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Genesi e migrazione

I cervello umano & costituito da circa 100 miliardi di
neuroni e di un numero ancora maggiore di cellule glia-
li. Le fonti di tutti questi neuroni e cellule gliali sono le
cellule del tubo neurale, descritto nei capitoli preceden-
ti. La neurogenesi e la gliogenesi, ossia la generazione di
neuroni e glia durante lo sviluppo, vengono collettiva-
mente chiamate anche istogenesi. Una volta che i neu-
roni e la glia sono generati, a partire dai progenitori du-
rante lo sviluppo, quasi sempre migrano oltre una certa
distanza dal loro punto di origine verso la posizione fi-
nale. Questo Capitolo descrive i principi cellulari e mo-
lecolari con cui sono generati neuroni e glia in numero
appropriato a partire da precursori neurali, e fornisce una
panoramica di alcuni dei complessi processi di migrazio-
ne cellulari coinvolti nella costruzione del cervello. Il nu-
mero di cellule generate nel sistema nervoso in sviluppo
¢ probabilmente regolato a diversi livelli. In alcuni casi,
la produzione di neuroni o cellule gliali pud essere rego-
lato da un limite intrinseco nel numero di divisioni cel-
lulari progenitrici. Il livello di proliferazione e infine il
numero di cellule generate pud anche essere controllato
da segnali extracellulari, in qualita di mitogeni, promuo-
vendo le cellule progenitrici a rientrare nel ciclo cellula-
re, o in alternativa come inibitori mitotici, che induco-
no le cellule progenitrici a uscire dal ciclo cellulare. Tut-
tavia, come vedremo nel Capitolo 7, il numero di neu-
roni e di cellule gliali nel sistema nervoso maturo & fun-
zione non solo della proliferazione cellulare, ma anche
della morte cellulare.

Come abbiamo visto nel Capitolo 1, il sistema ner-
voso del C. elegans (cosi come il resto dell’animale) deri-
va da‘ uno schema altamente stereotipato di divisioni cel-
lulari, Pertanto, in questi animali, la discendenza delle
Cellu.le predice direttamente i loro numeri. La regolazio-
ne dl.queste divisioni cellulari sembra dipendere meno
o a‘:,\llfilet;reaZiqni con le c.ellulf.: circostanti rispetto a quan-
L diné’l v;_rtebrau. I discendenti delle .cellul‘e pro-
B - elegans prcvedong anche quali partlcolaFl

ni vengono generati da un precursore speci-

fico, e sembra che le informazioni per definire un dato
tipo di cellula risiedano principalmente in fattori deri-
vanti direttamente dai precursori. Lo stesso vale per i neu-
roblasti che producono il sistema nervoso centrale della
Drosophila: la produzione di neuroni dai neuroblasti & al-
tamente stereotipata. I neuroblasti del SNC degli insetti
delaminano, in ondate successive, dalla regione neuroge-
nica dell’ectoderma ventro-laterale (vedi Cap. 1). Nella
Drosophila delaminano circa 25 neuroblasti per ogni seg-
mento e sono organizzati in quattro colonne e sei righe
(Doe e Smouse, 1990). Una volta che i neuroblasti segre-
gano dall’ectoderma, subiscono varie divisioni asimme-
triche, dando luogo a circa cinque cellule madri ganglia-
ri pitt piccole. Ogni cellula madre gangliare si divide poi
per generare una coppia di neuroni. Questi neuroni co-
stituiscono i gangli segmentali del cordone nervoso ven-
trale e sono un numero e un tipo di neuroni stereotipa-
to.

Nel vertebrato, la situazione diventa molto pili com-
plessa. Il tubo neurale della maggior parte dei vertebrati
& inizialmerite composto da un singolo strato. Appena la
neurogenesi avanza, le cellule progenitrici subiscono un
gran numero di divisioni cellulari per produrre un tubo
molto piti spesso. Una sezione di midollo spinale in svi-
luppo ¢ illustrata nella figura 3.1 A, mentre un esempio
di cellula progenitrice & illustrata schematicamente nel-
la figura 3.1 B e nel tubo neurale effettivo nella figura
3.1 G; la cellula progenitrice & marcata con una protei-
na fluorescente per visualizzare la cellula che si sviluppe-
ra attraverso una divisione cellulare. In questa fase di svi-
luppo, quasi tutte le cellule del tubo neurale sono simi-
li a quelle mostrate nella figura 3.1 B e C, con una for-
ma bipolare semplice. Esse estendono un processo a li-
vello del canale centrale del tubo neurale (denominato
superficie ventricolare perché & continuo con i ventrico-
li del cervello) e un altro processo a livello della superfi-
cie esterna del tubo neurale. Se in questa fase si guardas-
sero solamente i nuclei del tubo neurale, sembrerebbero
composti da molti strati di cellule, € in un primo mo-
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Figura 3.1 |l tubo neurale contiene i progenitori di tutti i neuroni e di
tutte le cellule gliali del cervello maturo e del midollo spinale. A. Questi
progenitori hanno una morfologia bipolare semplice. B. | nuclei delle cel-
lule progenitrici sono sottoposti a un movimento alterno “dentro-fuori”
mentre progrediscono attraverso il ciclo cellulare. Le cellule si spostano
allinterno del tubo neurale nella fase G2 del ciclo, passano attraverso la
fase M in corrispondenza della superficie interna (anche detta superficie

mento i primi neuroistologi pensarono che fosse cosi.
Tuttavia, nei primi anni del 900 si & scoperto che le cel-
lule del tubo neurale spostano i loro nuclei dall’interno
del tubo neurale verso I'esterno durante ogni ciclo cellu-
lare. Questo movimento pud essere osservato direttamen-
te utilizzando un filmato time-lapse (NAT: ripresa a fo-
togrammi intervallati e proiezione accelerata) delle cel-
lule marcate con proteine fluorescenti (fig. 3.1 C). Lo
spostamento nucleare continuo viene definito migrazio-
ne nucleare intercinetica. In questo processo, appena pri-
ma della mitosi, i nuclei si spostano verso I'interno del-
la cellula, nella superficie ventricolare, per dividersi poi
nelle due cellule figlie; in seguito i nuclei di queste cel-
lule figlie si allontanano dalla superficie durante la fase
S, ma, ovunque sono appena prima della mitosi succes-
siva, si spostano rapidamente verso la superficie ventri-
colare per completare la divisione (Norden ez al., 2009).
Nel midollo spinale di pollo in via di sviluppo, questo
processo pud richiedere un minimo di sei ore (fig. 3.1
C). Sebbene la funzione della migrazione nucleare inter-
cinetica sia sconosciuta, puo essere necessario per le cel-
lule progenitrici ricevere segnali specifici in diversi mo-
menti del ciclo cellulare. D’altra parte, Norden ez al.
(2009) proposero che la migrazione verso la superficie
ventricolare, prima della divisione mitotica, potesse es-
sere un passaggio critico, e che i nuclei si allontanassero
durante la fase S per consentire I'accesso ad altri nuclei

ventricolare) e poi escono di nuovo durante la fase S. C. Sequenza terr
porale di immagini che mostra un progenitore marcato con fluorescer
za nel midollo spinale dell'embrionale di pollo, il quale subisce una div
sione mitotica in poco pit di sei ore. La fase M dura solo circa 20 mint
ti, mentre la fase S pud durare molto piti a lungo. (A, Per gentile conce:
sione di Kathryn Tosney; B, C, modificato da Wilcock et al., 2007)

alla superficie ventricolare per le loro divisioni. Essi pa
ragonarono il processo a persone in un pub affollato, ch
si urtano muovendosi per la stanza per la maggior part
del tempo, ma poi tornano al bancone per un nuovo ri
fornimento.

Le cellule dell’area ventricolare sono i precursori de
neuroni e delle cellule gliali differenziate del sistema ner
voso centrale. Nella maggior parte delle altre zone de
tubo neurale in sviluppo, una volta che i neuroni e le cel
lule gliali vengono generati dalle cellule progenitrici, mi
grano dalla superficie ventricolare per continuare il lor
differenziamento altrove, e molto altro sara detto di que
sto processo. Diversi metodi sono stati sviluppati per mo
nitorare le cellule figlie dei progenitori una volta lasciat
P’area ventricolare. Uno dei modi migliori & quello di uti
lizzare un retrovirus che marca in modo permanente tut
te le cellule figlie (fig. 3.2). La tecnica di marcatura re
trovirale sfrutta il fatto che i retrovirus infetteranno e in
tegreranno con successo i loro geni in cellule che stann:
attravérsando il ciclo cellulare. Il genoma di questi viru
pud essere modificato per contenere geni che codificant
per proteine normalmente non presenti nel sistema net
voso, ma che possono essere facilmente rilevate con |
proteina fluorescente verde (Green Fluorescent Proteir
GFP). Una volta che il virus infetta una cellula e il geno
ma virale viene integrato nel DNA dell’ospite, i geni vi
rali sono ereditati in tutte le cellule figlie della cellula ori
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Figura 3.2 Analisi clonale delle cellule progenitrici nel tubo neurale di
i pollo. Le iniezioni di un retrovirus con un gene reporter sono fatte nel
& Fubo'neura[e dell'embrione di pollo. Dopo periodi di soprawivenza post-
! Iniezione brevi o lunghe, il midallo spinale viene sezionato e analizzato
; per la progenie marcata derivante dalle poche cellule progenitrici infet-
te. Nel caso illustrato, una singola cellula progenitrice & stata infettata a
questo livello del midollo spinale, ed ¢ stata necessaria una singola di-
visione cellulare per dare origine a due cellule figlie appena dopo un
glorno. Se I'embrione soprawive fino a un punto in cui il midollo spina-
!e & relativamente maturo, e i neuroni e le cellule gliali possono essere
identificate, allora le cellule marcate possono essere assegnate a speci-
fiche classi cellulari. Nel caso illustrato, la progenie della cellula infetta
comprende motoneuroni (MN), astrociti (A) e oligodendroiti (O). (Mo-
dificato da Leber et af, 1990)

ginariamente infetta. Un'altra caratteristica importante
di questa tecnica & che il virus & tipicamente modificato
!n modo da essere incapace di costruire piit virus nelle
cellule infette e di diffondere I'infezione ad altre cellule.
3 uesto significa che solo le cellule figlie dei progenitori
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ﬂzgmarjamente inﬁﬂz’ esprimcr;mnq i geni virali. Sc.: un
retrovirus contenente DNA che codifica per GFP viene
poi iniettato nel cervello in sviluppo e infetta alcune del-
le cellule progenitrici proliferanti, la progenie delle cel-
lule infette esprimera ancora il gene GFP.anche negli ani-
mali adulti. Questa tecnica ¢ stata utilizzata nel tubo neu-
rale in sviluppo, e la distribuzione dei cloni ¢ stata ana-
lizzata subito dopo le iniezioni e nel midollo spinale pit
maturo (fig. 3.2). Quando il tubo neurale ¢ stato analiz-
zato, un giorno dopo 'infezione retrovirale, una piccola .
parte dei progenitori esprimevano il gene reporter, e la
loro progenie era raggruppata insieme dal momento che
non aveva ancora avuto il tempo di migrare o differen-

ziare; tuttavia, se agli embrioni era permesso di svilup-

parsi in diversi giorni, per consentire al midollo spinale
di maturare, allora le cellule che esprimevano il gene re-
porter erano tipicamente pil disperse. Potrebbe venir di-
mostrato che queste cellule si sono sviluppate da un sin-
golo progenitore, per cui sono da considerarsi un “clo-
ne”, in modo da chiamare la tecnica “analisi clonale”. Nel
caso del midollo spinale di pollo, molti dei cloni conten-
gono sia i motoneuroni che le cellule gliali nella sostan-
za bianca. Nell'esempio illustrato in Figura 3.2, sia gli
astrociti che gli oligodendrociti sono derivati dalla stessa
cellula progenitrice che ha dato origine ai motoneuroni
(Leber ez al., 1990). Il metodo di analisi clonale quindi ~
non solo permette di monitorare le cellule durante la loro
migrazione verso altre regioni del sistema nervoso, ma di-
mostra anche che i progenitori possono dar origine ai
neuroni e a entrambi i tipi di macroglia presenti nel cer-
vello, gli astrociti e gli oligodendrociti. Come risultato,
questi progenitori sono a volte identificati come “proge-
nitori multipotenti”, o, a volte, come “cellule staminali
neurali”. (Noi preferiamo il primo termine, perché il ter-
mine “cellula staminale” implica una proprieta di auto-
rinnovamento che ¢ difficile da valutare. Rivedremo que-
sta questione alla fine del Capitolo durante la discussio-
ne della neurogenesi adulta.)

Per marcare la progenie dei progenitori, in aggiunta
al metodo retrovirale, esiste un metodo pili classico che
utilizza analoghi rilevabili del nucleotide, come la timi-
dina, per seguire tutte le cellule generate in una partico-
lare fase di sviluppo. Questo metodo ¢ chiamato “data-
zione della nascita con >H-timidina” Questa tecnica, in-

trodotta da Richard Sidman (1961), funziona come se-

gue: mentre le cellule progenitrici si stanno attivamen-
te dividendo, sintetizzano DNA e incorporano timidi-
na nel nuovo filamento. Se a un animale viene iniettata
una forma di timidina marcata isotopicamente (esem-
pio: *H-timidina), questa timidina viene incorporata nel
DNA delle cellule mitotiche. Durante la replicazione
I’H-timidina ¢ incorporata nel DNA come timidina or-
dinaria, visto che ¢ radioattiva pud essere tracciata con
una tecnica chiamata autoradiografia. Tipicamente & ese-
guita una singola iniezione di °H-timidina ed & quindi
disponibile solamente per poche ore. Le cellule proge-
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nitrici che erano nella fase S del ciclo cellulare al mo-
mento dell'iniezione saranno marcate con *H-timidina,
“tuttavia, se per molti giorni continuano a proliferare il
DNA marcato verra diluito nel tempo. Al contrario, quel-
le cellule che non entrano nel ciclo e diventano postmi-
totiche appena dopo la somministrazione di *H-timidi-
na rimangono pesantemente marcate con il nucleotide
radioattivo. Cosl, i neuroni postmitotici generati, 0 “nati”,

un giorno dopo liniezione di 3H-timidina, avranno i

fuclei pesantemente marcati mentre i neuroni generati
pitt tardi nello sviluppo saranno meno marcati. Le cel-
lule non marcate sono quelle che, prima dell'iniezione
di 3H-timidina, non sono entrate nel ciclo cellulare. Pitt
recentemente, la marcatura 3H-timidina & stata sostitui-
ta dalla bromo-deossiuridina (BrdU), poiché anche que-
sto analogo della timidina & incorporato dalle cellule in
fase S e pud essere rilevato facilmente usando un anti-
corpo e immunofluorescenza, piuttosto della pitt com-
plicata tecnica dell'autoradiografia.

La tecnica della datazione della nascita con *H-timi-
dina & stata ampiamente utilizzata per tenere traccia del-
la migrazione e della data di nascita delle diverse popo-
Jazioni neuronali e gliali del sistema nervoso. Questi stu-
di hanno rivelato che il processo di neurogenesi & molto
ben ordinato. In molte aree del cervello in via di svilup-
po ci sono gradienti spaziali e temporali di produzione
dei neuroni. In generale, vi sono sequenze ben conserva-
te ¢ ordinate di generazione di diversi tipi di neuroni e
glia. Per esempio, nella corteccia cerebrale, i neuroni sono
disposti in strati o lamine. Se i topi sono marcati con *H-
timidina nelle fasi successive del loro sviluppo (fig. 3.3
A) il gruppo marcato di neuroni neonati forma uno stra-
to pitt superficiale di quello precedente. Questo model-
lo “dall'interno all’esterno” (o “dentro-fuori”) della neu-
rogenesi si trova nella corteccia cerebrale di tutti i mam-
miferi, dai topi alle scimmie (fig. 3.3 B), presumibil-
mente anche nell’'uomo. Anche altre considerazioni pos-
sono essere derivate dal gran numero di studi di darta-
sione della nascita con timidina che sono stati effettua-
ti nelle varie regioni del SNC dei vertebrati. Come gia
notato in precedenza, in molte aree del SNC in via di
sviluppo ci sono diversi tipi di neuroni che originano in
un momento alquanto invariante. Spesso, l'intera po-
polazione di un tipo di neurone, come i motoneuroni
spinali, diventa postmitotica entro un periodo relativa-
mente breve di sviluppo. In generale, i neuroni grandi
vengono generati prima dei neuroni piccoli nella stessa
regione. Per esempio, le cellule piramidali diventano po-
stmitotiche prima delle cellule granulari dell'ippocam-
po, della corteccia cerebrale, e del bulbo olfattivo; nel
cervelletro, le cellule del Purkinje vengono generate pri-
ma delle cellule granulari (Jacobson, 1977). E interes-
sante notare che i modelli di generazione neuronale sono
inoltre coerenti con I'ipotesi che le parti filogenetica-
mente piti antiche del cervello si sviluppano prima del-
le strutture piti recentemente evolute.
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Figura 3.3 A. Studi di datazione della nasita dimastrano il modello “den:
tro-fuori” di istogenesi cerebrale corticale. In femmine di ratto gr§V|de
sono state fatte iniezioni di 3H-timidina a fasi successive di gestazione:
Dopo la nascita i ratti sono lasciati soprawivere fino alla maturita, € 8 qu&
sto punto i loro cervelli vengono trattati per rivelare le cellule marcate-

neuroni che sono diventati postmitotici al giorno embrionale 11 si trova
no principalmente nella sottopiastra (ora nella sostanza bianca SotFOCOTj
ticale), mentre i neuroni “nati" il giorno embrionale 13 sono trovati neg!
strati corticali profondi, ciog, Ve Vi, ei neuroni generati il giomo embrio:
nale 15 sono trovati in strati corticali pils superficial, vale a dire, IV el
Lo strato piti superficiale, lo strato |, contiene solo le rimanenzé d{i' neu:
roni della pre-piastra (non mostrato). (Modificato da Angevine € Sidman,
1961) B. | risultati similari della timidina datazione della nascita ottenut

- nella scimmia mostrano questo modello pis chiararmente rispetto al top¢

a causa del lungo periodo di gestazione.
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Limmagine della neurogenesi che ¢ emersa dagli stu-
di della datazione della nascita con timidina e dagli stu-
di di discendenza retrovirale ha portato a molte doman-
de sul processo: che cosa controlla il numero di neuro-
ni e cellule gliali prodotte dai progenitori? Come fa un
progenitore a “decidere” se fare un neurone o una cellu-
la gliale? Che cosa controlla la migrazione delle cellule
dall’area ventricolare verso la loro posizione finale nel
cervello? Le sezioni successive metteranno in luce cid che
& noto su questi argomenti.

