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Neurogenesi e migrazione cellulare

Mary E. Hatten e Nathaniel Heinty

Una delle caratteristiche piti rilevanti dello svi-
luppo del sistema nervoso & la massiccia migrazio-
ne delle cellule precursore. Questi movimenti sono
organizzati per promuovere la differenziazione di
un impressionante varieta di fenotipi e per collocare
i neuroni neoformati nella struttura biologica pitt
complessa che si conosca, il cervello dei vertebrati.
Negli esseri umani, pitt di cento miliardi di cellule,
inclusi centinaia di diversi tipi di neuroni, utilizza-
no migrazioni cellulari organizzate per contribuire
all’assemblaggio di reti neuronali che comprendono
qualcosa come 10 contatti sinaptici. Questa com-
plessita della struttura cellulare e delle connessioni
sinaptiche viene raggiunta costruendo una nuova
organizzazione cellulare - il cui aspetto piti eviden-
te & la disposizione in strati dei neuroni delle regio-
ni corticali. Quindi, le domande cruciali sul sistema
nervoso sono: Perché la migrazione cellulare & cosi
fondamentale nella formazione di queste strutture?
Come avviene il movimento di cellule su distanze
cosi lunghe? In questo capitolo, confronteremo le
strategie cellulari e molecolari utilizzate per forma-
re il sistema nervoso centrale e quello periferico,
concentrandoci sul ruolo che la migrazione cellula-
re organizzata riveste nell’esecuzione di programmi
specifici di differenziazione neuronale.

SVILUPPO DEL SISTEMA NERVOSO
PERIFERICO

Le cellule della cresta neurale migrano
per lunghe distanze e vanno incontro a destini
differenti

La cresta neurale & una struttura embrionale

transitoria, che genera una popolazione di cellule in
proliferazione, che migrano dal tubo neurale in fase
di chiusura verso la periferia. Mentre molte cellule
all'interno di questa popolazione andranno incon-
tro ad uno sviluppo in senso neuronale e formeran-
no il sistema nervoso periferico (SNP), altre daran-
no origine ad una grande varieta di strutture diffe-
renti, che vanno dai melanociti della pelle allo sche-
letro cranio-facciale. Negli embrioni dei vertebrati,
le cellule della cresta neurale si formano nella parte
dorsale del neuroepitelio. Nel pollo, le cellule della
cresta neurale in fase di formazione esprimono una
serie di proteine specifiche di regolazione della tra-
scrizione, sotto l'influenza induttiva dell’ectoderma
sovrastante.'® Subito dopo la fusione delle pieghe
neurali, le cellule della cresta neurale si staccano
dalla placca neurale, e flussi di cellule della cresta in
divisione iniziano il loro viaggio attraverso
I’embrione. Un importante elemento di regolazione
della specificazione del destino delle singole cellule
della cresta, & il percorso preso dalle cellule durante
la migrazione, poiché questo percorso controlla la
disponibilita dei fattori che inducono sviluppi cellu-
lari specifici.

Lo studio del destino delle cellule della cresta
neurale & stato enormemente facilitato grazie allo
sviluppo, da parte di Nicole le Douarin, di un siste-
ma per marcare le cellule all'interno della popola-
zione e per seguirle attraverso I'embrione in svilup-
po, dal loro punto di partenza lungo l'asse del tubo
neurale, fino a posizioni distali.* Questo metodo
consiste nella costruzione di embrioni che sono chi-
mere — 0 combinazioni — di cellule di pollo e di qua-
glia, ottenuti innestando porzioni del nevrasse della
quaglia nel pollo, nel periodo in cui, in vari punti
della cresta neurale, si cominciano a formare popo-
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FIGURA 16.1 Procedure usate per l'innesto di un fram-
mento di nevrasse in formazione da una quaglia (donatore)
in un pollo (ospite), utilizzato da LeDouarin e collaboratori.
(A) Vista dorsale di un embrione di uccello (la parte anterio-
re & in alto). Le pieghe neurali sono mostrate in nero nella
regione allinterno del riquadro; questa struttura & stata
rimossa e trapiantata in un embrione ospite. (B) Sezione tra-
sversale dell’embrione nella regione mostrata nel riquadro in
(A). 11 tubo neurale & disegnato in nero. (C) Rappresentazione
della regione di tessuto neurale da innestare nell’embrione
ospite. Tratto da LeDouarin.?
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lazioni di cellule (Fig. 16.1).5 L'uso del sistema di
marcatura pollo-quaglia ha reso possibile dimostra-
re che le cellule della cresta neurale provenienti da
diversi livelli assiali seguono percorsi migratori dif-
ferenti e, una volta arrivati a destinazione, danno
origine e una differente progenie> Questi esperi-
menti hanno mostrato che le cellule della cresta
vanno incontro a destini diversi in regioni diverse
del SNP in via di sviluppo. Si veda il Riquadro 16.1
per una descrizione di questa e di altre tecniche di
marcatura cellulare.

Per mostrare come la migrazione possa contri-
buire alla specificazione delle cellule della cresta
neurale, & utile riassumere i vari percorsi migratori
e il destino delle cellule che arrivano in regioni spe-
cifiche dell’embrione. Cid si pud fare tracciando i
movimenti delle cellule provenienti da diversi livel-
li del tubo neurale, grazie a metodi di marcatura
tramite coloranti vitali® & tramite retrovirus,” e deci-
frando i programmi di differenziazione di determi-
nate classi cellulari, tramite 1'utilizzo dell’espressio-
ne di geni specifici come marcatori di classi specifi-
che di neuroni del SNP.

I percorsi del cranio

L’organizzazione dei movimenti migratori ed i
destini cellulari della popolazione cellulare della
cresta neurale cranio-facciale sono talmente com-
plessi che la loro comprensione & appena all’inizio.
Nella regione cefalica dell’embrione, il SNP & un
insieme di cellule che si formano nei placodi,
descritti nel Capitolo 15, e nelle cellule della cresta
neurale della regione del cranio. La migrazione
delle popolazioni cellulari della cresta inizia subito

RIQUADRO 16.1

Per studiare nel tempo i movimenti e i destini di cel-
lule specifiche, i ricercatori devono in qualche modo
marcarle cosi da distinguerle da quelle circostanti. Nei
primi studi di mappatura cellulare, le cellule venivano
marcate utilizzando coloranti vitali o-polveri colorate.
Questi metodi hanno fornito informazioni interessanti
sui movimenti di vaste popolazioni. cellulari, ma ave-
vano come limite la tendenza dei coloranti a diffonde-
re nell’ambiente circostante o a staccarsi dalle cellule a
cui venivano inizialmente applicati. Un metodo di
marcatura pitt accurato & quello di etichettatura con
[*H]timidina, sviluppato per la prima volta alla fine

