili e esse sono specializzate per
la specifica funzione di quell’area. Per esempio, la cor-
teccia visiva, un’area sensoriale primaria, ha molte cellu-
le nello strato IV, lo strato che riceve le afferenze, men-
tre la corteccia motoria ha neuroni molto grandi nello
strato V, lo strato che invia le fibre efferenti.

Sebbene per molti anni si sia pensato che queste di-
verse specializzazioni comparissero piit tardi nello svilup-
po, come conseguenza delle specifiche connessioni con
altre regioni cerebrali, dati pit recenti indicano che di-
verse aree acquisiscono identita distinte molto prima nel-
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lo sviluppo, e che queste identitd non vengono alterate
dai cambiamenti nell'innervazione (Grove e Fukuchi-Shi-
mogori, 2003). Come le altre regioni cerebrali che abbia-
mo discusso; la corteccia cerebrale si sviluppa da uno stra-
to di progenitori che comprende il tubo neurale preco-
ce. Nel caso specifico della corteccia cerebrale, la porzio-
ne pit anteriore del tubo neurale, il telencefalo, ¢ la fon-
te di questi progenitori (fig. 2.1). Le identita regionali
delle aree corticali possono essere monitorate attraverso
I'analisi dell’espressione di fattori di trascrizione. Due fat-
tori di trascrizione che sembrano avere un ruolo nella spe-
cificazione delle identith regionali nella corteccia sono
Pax6 (che abbiamo gia incontrato per il suo ruolo nello
sviluppo dell’occhio) e Emx2 (Bishop ez 4l. 2000; Mal-
lamaci et al., 2000; Muzio et al., 2002). Questi due fat-
tori sono espressi con gradienti opposti attraverso la su-
perficie corticale (fig. 2.28). Emx2 & espresso maggior-
mente al polo caudo-mediale, mentre Pax6 ¢& espresso a
livelli pitt alti nel polo rostro-laterale. Mutazioni in Pax6
causano I'espansione del dominio di espressione di Emx2
e, in definitiva, un’espansione delle aree normalmente de-
rivate dalla corteccia mediale caudale, come la corteccia
visiva. Mutazioni in emx2, al contrario, causano I'espan-
sione del dominio di espressione di Pax6, e questo risul-
ta in una dilatazione delle regioni corticali frontali e mo-
torie.

I modelli di espressione graduale di Emx2 e Pax0, in-
sieme a molti esempi di centri di segnalazione che abbia-
mo gi2 incontrato in altre regioni del sistema nervoso in
sviluppo, hanno portato molti studiosi a ipotizzare che i
centri di segnalazione adiacenti alla corteccia regolino
Iespressione regionale di questi fattori di trascrizione. Ab-
biamo gia incontrato i due segnali di modellamento cor-
ticale meglio studiati, FGF e 'acido retinoico. I maggio-
ri risultati sono stati ottenuti dallo studio di Fgf8. Fgf8,
insieme alle FGF correlate, Fgf17 e Fgf18, sono espresse
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tutte al polo anteriore del telencefalo in sviluppo. Per ana-
lizzare il ruolo di Fgf8 nella specificazione dell'identita
dell’area corticale, Grove e colleghi hanno espresso Fgf8
in diverse posizioni nella corteccia in sviluppo (Grove e
Fukuchi-Shimogori, 2003). Questi studi hanno monito-
rato I'identita delle regioni corticali sia utilizzando I'espres-
sione di fattori di trascrizione regione specifici, come Pax6
e Emx2, sia analizzando proprieta di una regione svilup-
pate pilt tardi, come i campi a barili (barrel fields) delle
mappe somatosensoriali. Laumento della quantita di Fgf8
nel polo anteriore causa una riduzione di Emx2 e uno
spostamento caudale nelle regioni corticali, con I'espan-
sione delle regioni rostrali (fig. 2.29). Bloccando il segna-
le endogeno di Fgf8, con I'espressione di un recettore per
Fgf8 non funzionale che leghi tutto quello disponibile,
si causa il risultato opposto, uno spostamento in senso
rostrale nelle identita regionali corticali. Pitt drasticamen-
te, porre una fonte di Fgf8 nella corteccia caudale causa
la formazione di un duplicato, un’immagine speculare
delle regioni corticali.