Che cosa determina il numero delle cellule
prodotte dai progenitori?

Gli studi di datazione della nascita con timidina e gli stu-
di retrovirali di tracciamento della discendenza, descrit-
ti qui sopra, hanno condotto a una ricchezza di infor-
mazione circa le migrazioni e i tipi cellulari generati dai
progenitori; tuttavia, hanno anche fornito informazioni
su come il numero di cellule sia regolato durante lo svi-
luppo. Per esempio, con il metodo della timidina, & pos-
sibile determinare la lunghezza del ciclo cellulare, ed &
stato dimostrato che la lunghezza complessiva del ciclo
aumenta progressivamente durante I'embriogenesi. Le
cellule progenitrici del cervello di pollo, per esempio, in

‘embrioni di 3 giorni hanno una durata complessiva del

ciclo cellulare di 8 ore, ma questo incrementa a 15 ore
in embrioni di 6 giorni. Un simile aumento della dura-
ta del ciclo cellulare si verifica nei mammiferi, le cellule
progenitrici corticali del ratto incrementano il tempo del
loro ciclo da 11 ore in embrioni di 12 giorni a 19 ore in
embrioni di 18 giorni. La seconda generalizzazione che
pud essere fatta & che 'aumento della durata del ciclo
cellulare & principalmente dovuta a un aumento della
durata della fase G1. Come raffigurato in figura 3.4, le
fasi G2 e M del ciclo cellulare cambiano poco passando
da embrioni di 10 giorni a embrioni di 19 nelle cellule
progenitrici della corteccia cerebrale del topo; tuttavia,
la fase G1 triplica quasi in lunghezza. Lallungamento
del periodo di G1 riflette probabilmente qualche pro-
cesso di regolamentazione che limita o rallenta il rientro
delle cellule progenitrici in fase S dalla fase G1, coeren-
temente con I'idea che un apporto limitante del fattore
di crescita controlla questo passaggio (vedi il paragrafo
successivo).

La_marcatura delle singole cellule progenitrici con un
Ietrovirus, a differenti stadi dello sviluppo cerebrale, ha
limostrato direttamente che il numero della progenie
generata dalle cellule dell’area ventricolare diminuisce
durante il periodo di neurogenesi. Per esempio, le infe-
o0 retrovirali nelle cellule progenitrici del cervello em-
l?floﬂalfl precoce conducono al risultato di un gran nu-
ero di cloni di cellule marcate, invece infezioni retro-
er!ah nelle cellule progenitrici del cervello di embrioni

tmo stadio da origine a cloni molti pii piccoli. Lesa-

3. Genesi e migrazione -

. G1
[ Sintesi
o AT A G2
Mitosi

Figura 3.4 La lunghezza complessiva del ciclo cellulare di un progeni-
tore aumenta durante 'embriogenesi. | cicli cellulari di cellule progeni-
trici della corteccia cerebrale del topo sono tracciati come cerchi di di-
mensioni crescenti da E10 a E17. Laumento della durata del ciclo cel-
lulare & dovuto a una crescita della durata della fase G1, che triplica di
lunghezza (evidenziato in rosso).

me del tasso di espansione globale del sistema nervoso
nel corso del tempo ha portato anche alla comprensione
del processo di neurogenesi. Nella corteccia cerebrale pre-
coce dell’embrione, per esempio, il numero di cellule rad-
doppia ogni giorno. Dal momento che ci vogliono circa
12 ore a una cellula progenitrice per generare due cellu-
le figlie, pit1 della meta della progenie deve continuare a
dividersi, vale a dire che molte delle divisioni cellulari de-
vono produrre due cellule figlie mitoticamente attive.
Durante questa prima “fase di espansione” delle cellule
progenitrici, la maggior parte delle divisioni cellulari.&
simmetrica, generando cosi due cellule progenitrici sup-
plementari (fig. 3.5). Come avanza lo sviluppo, e la du-
rara del ciclo cellulare diventa progressivamente piti lun-
ga, il numero di nuove cellule generate al giorno dimi-

‘nuisce. Un minor numero di divisioni cellulari sono sim-

metriche e producono due cellule progenitrici agli stadi
pit tardivi dello sviluppo, a differenza di cid che accade
nei primi stadi dell’'embriogenesi. Nelle fasi successive di
neurogenesi, invece, una maggiore proporzione di cellu-
le progenitrici si differenzia in neuroni e glia. Alla fine
della neurogenesi, quasi tutte le cellule escono dal ciclo
cellulare, e ne rimangono pochissime per generare nuo-
vi neuroni. Da questi risultati allora sembra che la rispo-
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Figura 3.5 Le fasi di neurogenesi. All'inizio dello sviluppo, le cellule
progenitrici (in verde) si dividono simmetricamente per produrre due
cellule progenitrici. Durante questa fase di espansione dell'istogenesi,
la popolazione progenitrice espande rapidamente. Nella fase centrale
dellistogenesi, le cellule progenitrici si dividono asimmetricamente per
produrre un altro progenitore & un neurone postmitotico (in rosso) (a
volte chiamato Q o frazione di uscita perché i neuroni non rientrano
nel ciclo mitotico). In questa fase neurogenica, la quantita dei progeni-
tori & stabile, e non in espansione. Tuttavia, i neuroni vengono prodot-
ti e quindi il numero totale di cellule aumenta. Alla fine dell'istogenesi,
i progenitori producono due cellule postmitotiche (sia neuroni che glia)
e le cellule progenitrici sono esaurite.

sta alla domanda di come il numero di cellule sia rego-
lato durante lo sviluppo del cervello possa essere divisi-
bile in due sotto-domande: (1) Quali fattori incidono
per il progressivo allungamento del ciclo cellulare duran-
te lo sviluppo? (2) Quali fatrori controllano il passaggio
dalla fase simmetrica di espansione delle divisioni cellu-
lari dei progenitori alla fase neurogenica asimmetrica del-
le divisioni? Come vedremo in seguito, la regolazione di
questi aspetti pud avere effetti profondi sul numero to-
tale di cellule prodotte dai progenitori.

Le risposte a queste domande sono arrivate in parte
dall'identificazione del meccanismo molecolare che ali-
menta il ciclo cellulare mitotico. Molti degli stessi mec-
canismi molecolari che controllano la proliferazione dei
progenitori nel sistema nervoso sono anche importanti
per il controllo della divisione cellulare in altri tessuti
(fig. 3.6). Attraverso I'analisi di mutazioni in cellule di
lievito, che interrompono il normale ciclo cellulare, sono
stati identificati un certo numero di componenti del mec-
canismo molecolare che controllano il ciclo cellulare.
Una sequenza complessa di interazioni proteiche con-
trolla e coordina il progresso di una cellula attraverso le
fasi di replicazione cellulare. Questo meccanismo mole-
colare & stato conservato nel corso di milioni di anni di
evoluzione dalle pilt semplici cellule eucariotiche, come
il lievito, ai pits complessi animali e piante. I componen-
ti chiave del processo di controllo del ciclo cellulare sono
chiamati cicline, un gruppo di proteine con forti varia-
zioni nel livello di espressione, il quale & correlato a fasi
specifiche del ciclo cellulare. Lassociazione delle cicline
con un’altra classe di proteine, chiamate chinasi ciclina-
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Figura 3.6 Meccanismi molecolari fondamentali del ciclo cellulare Mt
tofico. Le molecole che promuovono la proliferazione cellulare sono I
dicate in verde e quelle che inibiscono il ciclo cellulare sono mostratt
in rosso. L'ingresso di una cellula in fase S & uno del punti di controll
chiave per la mitosi. | complessi E2F1 e ciclina E/Cdk2 inducono lece
lule a entrare in fase S. Tuttavia, ci sono de “freni” allingresso della fas
S, la proteina Rb e gli inibitori delle chinasi ciclina dipendentl corm
p27¥P. | fattori mitogeni che stimolano le cellule a entrare nel qdo ce
lulare, come EGF e FGF, stimolano I'espressione o la stabilizzazione %
la ciclina D, che inibisce poi i “freni” sul sistema e promuove |a fase
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dipendenti (CDK), provoca I'attivazione di tali chinasi
e la conseguente fosforilazione di substrati proteici, ne-
cessari per la progressione alla fase successiva del ciclo
cellulare. Differenti coppie ciclina/Cdk sono necessarie
nelle diverse fasi del ciclo cellulare. Per esempio, il legame
della ciclina B a Cdc2 forma un complesso attivo che
favorisce la progressione cellulare attraverso la fase M, men-
tre 'associazione della ciclina D a Cdk4 o Cdké regola
una fase critica nella progressione tra la fase G1 e la fase S.
Una delle fasi critiche nel controllo del ciclo cellula-
re & la transizione dalla fase G1 alla fase S, e come nota-
to in precedenza, la ciclina D ¢ un importante regolato-
re di questo stadio (fig. 3.6). La formazione del comples-
so ciclinaD/Cdké4 causa I'entrata delle cellule in fase S
mediante fosforilazione di una proteina chiamata retino-
blastoma o Rb. Questa fosforilazione provoca il rilascio
di un altro fattore di trascrizione da parte della proteina
Rb, E2F e la proteina E2F permette di attivare molti geni
che spingono la cellula in fase S. La proteina Rb ha rice-
vuto il suo nome da un tumore infantile della retina, il
retinoblastoma, in quanto i difetti nel suo gene causano
la proliferazione incontrollata del progenitore retinale.
Infatti, il gene Rb & stato il primo di una classe di geni
chiamati soppressori tumorali a essere identificato. I bam-
bini che ereditano una copia mutante del gene Rb svi-
luppano retinoblastoma quando il secondo allele di que-
sto gene & mutato in una cellula progenitrice nella reti-
na. E2F & quindi libero di attivare i geni che causano
I'avanzamento del progenitore attraverso il ciclo cellula-
re, senza avere intorno Rb attivo che interrompe il pro-
cesso. Cosl, la regolazione della proliferazione del proge-
nitore & critica sia per la formazione di una retina nor-
male sia per prevenire la proliferazione cellulare incon-
trollata che porta al cancro. Inoltre ci sono proteine che
inibiscono il ciclo cellulare. Due di queste, p27'% e p21,
sono anche espresse nel sistema nervoso, e sono espresse
nel ciclo mitotico finale di un progenitore, facendolo
uscire dal ciclo cellulare e facendolo differenziare in neu-
roni e cellule gliali. I prodotti dei geni p27%% e p21 sono
pertanto chiamati CdkI (ossia inibitori delle CDK).
Caviness e colleghi (Caviness ¢t 4l., 2003) hanno svi-
luppato modelli quantitativi per studiare il ruolo che i re-
golatori del ciclo cellulare possono avere nel controllare il
numero di cellule durante la neurogenesi della corteccia
cerebrale. Essi hanno scoperto che p27XP gioca un ruolo
chla.ve in questo processo. Il prodotto totale originato dal-
le divisioni mitotiche dei progenitori corticali puo essere
espresso come P (o frazione progenitrice) + Q (da quit,
fazione di uscita). La frazione Q & composta da neuroni
Postmitotici, e cosi le cellule figlie, derivate dalle divisio-
ni dej progenitori, che scelgono un destino neuronale,
fon contribuiscono pit alla produzione di neuroni ag-
gtuntivi. Nella corteccia cerebrale precoce dell’embrione,
2 percentuale sul totale della frazione Q ¢ relativamente
PfC_cola,'mentre le cellule della frazione P continuano a
Widersi ¢ a produrre altre cellule. Turtavia, appena pro-
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cede lo sviluppo, la percentuale di cellule nella frazione
Q aumenta e il tasso di crescita complessivo della cortec-
cia diminuisce. Se p27"P viene sperimentalmente ridot-
to, creando un topo knock-out per il gene, una minore
percentuale di cellule entra nella frazione Q, e la cortec-
cia che ne risulta & notevolmente pil spessa (fig. 3.7).
D’altra parte, 'esperimento inverso di sovraespressione di
p27"%P porta ad una maggiore percentuale di cellule nel-
la frazione Q, e una corteccia marcatamente piu sottile.
Pertanto, il livello di p27"%, un CdkI, modula la proba-
bilita che una cellula entri nella frazione Q. Poiché diver-
si strati corticali vengono generati in momenti diversi du-
rante lo sviluppo (ved: sotto), il livello di espressione di
p27"% riguarda anche il numero relativo di cellule corti-
cali nei vari strati.
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Figura 3.7 La crescita della corteccia cerebrale e i regolatori del ciclo
cellulare. A. Il numero totale di neuroni prodotti nella corteccia cerebra-
le & funzione del numero di divisioni cellulari dei progenitori che pro-
ducono pitl progenitori (P) e del numero di divisioni che producono
neuroni (la frazione Q o di uscita). Il modello matematico di questo pro-
cesso mostra che una frazione Q leggermente inferiore produce un au-
mento del numero di neuroni nella corteccia (in verde), mentre una
frazione Q maggiore esaurisce la quantita dei progenitori piti precoci
nello sviluppo e il risultato & un minor numero totale di cellule (in ros-
s0). B. Spessore corticale effettivo di topi in cui & stato geneticamente
soppresso (KO) p27¢7, il risultato & una frazione Q inferiore e un cer-
vello pit grande. Per contro, se nei topi la frazione Q viene aumentata
sperimentalmente, la corteccia risulta marcatamente pit sottile. (Modi-
ficato da Caviness et al., 2003)
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Figura 3.5 Le fasi di neurogenesi. All'inizio dello sviluppo, le cellule
progenitrici (in verde) si dividono simmetricamente per produrre due
cellule progenitrici. Durante guesta fase di espansione dell'istogenesi,
la popolazione progenitrice espande rapidamente. Nella fase centrale
dellistogenesi, le cellule progenitridi si dividono asimmetricamente per
produrre un altro progenitore € un neurone postmitotico (in rosso) (a
volte chiamato Q o frazione di uscita perché i neuroni non rientrano
nel ciclo mitotico). In questa fase neurogenica, la quantita dei progeni-
tori & stabile, e non in espansione. Tuttavia, i neuroni vengono prodot-
ti e quindi il numero totale di cellule aumenta. Alla fine dellistogenesi,
i progenitori producono due cellule postmitotiche (sia neuroni che glia)
e le cellule progenitrici sono esaurite.

sta alla domanda di come il numero di cellule sia rego-
lato durante lo sviluppo del cervello possa essere divisi-
bile in due sotto-domande: (1) Quali fatrori incidono
per il progressivo allungamento del ciclo cellulare duran-
te lo sviluppo? (2) Quali fattori controllano il passaggio
dalla fase simmetrica di espansione delle divisioni cellu-
lari dei progenitori alla fase neurogenica asimmetrica del-
le divisioni? Come vedremo in seguito, la regolazione di
questi aspetti pud avere effetti profondi sul numero to-
tale di cellule prodotte dai progenitori.

Le risposte a queste domande sono arrivate in parte
dall’identificazione del meccanismo molecolare che ali-
menta il ciclo cellulare mitotico. Mol degli stessi mec-
canismi molecolari che controllano la proliferazione dei
progenitori nel sisterna nervoso sono anche importanti
per il controllo della divisione cellulare in altri tessuti
(fig. 3.6). Attraverso Panalisi di mutazioni in cellule di
lievito, che interrompono il normale ciclo cellulare, sono
stati identificati un certo numero di componenti del mec-
canismo molecolare che controllano il ciclo cellulare.
Una sequenza complessa di interazioni proteiche con-
trolla e coordina il progresso di una cellula attraverso le
fasi di replicazione cellulare. Questo meccanismo mole-
colare & stato conservato nel corso di milioni di anni di
evoluzione dalle pitr semplici cellule eucariotiche, come
il lievito, ai pitt complessi animali e piante. I componen-
ti chiave del processo di controllo del ciclo cellulare sono
chiamati cicline, un gruppo di proteine con forti varia-
zioni nel livello di espressione, il quale & correlato a fasi
specifiche del ciclo cellulare. Lassociazione delle cicline
con ur’altra classe di proteine, chiamate chinasi ciclina-
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Figura 3.6 Meccanismi molecolari fondamentali del ciclo cellulare
tofico. Le molecole che promuovono la proliferazione cellulare sond
dicate in verde e quelle che inibiscono il ciclo cellulare sono most!
in rosso. Lingresso di una cellula in fase S & uno dei punti di contf
chiave per la mitosi. | complessi E2F1 e ciclina E/Cdk2 inducono le
lule a entrare in fase . Tuttavia, ci sono dei “freni” allingresso della