METODI DI MARCATURA DELLE CELLULE EMBRIONALI
E DELLA LORO DISCENDENZA

degli anni Cinquanta da Richard Sidman per studiare
la migrazione delle cellule della cresta neurale.! Questa
tecnica richiede che il pezzo di tessuto o le cellule di
interesse vengano rimossi da un animale donatore,
incubati con [*H]timidina, che viene incorporata nel
nucleo cellulare durante la sintesi di DNA, e quindi
trapiantati in un animale ospite, da cui normalmente
sono state rimosse le popolazioni cellulari endogene
equivalenti. Le cellule trapiantate possono essere
distinte da quelle dell’ospite mediante autoradiogra-
fia. Benché la timidina non sia diffusibile, essa ha lo
svantaggio di diluirsi nel tempo, man mano che le cel-
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lule marcate si dividono. Inoltre, l'autoradiografia
richiede parecchio tempo. Si pud ottenere una maggio-
re sensibilita, con una notevole semplificazione delle
procedﬁre, tramite 1'uso di coloranti fluorescenti, tra i
quali il colorante lipofilo Dil & di gran lunga il pit
popolare, a causa dell’intensa fluorescenza.>® Tuttavia,
anche il segnale Dil si diluisce, fino a raggiungere livel-
li non rilevabili, in popolazioni cellulari che vanno
incontro a rapide divisioni.

Per seguire le cellule fino ad un numero illimitato di
divisioni cellulari, i ricercatori si sono rivolti alle chi-
mere inter-specie, in cui la popolazione cellulare di
interesse viene rimossa da un animale donatore e tra-
piantata in un ospite di una specie diversa. Questo
metodo & applicabile ai casi in cui (1) le cellule della
specie del donatore possiedono caratteristiche che le
distinguono da quelle dell’'ospite e (2) la specie del
donatore e quella dell’ospite sono sufficientemente
simili da consentire uno sviluppo relativamente nor-
male del tessuto del donatore all’interno dell’ospite. Le
chimere inter-specie pitt comunemente utilizzate sono
state realizzate impiegando specie pigmentate 0 non
pigmentate di anfibi o embrioni di quaglia e pollo. Il
metodo della chimera pollo-quaglia, sviluppato da
Nicole Le Douarin,* si giova di un marcatore dell’ete-
rocromatina trovato nei nuclei cellulari della quaglia,
che & assente nelle cellule del pollo. Il metodo della chi-
mera pollo-quaglia si & dimostrato essenziale per la
precisa definizione dei percorsi migratori e dei poten-
ziali di sviluppo delle cellule della cresta neurale, ed &
stato piu di recente utilizzato per studiare anche lo svi-
luppo del SNC. Inoltre, I'uso delle chimere non & piti
limitato agli embrioni di uccelli ed anfibi: negli ultimi
dieci anni, sono stati sviluppati anticorpi specie-speci-
fici e sonde di cDNA che permettono il trapianto tra
molte delle specie sperimentali standard.

Quando tentano di esaminare i destini di singole cel-
lule anziché di intere popolazioni cellulari, i ricercatori
si trovano di fronte ad una sfida particolare. Alcuni
organismi, quali ad esempio Caenorhabditis elegans e il
pesce zebra, sono sufficientemente trasparenti da poter
identificare singole cellule con il sistema ottico di
Nomarski e seguirle tramite fotografie prese in sequen-
za. Tuttavia, nella maggior parte degli organismi e
necessario marcare Je cellu’Igr in qualche modo. A questo
scopo sono stati sviluppati due metodi diversi. Nel
primo, nelle singole cellule viene effettuata una micro-
iniezione intracellulare con un colorante, solitamente
fluorescente.> Poiché i coloranti utilizzati non possono
diffondersi all’esterno della cellula o passare attraverso
le giunzioni tra le cellule, in questo modo si riesce a
marcare soltanto la cellula iniettata e la sua discenden-
za. Il limite di questo metodo, cosi come di tutti i meto-
di di marcatura con coloranti, & la diluizione del colo-
rante in seguito alla divisione cellulare. Questo proble-
ma ha portato allo sviluppo del secondo metodo, il
metodo di marcatura tramite retrovirus, grazie al quale

le cellule possono essere marcate in modo permanente
ed ereditabile.” Con questo sistema, le cellule vengono
infettate con un retrovirus, che trasporta un gene repor-
ter, come la B-galattossidasi, la cui espressione pud
essere rilevata istochimicamente (Fig. 16.11). Il gene
viene incorporato nel DNA cellulare e successivamente
espresso sia nella cellula infetta che nella sua discen-
denza. Il retrovirus viene somministrato per iniezione
nella regione di interesse. Le concentrazioni utilizzate
sono abbastanza basse, in modo che vengano infettate
soltanto poche cellule all'interno della popolazione
esposta, e che la distanza tra le cellule infette sia mag-
giore della distanza attraverso la quale ci si attende che
si disperda la discendenza di ciascuna cellula (ciog un
clone). Non & detto che i dati supportino I'assunto della
dispersione spaziale delle cellule di un clone; quindi, il
principale punto debole della tecnica di marcatura tra-
mite retrovirus & la mancanza di certezza assoluta
riguardo la natura clonale di un gruppo di cellule mar-
cate (per una discussione approfondita sull’argomento,
si vedano le Ref. 8 e 9). La tecnica di marcatura tramite
retrovirus si & dimostrata particolarmente utile per
I’analisi delle discendenze cellulari nella corteccia cere-
brale.

Gabrielle G. LeBlanc
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dopo la fusione delle pieghe neurali lungo la linea
mediana: in questa fase, & possibile osservare il
mqvimento di flussi di cellule marcate dall’ectoder-
ma del cranio verso la periferia. Le cellule della cre-
sta neurale che provengono dalla porzione piu ante-
riore, il prosencefalo, migrano ventralmente in un
flusso continuo, passando attraverso il mesenchima
compreso tra I'occhio in formazione e il diencefalo.
Le cellule della cresta neurale a livello del mesence-
falo seguono una via ventro-laterale, che passa
invece attraverso il mesenchima al livello della
superficie laterale del mesencefalo e dell’ectoderma.
Le cellule della regione dorsale del romboencefalo
in sviluppo generano popolazioni cellulari della
cresta neurale, che andranno incontro alla specifica-
zione ed alla migrazione in tre flussi di cellule, che
ricalcano l'organizzazione segmentale del rom-
boencefalo. Tutti e tre questi flussi si muovono ven-
tro-lateralmente, al di sotto dell’ectoderma, dalla
porzione dorsale del tubo verso la porzione distale
degli archi branchiali.