Il modello di espressione graduale di Emx2 e Pax6,
in parte regolato da Fgf8 e da altre FGF dal polo ante-
riore, sembra rappresentare una fase precoce nel proces-
so in cui le aree della corteccia cerebrale diventano spe-
cializzate per diverse funzioni. Per esempio, Fgf17, espres-
sa anche nel polo anteriore della vescicola telencefalica,
& necessario per lo sviluppo della corteccia prefrontale,
la regione corticale umana fondamentale per le decisio-
ni e per la pianificazione (Cholfin e Rubenstein, 2007).
Cosl, come abbiamo visto per la segmentazione dell'em-
brione di moscerino all’inizio del Capitolo, il processo
di modellamento & condotto da un iniziale gradiente di
espressione che viene ulteriormente suddiviso nel tem-
po in regioni sempre pit1 sottili. La spinta verso la diver-
sificazione e la specializzazione sembra essere fondamen-
tale per la biologia a tutti i livelli, dalle cellule ai tessuti,

Figura 258 - - oo
8ura 2.28 Due fattori di trascrizione critici per la specificazione delle

:r?nnctigz l:igotnali nella corteccia sono pax6 e emx2. Emx2 & espresso
el CI!T‘ e nella corteccia cgrebrale posteriore e poi, gradualmente,
Bl i reespres_':,none verso il polo rostrale cpmcale,' pax6 ha un mo-
S 2P_ ssione complemepta(e. La perdita del gene Pax6 o de_zl

X2 incide sul modello di sviluppo cerebrale corticale. Nell'ani-

mal i = ] - :
€ selvatico non modificato (wild-type, wt) la corteccia motoria (M)

si trova principalmente nella corteccia rostrale, e le altre aree sensoriali
per la sensazione somatica (S), la sensazione uditiva (A) e la percezio-
ne visiva (V), sono localizzate rispettivamente nella corteccia media e
posteriore. In topi privi di emx2 il modello si sposta caudalmente e un'area
maggiore viene occupata dalla corteccia motoria; al contrario, nei topi
privi di pax6 la corteccia visiva & espansa e la corteccia motoria & note-
volmente ridotta. (Modificato da Muzio e Mallamaci, 2003)
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Figura 2.29 Fgf8 modella la corteccia cerebrale. A. Fgf8 & espresso
nel polo anteriore del telencefalo in sviluppo, mentre i prodotti dei geni
BMP e wnt sono espressi nel polo posteriore. Grove e colleghi hanno
fatto esprimere Fgf8 in diverse posizioni nella corteccia in sviluppo. B.
Nel topo normale, i campi a barili della mappa somatosensoriale (in
giallo) si trovano vicino al centro della corteccia cerebrale, mentre Fgf8
(in rosso) viene espresso anteriormente e BMP (in blu) & espresso po-
steriormente. C. Aumentando la quantita di Fgf8 (in rosso) nel polo an-

agli organismi e alle comunita biologiche, e la corteccia
cerebrale, presumibilmente alla base del successo uma-
no, non fa eccezione.

]

La comprensione di come venga istituito lo schema di
base del sistema nervoso & stata posta su solide basi mo-
lecolari nell’ultimo decennio. Uno dei principi fonda-
mentali che emerge da questo lavoro & che gradienti di
concentrazione di molecole diffusibili che si antagoniz-
zano fra loro sono coinvolte criticamente nella creazione
di questi schemi. Queste molecole segnale diffusibili agi-
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D
+Fgf8 caudalmente

Fgf8 ectopico

teriore si ottiene uno spostamento in senso caudale nelle regioni cor-
ticali, compresa la mappa somatosensoriale. D. Porre una sfera di Fgf8
nella corteccia caudale causa la formazione di un duplicato, un'imma-
gine speculare della mappa somatosensoriale. E. Micrografia di un du-
plicato della mappa somatosensoriale dopo I'aggiunta di Fgf8 ectopico.
Wp1 & la mappa originale, Wp2 rappresenta la nuova mappa. (Modifi-
cato da Grove e Fukuchi-Shimogori, 2003)

scono limitando I'espressione di specifici fattori di tra-
scrizione, che vanno a regolare I'espressione di geni tar-
get a valle, specifici per I'identita regionale di parte del si-
stema nervoso. Una classe di fattori di trascrizione parti-
colarmente ben conservata, codificate dai geni Hox, & im-
portante per stabilire e mantenere 'identiti regionale del-
le cellule e dei tessuti lungo I'asse antero-posteriore dei
vertebrati in tutto il cervello posteriore e, probabilmen-
te, anche nel midollo spinale. Questo quadro concettua-
le vale per i vertebrati e per gli invertebrati, e anzi, mol-
ti sistemi molecolari per la generazione di specifiche pa-
ti del sistema nervoso sono stati altamente conservati at-
traverso i milioni di anni di evoluzione e di notevole di-
versificazione morfologica degli animali.
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