S, la proteina Rb e gli inibitori delle chinasi ciclina dipendenti, <
p27¥P. | fattori mitogeni che stimolano le cellule a entrare nel ciclo
lulare, come EGF e FGF, stimolano !'espressione o |a stabilizzazion€
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dipendenti (CDK), provoca l'attivazione di tali chinasi
e la conseguente fosforilazione di substrati proteici, ne-
cessari per,la progressione alla fase successiva del ciclo
cellulare. Differenti coppie ciclina/Cdk sono necessarie
nelle diverse fasi del ciclo cellulare. Per esempio, il legame
della ciclina B a Cdc2 forma un complesso attivo che
favorisce la progressione cellulare attraverso la fase M, men-
tre l'associazione della ciclina D a Cdk4 o Cdké regola
una fase critica nella progressione tra la fase G1 e la fase S.
Una delle fasi critiche nel controllo del ciclo cellula-
re & la transizione dalla fase G1 alla fase S, e come nota-
to in precedenza, la ciclina D & un importante regolato-
re di questo stadio (fig. 3.6). La formazione del comples-
so ciclinaD/Cdk4 causa 'entrata delle cellule in fase S
mediante fosforilazione di una proteina chiamata retino-
blastoma o Rb. Questa fosforilazione provoca il rilascio
di un altro fattore di trascrizione da parte della proteina
Rb, E2E e la proteina E2F permette di attivare molti geni
che spingono la cellula in fase S. La proteina Rb ha rice-
vuto il suo nome da un tumore infantile della retina, il
retinoblastoma, in quanto i difetti nel suo gene causano
la proliferazione incontrollata del progenitore retinale.
Infatti, il gene Rb & stato il primo di una classe di geni
chiamati soppressori tumorali a essere identificato. I bam-
bini che ereditano una copia mutante del gene R5 svi-
luppano retinoblastoma quando il secondo allele di que-
sto gene & mutato in una cellula progenitrice nella reti-
na. E2F & quindi libero di attivare i geni che causano
I'avanzamento del progenitore attraverso il ciclo cellula-
re, senza avere intorno Rb attivo che interrompe il pro-
cesso. Cosl, la regolazione della proliferazione del proge-
nitore & critica sia per la formazione di una retina nor-
male sia per prevenire la proliferazione cellulare incon-
trollata che porta al cancro. Inoltre ci sono proteine che
inibiscono il ciclo cellulare. Due di queste, p27<P e p21,
sono anche espresse nel sistema nervoso, € sono espresse
nel ciclo mitotico finale di un progenitore, facendolo
uscire dal ciclo cellulare e facendolo differenziare in neu-
roni e cellule gliali. I prodotti dei geni p27*% ¢ p21 sono
pertanto chiamati CdkI (ossia inibitori delle CDK).
Caviness e colleghi (Caviness ez a/., 2003) hanno svi-
luppato modelli quantitativi per studiare il ruolo che i re-
golatori del ciclo cellulare possono avere nel controllare il
numero di cellule durante la neurogenesi della corteccia
cerebrale. Essi hanno scoperto che p27%%P gioca un ruolo
chiave in questo processo. Il prodotto totale originato dal-
le divisioni mitotiche dei progenitori corticali pud essere
espresso come P (o frazione progenitrice) + Q (da guit,
frazione di uscita). La frazione Q & composta da neuroni
P?Stll}itotici, e cosi le cellule figlie, derivate dalle divisio-
ni dej progenitori, che scelgono un destino neuronale,
hon contribuiscono pit alla produzione di neuroni ag-
gluntivi. Nella corteccia cerebrale precoce dell’embrione,
2 percentuale sul totale della frazione Q & relativamente
ng‘C()la,.mentre le cellule della frazione P continuano a
Widersi ¢ a produrre altre cellule. Tuttavia, appena pro-
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cede lo sviluppo, la percentuale di cellule nella frazione
Q aumenta e il tasso di crescita complessivo della cortec-
cia diminuisce. Se p27" viene sperimentalmente ridot-
to, creando un topo knock-out per il gene, una minore
percentuale di cellule entra nella frazione Q, € la cortec-
cia che ne risulta & notevolmente pit spessa (fig. 3.7).
D’altra parte, l'esperimento inverso di sovraespressione di
p27"P porta ad una maggiore percentuale di cellule nel-
la frazione Q, e una corteccia marcatamente pilt sottile.
Pertanto, il livello di p27kjf’, un Cdkl, modula la proba-
bilita che una cellula entri nella frazione Q. Poiché diver-
si strati corticali vengono generati in momenti diversi du-
rante lo sviluppo (vedi sotto), il livello di espressione di
p27%® riguarda anche il numero relativo di cellule corti-
cali nei vari strati.
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Figura 3.7 La crescita della corteccia cerebrale e i regolatori del ciclo
cellulare. A. Il numero totale di neuroni prodotti nella corteccia cerebra-
le & funzione del numero di divisioni cellulari dei progenitori che pro-
ducono pitl progenitori (P) e del numero di divisioni che producono
neuroni (la frazione Q o di uscita). Il modello matematico di questo pro-
cesso mostra che una frazione Q leggermente inferiore produce un au-
mento del numero di neuroni nella corteccia (in verde), mentre una
frazione Q maggiore esaurisce la quantita dei progenitori pit precoci
nello sviluppo e il risultato & un minor numero totale di cellule (in ros-
s0). B. Spessore corticale effettivo di topi in cui & stato geneticamente
soppresso (KO) p27¢P, il risultato & una frazione Q inferiore e un cer-
vello pits grande. Per contro, se nei topi la frazione Q viene aumentata
sperimentalmente, la corteccia risulta marcatamente pit sottile. (Modi-
ficato da Caviness et al., 2003)
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Gli studi sulle cicline e sui loro regolatori hanno, in
parte, effettivamente risposto alla domanda con cui ab-
biamo iniziato questo sezione; tuttavia, abbiamo in real-
ta solo spinto la questione un passo indietro, e voi vi po-
treste chiedere: “che cosa regola le cicline?” Ancora una
volta i progenitori utilizzano molti degli stessi fattori re-
golatori di altri tessuti del corpo. In molti tessuti del cor-
po, infatti, i fattori di segnalazione secreti sono stati iden-
tificati come stimolatori o inibitori della proliferazione
delle cellule mitoticamente attive attraverso il ciclo cel-
lulare. I segnali che stimolano la proliferazione delle cel-
lule mitotiche sono chiamati fattori di crescita o mitoge-
ni e sono stati denominati dal tipo di tessuto o di cellu-
la in cui sono stati trovati avere capaciti mitogene. Per
esemplio, il fattore di crescita dei fibroblasti (Fibroblast
Growth Factor, FGF) ¢ stato il primo ad essere individua-
to per promuovere la proliferazione dei fibroblasti nelle
colture cellulari, mentre il fattore di crescita dell’epider-
mide (Epidermal Growth Factor, EGF) ¢ stato scoperto
come agente mitogeno per le cellule epidermiche in vi-
tro. Questi fattori di crescita agiscono pili comunemen-
te per controllare la progressione del ciclo cellulare dal-
la fase G1 alla fase S, in parte controllando il livello di
espressione di proteine regolatorie del ciclo cellulare come
la ciclina D1. Una possibile spiegazione del graduale al-
lungamento della fase G1 del ciclo cellulare, nelle cellu-
le progenitrici in stadi successivi di sviluppo (sopra), &
data dalla aumentata dipendenza da questi fattori di cre-
scita mitogeni per la progressione dei cicli cellulari via
via che lo sviluppo avanza. I fattori che hanno dimostra-
to di agire come mitogeni per le cellule progenitrici del
SNC dei vertebrati sono principalmente quei peptidi che
agiscono su recettori tirosin chinasi, tra cui i fattori di
crescita FGE, TGF-a, EGE e gli insulino-simili. Tutta-
via, esistono molt altri tipi di molecole segnale che agi-
scono sulle cellule progenitrici nel sistema nervoso e che
giocano un ruolo anche nella loro proliferazione. La pro-
teina Sonic hedgehog e i membri della famiglia di pro-
teine Wnt sono esempi di molecole che sono coinvolte
nel modellamento del sistema nervoso (vedi Cap. 2), ma
che sono anche critiche per la regolazione della prolife-
razione delle cellule progenitrici negli stadi successivi di
sviluppo cerebrale. Le cellule progenitrici esprimono i
recettori per i vari fattori mitogeni e, a seconda della loro
localizzazione e dello loro stadio di sviluppo, sono pi
sensibili a un mitogeno rispetto a un altro. I fattori mi-
togeni come EGF e FGF stimolano la divisione cellula-
re mediante la sovra regolazione delle cicline della fase S
(fig. 3.7), come la ciclina D. D’altro canto, vi sono an-
che molecole segnale che agiscono come “segnali di stop”
per la proliferazione, come TGF-B. Queste agiscono at-
traverso i recettori di superficie che sovraregolano I'espres-
sione degli inibitori del ciclo cellulare, come p27*?. I
progenitori devono integrare questi segnali per determi-
nare se avanzare, o meno, nella successiva fase S e in que-
sto modo i segnali extracellulari sono collegati con I'in-
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trinseca macchina di regolazione del ciclo cellulare per
avere il numero corretto di cellule in ciascuna regione del
cervello.

In questa sezione abbiamo visto che la regolazione del
numero di neuroni e di cellule gliali nel cervello in via di
sviluppo & influenzata da fattori che provocano il gradua-
e allungamento del ciclo cellulare durante lo sviluppo e
da fattori che controllano il passaggio dalla “fase simme-
trica di espansione” delle divisioni cellulari dei progeni-
tori alle divisioni asimmetriche neurogene. In realta, vi &
qualche evidenza che i due processi possano essere inti-
mamente connessi; Calegari et l. (2005) hanno propo-
sto che man mano la lunghezza del ciclo cellulare diven-
ta progressivamente maggiore nel periodo di neurogene-
si, questo induca i progenitori a passare dalla generazio-
ne di progenitori aggiuntivi alla produzione di neuroni,
sebbene i meccanismi di questo passaggio non siano an-
cora noti. -

Nella prossima sezione, discuteremo i meccanismi
che controllano la decisione del progenitore di produr-
re neuroni, cellule gliali o entrambi. Questo processo
sembra anche essere legato alla fase di sviluppo della cel-
lula.

La generazione di neuroni e di cellule gliali

Studi retrovirali della progenie hanno dimostrato che, in
molte regioni del sistema nervoso, neuroni, gli astrociti
e gli oligodendrociti possono derivare da una singola cel-
lula progenitrice infetta. In aggiunta, questi studi hanno
dimostrato che il rapporto tra i diversi tipi di cellule pro-
dotte da un progenitore & abbastanza variabile. Un pro-
genitore multipotente potrebbe produrre solo pochi neu-
roni, ma molti astrociti, mentre un secondo potrebbe ge-
nerare la maggior parte dei neuroni. Pertanto, le cellule
discendenti dai progenitori multipotenti sono considera-
te “indeterminanti” nel SNC dei vertebrati. All'inizio del-
lo sviluppo, la maggior parte dei progenitori sono multi-
potenti, ma in alcune regioni del cervello, ci sono proge-
nitori dedicati che producono solo i neuroni o solo le cel-
Jule gliali. Cosa controlla il relativo numero di questi di-
versi tipi di cellule generate a partire da progenitori mul-
tipotenti? Che cosa distingue i progenitori multipotenti
dai progenitori dedicati? Monitorando la potenza delle
singole cellule progenitrici in vitro @ stata fatta luce su
questi argomenti. La figura 3.8 mostra la progenie di quat-
tro differenti cellule progenitrici che sono state isolate dal
cervello in via di sviluppo, e poi mantenute in coltura tis-
sutale per diversi giorni; le divisioni cellulari di ciascuna
delle cellule progenitrici sono state osservate direttamen-
te, e i tipi di cellule da loro generate sono state conferma-
te alla fine del periodo di coltura, marcando ciascun tipo
di cellula con un anticorpo che riconosce univocamente
ogni tipo di cellula (fig. 3.8 A). Il diagramma della pro-

genie (fig. 3.8 B) mostra che ciascuna delle cellule proge”
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rigura 3.8 La proliferazione delle cellule progenitrici neurali puo esse-
re studiata in vitro. A. Cellule progenitrici del SNC in sviluppo possono
essere studiate in coltura cellulare dalla loro dissociazione in singole cel-
Ilule, diluendole a pache cellule in ciascun pozzetto di una piastra di col-
tura tissutale, e quindi valutando il loro aumento numerico quotidiana-
mente. B. Queste micrografie, prese giomalmente, documentano la pro-

nitrici produce un diverso numero di neuroni e glia, e
quindi che le cellule discendenti sono indeterminanti in
vitro come lo sono in vivo. Si pud anche vedere dalla fi-
gura che all’inizio del periodo di osservazione due dei
quattro progenitori, che sono stati seguiti a lungo, pro-
ducevano neuroni, astrociti, e oligodendrociti, mentre
uno solo generava oligodendrociti, e uno produceva sia
neuroni sia oligodendrociti. Guardando piit da vicino, a
volte due diversi tipi di cellule sono state prodotte dall'ul-
tima divisione cellulare, anche se pitt comunemente, le
cellule progenitrici multipotenti producono prima cellu-
le progenitrici bipotenti e poi unipotenti. Per esempio, la
cellula numero due & tripotente all'inizio, ma dopo una
generazione produce due cellule progenitrici bipotenti,
una delle quali genera neuroni e oligodendrociti e I'altra
origina neuroni ed astrociti. Questi dati suggeriscono che
il potenziale di cellule progenitrici diventa progressiva-
mente limitato nel tempo e che le cellule progenitrici uni-
potenti sono derivate da progenitori multipotenti.
~ Chi controlla la progressiva restrizione del potenzia-
le. delle cellule progenitrici? Studi di colture cellulari in-
d‘lcano che entrambi i fattori extracellulari di segnala-
zione, come quelli che controllano la proliferazione cel-
lulare del progenitore e i processi intrinseci dentro le cel-
lule, giocano ruoli importanti nel regolare il potenziale
delle ce}lule progenitrici, sia che esse conducano a una
Progenie neuronale sia che conducano a quella gliale.
Nello.studio di colture cellulari, si possono aggiungere
fatt(_m definiti e si possono saggiare gli effetti della pro-
uzione di neuroni e glia a partire dalle cellule progeni-
Zrilc'l. QUCSti'tip’i di studi ha.nno copdgtto ac% alcuni prin-
Pt generali. Laggiunta di fattori di crescita dei fibro-

Cellula ! Cellula
3 4

liferazione dei progenitori. La mareatura della coltura con anticorpi con-
tro la proteina cellulare specifica mostra che molte delle nuove cellule
si sono sviluppate in neuroni, mentre altre esprimono marcatori antige-
nici sia degli oligodendrociti sia degli astrociti. (A, B, Modificate da Ra-
vin et al., 2008)

blasti (FGF) alla coltura di progenitori neurali consen-
te 'aumento del loro differenziamento in senso neuro-
nale. Per contro, quando le colture dei progenitori ven-
gono coltivate in presenza del fattore di crescita epider-
mico (EGF), del fattore neurotrofico ciliare (CNTEF), o
delle proteine morfogeniche dell’osso (Bone Morphoge-
netic Proteins, BMP), le cellule hanno pili probabilita di
svilupparsi come astrociti. Ancora altri fattori, come il
fattore di crescita derivato dalle piastrine (Platelet-De-
rived Growth Factor, PDGF), promuovono lo sviluppo
di oligodendroglia quando aggiunti a colture simili (Raff
et al., 1988). Questi percorsi sono riassunti in figura
3.9. Mentre ci sono molte eccezioni a queste generaliz-
zazioni, gli effetti del CNTF sullo sviluppo degli astro-
citi sono stati ben definiti (Bonni ez 4/., 1997; Rajan e
McKay, 1998). Lattivazione del recettore di CNTF por-
ta alla fosforilazione di STAT3, una molecola segnale a
valle. STAT3 attiva va direttamente nel nucleo, si lega
al promotore € attiva a sua volta GFAP e S100, geni glia-
li specifici. Questo fornisce una connessione trascrizio-
nale diretta tra la molecola segnale e un gene gliale spe-
cifico. BMP sinergizza con CNTF per dare una rispo-
sta anche pit1 robusta. I progenitori precoci sono relati-
vamente insensibili al segnale dii CNTF, e quindi poche
cellule gliali vengono prodotte precocemente nello svi-
luppo. Tuttavia, come avanza Pembriogenesi, le cellule
gliali cominciano a essere generate. Perché questi pro-
genitori tardivi incrementano la risposta al segnale glio-
genico di CNTF? La reattivita della cellula al segnale di
CNTF ¢ una proprieta intrinseca del progenitore che
cambia durante lo sviluppo. Nei progenitori precoci il
DNA del promotore di GFAP & metilato, in modo che
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Figura 3.9 Vari fattori mitogenici controllano la proliferazione dei diver-
si tipi di progenitori nel sisterna nervoso. Neurogenesi e gliogenesi sono
regolati da molti fattori di crescita, che sono riassunti nella figura. FGF2
e la Neurotrofina 3 promuovono le cellule progenitrici isolate dal cervel-
lo a svilupparsi principalmente come neuron, probabilmente attraverso
I'aumento di espressione di geni proneurali bHLH; i TF prodotti, come
NeuroD1, EGF e CNTF, causano il differenziamento delle cellule proge-
nitrici come astrociti, e almeno CNTF & conosciuto funzionare attraver-
<o I'attivazione del fattore di trascrizione STAT, che si lega al promotore
del gene specifico gliale, GFAP. BMP puo sinergizzare con CNTF per pro-
muovere lo sviluppo gliale, in parte attraverso il percorso STAT e in par-
te attraverso una inibizione diretta dei geni proneurali attraverso la via
Hes. l'attivazione di Notch guida 'espressione di un fattore di trascrizio-
ne astrocita specifico, NFIA, e al tempo stesso attiva anche il percorso
Hes per promuovere la gliogenesi e per inibire la neurogenesi.

STAT3 non si possa legare e non possa attivare l'espres-
sione di GEAP (Takizawa et al., 2001; Fan ez al., 2005).
Un simile blocco in accesso ¢ presente nei promotori di
altri geni gliali, e quindi, i progenitori precoci vengono
bloccati dal produrre astrociti. Questa interazione tra i
fattori di segnalazione, localizzati nell’ambiente dei pro-
genitori, e le proprieta intrinseche delle cellule, consen-
te al programma di sviluppo di rispondere alle cellule
circostanti.