Marcando con coloranti vitali gli embrioni a dif-
ferenti stadi di sviluppo, i ricercatori hanno rico-
struito® la mappa del territorio di migrazione di
questi flussi di cellule della cresta neurale, arrivan-
do alla conclusione che le cellule sono generate in
ordine ventro-dorsale (Fig. 16.2A). Quindi, nella
testa, le cellule migranti generate per prime forma-
no le strutture piti ventrali, e quelle generate dopo
formano strutture dorsali. Il processo di migrazione
delle cellule della cresta neurale & molto rapido:
l'intervallo temporale tra la migrazione delle prime
e delle ultime cellule della cresta neurale del cranio
del topo @ infatti compreso tra le 9 e le 12 ore.

I percorsi del tronco

Nella regione del tronco, le cellule della cresta
danno origine a strutture cruciali del SNP, tra cui la
catena dei gangli simpatici, che si estende in basso
lungo la regione del tronco, e i gangli delle radici
dorsali. Oltre a queste classi di neuroni, la cresta
genera le cellule di Schwann — glia del SNP che
riveste o mielinizza gli assoni del SNP - e cellule
non neuronali, in particolari i melanociti. Le cellule
precursore neuronali all'interno della popolazione
della cresta si formano da un flusso di cellule che
migrano lungo un percorso ventrale’ attraverso i
somiti, dando origine ai gangli delle radici dorsali
(neuroni sensoriali), ai gangli simpatici (sistema
nervoso autonomo) e alle cellule cromaffini surre-
nali (Figg. 16.3 e 16.4). Al contrario, i precursori dei
melanociti della pelle seguono un percorso dorsale,
al di sotto dell’ectoderma sovrastante. Quindi, la
specificazione fenotipica delle cellule precursore
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all'interno della popolazione della cresta neurale &
correlata con i percorsi migratori delle cellule.

1l sistema nervoso enterico

Le cellule della cresta neurale delle regioni ante-
riore (vagale) e posteriore (sacrale) migrano nel-
I'intestino, dove formano il sistema nervoso enteri-
co. Nell'intestino, le cellule della cresta formatesi
per prime si muovono come un’onda in direzione
anteroposteriore, per popolare i visceri. Per esami-
nare il ruolo dei percorsi migratori nella differenzia-
zione delle cellule della cresta neurale enterica,
sono stati utilizzati sia metodi di marcatura tramite
retrovirus che approcci neurogenetici.’® Le chimere
inter-specie tra pollo e topo hanno dimostrato che
'assenza di migrazione della cresta nei visceri prive
di gangli dei topi mutanti lethal spotted sono ricon-
ducibili ad un difetto delle componenti del mesen-
chima. Questi esperimenti supportano l'idea che,

FIGURA 16.2 (A) Marcatura delle cellule del tubo e della
cresta neurale con traccianti lipofilici. A sinistra, un embrione
di pollo fotografato subito dopo l'ablazione unilaterale di
circa meta del tubo neurale nel mesencefalo, inclusa la cresta
neurale. Nella parte residua del tubo neurale di questa regio-
ne & stato iniettato DiO (in verde). Nelle pieghe neurali intatte
dell’adiacente rombencefalo & stato iniettato Dil (in arancio-
ne-rosso). A destra, lo stesso embrione 36 ore dopo, quando le
cellule che hanno origine nel tubo neurale (in verde) si sono
sparse per formare cellule della cresta neurale nel mesencefa-
lo. Le cellule normali della cresta neurale del rombencefalo (in
arancione-rosso) hanno migrato lateralmente nel secondo
arco branchiale, seguendo un normale percorso di sviluppo.
Solo un piccolo numero di esse si sono spostate rostralmente
nella regione dell’ablazione del mesencefalo. Questo esperi-
mento mostra i normali percorsi migratori delle cellule della
cresta cefalica e la capacita del tubo neurale di riformare cellu-
le della cresta neurale in seguito ad ablazione. (B) Origine e
distribuzione delle cellule della cresta neurale cefalica negli
esperimenti di trapianto pollo-quaglia. Gli innesti sono stati
effettuati a diversi livelli ed in fasi diverse dello sviluppo. Il
prosencefalo (Pro), il mesencefalo (Mes) e il rombencefalo an-
teriore e posteriore (Romb Ant e Romb Post) sono stati rimos-
si dall’embrione di quaglia (rappresentato in figura) e tra-
piantati allo stesso livello in un embrione di pollo nello stesso
stadio evolutivo. 5S4, S6, S8 e S10 indicano lo stadio in cui &
stato effettuato il trapianto, definito in base al numero di cop-
pie di somiti presenti (ad es., 54 = stadio con 4 coppie di
somiti). (C) La punteggiatura rosa o rossa indica le destinazio-
ni finali, allo stadio 20 dell’embrione di pollo ospite, delle cel-
lule della cresta neurale derivate da ciascuno dei differenti
trapianti. Posizione delle cellule derivate da e trapiantate nel
prosencefalo (1), da e nel mesencefalo (2) , da e nel rombence-
falo (3). (4) Rappresentazione generale delle derivazioni del-
l'intera cresta neurale cefalica. Tratto da Nicole LeDouarin.’
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FIGURA 16.3 I due principali percorsi migratori delle cel-
lule della cresta neurale nella regione del tronco. Le cellule
della cresta (in verde) migrano ventralmente (freccia gialla)
attraverso la regione rostrale (R) del dermatoma del somite
(DM), evitando la regione caudale (C). Queste cellule danno
origine ai neuroni della radice dorsale e ai gangli simpatici,
alle cellule di Schwann e alle cellule cromaffini surrenali. Le
cellule della cresta migrano anche lungo una via dorsale
(frecce rosa), attraverso 1’epidermide o I'ectoderma (EC) e lo
sclerotoma (SCL), per formare i melanociti. Abbreviazioni:
TN, tubo neurale; N, notocorda; AO, aorta.

per favorire la colonizzazione delle cellule della cre-
sta neurale da parte delle popolazioni della cresta
vagale e sacrale, sia necessario uno sviluppo nor-
male del mesenchima. Sorprendentemente, i geni
responsabili delle sindromi da assenza ereditaria di
gangli nei topi e nell’'uomo, codificano le endoteline
e i loro recettori, il cui ruolo nel determinare lo svi-
luppo del mesenchima e/ o le risposte neuronali alla

matrice extracellulare (MEC), non e stato ancora
definito.

I percorsi migratori sono associati
alla specificazione fenotipica

Per verificare il ruolo dei percorsi migratori nella
specificazione fenotipica delle cellule della cresta
neurale, sono state innestate alcune porzioni del
nevrasse a diversi livelli del midollo spinale, con-
sentendo alle cellule di effettuare la migrazione e lo
sviluppo in una nuova posizione. Sorprenden-
temente, le cellule trapiantate si sono differenziate
in base al loro nuovo percorso migratorio, e non al
loro sito di origine lungo il nevrasse."! Nella mag-
gior parte dei casi, non si & ancora stabilito se i
segnali che forniscono le istruzioni necessarie ven-
gano acquisiti lungo il percorso o alla destinazione
determinata dal percorso migratorio. Un’eccezione
& costituita dai precursori simpatico-adrenergici che
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colonizzano la ghiandola surrenale. In risposta ai
glucocorticoidi, queste cellule diventano cellule cro-
maffini endocrine, mentre quelle che formeranno i
gangli diventano neuroni”? (vedi Capitolo 17).
Quindi, I'ambito dei destini potenziali che possono
essere assunti dalle cellule della cresta in migrazio-
ne & molto pitt ampio di quello effettivamente
espresso da un dato insieme di cellule, nel momen-
to in cui arrivano nella loro posizione finale e si dif-
ferenziano.

I risultati degli studi sui trapianti eterotipici ed

Cresta mesencefalica

Ganglio
ciliare

Ganglio
ciliare
superiore

) 5[eUB.LINS BIOPUBIYD

FIGURA 16.4 Cellule della cresta neurale in vari livelli
dell’asse antero-posteriore danno origine a diverse strutture
autonome e del midollo surrenale negli embrioni degli uccel-
li. Nella regione cefalica (al centro), le cellule della cresta
mesencefalica popolano il ganglio ciliare. I gangli della cate-
na simpatica (a destra), tra cui il ganglio ciliare superiore, si
formano dalle cellule della cresta neurale spinale che proven-
gono caudalmente rispetto al somite 5. Le cellule del midollo
surrenale (a destra) provengono esclusivamente da cellule
della cresta comprese tra i somiti 18 e 24. Le cellule della cre-
sta neurale vagale formatesi tra i somiti 1 e 7 danno origine ai
gangli enterici (a sinistra), mentre le cellule del ganglio di
Remak (a sinistra) derivano dalla cresta neurale lombo-sacra-
le posteriore al somite 28. Disegno fornito dal Dott. M.
Bronner-Fraser.
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eterocronici nel sistema della cresta neurale ci per-
mettono di trarre una serie di conclusioni generali
su come il momento in cui le cellule si formano, i
loro percorsi migratori e la loro destinazione finale
contribuiscano alla specificazione del destino cellu-
lare. La prima conclusione generale & che la popola-
zione della cresta neurale contiene cellule multipo-
tenti.81

La capacita delle cellule di differenziarsi in modo
adeguato & funzione del momento dell'innesto. Se la
popolazione della cresta viene trapiantata in una
fase precoce, prima della migrazione, un certo
numero di cellule possono modificare il loro destino.
In momenti successivi, le cellule trapiantate non
colonizzano i bersagli appropriati alle loro nuove
posizioni, cioé non assumono nuovi fenotipi.
Quindi, il momento in cui le cellule precursore
migrano dalle pieghe neurali contribuisce a determi-
nare l'ambito di tipi cellulari in cui esse si possono
trasformare. Questo risultato ha suggerito una
seconda conclusione generale a proposito dello svi-
luppo delle cellule della cresta: la popolazione cellu-
lare subisce un cambiamento progressivo dell’ambi-
to dei possibili destini futuri che le cellule potranno
seguire, per cui, con il trascorrere del tempo, il
potenziale di sviluppo delle cellule si riduce.

La migrazione delle cellule della cresta neurale
& guidata da segnali sia facilitatori che inibitori

Diversamente dalle cellule del sistema nervoso
centrale, le cellule della cresta neurale utilizzano
una modalitd di locomozione simile a quella dei
fibroblasti, caratteristica delle cellule dei metazoi.
La motilita delle cellule della cresta neurale viene
stimolata dalle integrine, una classe di recettori di
adesione della superficie cellulare che si legano ai
componenti della MEC. La fibronectina e la lamini-
na sono i principali componenti della MEC lungo i
percorsi migratori della cresta.’ Il microscopio a
scansione elettronica ha rivelato che le cellule della
cresta neurale attraversano zone prive di cellule,
ricche di fibrille di collagene tipiche della MEC.'
Gli esperimenti di perturbazione che hanno utiliz-
zato anticorpi contro le integrine (i recettori per la
fibronectina e la laminina) hanno dimostrato che la
MEC & un substrato per la migrazione delle cellule
della cresta. Quindi, una caratteristica comune della
migrazione delle cellule della cresta, & l'utilizzazio-
ne, per i movimenti cellulari, della MEC derivata
dal mesenchima. Grazie a questa modalita di movi-
mento, le cellule della cresta in proliferazione si
muovono attraverso il tessuto ad una velocita com-
presa trai10ei50 um h.
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Poiché cellule trapiantate da una regione del
nevrasse all’altra possono muoversi liberamente
nello spazio extracellulare che circonda il tubo neu-
rale, la MEC sembra fornire un substrato che favori-
sce la migrazione, senza regolarla tramite istruzioni
specifiche.'® Esperimenti in vitro indicano che le cel-
lule della cresta si muovono in modo casuale nel
substrato MEC." Le cellule in vivo sembrano mante-
nute sui loro percorsi migratori da segnali inibitori
provenienti dai tessuti circostanti. Gli esperimenti
di trapianto indicano che la regione peri-notocorda-
le & una struttura inibitoria, che impedisce alle cel-
lule della cresta di prendere una direzione ventro-
mediale attraverso I’embrione. Un altro esempio di
inibizione & stato evidenziato nella regione del tron-
co a livello dei somiti, dove le cellule della cresta
migrano solo attraverso la porzione rostrale degli
sclerotomi.’®?° Pertanto,, un substrato inibitorio
nelle strutture circostanti indirizza le cellule della
cresta a passare attraverso corridoi facilitatori di
MEC. Quando le cellule si posizionano nelle loro
destinazioni finali, al termine della migrazione, esse
iniziano ad esprimere molecole di adesione delle
famiglie delle immunoglobine G e delle caderine, e
si aggregano in gangli, nei quali vanno incontro alla
differenziazione neuronale e gliale definitiva.®

I precursori del sistema nervoso periferico intra-
prendono quindi un programma di neurogenesi
all'interno delle pieghe neurali, in cui, durante la
successiva migrazione lungo percorsi ventro-latera-
li della MEC, ciascuna cellula pud generare fino a
20.000 discendenti.'* Attraverso 1'embrione in svi-
luppo si muovono flussi di cellule migratorie: cia-
scuna cellula precursore all’interno di queste popo-
lazioni va incontro ad una continua proliferazione o
a specifici programmi di differenziazione, in accor-
do con (1) il momento di formazione del precursore,
(2) la sequenza dei fattori in cui ogni cellula si &
imbattuta nel suo viaggio attraverso la programma-
zione spaziale dei segnali, e (3) i programmi di spe-
cificazione fenotipica indotti localmente 8121421

Riassunto

Le cellule della cresta neurale compiono lunghi
spostamenti attraverso il corpo, per formare diversi
tipi cellulari, tra cui i neuroni, la glia, i melanociti e
le cellule della ghiandola surrenale. I percorsi di
migrazione delle cellule della cresta neurale variano
lungo I'asse anteroposteriore del corpo e I'ambiente
locale attraverso cui le cellule migrano e alla fine si
differenziano, ha un ruolo importante nella specifi-
cazione del fenotipo. La migrazione delle cellule
della cresta neurale & guidata da segnali sia positivi
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(facilitatori) che negativi (inibitori) con cui esse ven-
gono in contatto nella matrice extracellulare.