Un altro importante percorso che regola la produzio-
ne di neuroni e glia & la via di Notch. Come abbiamo vi-
sto nei capitoli precedenti, la via di segnalazione di Notch
¢ dei fatrori di trascrizione proneurali sono importanti
nelle prime fasi di formazione del sistema nervoso. Que-
sti geni giocano anche un ruolo critico nel processo di
neurogenesi (Bertrand ez al., 2002). I componenti della
via Notch e i fattori di trascrizione proneurali sono espres-
si nei progenitori e nei neuroni in differenziamento. Le
cellule progenitrici esprimono diversi fattori di trascrizio-
ne proneurali, tra cui Mash1, la Neurogenina, e Oligl/2.
Questi fattori di trascrizione proneurali sono importan-
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i nel mantenimento dei progenitori attivando I'espre
sione dei ligandi di Notch, DII1/3 (Kageyama er al., 2008
I ligandi di Notch, a loro volta, attivano i recettori Notc
sulle cellule progenitrici, e attivano I'espressione dei ges
Hes, Hes1/5, e fattori correlati. I prodotti dei geni Hes,

* il recettore Notch stesso, sono necessari per il manten

mento dello stato progenitore nelle cellule. Il blocco d
recettore Notch, sia geneticamente sia con inibitori sp
cifici, porta al differenziamento prematuro di queste ce
lule in neuroni (Nelson ez 4l., 2007). La sovraespressi
ne di Notch attivato provoca il contrario: le cellule pr
genitrici non riescono a differenziare in neuroni, per ¢
o rimangono progenitori o diventano cellule gliali (ve
sotto). Se tutti i progenitori hanno livelli all'incirca ugu
li di Neurogenina, DIl, e Hesl, 'insieme di cellule pr
genitrici si mantiene; tuttavia, se una delle cellule figl
derivante da una divisione mitotica, esprime un livel
superiore di Neurogénina rispetto agli altri, esprimera a
che pit DI; questo attivera Notch nella cellula proges
trice sorella a un livello superiore, e ridurra il suo live.
di DII, lasciando la cellula con pits Neurogenina libera
differenziare come un neurone. Anche la presenza diu
piccola variazione tra le due cellule figlie nella loro espr
sione di Neurogenina, del suo repressore, di Hes1, 0 d
Pattivica del recettore Notch, comporta 'amplificazio
della diversiti a causa di questa retroazione (feedback)
le due cellule. In questo modo, la decisione di una cel
la di diventare neurone e delle cellule circostanti di rin
nere progenitori ¢ simile alla decisione presa, durante
sviluppo, dalla Drosophila in cui una cellula del grup
proneurale diventa neuroblasto mentre le cellule circ
stanti rimangono cellule epidermiche (fig. 3.10).
In aggiunta al meccanismo di retroazione di base
e cellule create dalla via Notch, il gruppo di Kageyai
ha scoperto che la proteina Hes! reprime la sua trasc
zione, e questo porta a una semplice retroazione chec
a sua volra l'oscillazione dei livelli di proteina ogni
ore all'interno di ogni cellula progenitrice (Shimojo ez
2008). Questa oscillazione di Hes1 all'interno di cias
na cellula progenitrice provoca una oscillazione contrz
di Neurogenina e di DIl in ciascuna cellula. Quando ¢
progenitori, ciascuno con un proprio cit
Hes1/Neurogenina, vengono portati a contatto, dovr
bero effettuare il ciclo in fase opposta 'uno all’altro. T
seconda oscillazione nell’espressione dell’attivita della
Notch nella cellula progenitrice si verifica anche nel ci
cellulare mitotico. I livelli di Hes1 sono pitr alti quar
Ja cellula & in fase S e pitt bassi quando le cellule entr:
in fase G1 e M del ciclo cellulare (vicino alla superf
ventricolare). Linibizione del segnale di Notch dura
la fase M sembra essere dovuto al rilascio di ACBD3
Golgi, l'inibitore della via Notch quando la cellula st
vide (Zhou et al., 2007). Come sono le oscillazion
Hes1 e del segnale di Notch in relazione alla neuroge
si? Sebbene i meccanismi molecolari alla base delle o¢
lazioni nel segnale di Notch siano noti, non & chiar
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wra 5.10 | geni proneurali e la via Notch regolano la neurogenesi.
A. Come descritto nel Capitolo 1, i geni proneurali sono importanti nel-
la separazione iniziale del tessuto nervoso dall'epidermide sia nella Dro-
sophila sia nei vertebrati e nella funzione attraverso un meccanismo di
retroazione (feedback) intercellulare per amplificare piccole differenze
tra le cellule. Fattori di trascrizione proneurali inducono I'espressione di

questi siano fondamentali per il processo di neurogenesi.
La via di Notch & essenziale anche per la regolazione
della gliogenesi. La sovraespressione di attivatori di que-
sta via nei progenitori (per esempio, Hes1, Hes5 o for-
me attive del recettore Notch; Vetter e Moore, 2001) pud
mantenere le cellule nello stato progenitore o, in alcuni
qasi, indurre le cellule a diventare glia, soprattutto astro-
citi. Dal momento che gli astrociti gliali sono spesso pro-
dotti pilt tardi rispetto ai neuroni nella maggior parte del-
le. aree del sistema nervoso, potrebbe essere che I'attiva-
zione della via di Notch impedisca semplicemente il dif-
ferenziamento dei progenitori fino a quando non venga-
no prodotti altri segnali che inducono il differenziamen-
to gliale. Come abbiamo visto sopra, le molecole segna-
le, come BMP e CNTE, promuovono la gliogenesi, at-
traverso |'attivazione di specifici geni gliali. Tuttavia, esi-
Stono altre prove che la sovra attivazione di Notch gio-
C_hl, oltre a questo ruolo pilt permissivo, un ruolo istrut-
thO‘ nella gliogenesi. Come detto sopra, i progenitori pre-
=ocl sono bloccati dal differenziare in astrociti perché il
bené\o r}el promotori di geni specifici gliali & metilato, ini-
tilaziongcgeiso di STATS3. Notch attivo 1'r1duc'c la deme-
- del promotore di GFAP nel sito di legame a

AT3, in modo che CNTF possa meglio attivare que-

Gene

proneurale Hes 1 Astrocita

ligandi per Notch (DL), che poi attivano il recettore Notch in cellule adia-
centi (N) per guidare l'espressione di Hes1, che inibisce i geni proneu-
rali. B. All'interno della popolazione progenitrice nella zona ventricolare,
tutte le cellule esprimono questi geni in una certa misura. Le cellule che
esprimono livelli elevati differenziano come neuroni (rosso).

sta via (Namihira ez 2/, 2009). Assieme alla demetilazio-
ne del promotore di GFAP, I'attivazione di Notch indu-
ce anche ['espressione di un fattore di trascrizione pro-
muovente il differenziamento in cellule gliali: NFIA.
NFIA, infatti, viene espresso nella fase terminale dei pro-
genitori quando gli astrociti iniziano a essere generati (De-
neen et al., 2006). NFIA ¢ anche necessario e sufficiente
per 'induzione dei geni astrocitari: la creazione di topi
knockout per questo gene porta ad una riduzione del-
I’astrogliogenesi, mentre la sovra espressione di questo
gene conduce a un aumento della produzione di astroci-
ti da parte dei progenitori. Al tempo stesso NFIA attiva
il programma di gliogenesi (fig. 3.9), che ¢ anche impor-
tante per la repressione della neurogenesi a opera dei pro-
genitori. La capacita di NFIA di reprimere la neurogene-
si & mediata, almeno in parte, da Hes5, che, come abbia-
mo visto nella sezione precedente, si trova a valle del se-
gnale di Notch. Cio lega bene con il risultato che Notch
e Hes5 sono in grado di promuovere il destino gliale.
Oltre agli astrociti, I'altro tipo di cellule macrogliali
nel sistema nervoso centrale sono gli oligodendrociti. Qua-
li sono i meccanismi che controllano la loro formazione
durante lo sviluppo neurale? Come definito sopra, gli stu-
di della progenie in vitro e in vivo hanno mostrato che i
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cloni dei progenitori potrebbero contenere neuroni, astro-
citi e oligodendrociti. Cibd significa che, almeno all'inizio
dello sviluppo, ci sono progenitori tripotenti. E stato os-
servato diversi anni fa, perd, che gli oligodendrociti com-
paiono solo dalla parte ventrale del midollo spinale, e ul-
teriori studi hanno scoperto che originano solo dai pro-
genitori in una parte relativamente piccola dell'area ven-
tricolare ventrale, detta pMN, dal momento che & anche
la regione che produce i neuroni motori (NM). Come
abbiamo visto nel Capitolo precedente, la molecola se-
gnale Shh & fondamentale per la determinazione del de-
stino ventrale del midollo spinale, e cosi & anche necessa-
ria per specificare questa zona e per la produzione di neu-
roni motori (vedi Cap. 4). La ricerca di geni necessari per
lo sviluppo degli oligodendrociti ha portato alla scoper-
ta di due fattori di trascrizione chiamati Oligl e Olig2.
Questi fattori di trascrizione sono specificamente espres-
si nella zona pMN, e quando vengono creati topi knoc-
kout per questi fattori, gli oligodendrociti non riescono
a svilupparsi. Inoltre, la sovraespressione di Oligl o Olig2
pud indurre lo sviluppo di oligodendrociti aggiuntivi, €
quindi pud essere considerata parte della rete trascrizio-
nale che controlla lo sviluppo di questo tipo di cellule.
Turtavia, topi knockout per Oligl/2 hanno un ulteriore
problema: nemmeno i motoneuroni si sviluppano. Que-
sti risultati indicherebbero che i progenitori di questa re-
gione sono quelli competenti nel generare sia i neuroni
sia gli oligodendrociti. Studi di datazione della nascita e
studi retrovirali di discendenza hanno entrambi dimo-
strato che i motoneuroni vengono prodotti prima degli
oligodendrociti. Per cui, mettendo questi dati insieme,
sembrerebbe che gli stessi progenitori producano entram-
bi i tipi di cellule, ma inizialmente generano i motoneu-
roni e poi passano alla produzione di oligodendrociti. Che
cosa spiega il cambio di produzione di tipo di cellule in
queste cellule? Nel momento in cui le cellule generano i
motoneuroni, esprimono il gene proneurale Neurog2 (Kes-
saris et al., 2001; Zhou et al., 2001). I fattori Neurog2 e
Olig1/2 combinano la loro attivita per generare i moto-
neuroni. Tuttavia, pilt tardi nello sviluppo, le cellule spen-
gono Neurog2 e producono un tipo molto diverso di fat-
tore di trascrizione, Nkx2.2; Nkx2.2 ¢ un repressore dei
geni dei motoneuroni (vedi Cap. 4), ma non reprime
Pespressione di Oligl/2 in questa regione. Ora i proge-
nitori che esprimono sia Olig1/2 che Nkx2.2 iniziano a
generare gli oligodendrociti (fig. 3.11). Questo cambia-
mento molecolare permette alle cellule progenitrici di
produrre diversi tipi di progenie in diversi momenti del-
lo sviluppo. Una cellula progenitrice da questa regione
del tubo neurale genera inizialmente i neuroni, ma dopo
una o due generazioni, progredisce verso uno stato in cui
vengono generati gli oligodendrociti.

Le due sezioni precedenti hanno descritto uno dei
temi piti comuni all'interno del processo di neurogene-
si: l'esistenza di variazioni intrinseche all'interno delle cel-
lule progenitrici durante lo sviluppo, le quali determina-
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Figura 3.11 Lo sviluppo degli oligodendrociti nei vertebrati. Gli 0
dendrociti e i neuroni sono derivati dallo stesso insieme di cellule
minali che si dividono nello strato ventricolare del tubo neurale in
luppo (pMN). Nelle prime fasi, quando i progenitori esprimonc
Olig1/2 sia Neurog2, generano motoneuroni. Pit tardi nello svilu
la stessa popolazione di progenitori inizia a esprimere Nkx2.2 e ric
la sua espressione di Neurog2. Questo agisce come un interruttore
lecolare per indurre le cellule a iniziare a produrre gli oligodendr
invece dei motoneuroni.

no la reattivith della cellula a fattori di segnalazione f
dotti dalle cellule vicine. Lo sviluppo avviene mediz
una regolazione intrinseca ed estrinseca della divisi
cellulare, e la produzione di neuroni o di cellule gliali
mette di avere una grande flessibilita nel numero e n
relativa proporzione in neuroni ¢ glia delle diverse re
ni del cervello e delle diverse specie. Questo argome
continua all'interno del Capitolo 4, nel quale consid
remo la questione della diversita neuronale.

Istogenesi della corteccia cerebrale

La corteccia cerebrale & stata particolarmente istrut
nel chiarire i principi di istogenesi nel cervello in vi
sviluppo. Listogenesi ¢ il processo mediante il qualel
gioni architettonicamente organizzate del cervello, ¢
i sei strati della corteccia, possono essere comprese i
mini di temporizzazione della neurogenesi. La neoco!
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cia umana ¢ stata chiamata “l'oggetto pitt complesso del-
luniverso”, e non c’¢ dubbio che questa struttura ci doti
di notevoli capacita cognitive. I sei strati della neocortec-
cia (fig. 3.12) sono una struttura unica dei mammiferi,
e raggiungono il pitt ampio sviluppo nell'uomo. C’¢ sta-
to un drammatico aumento nella sua dimensione duran-
te I'evoluzione; confrontando infatti la superficie della
corteccia cerebrale del topo, del macaco e dell'uomo i rap-
porti sono di 1 a 100 a 1000, e questo & stato accompa-
gnato da un aumento del numero di regioni distinte e
identificabili in base ai relativi numeri di neuroni per ogni
strato. Gli strati sono numerati dal pit superficiale, lo
strato I, al piti profondo, lo strato VI. Mentre tutte le re-
gioni della neocorteccia hanno questi sei strati, vi sono
variazioni nel numero di neuroni nelle diverse regioni cor-
ticali, a seconda della loro funzione. Per esempio, le re-

;'l%lélriesur ~ Disegno di una sezione che mostra la co[’orazion.e di Gol-

< Stratific;)r'" nella corteccia cerebrale umana da Ramén y Cajal, 1952.

T azione e i co_mplessn processi dend.rmc'l sono fo'ndamentall
unita di elaborazione delle colonne corticali cerebrali.
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gioni dedicate al trattamento delle informazioni sensoria-
li, come la corteccia visiva, hanno un numero relativa-
mente elevato di cellule dello strato IV, che costituiscono
lo strato di ingresso, mentre le regioni importanti nella
produzione di informazioni “in uscita” dalla corteccia,
come la corteccia motoria primaria, hanno un grande stra-
to di neuroni piramidali, il V, e relativamente poche cel-
lule dello strato IV. Durante 'evoluzione la dimensione
della corteccia ¢ aumentata, come ¢ aumentata la specia-
lizzazione delle varie regioni della corteccia, in modo tale
che nell'uomo, oggi, vi siano fino a 50 diverse regioni che
possono essere identificate sulla base della loro distinta
“citoarchitettura” (cioe in base alle differenze nei relativi
numeri di neuroni in ciascuno dei sei strati, vedi Cap. 2).
Ma quali sono i meccanismi che ci hanno permesso di
sviluppare lo straordinario tessuto neurale responsabile
delle prestazioni di Shakespeare ed Einstein?

Come osservato nel Capitolo precedente, gli emisfe-
ri cerebrali si sviluppano dilla parete della vescicola te-
lencefalica. La neocorteccia inizialmente si sviluppa come
un neuroepitelio relativamente semplice, simile a quel-
lo che abbiamo gia incontrato nelle regioni posteriori del
tubo neurale del midollo spinale. La neocorteccia em-
brionale precoce ¢ costituita da cellule morfologicamen-
te omogenee lungo tutta la larghezza dell’epitelio, han-
no una forma bipolare semplice e subiscono cicli estesi
di mitosi appena la vescicola cerebrale si espande (fig.
3.13). Altri tipi di cellule, entro pochi giorni (nel topo),
possono essere identificate nella corteccia cerebrale in via
di sviluppo, tra cui quelle postmitotiche, i neuroni che
migrano e altri tipi di cellule proliferanti. I due tipi me-
glio caratterizzati di cellule proliferanti sono i progenito-
ri apicali (chiamati anche glia radiale, per i motivi de-
scritti in seguito) e le cellule progenitrici intermedie (IPC
o progenitori basali). 1 progenitori apicali agiscono come
le principali “cellule staminali” della corteccia cerebrale,
con la capacita di generare tutti i tipi di neuroni e glia
(vedi sotto); si dividono asimmetricamente nella regio-
ne della corteccia adiacente al ventricolo laterale (anche
conosciuta come area ventricolare) e una delle due cel-
lule della divisione mitotica rappresenta un neurone po-
stmitotico, che migra lungo il processo basale del pro-
genitore apicale verso la sua posizione finale in uno de-
gli strati della corteccia (fig. 3.13).

I primi neuroni che vengono generati dall’area ven-
tricolare migrano a breve distanza a formare uno strato
distinto definito prepiastra, appena sotto la superficie
esterna della corteccia (fig. 3.13). La prepiastra & com-
posta da due distinti tipi di cellule: una zona marginale
pil superficiale, contenente un gruppo di grandi cellule
a forma stellata, note come cellule di Cajal-Retzius, e una
zona pill profonda, la subpiastra. La fase successiva dello
sviluppo corticale & caratterizzata da un grande accumu-
lo di neuroni postmitotici all'interno della prepiastra (Ma-
rin-Padilla, 1998). Questi nuovi neuroni sono chiamati
piastra corticale. La piastra corticale divide la pre-
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Zona intermedia

Q‘ | Zona subventricolare
g ® 0
AY

Zona ventricolare

vZ Asimmetrica

Progenitori apicali

Figura 3.13 U'istogenesi nella corteccia cerebrale procede attraverso
tre fasi. Nella prima fase dell'istogenesi, la parete della corteccia cere-
brale & costituita da cellule progenitrici, che occupano la zona ventrico-
lare (VZ). Nella successiva fase di sviluppo, i primi neuroni escono dal
cidlo cellulare (rosso) e si accumulano nella prepiastra, adiacente alla
superficie piale. | neuroni della prepiastra possono essere suddivisi nel-

piastra nella zona superficiale marginale (cellule di Ca-
jal-Retzius) € nella zona intermedia (cellule subpiastra
un numero crescente di assoni in entrata). La corteccia
in sviluppo viene quindi descritta come avente quattro
strati: la zona ventricolare, la zona intermedia, la piastra
corticale, e la zona marginale (fig. 3.13).

Sebbene molte delle divisioni mitotiche dei progeni-
tori apicali nella zona ventricolare generino direttamen-
te neuroni corticali postmitotici, altri producono proge-
nie che pud continuare a subire ulteriori divisioni mito-
tiche dopo aver lasciato la zona ventricolare. Come defi-
nito sopra, queste cellule sono chiamate cellule progeni-
trici intermedie (IPC) e, dopo aver lasciato la zona ven-
tricolare, migrano a breve distanza verso la zona specia-
lizzata, tra la zona ventricolare e i neuroni della cortec-
cia, detta zona subventricolare (o SVZ; fig. 3.13). Una
volta che una IPC & migrata nella SVZ, si divide simme-
tricamente e genera solitamente due neuroni, ma pud di-
vidersi fino a tre volte, generando ben sei neuroni.

La fase successiva di istogenesi corticale & caratteriz-
zata dalla comparsa graduale degli strati nella piastra cor-

l Nascita Y

immetrica

Progenitori pasali/intermedi

le pits superficiali cellule Cajal-Retzius e nelle cellule subpiastra. Nella
successiva fase di istogenesi corticale, i neuroni appena generati (in r0sa)
migrano lungo fibre gliali radiali per formare uno strato tra le cellule di
Cajal-Retzius € la subpiastra. Questo strato & chiamato piastra corticale,
e la maggior parte dei neuroni nella corteccia cerebrale si accumulano
in questo strato. (Modificato da Noctor et al, 2004; 2008)

ticale. Il numero crescente di neuroni generati migra dal-
la zona ventricolare verso la piastra corticale, e si stabi-
lisce in zone progressivamente pill periferiche. Nel frat-
tempo, i neuroni generati in precedenza si stanno diffe-
renziando. Cosl, i neuroni generati pitt tardi migrano ol-
trepassando quelli originati in precedenza. Come osser-
vato prima nel Capitolo, questo si traduce in un svilup-
o dall'interno all’esterno di strati corticali (fig. 3.13).

Pasko Rakic (1988) ha ipotizzato che la progenie di
ciascun progenitore apicale (per esempio cellula gliale ra-
diale) formi una colonna di neuroni differenziati. Man
mano che i mammiferi si sono evoluti hanno acquisito
un numero via via crescente di queste colonne radiali per
espandere la potenza di elaborazione corticale. Quest2
strategia di amplificazione piuttosto semplice potrebbe
spiegare la relativa facilith con cui questa regione del cer-
vello pud subire dilatazioni notevoli durante P'evoluzio-
ne. Per esempio, la differenza tra la corteccia di scimmi
e di uomo pud essere vista come un aumento di di€c
volte del numero di queste unita radiali. Cio potrebb_‘
avvenire come risultato di divisioni mitotiche simmett!
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che delle cellule progenitrici apicali per espandere il loro
numero e la superficie ventricolare che occupano. Lau-
mento del aumero di queste unita e il conseguente au-
mento della superficie cerebrale corticale richiede che si
formino solchi e giri e che la corteccia si pieghi. Lipote-
si dell’unita radiale & stata recentemente modificata per
includere le IPC (Pontious et /., 2008). Le variazioni
nel fattore di amplificazione IPC (1-3 cicli), in diversi
momenti dello sviluppo e in diverse regioni della cortec-
cia, potrebbero spiegare le differenze nel numero di cel-
lule nelle diverse aree della corteccia, e potrebbero anche
fornire un meccanismo per la variazione del numero re-
lativo delle cellule nelle varie regioni della corteccia ce-
rebrale. Il modo in cui questo potrebbe lavorare per la
corteccia motoria, una regione con molti neuroni nella
proiezione dello strato V; rispetto alla corteccia visiva,
una regione con un numero di neuroni di input relati-
vamente maggiore nello strato IV, ¢ il seguente: 1. du-
rante la fase iniziale della neurogenesi, quando le cellu-
le dello strato V sono generate, le IPC nella corteccia mo-
toria si dividono piti volte e quindi producono neuroni
supplementari nello strato V; 2. nella corteccia sensoria-
le tuttavia, durante lo sviluppo corticale, le IPC non si
dividono precocemente molte volte, ma la maggior par-
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te delle loro divisioni avviene durante lo stadio interme-
dio dello sviluppo corticale, quando i neuroni dello stra-
to IV sono generati. Nell'ultima parte della neurogene-
si, entrambe le regioni hanno lo stesso numero di divi-
sioni delle IPC, e quindi hanno lo stesso numero di neu-
roni nello strato superiore (2-3). La citoarchitettura fi-
nale delle due regioni riflette la differenza nei tempi di
massima proliferazione IPC, con I'area sensoriale aven-
te pilt neuroni di input nello strato IV e la corteccia mo-
toria avente pill neuroni di uscita nello strato V. Nel Ca-
pitolo 4 verra detto molto di piti a proposito dei mecca-
nismi molecolari che specificano i vari tipi di neuroni
nella corteccia cerebrale.

I neuroni prodotti nella zona ventricolare poi devono
migrare nei diversi strati della corteccia cerebrale verso le
destinazioni finali. Poiché i processi delle cellule proge-
nitrici apicali ricoprono l'intero spessore della corteccia,
i neuroni corticali che vengopo generati utilizzano I'orien-
tamento prevalentemente radiale dei loro processi per gui-
dare la migrazione. Gli studi di sezioni seriali di Rakic al
microscopio elettronico hanno chiaramente dimostrato per
primi la stretta associazione tra la migrazione dei neuroni
e i processi di queste cellule, anche se allora si pensava fos-
sero cellule gliali; da qui il nome di glia radiale (fig. 3.14).
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I neuroni che migrano si avvolgono attorno ai loro pro-
cessi come si farebbe se si stesse salendo su un palo. E sta-
to possibile osservare direttamente il processo di migra-
zione neuronale mediante esperimenti in vitro di fettine
di corteccia cerebrale, mantenuta in vita in coltura per
diversi giorni. In questi studi, le cellule nella zona ventri-
colare sono state marcate utilizzando un retrovirus espri-
mente GFP in modo da evidenziare una sottopopolazio-
ne di neuroblasti appena generati. Quando queste cellu-
le lasciano la zona ventricolare, i processi pili importanti
sono visibili. Le immagini in sucessione dei neuroblasti
mostrano chiaramente che molti di essi migrano cosi come
previsto dalle ricostruzioni al ME (microscopio elettro-
nico) di Rakic (Noctor ez 4/., 2002).

Pur confermando gli studi al ME di Rakic, la visua-
lizazione diretta della migrazione neuronale ha dato luo-
go a una sorpresa. Come detto sopra, per molti anni si &
pensato che la glia radiale e le cellule progenitrici fosse-
ro due popolazioni separate. La glia radiale si pensava es-
sere generata precocemente nello sviluppo e poi, come
le cellule postmitotiche, si pensava fornisse un’impalca-
tura per guidare i neuroni, appena generati, alla posizio-
ne laminare corretta. Tuttavia, i filmati in #ime-lapse del-
la glia radiale marcata con GFP hanno rivelato un sor-
prendente risultato: Noctor et al. (2002) trovarono che
le stesse cellule gliali radiali sono i progenitori neurona-
li. La figura 3.14 mostra un esempio di uno dei cloni tro-
vati. Quando la fettina fu vista il primo giorno, la cellu-
la marcata rappresentava una singola cellula radiale glia-
le, dotata di un processo che si estendeva per I'intera lar-

Bulbo
olfattivo

Figura 3.15 | neuroni della corteccia
cerebrale derivano da fonti sia intrinse-
che sia estrinseche. La maggior parte dei
neuroni nella corteccia sono derivati da
cellule della zona ventricolare immedia-
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ghezza della corteccia cerebrale; tuttavia, Ianalisi conti-
nua del clone nei giorni successivi, evidenzid che la glia
radiale subisce differenti divisioni cellulari, e che la pro-
genie derivante non ¢ ulteriormente glia radiale, ma neu-
roni migranti immaturi. Questi neuroni migrano lungo
la glia radiale che li ha generati. Oltre ad avere la morfo-
logia dei neuroni, questi neuroni migranti sono marcati
con specifici marcatori neuronali, mentre la cellula glia-

- le radiale che li ha generati esprime proteine tipiche del-

la glia radiale. Questa scoperta, € i risultati importanti
dei laboratori di Magdelena Gétz (Malatesta ez 4L, 2000),
Nat Heintz e Gord Fischell (Anthony ez al., 2004), ha
portato al modello gia presentato precedentemente in
questa sezione, ossia quello che vede la glia radiale e i pro-
genitori apicali della zona ventricolare come la stessa cosa,
mentre la maggior parte dei neuroni nella corteccia come
derivati da essi. *

Oltre alla migrazione, prevalentemente radiale, dei
neuroni appena generati, ci sono anche alcune cellule che
migrano tangenti alla superficie corticale, nella zona in-
termedia. Alcune di queste cellule nascono nella zona
ventricolare dai progenitori corticali, ma la maggior par-
te di queste non deriva dalla zona corticale ventricolare,
percorrono invece tutta la via dalla zona ventricolare di
una regione sottocorticale del prosencefalo (fig. 3.15).
Questi neuroni migranti tangenzialmente sono una sot-
topopolazione particolare di neuroni della corteccia. Seb-
bene la maggior parte dei neuroni della corteccia cere-
brale sia di forma piramidale e utilizzi il glutammato
come neurotrasmettitore, ci sono altre popolazioni di

B Neocorteccia

Ippocampo

tamente sotto la loro posizione nell'adul- C <
to. A-C. Questa figura mostra i percorsi MZ r /J ]r
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neuroni, sempre nella corteccia cerebrale, che sono a for-
ma di stella e che usano il GABA come loro trasmettito-
re. Queste cellule GABA+ non derivano dalla zona cor-
ticale ventricolare, ma sono invece le cellule tangenzial-
mente migranti che sono state prodotte dai progenitori
nella zona subcorticale, nota come eminenza gangliare
mediale (IMGE). Anche se il ruolo primario della MGE
durante lo sviluppo & quello di produrre i neuroni e la
glia dei gangli della base (nuclei profondi del prosence-
falo), essa produce anche neuroni speciali per la cortec-
cia. Questo ¢ stato dimostrato direttamente dal seguen-
te esperimento: quando le fettine corticali sono state col-
tivate senza MGE attaccata, il numero di neuroni GABA
nella corteccia ¢ stato notevolmente ridotto rispetto a
colture che contenevano la MGE. La migrazione di que-
ste cellule & stata anche direttamente visualizzata median-
te la marcatura della popolazione premigratoria nella
MGE, e tracciando la loro migrazione verso la corteccia
cerebrale. Cosl, & ormai accettato che i precursori della
maggior parte degli interneuroni contenenti GABA, nel-
la corteccia cerebrale, percorrano tutta la via dalle zone
progenitrici sottocorticali (Corbin ez al., 2001; Nakaji-
ma, 2007).

Istogenesi della corteccia cerebellare
Come detto sopra, il cervelletto & una grossa parte, mol-

to convoluta, del cervello, fondamentale per il control-
lo dei nostri movimenti, in particolare del nostro equi-

Fioura = 14 ‘ , oot i
8Ura 3.15 | neuroni della corteccia del cervelletto sono disposti in

n;oi(l) ;lljtimgnte ordinato. Nel_ cervel_letto maturo, molte grandi c_ellu-
Do dendrr't'mje (PC) si trovano in un smgolo strato e hanno uno svilup-
i troval ICO ampio che giace in un singolo piano. Le cellule granula-
i vl no sotto le cellule del Purkinje nello strato di cellule granula-

3) (G) € hanno un assone a forma di T che corre ortogonale al
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librio. La funzione cerebellare ¢ particolarmente suscet-
tibile all’etanolo: infatti, i movimenti barcollanti degli
alcolisti sono probabilmente dovuti agli effetti dell’alcol
sulla funzione cerebellare. Il cervelletto maturo & costi-
tuito da diversi tipi di cellule distinte, ciascuna ripetuta
in una matrice quasi cristallina (fig. 3.16). Tra questi tipi
di cellule le due piti caratteristiche sono le grandi cellu-
le del Purkinje e le molto piccole cellule granulari. Le cel-
lule del Purkinje sono i neuroni principali della cortec-
cia cerebellare, inviano i loro assoni fuori dalla corteccia
verso i nuclei profondi del cervelletto. I neuroni granu-
lari del cervelletto sono molto pitt numerosi rispetto alle
cellule del Putkinje. Infatti, le cellule granulari cerebel-
lari sono il tipo di neuroni piti numeroso nel cervello;
nel cervelletto maturo, esse formano uno strato profon-
do fino alle cellule del Purkinje, e i loro assoni si esten-
dono oltre queste ultime, nello strato molecolare. Gli as-
soni delle cellule granulari piforcano nello strato mole-
colare, in una forma a T, e questi assoni si estendono nel-
lo strato molecolare per una considerevole distanza, fa-
cendo sinapsi con i dendriti delle cellule del Purkinje. Le
cellule del Purkinje si posso immaginare come i pali del
telefono, mentre gli assoni delle cellule granulari come i
fili del telefono.

La generazione dell’intricata architettura cerebellare
& un processo complesso. I grandi neuroni Purkinje ven-
gono generati da una zona ventricolare nei pressi del quar-
to ventricolo del tronco encefalico, in modo simile a quel-
lo nel quale vengono prodotti i neuroni della corteccia
cerebrale. Una volta che hanno completata la divisione

piano dei dendriti delle cellule del Purkinje, come cavi telefonici stesi
sui “pali” rappresentati dai dendriti delle cellule del Purkinje nello stra-
to molecolare. Oltre a questi tipi di cellule, la corteccia del cervelletto
contiene anche altre classi di cellule, le cellule stellate (S) e le cellule
epiteliali di Golgi. In azzurro le fibre rampicanti (CF). (Modificato da Ra-
kic, 1971b)
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mitotica finale, le cellule del Purkinje migrano radial-
mente per una breve distanza per accumulare uno stra-
to irregolare, conosciuto come piastra cerebellare. Poiché
il cervelletto si espande, queste cellule si allineano per
formare un unico strato regolarmente distanziato. Sulle
cellule del Purkinje poi crescono i loro elaborati dendri-
. Oltre alle cellule del Purkinje, la zona ventricolare ge-
nera altri differenti interneuroni cerebellari, come le cel-
lule stellate e le cellule canestro. In contrasto con lo sche-
ma alquanto standard della neurogenesi delle cellule del
Purkinje, delle cellule stellate e canestro, le cellule gra-
nulari derivano da una zona progenitrice completamen-
te separata, conosciuta come labbro romboidale (fig. 3.17).
I precursori delle cellule granulari vengono inizialmen-
te generati in prossimita del bordo del quarto ventrico-
lo ma poi migrano lontano dalla zona ventricolare, al di
sopra delle cellule del Purkinje in sviluppo, per formare
una zona secondaria di neurogenesi, chiamata strato gra-
nulare esterno. Le cellule in questo strato continuano a
proliferare attivamente, generando un numero enorme di
progenie granulare e aumentando cosi considerevolmen-
te lo spessore dello strato granulare esterno. Lo strato gra-
nulare esterno permane per un tempo considerevole dopo
la nascita nella maggior parte dei mammiferi e continua a
generare nuovi neuroni granulari. Ci sono neuroni granu-
fari che, due anni dopo la nascita negli esseri umani, mi-
grano ancora dallo strato esterno (Jacobson, 1978).

Figura 3.17 | precursori delle cellule granulari cerebellari provengono
da una regione del romboencefalo nota come il labbro romboidale. Il
labbro romboidale & una regione del cervello posteriore che si trova
adiacente al quarto ventricolo. Le cellule di questa regione migrano sul-
la superficie del cervelletto per accumularsi in uno strato multicellulare,
lo strato estemno di cellule granulari. AB. Questa vista dorsale del cervel-
lo in sviluppo mostra il percorso migratorio dei precursori delle cellule
granulari dal labbro romboidale del romboencefalo alla superficie del
cervelletto (frecce). La produzione di cellule granulari nello strato ester-
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Anche se i neuroni granulari sono generati superfi-
cialmente nella corteccia cerebellare, si trovano in pro-
fondita alle cellule del Purkinje nel cervelletto maturo.
I neuroni granulari in via di sviluppo devono quindi ese-
guire la migrazione oltre le cellule del Purkinje. La figu-
ra 3.17 mostra questo processo come originariamente
descritto da Ramén y Cajal (1952). Poco dopo la gene-
razione e poco dopo la divisione mitotica finale, le cel-
lule dei granuli passano da una forma rotonda a una for-
ma pill orientata orizzontalmente, nel momento in cui
cominciano a estendere gli assoni tangenziali alla super-
ficie corticale.

Successivamente, il corpo cellulare estende un gran-
de processo ad angoli retti verso P’assone. Poiché que-
sto processo discendente cresce in profondita nel cer-
velletto, il corpo cellulate e il nucleo lo seguono, lascian-
do un collegamento sottile per l'assone. Nel frattempo,
gli assoni si estendono in modo tangenziale, e quindi
Ia cellula assume una forma a T. Successivamente il cor-
po cellulare migra attraversando lo strato di cellule del
Purkinje e inizia a germogliare dendbriti nello strato di
cellule dei granuli. La migrazione delle cellule granula-
ri & un altro esempio dell'importanza della glia radiale
nell’istogenesi del SNC. Nel momento in cui un tipo
specializzaro di glia radiale, noto come glia di Bergmann,
migra, guida le cellule granulari. Gli studi al ME, simi-
li a quelli descritti per la corteccia cerebrale, per pri-
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no delle cellule granulari viene seguita dalla migrazione di queste cell
le verso la profondita, oltre lo strato delle cellule del Purkinje. C.le ffi
ce indicano il percorso migratorio che un singolo neurone prenderé
be dalla sua nascita allo strato delle cellule dei granuli. Le cellule 8"?"
Bergmann sono mostrate in blu e funzionano da guide peri neuront
granti. Si ritiene che la migrazione di una cellula granulare aweng? Iu‘
go una singola fibra gliale, ma nel disegno il neurone migrante el
gurato, per chiarezza, essere assodiato con diverse cellule gliali. Mot
ficato da Ramon y Cajal, 1952)
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ma cosa dimostrano la relazione tra le cellule granulari
migranti e la glia di Bergmann (Rakic, 1971b). Duran-
te la loro migrazione, le cellule granulari sono stretta-
mente conhesse ai processi gliali di Bergmann. Hatten
e colleghi (1985 e 1990) sono stati in grado di dimostra-
re direttamente la migrazione delle cellule granulari sul-
la glia di Bergmann utilizzando un sistema di cellule dis-
sociate in coltura. Quando lo strato esterno di cellule
granulari ¢ rimosso dal cervelletto e le cellule vengono
coltivate con la glia cerebellare, le cellule granulari glia-
li migrano lungo le fibre gliali estese in vitro. I filmati in
time-lapse hanno anche catturato la migrazione delle cel-
lule granulari.