2

SVILUPPO DEL SISTEMA NERVOSO
CENTRALE

Nel sistema nervoso centrale (SNC) in via di svi-
luppo, analogamente a quello che accade nel SNP, i
neuroni si formano in posizioni che sono lontane da
quelle che occuperanno nel sistema nervoso adulto.
A differenza dello sviluppo della popolazione della
cresta neurale, quello del SNC si costruisce a partire
da un’organizzazione colonnare di base delle cellu-
le, organizzazione che favorisce la migrazione
radiale cellulare. La grande varieta di cellule che &
presente nel cervello dei vertebrati e lo sviluppo dei
suoi schemi di connettivitd, sono stati inizialmente
studiati in modo molto approfondito dal neuropa-
tologo spagnolo Ramén y Cajal, mentre in un secon-
do tempo sono state ottenute informazioni pit det-
tagliate sullo sviluppo e 'anatomia dei tratti di fibre
e dei circuiti (vedi Riquadro 2.2). Esaminando
embrioni di diverse specie di vertebrati ed utiliz-
zando varianti dei metodi di colorazione di Golgi,
Cajal? & riuscito a distinguere le caratteristiche fon-
damentali dello sviluppo neurale e a descrivere la
sequenza temporale della crescita e degli schemi di
connessione delle classi pitt importanti di cellule
nervose. Studiando lo sviluppo corticale, egli sug-
geri che la struttura laminare dei vertebrati superio-
ri fosse essenziale per la formazione di circuiti com-
plessi.

L’analisi dettagliata delle modalita della neuro-
genesi e della migrazione nel cervello dei mammife-
ri si deve principalmente allo sviluppo, da parte di
Richard Sidman, di un metodo autoradiografico per
marcare le cellule nel cervello in fase di sviluppo.?
% Iniettando timidina radio-marcata in vari stadi di
sviluppo embrionale ed ottenendo nell’adulto
immagini delle cellule marcate in quello stadio,
Sidman ¢ stato in grado di definire il luogo di origi-
ne delle cellule nell’embrione e di costruire una
mappa dei loro percorsi migratori durante lo svi-
luppo cerebrale. La marcatura con timidina radioat-
tiva, che viene incorporata nel DNA durante la
replicazione,®?> costituisce uno strumento insosti-
tuibile per marcare la “data di nascita” o il momen-
to dell’ultima divisione di una qualsiasi cellula pre-
cursore nel cervello in via di sviluppo. Sebbene le
cellule che continuano la loro divisione dopo l'inie-
zione provochino una diminuzione della concentra-
zione della marcatura radioattiva, le cellule che
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dopo questa divisione escono dal ciclo cellulare,
mantengono invece una gran quantita di timidina
marcata. Gli spostamenti delle cellule precursore
dalle zone germinali del SNC portano alla forma-
zione di tre classi generali di strutture: (1) strutture
stratificate con migrazione organizzata principal-
mente in senso radiale, tra cui la corteccia cerebrale,
la formazione ippocampale e la corteccia cerebella-
re; (2) strutture stratificate formate da una combina-
zione di movimenti migratori radiali e tangenziali,
tra cui la retina e il midollo spinale; (3) strutture non
stratificate, tra cui il tronco dell’encefalo, il mesen-
cefalo e il diencefalo.

Le cellule precursore proliferano nel cervello
in via di sviluppo

Le caratteristiche pyincipali della neurogenesi nel
cervello in formazione derivano dalla geometria del
sistema: la disposizione dei progenitori in un neu-
roepitelio pseudo-stratificato nel tubo neurale.
L'identita cellulare, all'interno di questo epitelio, &
stata un argomento di intensi dibattiti per pit di un
secolo. Una prima teoria, proposta da Wilhelm His?
negli anni ‘80 del diciannovesimo secolo, suggeriva
che le due classi di cellule cerebrali — neuroni e glia
— si originassero da cellule specificamente deputate
del neuroepitelio precursore. Egli riteneva che le
cellule poste sulla superficie ventricolare del tubo,
da lui definite cellule germinali, dessero origine ai
neuroni, mentre i sovrastanti “spongioblasti” desse-
ro origine alle cellule gliali. Il suo modello si basava
su una nuova tecnica, da lui sviluppata, di seziona-
mento in serie, che consenti per la prima volta di
vedere in modo dettagliato la struttura cellulare del
neuroepitelio. Nel 1897, A. Schaper?® propose una
teoria alternativa, che risultd inizialmente impopo-
lare, ma che fu presto riconosciuta come piu plausi-
bile: il neuroepitelio sarebbe formato da cellule non
specificamente vincolate (o “indifferenti”, come egli
le defini), in grado di formare sia neuroni che glia.

Per comprendere la natura delle cellule nella
matrice dei “neurospongi”, Ramén y Cajal? svi-
luppd dei metodi per fissare i tessuti dell’embrione
in una fase precoce di sviluppo. A questo scopo, egli
utilizzd dei barbiturici come fissanti ed immerse
quindi gli embrioni in reagenti fotografici per forni-
re, mediante la soluzione, I'argento ridotto necessa-
rio all'impregnazione cellulare. Il suo metodo con-
sentl di identificare cellule con diverse caratteristi-
che morfologiche, che egli riteneva fossero rappre-
sentative di diversi stadi di sviluppo - cellule ger-
minali, apolari, bipolari e infine multipolari. Quin-
di, le differenze nell’aspetto morfologico delle cellu-
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le del neuroepitelio, che Wilhelm His considerava
indice di presenza di diverse classi di cellule, erano
invece dovute al fatto che le cellule mitotiche (cellu-
le germinali) sono poste lungo la superficie ventri-
colare e le cellule in interfase estendono un processo
bipolare attraverso I'epitelio.

L’attivitd mitotica delle cellule nel neuroepitelio
in formazione & stata confermata da Fred e Mary
Sauer, che dimostrarono che cellule in diverse posi-
zioni all'interno della zona ventricolare possiedono
diverse quantita di DNA, e che le cellule sulla
superficie ventricolare hanno concluso la replica-
zione del DNA e proseguono con la mitosi.?* Una
conferma impressionante della natura pseudo-stra-
tificata del neuroepitelio colonnare & stata ottenuta
grazie alla microscopia elettronica a scansione del
cervello dell’embrione in sezione trasversale. Le
pareti delle tre vescicole cerebrali in formazione

sono visibili sotto forma di un singolo sottile epite-
lio*"® (Fig. 16.5). Le ricostruzioni della micrografia
elettronica seriale hanno fornito una visione statica
dei movimenti in avanti e indietro dei nuclei
all’interno delle cellule in varie fasi del ciclo cellula-
re, movimenti postulati da Ramén y Cajal sulla base
della forma delle cellule e dimostrati da Sauer sulla
base del loro contenuto di DNA. In una fase embrio-
nale molto precoce (E8-9 nel topo), la parete del cer-
vello in formazione ha lo spessore di una cellula,
con le cellule in interfase che estendono i loro pro-
cessi attraverso la sottile parete dell’epitelio. Non
appena le cellule progenitrici iniziano la mitosi, esse
ritraggono i loro processi, scendendo durante la
mitosi verso la superficie ventricolare. Il cambia-
mento di forma delle cellule e I'evidente movimen-
to del nucleo al loro interno mentre vanno incontro
a modificazioni morfologiche durante le fasi del

FIGURA 16.5 La zona ventricolare forma un neuroepitelio colonnare pseudo-stratificato. In questa figura, le cellule neura-

li progenitrici sono state visualizzate nella vescicola cerebrale di un embrione di criceto con il microscopio a scansione elet-
| tronica. Le cellule neuroepiteliali sono cellule bipolari allungate che, in questo stadio iniziale dello sviluppo (E9.25), occupa-
no intera parete del cervello. Alcune cellule sulla superficie ventricolare (in basso) appaiono sferiche; queste cellule hanno
! ritratto i loro processi citoplasmatici e sono arrotondate perché probabilmente si stanno preparando per la mitosi. Altre cellu-
3 : le arrotondate, sulla superficie esterna (in alto), potrebbero essere dei neuroni neo-formati che iniziano a differenziarsi. Nel
- riquadro & mostrata un’immagine a ingrandimento ridotto della vescicola cerebrale di criceto che corrisponde grossolana-
mente a quella dell’embrione umano alla fine del primo mese di gestazione. Tratto da Sidman e Rakic.*
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ciclo cellulare, costituiscono le dinamiche denomi-
nate movimenti intercinetici.3

All'interno della zona ventricolare, una delle
prime cellule ad esprimere marcatori di differenzia-
zione & un tipo specializzato di cellula gliale, detta
cellula gliale radiale. Questa cellula, riconoscibile
per I'espressione dell’antigene RC2, estende lunghi
processi perpendicolarmente alla superficie ventri-
colare, verso la sovrastante parete cerebrale. Le cel-
lule gliali radiali immature continuano la loro cre-
scita durante lo sviluppo delle lamine, generando
processi che occupano la parete della vescicola cere-
brale in ispessimento. Col procedere dello sviluppo,
la lunghezza dei processi gliali radiali diventa con-
sistente, arrivando nei primati a diversi millimetri
lungo la dimensione radiale.3>* Come si vedra nel
seguito del capitolo, questi processi radiali prefigu-
rano il piano colonnare di base dello sviluppo, costi-
tuendo un’impalcatura “in asse” con lo strato di cel-
lule in divisione, che permette ai neuroni neoforma-
ti di muoversi dalla matrice germinale primaria.
Questo schema generale di migrazione supporta la
precoce organizzazione dell’espressione dei geni,
che, come si ¢ visto nel Capitolo 15, porta avanti la
specificazione regionale, e pone le basi per le vaste
migrazioni cellulari che si osservano durante l'isto-
genesi cerebrale.

Le cellule si muovono all’interno della matrice
germinale primaria

Il sistema nervoso in formazione, con le sue cellu-
le organizzate in un neuroepitelio tubolare, ha una
geometria molto particolare. Quando le cellule
intraprendono programmi di differenziazione neu-
ronale formano degli strati al di sopra della zona
germinale, grazie a migrazioni mirate. Un punto
chiave per decifrare I'organizzazione dei progenito-
ri in queste fasi iniziali di istogenesi & comprendere
se 1 precursori mantengono una posizione su una
“proto-mappa”, in modo tale da far si che le migra-
zioni che seguono sul piano radiale portino i cloni
delle cellule a riunirsi in raggruppamenti radiali, o
se le cellule si mescolano con quelle adiacenti
basandosi, per l'induzione di fenotipi specifici, su
meccanismi stocastici. Mentre sul piano radiale le
cellule mantengono una posizione colonnare “pre-
fissata”, gli esperimenti di marcatura tramite retro-
virus, condotti allo scopo di identificare cloni cellu-
lari nel cervello in sviluppo, hanno mostrato una
diffusa dispersione tangenziale delle cellule all’in-
terno della corteccia cerebrale in formazione.34
L’osservazione diretta di cellule marcate con colo-
ranti nei preparati di tessuto corticale embrionale
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con montaggio a tutto spessore (whole-mount)
mostra movimenti di ampio raggio all'interno delle
zone ventricolari del prosencefalo del topo. Mentre
alcuni cloni cellulari rimangono strettamente rag-
gruppati, altre cellule si disperdono rapidamente,
muovendosi a caso alla velocita di 10-100 ym h. In
conclusione, i modelli attuali dello sviluppo cortica-
le indicano che alcuni cloni cellulari, ma non tutti, si
disperdono durante lo sviluppo cerebrale.*%4243

Le zone embrionali di base sono i mattoni per
la costruzione della corteccia cerebrale adulta

Con l'ispessimento della zona proliferativa ad
opera della rapida divisione cellulare, la struttura
corticale in formazione, da un semplice foglio neu-
roepiteliale, diventa una struttura complessa multi-
laminare (Fig. 16.6). Isa prima tappa di questo pro-
cesso € la creazione di una zona ventricolare, una
zona a bassa densita cellulare, dalla quale i nuclei
vengono estromessi durante i movimenti intercine-
tici nell’epitelio.# Subito dopo, i neuroni che si for-
mano per primi escono dalla zona ventricolare e
formano uno strato singolo, detto preplacca. In-
sieme agli assoni che crescono nella corteccia, gli
assoni dei neuroni della preplacca costituiscono la
zona intermedia, che divide la zona ventricolare
dalla preplacca. Tutti insieme, questi assoni forma-
no le prime connessioni bidirezionali tra corteccia e
talamo. Il neuroepitelio passa quindi da uno stadio
di singolo strato di cellule ventricolari mitoticamen-
te attive ad una struttura piit complessa che contie-
ne tre strati: la zona ventricolare, che contiene cellu-
le proliferative; la zona intermedia, che contiene
assoni e neuroni in migrazione; e la preplacca, che
contiene precursori neuronali post-mitotici e si divi-
dera in seguito nella sub-placca e nella zona margi-
nale.#4> Col procedere della produzione neuronale,
la zona ventricolare inizia a produrre neuroni desti-
nati ai diversi strati della corteccia. Queste cellule
migrano attraverso la zona intermedia e formano la
placca corticale, una struttura che divide la preplac-
ca embrionale in due regioni: la zona marginale,
cioe il futuro strato 1, e la sub-placca, un raggrup-
pamento temporaneo di neuroni che vanno incon-
tro in massa a morte cellulare programmata nelle
fasi iniziali della vita postnatale (per una descrizio-
ne della morte cellulare programmata, vedi Capi-
tolo 20). Infine, durante le fasi intermedie e finali
della neurogenesi si forma, tra la zona ventricolare e
quella intermedia, una seconda zona di cellule
mitoticamente attive; questa regione & chiamata
zona subventricolare (non mostrata in Fig. 16.6).
Con l’eccezione della placca corticale, queste zone
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Adulto