Un primo fattore incontrato nel contesto del model-
lamento del sistema nervoso (vedi Cap. 2), Sonic hedge-
hog, ¢ anche un agente mitogeno chiave per i progenito-
ri del sistema nervoso, e questo & stato ben dimostrato nel
cervelletto. La maniera con cui Shh agisce nella neuroge-
nesi dimostra il modo in cui i neuroni differenziati pos-
sono retroagire sui progenitori per mantenere la loro pro-
liferazione e garantire che venga generato il numero cor-
retto di neuroni durante lo sviluppo (Wechsler-Reya e
Scott, 1999). Le cellule del Purkinje producono il mito-
geno Shh, mentre i progenitori delle cellule granualri espri-
mono i recettori Shh: patched e smoothened (dal nome di
mutanti difectosi di Drosophila nei geni omologhi). LShh
liberato dalle cellule del Purkinje stimola i progenitori del-
le cellule granulari a produrre piti cellule dei granuli. Se
il percorso di Shh & sperimentalmente bloccato, vengono
prodotte meno cellule granulari. Se il percorso di Shh vie-
ne attivato, la produzione di cellule granulari viene au-
mentata. In questo modo, Shh viene utilizzata dallo svi-
luppo del sistema nervoso per mediare le interazioni cel-
lulari tra i neuroni del Purkinje differenziati e i progeni-
tori neurali. Questo percorso prevede anche un altro esem-
pio di come un tumore infantile possa derivare da una
cattiva regolazione della neurogenesi. I bambini con mu-
tazioni nel recettore Shh, patched, che media la segnala-
zione di Shh, svilupperanno un tumore chiamato medul-
loblastoma, in cui la produzione di cellule granulari & fa-
talmente incontrollata (Goodrich et al., 1997).

Meccanismi molecolari di migrazione neuronale

Come ¢ stato mostrato nelle due sezioni precedenti, i
Processi di neurogenesi e migrazione cellulare sono spes-
$0 strettamente accoppiati nello sviluppo del cervello. Sia
nella corteccia cerebrale che in quella cerebellare, il pro-
cesso di migrazione guidato dalla glia & stato oggetto di
indagini molto intense per oltre 20 anni. In questa se-
zlone, descriveremo parte di cid che & conosciuto circa i
Meccanismi molecolari che stanno alla base del corretto
Posizionamento dei neuroni all'interno delle strutture la-
Minate, come la corteccia cerebrale e cerebellare.
Alcuni dei pi grandi progressi nella comprensione
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dei meccanismi molecolari della migrazione cellulare
sono avvenuti attraverso I'analisi delle mutazioni esisten-
ti in natura nel topo che sconvolgono la normale migra-
zione dei neuroni. Una funzione importante del cervel-
letto ¢ quella di mantenere I'equilibrio di un animale.
Le lesioni umane al cervelletto producono frequente-
mente una sindrome che induce una camminata insta-
bile, conosciuta come atassia. Disturbi genetici del cer-
velletto di topi producono una sindrome simile, per cui
possono essere identificati e studiati. Lo screening di una
grande quantita di topi, per I'analisi di disturbi motori,
ha portato all'identificazione di diverse mutazioni esi-
stenti in natura in grado di interrompere lo sviluppo ce-
rebellare (Caviness e Rakic, 1978). A causa della natu-
ra dei sintomi, questi ceppi di topi mutanti hanno nomi
come reeler, weaver, e staggerer. I geni mutanti che sot-
tendono questi fenotipi sono stati identificati, e uno di
questi mutanti, reeler, & stato particolarmente informa-
tivo per la comprensione délla migrazione neuronale. Il
topo mutante reeler sviluppa atassia e tremore. Lesame
istologico di neuroni singolarmente marcati, provenien-
ti dalla corteccia cerebrale e cerebellare del topo mutan-
te reeler, ha rivelato un loro mal posizionamento. Nella
corteccia cerebellare, le cellule del Purkinje sono in nu-
mero ridotto ¢, invece di formare un singolo strato, sem-
brano formare aggregati; le cellule granulari sono in nu-
mero inferiore, e la maggior parte di loro non riescono
a migrare dallo strato esterno delle cellule dei granuli
verso la normale posizione matura sotto le cellule del
Purkinje.

Gli effetti della mutazione reeler sono stati particolar-
mente studiati nella corteccia cerebrale, dove al posto del-
la normale disposizione dall’interno all’esterno dei neu-
roni, che & stato descritto nella sezione precedente, nel
mutante reeler i neuroni generati pil tardivamente non
migrano oltrepassando quelli generati in precedenza, cosi
i topi hanno un’organizzazione della corteccia cerebrale
dall’esterno all'interno (fig. 3.18). La molecola difettosa
alla base del fenotipo reeler & stata identificata diversi anni
fa. Si tratta di una grande glicoproteina, denominata Re-
lina, contenente pitt di 3000 amminoacidi, e assomiglian-
te ad alcune proteine della matrice extracellulare (D’Ar-
cangelo ez al., 1995). La proteina Relina & espressa dai
neuroni pitt superficiali della corteccia, le cellule Cajal-
Retzius. I meccanismi molecolari attraverso i quali Reli-
na controlla la migrazione sono stati identificati median-
te I'individuazione dei componenti aggiuntivi nella sua
unica via di trasduzione del segnale. Le mutazioni nei
geni che codificano per tirosine chinasi denominate di-
sabile o Dab1, VLDLR (recettore della lipoproteina a
bassissima densiti), e ApoER2 (apolipoproteina E, recet-
tore 2) causano difetti nella migrazione cerebrale corti-
cale dei neuroblasti similmente alle mutazioni riscontra-
te nei topi reeler (Jossin et al., 2003), dove i neuroni ap-
pena generati non riescono a oltrepassare quelli prece-
dentemente generati. Il VLDLR, assieme ad ApoER2,
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Figura 3.18 La funzione della Relina nella corteccia cerebrale. A. In un
normale sviluppo corticale i primi neuroni generati sorpassano i neuro-
ni generati in precedenza per produrre l'ordinato sviluppo dallintemno al-
lesterno della laminazione. B. Nei topi reeler, questo processo di lami-
nazione ordinato viene scompaginato, e i neuroni appena generati non
pOSSONO superare i precedenti e la laminazione & invertita. (Modificato

da Cooper, 2008)

forma un complesso recettoriale che fosforila la proteina
Dab]1 legataa Relina. Una volta fosforilata, Dab1 puo re-
clutare altri secondi messaggeri della via della tirosina chi-
nasi ¢ attivare una serie di risposte cellulari. I recettori
VLDLR e ApoER2 sono espressi nei neuroblasti migra-
tori e nella stessa glia radiale, mentre Relina & prodotta
dalle cellule Cajal-Retzius sulla superficie corticale. Los-
servazione del modello di espressione cellulare di Relina
e dei suoi recettori ha portato a due classi principali di
ipotesi circa il suo funzionamento durante lo sviluppo
corticale: (1) Relina potrebbe essere un fattore chemio-
tattico della corteccia cerebrale, responsabile del movi-
mento dei neuroblasti migratori verso la sorgente di Re-
lina nelle cellule Cajal Retzius degli strati superficiali del-
la corteccia; (2) in alternativa, Relina potrebbc agire come
segnale di stop sulla superficie corticale, dicendo ai neu-
roblasti di “scendere in pista” per formare un nuovo stra-
to corticale. Per verificare queste idee sono stati condot-
ti molti esperimenti, sia in vivo sia in vitro, ma fino a
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poco tempo fa non era emersa alcuna risposta chiara, €
Cerano solo argomenti a sostegno o contro entrambe le
ipotesi. Per esempio, a sostegno della seconda ipotesi, Du-
labon et al. (2000) trovarono che 'aggiunta di Relina a
colture cellulari di neuroblasti migranti li induceva a fer-
mare la loro migrazione. Tuttavia, questo risultato non ¢
incompatibile con il ruolo giocato da Relina come fatto-
re chemiotattico, dal momento che l'aggiunta di Relina
nella coltura cellulare circonda i neuroblasti migranti col
potenziale attrattivo € li attrae bloccandoli allo stesse
modo e in tutte le direzioni. Per distinguere tra queste
due possibilita, il gruppo di Curran ha generato un topc
transgenico che esprime Relina sotto il controllo del pro
motore Nestina, e quindi espresso nella glia radiale stes
sa (Magdeleno et 4l., 2002). Questi topi esprimono Re
lina lungo tutto il percorso di migrazione dei neuroni
comprese le cellule Cajal-Retzius. Se Relina ¢ un segna
le di stop o un segnale attrattivo, i neuroblasti migran'
non dovrebbero mai lasciare la zona ventricolare. Tuttz
via, hanno scoperto che i topi Nestina-Relina sono sc
stanzialmente normali. I neuroblasti migrano ancora at
bandonando la zona ventricolare nei tempi previsti € «
fatto costruiscono strati sostanzialmente normali. Es
hanno inoltre accoppiato topi Nestina-Relina con to
reeler. Questi topi hanno solo la Relina nella glia radia
¢ non esprimono pit Relina nelle cellule Cajal-Retzit
Anche se la laminazione corticale non & risultata perfe
ta, & stata migliorata rispetto a quella del topo reeler. P
tanto, sembra che non sia molto importante dove laR
lina sia localizzata nella corteccia in sviluppo, l'importa
te & che ci sia della Relina. Pit recentemente, gli st
sui componenti della via di trasduzione del segnale
Relina hanno svelato questo enigma. La maggior pa
delle vie di segnalazione hanno incorporato un mec
nismo di retroazione negativo per limitare la durata
segnale nella cellula. Cid & particolarmente importa
nello sviluppo, dove il tempo puo essere critico. Pe
via della Relina, una volta che Dab1 & stato attivat
indirizzato al proteosoma, da una proteina chiamata C
lin5 (Culs), per essere degradato. 11 laboratorio di C
per ha diminuito il livello di Cul5 nei neuroni mig:
ri (Feng et al., 2007), che induce nei neuroni la pe
stenza della forma attiva di Dabl piti a lungo rispett
normale. In questi topi, i neuroni che migrano non
“scono a fermarsi una volta che hanno superato quell
nerati in precedenza, hanno infatti oltrepassato il
strato target per finire con le cellule di Cajal-Ret:
Poiché la perdita di Dab1 conduce i neuroni appen:
Aerati a un errore nella migrazione oltre lo strato p!
dente, mentre la sovra attivazione del sistema li fa
grare troppo lontano, la pits semplice interpretazic
ohe la Relina causi inizialmente l'attivazione dil
per promuovere la migrazione neuronale, ma poi ne
vochi la degradazione, in modo da indurre le cell
fermarsi. In questo modo, Relina puo essere sia u

gnale di “via” che un segnale di “stop” (fig. 3.19).




eI

© 978-88-08-17990-6

A
Superficie |
piale Relina
Cellule di /
Cajal Retzius *

Subpiastrg} :
/ Neuroni
migranti

Zona
ventricolare

Figura 3.19 A Relina, la molecola difettosa alla base del fenotipo ree-
ler, & espressa dai neuroni piti superficiali della corteccia, le cellule di
Cajal-Retzius (verde). B. Vista dell'ingrandimento superiore del proces-
so guida di un neurone migrante per mostrare il complesso di segna-

Oltre alla Relina, un gran numero di molecole ven-
gono coinvolte nella migrazione dei neuroblasti nelle
cortecce cerebrale e cerebellare, comprese le astrotacti-
ne, le integrine, e le neureguline. Le integrine sono mo-
lecole di adesione cellulare che permettono a molti dif-
ferenti tipi di cellule di collegarsi alle proteine della ma-
trice extracellulare. Poiché questi recettori di adesione
sono necessari per la formazione piale della matrice ex-
tracellulare, non & sorprendente che essi siano necessari
per la formazione appropriata dell'impalcatura gliale e
quindi per la migrazione dei neuroblasti e per il corret-
to posizionamento dei neuroni cerebrali corticali. E come
se si stesse tentando di salire su una scala senza un muro
a cui appoggiarla. Un’altra classe di molecole, le neure-
guline e i loro recettori, hanno probabilmente un ruo-
lo molto diverso. La Neuregulina, o fattore di crescita
gliale, attiva il recettore tirosina chinasi chiamato ErbBs
Sglla superficie delle cellule gliali e promuove il differen-
Zlamento appropriato e/o la sopravvivenza delle cellule
gliali. Senza le cellule gliali che adottano una morfolo-
gla allungata, la migrazione dei neuroblasti & anormale.
A\ncora confrontando questa situazione con una scala,
€ come se si stesse tentando di salire su una scala fatta
di gomma.

In sintesi, molte interazioni cellulari e molecolari sono
Necessarie per la corretta disposizione dei neuroni nelle
*trutture neuronali complesse che compongono il cer-
vello maturo, Quasi tutti i neuroni del cervello vanno a
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lazione. Dab1 promuove la migrazione cellulare. Il legame di Relina ad
ApOoER?2 e VLDLR provoca la fosforilazione e |'ubiquitinazione di Dab1,
che porta alla sua degradazione e all'inibizione della migrazione.

finire a una certa distanza rispetto a dove sono stati ge-
nerati nella zona ventricolare, e i circuiti maturi neuro-
nali dipendono da cellule arrivate al posto giusto nel mo-
mento giusto. I topi con mutazioni in geni critici per la
migrazione neuronale hanno deficit motori, ma & pro-
babile che i deficit piti subdoli siano causati da cambia-
menti meno drammatici nella migrazione neuronale. Di-
verse sindromi ereditarie di ritardo mentale negli esseri
umani sono ormai conosciute per essere causate da un
difetto di migrazione dei neuroblasti corticali. La bellis-
sima coreografia della migrazione neuronale & chiaramen-
te una parte essenziale della costruzione di un sistema
nervoso ben funzionante (vedi Box 3.1).

Neurogenesi postembrionale e nell'adulto

Il processo di neurogenesi cessa nella maggior parte del-
le regioni del sistema nervoso in quasi tutti gli animali.
I neuroni stessi sono cellule che raggiungono un diffe-
renziamento terminale, non esistono esempi ben docu-
mentati di neuroni funzionali che rientrano nel ciclo mi-
totico. Tuttavia, ¢ noto da tempo che nella maggior pat-
te delle specie alcuni nuovi neuroni vengano generati du-
rante tutta la vita. Nella metamorfosi degli insetti vi & un
notevole rimodellamento del sistema nervoso. Gran par-
te di questo rimodellamento avviene attraverso la morte
cellulare, ma poi nuovi neuroni vengono generati.
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1 Anche molti anfibi attraversano la fase larvale. Rane
e rospi si trovano nella fase di girino in cui avviene una
notevole crescita del corpo prima della metamorfosi ver-
so la forma adulta. Durante le fasi larvali, molte regioni
del sistema nervoso di rana continuano a subire la neu-
rogenesi, simile a quella che avviene nello stato embrio-
nale. Uno degli esempi pit: studiati di neurogenesi in
rana larvale si trova nel sistema retino-tettale. Locchio
del girino, come quello del pesce, aumenta notevolmen-
te di dimensione dopo che lo sviluppo embrionale & sta-
to completato. Durante questo periodo, I'animale uti-
lizza il suo sistema visivo per catturare le prede ed evita-
re i predatori. La crescita della retina, tuttavia, non sl ve-
rifica per tutta la sua estensione, ma piuttosto si limira
alla periferia (fig. 3.20). Simile al modo in cui cresce un
albero, la retina aggiunge nuovi anelli di cellule al bor-
do preesistente. Questo fornisce una via per la nuova ag-
giunta di cellule alla periferia, mentre le cellule localiz-
zate nella retina centrale funzionano normalmente. Poi-
ché le nuove cellule retiniche vengono aggiunte, esse sono

Rana
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Figura 3.20 Gli occhi delle rane crescono con ['aggiunta di nuove cel-
lule al margine. La retina neurale del girino di rana & derivata dal tubo
neurale, come descritto nel Capitolo precedente. | neuroni retinici ini-
ziali vengono generati durante 'embriogenesi. Tuttavia, appena I'occhio
cresce, la retina neurale cresce per mezzo di un anello specializzato di
cellule staminali retiniche al margine periferico dell'occhio (rosso). Le
cellule staminali retiniche generano tutti i diversi tipi di neuroni retinici
per produrre nuova retina che & indistinguibile dalla retina generata nel-
I'embrione, e completamente integrata con esso. Nella Rana pipiens
appena post-metamorfica, quasi il 90% della retina & stata generata du-
rante gli stadi larvali; per tutto questo tempo la retina & stata completa-
mente funzionante. Questo processo continua anche dopo la metamor-
fosi, ma molto piti lentamente.

© 978-88-08-17

integrate nel circuito della retina precedentemente
ferenziata in una struttura senza soluzione di conti.
ta. La zona delle cellule responsabile dell’aggiunta di r
vi neuroni sul bordo della retina di rana & chiamata 2
marginale ciliare o CMZ. Le cellule di questa regi
agiscono come vere e proprie “cellule staminali dell:
tina”, nel senso che possono generare tutti i diversi
di neuroni della retina, e sembrano essere inesauribi
maggior parte della retina della rana matura o del p
¢ in realta generata da queste cellule, e non da parte
le cellule embrionali progenitrici della retina. La C
¢ organizzata in gradiente con la maggior parte delle
lule staminali primitive localizzate piti in periferia
guite dai progenitori multipotenti, e quindi pili cen
mente sono situati i neuroni in differenziamento, im
diatamente adiacenti alla retina matura. Allo stesso 1
po sono aggiunte nuove cellule alla periferia della

na, e anche il tetto ottico aggiunge nuovi neuroni. [
ordinamento tra la neurogenesi in queste due reg
comporta probabilmente I'interazione, attraverso la

iezione retinica, delle cellule gangliari del tetto. La
scita del tetto ottico, che & il centro del cervello a c
retina invia i suoi assoni, si verifica al suo margine

dale, cost gli assoni delle cellule gangliari devono

starsi caudalmente durante questo periodo.

Uno degli esempi pits studiati di neurogenesi 1
animali maturi proviene da studi sugli uccelli canori.
1980, Fernando Nottebohm riferi che c’era un car
stagionale nella dimensione di uno dei nuclei cere
rilevanti per la produzione del canto in canarini m:
adulti. Negli uccelli canori, nuclei specifici del tele
falo sono fondamentali per la produzione del cant
nucleo HVc & di particolare importanza sia per I'apg
dimento canoro sia per la produzione del canto (
Cap. 10). LHVc & quasi due volte piti grande in pr
vera, quando i canarini maschi stanno generando un
to adulto normale, che in autunno, quando non c:
no pitt. Nottebohm inizialmente propose che la cau
questo cambiamento di dimensioni potesse essere |
riazione stagionale nel numero delle sinapsi. In ulte
studi di HV¢, di canarini maschi e femmine, Notteb
notd anche che era pit1 grande nei maschi, i quali ir
ravano canti complessi, rispetto alle femminile, le
non cantano. Inoltre, se le femmine adulte riceve
iniezioni di testosterone, il nucleo HVc cresceva del
e le femmine degli uccelli acquistavano la capacita di
tare il canto maschile (Nottebohm, 1985; 2002);
successivi hanno dimostrato che neuroni *H-timi
erano infatti generati nell’'uccello maturo (Paton e
tebohm, 1984).

Per determinare se nuovi neuroni sono aggiunti a
cleo in risposta al testosterone, alle femmine & stata i
tata 3H-timidina oltre che il testosterone, e gli ani
sono stati sacrificati per successive analisi cinque
dopo. I ricercatori hanno scoperto che sia gli uccelli
tati con testosterone sia quelli di controllo avevano
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te cellule marcate con timidina, e molte di queste aveva-
no le caratteristiche morfologiche dei neuroni. Hanno
anche analizzato degli uccelli immediatamente dopo l'inie-
zione e harino trovato che i nuovi neuroni non vengono
prodotti nello stesso HVc, ma piuttosto che sono gene-
rati nella zona ventricolare del telencefalo e trasferiti poi
al nucleo, similmente al modo in cui il nucleo viene ge-
nerato durante I'embriogenesi. Studi successivi hanno
mostrato che i neuroni di nuova produzione migrano
lungo i processi gliali radialmente disposti dalla zona ven-
tricolare al'HVc (Garcia-Verdugo ez al., 1998). Cosi, la

neurogenesi della zona ventricolare & un fenomeno che

si verifica normalmente nei canarini adulti. La progenie
delle cellule prodotte nella SVZ migra verso 'HVc subi-
to dopo la sua generazione. In questo nucleo si differen-
zia in neuroni, circa la meta dei quali diventano inter-
neuroni locali e I'altra metd in neuroni di proiezione, i
quali inviano i propri assoni fuori dal nucleo per connet-
tersi con altri neuroni nel cervello e formare parte del cir-
cuito funzionale per 'apprendimento del canto.

Cosl, sembra esserci un ricambio stagionale di neu-
roni regolato nel’HVc e in altri nuclei di controllo del
canto nel cervello dell'uccello canoro adulto. Il ricambio
dei neuroni pud essere correlato con periodi di plastici-
ta nell’apprendimento del canto. I canarini modificano
i loro canti ogni anno; ogni stagione primaverile ripro-
duttiva incorporano nuove sillabe nel modello di base e
poi nella tarda estate e nell’autunno cantano molto meno
frequentemente. Combinando iniezioni di *H-timidina
con misure di morte cellulare e del numero complessivo
di neuroni nel’HVc per oltre un anno, si possono vede-
re due periodi distinti di morte cellulare, e ciascuno & se-
guito da un’esplosione nel numero di nuovi neuroni nel
nucleo. Entrambi questi periodi di alto ricambio neuro-
nale correlano con picchi nella produzione di sillabe nuo-
ve aggiunte al canto. La neurogenesi ¢ bilanciata dalla
morte cellulare, e durante i periodi di apprendimento del
nuovo canto il nucleo aggiunge cellule, mentre nei pe-
riodi in cui non viene generato alcun canto, i nuclei cor-
relati al canto subiscono una regressione. E il tasso di neu-
rogenesi nella zona ventricolare a essere controllato dai
cambiamenti stagionali del testosterone negli uccelli ma-
schi? Quando in uccelli femmina trattati con testostero-
ne e in uccelli femmina non trattati viene confrontato il
numero di cellule marcate nella zona ventricolare, non si
osservano differenze, cid indica che il tasso di neuroge-

nest non cambia in risposta all’'ormone. Tuttavia, sembra

Invece che la sopravvivenza dei neuroni nell’HVc sia sta-
glonalmente regolata, i neuroni generati in primavera

40no una vita media molto pilt breve rispetto a quelli
generati in autunno. In questo modo, i cambiamenti sta-
glonali nel numero di neuroni, nellHVc di uccelli cano-
I, non dipendono dalla variazione del numero di cellu-
s aPPf{Ha aggiunte, ma si riferiscono invece alle differen-
“€ stagionali e ormonali regolate nella sopravvivenza dei
fieuroni di nuova produzione.
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La neurogenesi si verifica anche nel cervello maturo
dei mammiferi. Anche se per molto tempo questo pun-
to di vista ¢ stato considerato un po’ come un’eresia, &
diventato ben accetto negli ultimi anni. Gli studi di da-
tazione della nascita con *H-timidina di Altman, descrit-
ti all'inizio di questo Capitolo, documentano accurata-
mente il tempo e il luogo di origine dei neuroni e delle
cellule gliali di molte regioni del cervello di roditori. Nei
roditori si & riscontrato che molti neuroni cerebrali sono
generati dopo la nascita. Altman ha poi esteso il perio-
do di marcatura alla seconda e alla terza settimana post-
natale e ha scoperto che in una regione particolare, il
bulbo olfattivo, le cellule marcate con timidina sono sta-
te trovate fino a quattro settimane dopo la nascita. Que-
ste cellule sono generate nella zona subventricolare (SVZ)
del prosencefalo e migrano poi al bulbo olfattivo (Al-
tman, 1962; Altman and Das, 1965; fig. 3.21). Questi
primi studi di Altman song stati in parte trascurati, per-
ché non potevano provare che le cellule che erano gene-
rate nell’adulto formavano neuroni funzionali. Studi piu
recenti (Lois and Alvarez-Buylla, 1993; Luskin, 1993;
Reynolds e Weiss, 1992) (ved: sotto) hanno utilizzato
metodi migliori per confermare le scoperte di Altman,
ossia che la neurogenesi si verifica in regioni specializza-
te del cervello dei mammiferi adulti.

La maggior parte delle cellule, generate nella SVZ
durante il periodo neonatale e nei roditori maturi, mi-
grano al bulbo olfattivo, in cio che & conosciuto come il
percorso rostrale migratorio (Rostral Migratory Stream
RMS) (fig. 3.21; Lois et al., 1996). I nuovi neuroni che
migrano al bulbo olfattivo nel’RMS sono generati nei
ventricoli laterali del telencefalo, da cellule con proprie-
ta astrocitaria, a volte chiamate cellule B. Queste cellu-
le B hanno un singolo ciglio che si estende nel ventrico-
lo, e un altro processo che contatta i vasi sanguigni vici-
ni. Sia il contatto ai vasi sanguigni sia il ciglio nel ven-
tricolo si pensa siano importanti per la proprieta di que-
ste cellule che permette loro di persistere come “cellule
staminali neurali” per tutta la vita dell’animale, come
quelle del CMZ della rana (vedi sopra). Le cellule B si
auto rinnovano lentamente ma, al tempo stesso, genera-
no cellule C, una popolazione di transito amplificata,
che produce poi i neuroblasti, i quali migrano attraver-
so 'RMS. Quando i neuroblasti raggiungono il bulbo
olfattivo, si differenziano in cellule granulari e in cellu-
le periglomerulari, due tipi di neuroni GABAergici. Seb-
bene per molti anni si ¢ pensato che solo interneuroni
inibitori venissero generati nel topo adulto, studi recen-
ti hanno dimostrato che anche un piccolo numero di
neuroni eccitatori glutammatergici vengono prodotti in
questo sistema.

Come queste cellule riescono a migrare per tutta la
via, dalla parete laterale del ventricolo telencefalico al bul-
bo olfattivo? Nel percorso migratorio rostrale i neurobla-
sti si muovono formando catene, lungo estese reti di astro-
citi. Queste reti sono complesse, ma in generale hanno
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Figura 3.21 Lattuale modello di neurogenesi adulta nei topi. Nuovi
neuroni sono generati da cellule staminali che rivestono il ventricolo la-
terale (LV) nella zona subventricolare (SVZ). Le cellule staminali, che
hanno un ciglio singolo che si estende nel ventricolo e che esprimono
GFP (verde), hanno anche un processo che contatta un vaso sanguigno
(BV). Le cellule staminali, anche chiamate cellule B, danno origine alle

un orientamento rostro caudale. Si potrebbe immagina-
re che P'associazione di cellule SVZ migranti sia analoga
alla migrazione dei neuroni corticali lungo la glia radia-
le; tuttavia, le cellule SVZ non sembrano richiedere le
cellule gliali. La migrazione delle cellule SVZ & stata chia-
mata migrazione a catena ed & distinta dalla migrazione
dei neuroni lungo la glia radiale. Le cellule SVZ forma-
no in vitro una catena, anche in colture prive di cellule
gliali, e migrano scorrendo le une sulle altre.

Oltre all’SVZ, un’altra regione del cervello dei mam-
miferi adulti, il giro dentato dell'ippocampo, genera neu-
roni per tutta la vita. Fred Gage e i suoi colleghi hanno
dimostrato che i nuovi neuroni generati nell'ippocam-
po sono funzionalmente integrati nel circuito (Van Pra-
ag et al., 2002). Per saggiare la funzione dei neuroni ap-
pena generati, hanno usato una marcatura retrovirale in
ratti adulti, simile a quella che & stata descritta all’inizio
del Capitolo per la marcatura dei progenitori nello svi-
luppo del cervello. Dal momento che un retrovirus in-
fettera e si integrera solamente nelle cellule mitoticamen-
te attive, Fred Gage e colleghi sono stati in grado di mar-
care i precursori mitoticamente attivi dell'ippocampo
con un retrovirus che esprime la proteina verde fluore-
scente. Quando gli autori hanno esaminato le cellule
marcate con GFP dopo solo 48 ore, le cellule possede-
vano una morfologia molto immatura e assomigliavano
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transienti cellule C (rosso) le quali producono poi le cellule A (viola) che
migrano verso il bulbo offattivo attraverso il percorso rostrale migratorio
(RMS). Quando queste cellule raggiungono il bulbo olfattivo (OB), si
differenziano in cellule sia periglomerulari che granulari, due tipi di in-
terneuroni nel bulbo. (Modificato da Saghatelyan)

ai progenitori, come quelli trovati nel cervello in via di
sviluppo. Tuttavia, quando gli animali erano fatti soprav-
vivere per quattro settimane, molte delle cellule marca-
te con GFP questa volta esprimevano marcatori di neu-
roni differenziati. Nei successivi tre mesi, questi neuro-
ni continuavano a maturare. Fino a che punto le nuove
cellule GFP sono funzionalmente integrate nei circuiti
ippocampali? Lippocampo pud essere tagliato in sezio-
ni sottili pur ancora funzionalmente attive, ¢ I'attivita
elettrofisiologica dei neuroni pud essere monitorata con
microelettrodi (fig. 3.22). Le nuove cellule granulari ge-
nerate hanno proprieta elettrofisiologiche simili a quel-
le trovate nei neuroni granulari maturi, e ricevono se-
gnali d’ingresso dalle principali afferenze. Tuttavia, i nuo-
vi neuroni generati nell’ippocampo adulto si integran®
nel circuito esistente e funzionano come i neuroni gene-
rati durante 'embriogenesi.

Quanti neuroni vengono generati nel cervello adul-
to dopo la nostra nascita? Come abbiamo visto sOpa le
regioni pit attive di neurogenesi nel cervello dei mam-
miferi sono 'ippocampo e la zona sotto ventricolare, 12
quale produce neuroni per il bulbo olfattivo. Per deter
minare quale percentuale di neuroni in queste strutture
¢ generata nell’adulto, Gétz e colleghi (Ninkovic € ”l"-;
2007) usarono una ricombinasi Cre inducibile da un 12
maco (il tamoxifene), che era specificatamente traspot™
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Figura 3.22 | neuroni dell'ippocampo generati nell'adulto sono funzio-
nalmente integrati con i neuroni preesistenti. Van Praag e colleghi mar-
carono cellule proliferanti nell'ippocampo con un retrovirus esprimente
GFP, lasciarono gli animali correre su ruote per aumentare la produzio-

tata alle cellule progenitrici (e agli astrociti). Gli anima-
li in esame erano fatti accoppiare con altri topi, ingegne-

' rizzati con un gene reporter (per la beta-galattosidasi)

che pud venir attivato dalla ricombinasi Cre. Quando il
farmaco tamoxifene veniva dato ad animali di tre mesi,
la ricombinasi Cre era diretta al nucleo dove poteva in-
durre una ricombinazione del DNA che conduce al-
Iespressione della beta-galattosidasi, marcando perma-
nentemente tutta la progenie delle cellule adulte proge-
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ne di nuovi neuroni, e quindi registrarono dalle cellule marcate con GFP
in fettine di ippocampo. | neuroni‘generati nell'adulto si integrano nel
circuito ippocampale e mostrano risposte elettrofisiologiche simili alle
loro vicine cellule granulari mature. (Modificato da Reh, 2002)

nitrici. Trovarono che fino a un terzo dei neuroni dello
strato glomerulare del bulbo olfattivo era prodotto dal-
le cellule staminali adulte, mentre solo il 14% dei neu-
roni granulari dell'ippocampo sono generati nel topo
adulto. Dal momento che nuovi neuroni continuano a
essere prodotti per tutta la vita da queste cellule stami-
nali/progenitrici adulte, molte cellule devono morire in
modo da mantenere un equilibrio stabile nuovi/vecchi
neuroni in queste regioni del cervello.

Le cellule della cresta neurale sono i grandi esploratori del
corpo dei vertebrati. La migrazione di queste cellule & sta-
ta dimostrata per la prima volta da Detwiler (1937), mar-
cando le cellule premigratorie con coloranti vitali e osser-
vando i discendenti marcati in movimento in tutto il cor-
po. I discendenti neuronali e non neuronali possono tro-
varsi quasi ovunque. Nessun altro tipo di cellula subisce
la stessa estesa migrazione durante lo sviluppo. Appena le
cellule della cresta migrano, si espongono a una varieta di
fattori estrinseci che influenzano sia il loro viaggio sia il
loro destino. Ma le cellule della cresta sono intrinsecamen-
te specifiche per diventare esploratori multipotenti. Si trat-
1, come al solito, dell’equilibrio tra queste tendenze in-
trinseche e le influenze ambientali che determina dove e
.~ che cosa diventera ogni particolare discendente della cre-
. Staneurale. Questo box di una breve panoramica di cid
che & noto circa i meccanismi della migrazione della cre-
Sta neurale.
Per iniziare la migrazione, le cellule della cresta devono
Prima lasciare il loro porto d’origine: il neuroepitelio, in cui

crescono. Appena si chiude la piega neurale, i progenitori
della cresta, che erano ai margini laterali della placca neu-
rale, si localizzano nella parte pit: dorsale del tubo neurale
(Cap. 2). A questo punto cominciano a comportarsi in
modo diverso dal resto delle cellule del neuroepitelio. Pas-
sano attraverso quello che viene chiamato epitelio a transi-
zione mesenchimale (EMT) (fig. 3.23A) (Kuriyama et al.,
2008). Le cellule mesenchimali sono cellule non specializ-
zate e blandamente legate, di solito di origine mesodermi-
ca, che si muovono nel corpo in associazione con il tessu-
to connettivo e la matrice extracellulare. La migrazione del-
le cellule della cresta neurale condivide molte di queste pro-
prietd mesenchimali. Per lasciare il neuroepitelio, le cellule
della cresta neurale prima devono perdere le giunzioni oc-
cludenti apicali che le collegano le une con le altre € con i
loro vicini. Una componente principale delle giunzioni oc-
cludenti & la proteina Occludina. Occludina & estremamen-
te ridotta nelle cellule premigratorie della cresta neurale e,
di conseguenza queste cominciano a perdere la loro polarita
baso apicale e si staccano dai loro vicini su entrambi i lati.
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Figura 3.23 La migrazione della cresta neurale. A. La transizione da
epiteliale a mesenchimale (EMT). Le cellule della cresta (nuclei in
rosso) nel pannello superiore si trovano nel tubo dorsale neurale e
sono fissate le une alle altre e ai loro vidini da giunzioni occludenti
dalle N-Caderine. Nel pannello centrale, sotto l'influenza di fattori di
trascrizione Slug, Snail & Twist, le cellule della cresta riducono le pro-
teine delle giunzioni occudenti come le occludine, le proteine di ade-
sione cellulare quali I'N-Caderina, € iniziano a secermere le MMP per
digerire la sovrastante lamina basale del tubo neurale. Nel pannello
inferiore, le cellule della cresta completano 'EMT fuoriuscendo attra-
verso il foro digerito nella lamina basale. B. Le cellule della cresta mi-
grano in flussi supportate da materiale della matrice extracellulare,
ma esprimono i recettori Eph-B e la Neuropilina, evitando la meta
caudale di ciascun somite che esprime i ligandi repulsivi Efrina B €
Semaforina per questi recettori. C. Le cellule della cresta mostrano
inibizione da contatto. Sinistra. Quando due aggregati di cellule del-
la cresta vengono coltivati vicini, e cellule migrano lontane dai cen-
tri di ciascun gruppo e non si mescolano reciprocamente quando si
incontrano. Destra. Quando un aggregato di cellule della cresta vie-
ne coltivato accanto a un altro tipo di tessuto, come il mesoderma,
le cellule della cresta migranti non evitano questo tessuto, ma piut-
tosto migrano dentro & su di esso.
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Ma non sono ancora pronte 2 lasciar andare questi vicini.
Per fare questo devono anche ridurre le molecole di adesio-
ne cellulare. La Caderina Neurale (N-Cad) ¢ una moleco-
la omofilica di adesione cellulare espressa sulle membrane
di tutte le cellule del tubo neurale incluse le cellule premi-
gratorie della cresta. Essa funziona come una specie di col-
lante tessuto specifico. Dinterferenza con la funzione di N-
Cad, attraverso Pespressione di una versione dominante ne-
gativa della proteina, induce queste cellule a perdere il con-
tatto le une con le altre (Kintner, 1992). Come abbiamo
imparato nel Capitolo 2, le cellule precoci della cresta ven-
gono specificate dall’espressione dei geni slug e snail codi-
ficanti per fattori di trascrizione. Le cellule premigratorie
della cresta neurale esprimono anche un altro fattore di tra-
scrizione codificato da fwist. Questi fattori di trascrizione
riducono direttamente N-Cad e le proteine delle giunzio-
ni occludenti, come Occludina, e sono quindi importanti
per PEMT di cellule‘della cresta neurale.