FIGURA 16.6 Sviluppo della corteccia cerebrale. La zona ventricolare (ZV) contiene i progenitori dei neuroni e della glia. I
neuroni che vengono generati per primi formano la preplacca (PP); i loro assoni, insieme a quelli talamici in crescita, formano
la zona intermedia (ZI). I neuroni degli strati corticali II-VI, che si sviluppano successivamente, formano la placca corticale
(PQ), che divide la preplacca nella zona marginale (ZM), il futuro strato I, e la subplacca (SP), un raggruppamento tempora-
neo di neuroni. Al termine della migrazione e della differenziazione neuronale, al di sopra della sostanza bianca (SB) sono
visibili sei strati corticali, mentre la subplacca & quasi interamente scomparsa. ‘

di cellule embrionali sono caratteristiche del cervel-
lo in formazione e non hanno alcun corrispettivo
nella struttura adulta. Tutte vanno incontro, nel
corso dello sviluppo, a modificazioni tali da non
essere riconoscibili nel sistema nervoso adulto.
L'importanza di questi strati embrionali rudi-
mentali come mattoni per la costruzione della suc-
cessiva architettura lafninare della corteccia, si evin-
ce dai casi di malformazione corticale che derivano
da alterazioni neurogenetiche. In tali casi, una per-
turbazione di questi eventi precoci apparentemente
semplici dello sviluppo corticale, produce effetti che
si riflettono su un’area molto estesa. Malgrado la
migrazione sia stata studiata in dettaglio, si sa anco-
ra poco dei meccanismi che fermano la migrazione
dei neuroni post-mitotici e li inducono a formare
degli strati. Gli studi sulle mutazioni neurologiche
del topo mutante reeler, un animale con malforma-
zioni ereditarie degli strati embrionali,** indicano
che il gene mutato codifica una proteina della MEC,
chiamata reelina.***® L’assenza di reelina nelle cellu-
le di Cajal-Retzius all’interno della zona marginale,

- potrebbe interferire con la divisione della preplacca

in sub-placca e zona marginale. Poiché questa sud-
divisione* fornisce il supporto per la formazione
della struttura delle lamine corticali, vengono per-
turbati tutti gli eventi migratori successivi. L'identi-
ficazione della reelina come il bersaglio di questa
mutazione spontanea e la sua presenza nella MEC,
indicano che le molecole della MEC agiscono nel
processo di arresto della migrazione radiale e nella
formazione delle lamine neurali.

Le matrici germinali secondarie si formano
nella zona subventricolare

Durante le prime fasi della neurogenesi e della
migrazione, i principali neuroni di output del pro-
sencefalo, del mesencefalo e della corteccia cerebel-
lare si formano e si raggruppano in organizzazioni
laminari. Durante le fasi successive della neuroge-
nesi corticale, nella zona subventricolare sovrastan-
te la zona ventricolare, si formano delle zone germi-
nali secondarie. La formazione di queste matrici
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germinali secondarie specializzate, nei vertebrati
superiori, sembra finalizzata alla produzione di
popolazioni molto numerose di cellule neuronali
nelle ultime fasi dello sviluppo del SNC (per una
discussione sull’evoluzione del cervelletto, vedi
Llinas e Hillman®'). Nel topo, la neurogenesi secon-
daria continua durante la seconda settimana di vita
postnatale, con il processo di neurogenesi che persi-
ste nella zona subventricolare del prosencefalo, sep-
pure a bassi livelli, fino all’eta adulta. Nell'uomo, la
neurogenesi secondaria continua nella prima infan-
zia, fino al secondo anno di vita compreso. Durante
questo periodo, i processi di neurogenesi che
avvengono nella zona subventricolare del prosence-
falo e nello strato germinale esterno del cervelletto,
riforniscono le rispettive strutture cerebrali di un
numero estremamente grande di neuroni — general-
mente piccoli interneuroni, come le cellule granula-
ri della corteccia cerebellare e della formazione
ippocampale.

Come si e visto per la neurogenesi primaria,
anche nella neurogenesi secondaria la proliferazio-
ne dei precursori avviene in zone compatte. Nel
prosencefalo, la zona subventricolare & situata
appena sopra la zona ventricolare in fase di collas-
so, dove da origine a neuroni che migrano nel bulbo
olfattivo, a cellule gliali corticali® e alla popolazione
delle cellule granulari della formazione ippocampa-
le. Sebbene la zona subventricolare formi alcuni pic-
coli interneuroni, ’ampia popolazione cellulare gra-
nulare della corteccia cerebellare deriva da un unico
programma di neurogenesi e migrazione, che parte
dal labbro romboencefalico. Tra le cellule formatesi
in questa fase tardiva della neurogenesi, vi sono i
neuroni granulari che formano lo strato di cellule
granulari interne del cervelletto.?535 [ neuroni deri-
vati dalla zona subventricolare e dallo strato germi-
nale esterno, si interpongono alle strutture embrio-
nali preesistenti, costituite da strati cellulari genera-
ti dalla matrice germinale primaria, per completare
la struttura cerebrale adulta.

La migrazione dei precursori
sul labbro romboencefalico

[ precursori delle cellule granulari del cervelletto
vanno incontro ad un particolare schema di svilup-
po (Fig. 16.7F). Questi precursori in divisione, che
proliferano nel labbro romboencefalico, sul bordo
del neuroepitelio, dove non ci sono strutture cellu-
lari sovrastanti, si muovono rostralmente attraverso
il labbro, fino a portarsi sulla superficie del cervel-
letto, in via di sviluppo, dove formano un’altra zona
germinale — lo strato germinale esterno.”