Una volta che le giunzioni occludenti e le adesioni omo-
fliche con i loro vicini sono andate perse, le cellule premi-
gratorie della cresta affrontano una o pilt barriere prima d
poter uscire dai confini del tubo neurale. Devono romper
la pesante lamina basale composta da proteine della matri
ce extracellulare che circonda completamente il tubo neu
rale. Per fare questo, secernono proteasi speciali, chiamat
metalloproteasi della matrice (MMP). Queste proteasi d
geriscono la matrice extracellulare della lamina basale, cr¢
ando un foro per le cellule della cresta che sfuggono attr:
verso di esso, in modo che possano iniziare a esplorare il o
sto del corpo (Duong e Erickson, 2004).

LEMT delle cellule della cresta neurale & per molti ve
si simile ai primi passi di metastasi nei cumori invasivi
tessuti non metastatici, come le cellule del neuroepiteli

_hanno una polarita baso-apicale con giunzioni occluder
e caderine che collegano le cellule vicine, mantenendole
loro posto. Negli stadi precoci del tumore metastatico,
proteine delle giunzioni occludenti come I’Occludina €
Caderine sono ridotte. Queste cellule possono quindi esf
mere MMP e digerire la lamina basale che le tiene dent
Lespressione di Sluge Snail & spesso aumentata nei tun
ri metastatici. Quando le cellule rumorali metastatiche h
no fatto un pieno di EMT, sono in grado di diffonders
tutto il corpo, spesso attraverso il flusso sanguigno, € di
vadere altri tessuti. Naturalmente, una delle differenze p
cipali tra le normali cellule della cresta neurale e le cel
tumorali metastatiche & che le cellule della cresta sono
cora ristrette in termini di potenziale proliferativo, me
le cellule tumorali hanno in qualche modo perso la rc
lazione del controllo della crescita.

Una volta che le cellule della cresta neurale hanno la
to il tubo neurale, cominciano a migrare. Le grandi i
cole della matrice extracellulare, come il collagene, lal
nina, e la fibronectina, sono conosciute per sostenere 2
grazione delle cellule della cresta neurale, per cui se q'
cellule sono dissociate dallembrione e piastrate su pi
di coltura tissutale rivestite con matrice extracellulare
grano liberamente. I recettori di queste molecole dell:
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trice extracellulare, eterodimeri di proteine di integrina,
sono espiessi dalle cellule migranti della cresta neurale, e la
perturbazione di questi recettori inibisce la migrazione del-
la cresta neurale. Se una B1-integrina, o il suo partner ete-
rodimerico, 'a4-integrina, sono bloccati con anticorpi spe-
cifici, la migrazione della cresta neurale & bloccata (Lallier
et al., 1994; Kil ez al., 1998).

Nella regione del cranio, le cellule migrano lungo gli ar-
chi branchiali, mandibolare e ioideo, verso le varie regioni
della testa e del collo. La cresta neurale del tronco prende
due vie base dal tubo neurale: il percorso ventrale, lungo il
quale procedono le cellule che formeranno i gangli senso-
riali, enterici e autonomi, e il percorso dorsale o laterale, in
cui predominano le cellule che formeranno le cellule pig-
mentate dell’epidermide (Weston, 1963). Una caratteristi-
ca delle nuove cellule della cresta neurale & che migrano in
flussi separati. Cid & particolarmente evidente nella regio-
ne del tronco in cui le cellule della cresta neurale migrano
attraverso la meti rostrale di ciascun somite, ma evitano la
meta caudale, che rimane cresta libera (fig. 3.23 B). Che
cosa & responsabile di queste rotte migratorie incanalate? I
recettori Eph e i ligandi Efrina sono stati identificati per
primi per il loro ruolo in materia di guida repulsiva della
crescita assonale (vedi Cap. 5). La Efrina B viene espressa
dalle meta caudali dei somiti, mentre Eph-B, il recettore
per questo ligando repulsivo, ¢ espresso dalle cellule mi-
granti della cresta neurale (Krull ez 2/., 1997; Wang e An-
derson, 1997). Anche le semaforine sono molecole guida
repulsive per la crescita degli assoni (discusso in dettaglio
nel Cap. 5), ed espresse nella meta caudale di ogni somite.
Il recettore della Semaforina, la Neuropilina, & espresso nel-
le cellule migranti della cresta. Le stesse molecole sono uti-
lizzate per creare zone senza cresta nella regione cefalica, e
per produrre flussi della cresta che scorrono tra gli archi
branchiali. Questi fattori di guida inibitori quindi forma-
no gli argini molecolari che rompono il flusso delle cellu-
le migranti della cresta in vari rivoli. /z vitro, le cellule ai
bordi dei raggruppamenti della cresta neurale hanno un fi-
lopodio attivo e migrano rapidamente lontano dal centro
del raggruppamento, mentre le cellule al centro del rag-
gruppamento hanno pochi filopodi e non mostrano tale
direzione nella loro migrazione. Questo perché le cellule
neurali della cresta mostrano inibizione da contatto della
locomozione come dimostrato dal fatto che, quando due
cellule migranti della cresta si incontrano, collassano le loro
protrusioni, si fermano transitoriamente e poi migrano lon-
tano l'una dall’altra (Fontaine-Carmona et /., 2008). Quan-
do una cellula neurale della cresta incontra un altro tipo di
C.ellula, come una cellula mesodermica, non mostra tutta-
Via inibizione da contatto. Analogamente, espianti di cel-
lule neurali della cresta non si invadono reciprocamente,
mentre le cellule migrano da un espianto di cresta neurale
infiltrando espianti di altri tipi di cellule (fig. 3.23 C). Que-
Sta.inibizione omotipica da contatto nella locomozione si-
gnlﬁca che le cellule nella parte anteriore dei flussi migra-
tori tendono ad andare avanti, e la mancanza di inibizione
eterotipica da contatto significa che quando le cellule gui-
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da della cresta incontrano un diverso tipo di tessuto, lo in-
vadono. Questo comportamento ricorda di nuovo quello
mostrato dalle cellule tumorali metastatiche.

La promozione della migrazione da parte di proteine del-
la matrice extracellulare, la guida di queste cellule in rivoli
da parte di molecole repulsive come efrine e semaforine, e
I'inibizione da contatto causano I'allontanamento di que-
ste cellule le una dalle altre e I'invasione di diversi tipi di
tessuti, dovrebbe.essere sufficiente per dar conto dei mo-
delli di migrazione in lungo e in largo di cellule neurali del-
la cresta. Ma in fondo al percorso, ci possono anche essere
segnali chemoattrattivi, positivi, rilasciati dai bersagli della
migrazione della cresta neurale, sebbene non ci sia prova
convincente per la chemiotassi delle cellule della cresta che
risalgano un gradiente di tali fattori.

Il percorso che le cellule della cresta prendono ¢ in qual-
che misura determinato dall’ambiente in cui si trovano. Per
esempio, la cresta neurale dalla parte piti anteriore del mi-
dollo spinale in sviluppo migra nell’intestino per formare
il sistema nervoso enterico, mentre la cresta neurale da li-
velli poco pil caudali del midollo spinale non migra nel-
I'intestino, ma invece si raccoglie nei pressi dell’aorta e for-
ma la catena gangliare simpatica. Il trapianto di cellule del-
la cresta neurale prese a livelli anteriori (che formerebbero
i gangli enterici) dell’embrione e trapiantate in regioni pitt
posteriori producono quelle cellule della cresta anteriore
che seguendo le vie posteriori producono neuroni simpa-
tici invece di neuroni enterici (Le Douarin et «/., 1975; Le
Douarin, le 2004). Come osservato nel Capitolo 2, il tubo
neurale ha una considerevole quantiti di modelli, in parte
controllati dall’espressione regionale di fattori di trascrizio-
ne Hox. La cresta neurale che migra dalle regioni craniali
del tubo neurale ha anche identita posizionale, e questo di-
pende anche dal codice Hox. La figura mostra la migrazio-
ne della cresta neurale dai rombomeri. La cresta craniale
fornisce molte cellule ai tre archi branchiali. La cresta neu-
rale che migra in questi archi dara origine alla maggior par-
te della cartilagine e dello scheletro del cranio e del viso.
Lunico contributo delle diverse regioni della cresta neura-
le del cranio ha fornito 'opportunita di saggiare la specifi-
cita di queste cellule e dei loro flussi migratori. Le cellule
della cresta dai rombomeri 77 e 72 migrano nel primo arco
(mandibolare), la cresta da 74 migra nel secondo arco (ioi-
de), e la cresta da 76 e 77 migra nel terzo arco (branchiale)
(Kontges e Lumsden, 1996). La cresta in ciascuno di que-
sti archi differenzia in specifici elementi scheletrici del viso
o della mandibola (fig. 3.24). La cresta neurale, provenien-
te da ogni rombomero, continua a esprimere lo stesso in-
sieme di geni Hox appena migra dal tubo neurale, e quin-
di ha una propria identita. Questa unica identitd pud esse-
re dimostrata da esperimenti di trapianto in cui si trapian-
ta la cresta dalla regione di un rombomero a un’altra, in cui
vengono monitorati la sua migrazione e l'ulteriore svilup-
po (Noden, 1975). Le cellule della cresta che normalmen-
te popolano il terzo arco sono state asportate e sostituite
con le cellule della cresta del primo arco. Le cellule della
cresta trapiantate migrano nel terzo arco, ma invece di for-
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Figura 3.24 | flussi della cresta neurale. A. Una scansione vista al mi- buiscono al primo arco, r4 contribuisce al secondo arco e 16, 7 contri-
croscopio elettronico delle cellule della cresta neurale evidenzia la mi- buiscono agli archi terzo e quarto. A sinistra di questo pud essere visto
grazione nel primo/mandibolare (MNC), nel secondo/ioide (HNC), e il flusso segmentale spinale pits anteriore. C. Le cellule della cresta in
nel terzo e nel quarto (BNC) arco branchiale in un embrione di sala- coltura evitano strisce rivestite con Efrina B (a sinistra), ma se ['Efrina B
mandra. O = vescicola ofica, OV = vescicola oftica. B. Un modello si- solubile & aggiunta al mezzo, questa si lega ai recettori EphB sulle cel-
mile & stato visto in un embrione di pollo colorato con un marcatore lule della cresta e i rende insensibili alle strisce rivestite che quindi non

specifico HNK-1 della cresta neurale. | rombomeri 1 e 2 (r1, 2) contri- puod evitare. (A da Falck et al, 2002; BeC Mellott e Burke, 2008)

mare la cartilagine del collo, formano proiezioni a forma  della cresta neurale precedente alla loro migrazione dal tubo
di becco dal collo e un sistema scheletrico del primo arco neurale. Anche se possono utilizzare gli stessi segnali per
completo e duplicato nella loro nuova posizione. Cosl, sem- migrare attraverso gli archi branchiali, si differenzieranno
bra che Pinsieme di tessuti scheletrici e connettivi dell’ar- in accordo con il codice specifico Hox per quanto riguar-
co branchiale siano una proprieta intrinseca delle cellule da la loro posizione od origine.

Che cosaltro succede nelle altre regioni del nostro cer-  DNA di neuroni nel cervello di persone nate in que
vello? Durante la nostra vita sono generati nuovi neuro-  periodo (Spalding ez 4L, 2005). Sulle basi delle loro 2
ni fuori dall'ippocampo e dal bulbo olfattivo? Un affasci-  lisi post mortem su cervelli da individui nati prima 0
nante esperimento «arurale” ha condotto a un risultato  rante il periodo di prove nucleari, conclusero che Virt
che pud rispondere a questa domanda. Durante la Guer- ~ mente tutti i neuroni della corteccia occipitale degli
ra Fredda, gliUS.Ae ’Unione Sovietica provarono di  mini adulti (di 60 anni) sono generati durante lo svil
routine armi nucleari al suolo. Questo condusse aunau-  po fetale e durano per tutta la vita di una persona.
mento globale dei livelli di 14C pell’atmosfera fino al 1963. Perché i mammiferi generano nuovi neuroni 5019

1l gruppo di Frisen in Svezia misurd il livello di ¥C nel  l'ippocampo € nel bulbo olfattivo? Le rane e i pesct
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no occhi che crescono, gli uccelli apprendono un nuo-
vo canto. Qual ¢ il vantaggio dei mammiferi? Poiché sia
il bulbo olfattivo che I'ippocampo sono coinvolti nella
formazioné delle memorie olfattive, il riciclo neuronale
in queste regioni potrebbe essere importante durante il
cambio stagionale della nidificazione e dell’accoppia-
mento. Altman osservd che la neurogenesi del cervello
procede attraverso due fasi base. I neuroni a grande pro-
iezione (o macroneuroni) sono generati precocemente
nello sviluppo embrionale, mentre i neuroni pilt picco-
li (o microneuroni) sono generati pit tardi, durante il
periodo postnatale e poi nell’adulto. Questi microneu-
roni prodotti pilt tardi sono poi integrati nella struttura
fornita dai macroneuroni. Altman descrisse questo se-
condo stadio di neurogenesi come un modo per permet-
tere alle influenze ambientali di regolare la neurogenesi
e per produrre un cervello idealmente adattato al suo
ambiente. In uno degli ultimi riassunti del suo lavoro,
Altman (Altman e Das, 1965) somm le sue ipotesi: “Noi
postuliamo che questo processo di costruzione gerarchi-
co doti il cervello di stabilita e rigiditd come pure di fles-
sibilita e di plasticitd”. Benché sia stato difficile provare
che la neurogenesi persistente in una particolare regio-
ne del cervello sia necessaria per la plasticita comporta-
mentale in quella regione cerebrale, studi recenti confer-
mano le ipotesi di Altman. La soppressione selettiva dei
nuovi neuroni generati nella SVZ effettivamente com-
porta alcuni difetti funzionali, in particolar modo nei
test di memoria olfattiva (Imayoshi ef 4/., 2008). Ima-
yoshi e colleghi usarono una strategia con ricombinasi
Cre inducibile dal tamoxifene simile a quella descritta
sopra, a eccezione dell’aggiunta della marcatura della
progenie delle cellule progenitrici neurali adulte, accop-
piarono i topi con Cre inducibile con topi ingegnerizza-
ti con una tossina Cre-attivata. Questa uccide effettiva-
mente tutta la progenie delle cellule progenitrici neura-
li adulte, e porta alla diminuzione del numero totale di
cellule granulari nel bulbo olfattivo nel corso del tempo.
Nell'ippocampo, ¢ stata bloccata anche I'aggiunta di nuo-
vi neuroni in questi topi. Sebbene i topi non possono
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pitt produrre nuovi neuroni, mantengono la capacita di
generare nuove memorie olﬁzttive; tuttavia, i topi mo-
strano un significativo deterioramento nella loro abilita
di costruire nuove memorie spaziali, ippocampo-dipen-
denti. Questi eleganti studi dimostrano I'importanza del-
la neurogenesi adulta, almeno nell'ippocampo, e sugge-
riscono che quando si impara la strada per un nuovo po-
sto, viene fatto grazie alla neurogenesi.

I numeri enormi di neuroni e cellule gliali nel cervello
sono generati da cellule progenitrici del tubo neurale e
dalle vescicole cerebrali. Le cellule progenitrici del siste-
ma nervoso precoce embrionale subiscono molte divisio-
ni cellulari simmetriche per produrre un numero mag-
giore di cellule progenitrici, mentre le cellule progenitri-
ci della tarda fase embrionale subiscono probabilmente
pit divisioni asimmetriche per generare neuroni e glia.
La produzione di neuroni e glia dalle cellule progenitri-
ci & sotto stretto controllo molecolare, e questo mostra i
numeri appropriati di neuroni e glia da produrre per il
corretto funzionamento del cervello. Le interazioni tra i
neuroni e le cellule progenitrici regolano la loro prolife-
razione sia in senso positivo sia inibitorio. Nel comples-
50, una marcata coordinazione prende posto per regola-
re la proliferazione nel sistema nervoso durante lo svilup-
po, e le mutazioni in percorsi genetici specifici coinvolti
nella neurogenesi possono portare a tumori infantili
gliomi negli adulti. Una volta che il periodo di sviluppo
della neurogenesi & completato, la maggior parte delle
aree del cervello non genera nuovi neuroni, anche dopo
un danno. Questo ha portato al concetto che si nasce con
tutti i neuroni che si potranno avere. Tuttavia, in anni re-
centi, & diventato chiaro che certe regioni del cervello,
Pippocampo e il bulbo olfattivo, continuano ad aggiun-
gere nuovi neuroni per tutta la vita. Questa continua ad-
dizione di neuroni in queste regioni pud consentire una
maggiore plasticita in questi specifici circuiti cerebrali.
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