La continua migrazione di cellule dal labbro rom-
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boencefalico genera un’altra zona di precursori che
si estende rostromedialmente attraverso il tetto
dell’abbozzo cerebellare 22535 Nel topo, a partire
dallo stadio E16, lo strato germinale esterno ricopre
la superficie del cervelletto, con uno spessore di una
o due cellule. Dopo la nascita, la rapida prolifera-
zione dello strato germinale esterno porta ad un
ispessimento di questa zona fino ad uno spessore di
otto cellule. La proliferazione delle cellule precurso-
re continua nel topo fino allo stadio P15, quando
questa zona sparisce, in seguito alla migrazione
verso l'interno delle cellule post-mitotiche, che for-
mano lo strato granulare interno (Figg. 16.7A-
16.7E). Nel topo, le cellule di Purkinje, bersagli prin-
cipali delle cellule granulari, vanno incontro ad un
breve periodo di proliferazione (all’incirca durante
gli stadi E11-E14 dello sviluppo) all'interno della
zona ventricolare ded’abbozzo cerebellare; vicever-
sa, il periodo di espansione clonale delle cellule pre-
cursore, periodo che si prolunga dallo stadio E13
allo stadio P15, all'interno della zona germinale
secondaria, genera un’enorme quantita di cellule.
Nell’eta adulta, il rapporto tra numero dei neuroni
granulari e numero di cellule di Purkinje e nel topo
di 250:1, rapporto che nell'uomo arriva a circa 400:1.
Per i progenitori nelle matrici germinali seconda-
rie, la relazione tra il ciclo e la specificazione cellula-
re & piuttosto diversa rispetto a quella di altre classi
neuronali. Nonostante non siano ancora stati sco-
perti i meccanismi responsabili della continua e
prolungata proliferazione di questi precursori neu-
ronali specializzati, sta diventando chiaro che que-
ste popolazioni cellulari hanno molte caratteristiche
in comune. In particolare, esse esprimono alcune
interessanti molecole di regolazione, che non sono
espresse nei precursori neuronali, che vanno incon-
tro a divisione nelle zone germinali primarie. Ad
esempio un fattore di trascrizione “zinc finger”,
chiamato RU49, & presente in ciascuna di queste
linee cellulari, a partire dalla loro nascita, durante
I'embriogenesi, e per tutto lo sviluppo ed & presente
anche nelle popolazioni neuronali mature.”” Inoltre,
in queste matrici secondarie sono presenti alti livel-
li di due varianti neurone-specifiche di importanti
molecole di regolazione del ciclo cellulare, una ver-
sione alternativa della ciclina D2 (MN20) e una
nuova subunita di regolazione della proteina fosfa-
tasi 2a (PP2ABB).%% Nonostante non sia ancora
disponibile alcuna informazione sui ruoli specifici
di queste molecole nel generare e mantenere queste
popolazioni cellulari, il fatto che queste cellule
siano marcate da specifiche molecole di regolazione
¢ una prova del fatto che esse condividono un per-
corso di sviluppo geneticamente differenziato.®
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Lo sviluppo delle cellule granulari del cervelletto
Tra le cellule prodotte nelle zone germinali a
distanza, la cellula granulare del cervelletto & una
delle classi di cellule del SNC il cui sviluppo e stato
maggiormente studiato. Durante la proliferazione
cellulare nello strato germinale esterno, alcune cel-
lule cominciano ad uscire dal ciclo cellulare e vanno
incontro a differenziazione, come si evince dalla

SGE

SM

SCP

SGM

SGE

SM

SGM

formazione di assoni, chiamati fibre parallele (vedi
Fig. 16.7A-16.7E). Gli studi di biologia molecolare
indicano che la suddivisione dello strato germinale
esterno in una zona superficiale di cellule in divisio-
ne ed in una zona piit interna di cellule che si stanno
differenziando, & accompagnata dall’espressione di
geni che sono differenzialmente regolati a livello
trascrizionale durante lo sviluppo del cervelletto

FIGURA 16.7 (A-D) Quando le cellule dello SGE vengono trapiantate nello SGE del cervelletto di un topo P6, si differen-
ziano esclusivamente in cellule granulari. Le cellule dello SGE sono state marcate prima del trapianto con una sostanza fluo-
rescente. Abbreviazioni: SGE, strato granulare esterno; SM, strato molecolare; SCP, strato delle cellule di Purkinje; SGI, strato
granulare interno. La barra bianca corrisponde a 15 um. (A) Due giorni dopo il trapianto: le cellule marcate producono fibre
parallelé. (B) Tre-quattro giorni dopo il trapianto: le cellule marcate iniziano a migrare internamente attraverso lo strato mole-
colare. (C) Sei giorni dopo il trapianto: le cellule marcate hanno raggiunto lo SGI, dove mostrano la forma a T caratteristica di -
un neurone granulare adulto. Le cellule nello SGI producono alcuni processi dendritici di breve lunghezza. (D) Immagine a
ingrandimento ridotto di neuroni granulari marcati che hanno completato la migrazione e la differenziazione all’interno dello

SGI. (Continua)
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"FIGURA 16.7 Seguito
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(vedi Fig. 16.8). L'individuazione di questi geni,
attraverso l'ibridazione in situ, mostra che lo svilup-
po dei neuroni granulari pud essere suddiviso in
almeno quattro fasi distinte — la neurogenesi, l'ini-
zio della differenziazione neuronale, la crescita e la
migrazione assonale, e la formazione delle connes-
sioni sinaptiche.%

La migrazione delle cellule dalla zona
subventricolare corticale al bulbo olfattivo

Mentre le cellule dello strato germinale esterno si
diffondono attraverso il tetto del ventricolo, for-

FIGURA 16.7 (E) Rappresentazione schematica della
migrazione delle cellule dello SGE nello SGI, dove completa-
no la loro differenziazione in neuroni granulari: (1) Le cellule
precursore vanno incontro a divisione cellulare, dando luogo
ad un neurone post-mitotico. (2) Il neurone inizia a produrre
due lunghi assoni, detti fibre parallele, parallelamente alla
superficie cerebellare. (3) Il neurone granulare a forma di T si
attacca ad una fibra gliale di Bergmann e trasferisce il suo
corpo cellulare verso l'interno. (4-5) Il proseguimento della
migrazione & accompagnato da un ulteriore sviluppo delle
fibre parallele. (6) Entrando nello SGI, un denso strato cellula-
re appena sotto lo strato dei neuroni di Purkinje e dei corpi
cellulari della glia di Bergmann, la cellula granulare si stacca
dal supporto gliale. (7) La cellula completa la sua differenzia-
zione, producendo corti dendriti che ricevono input sinaptici
da assoni afferenti in crescita. Disegno fornito dal dott. C.A.
Mason. (F) Formazione del cervelletto nel topo. L’abbozzo
cerebellare si forma anteriormente al IV ventricolo (ombreg-
giatura scura), una fessura a forma di bocca formata da
un’apertura nel tubo neurale nella regione della flessione
pontina. All'interno del tetto del IV ventricolo, una fase di
rapida proliferazione, che inizia circa da E13-14, produce un
ispessimento di questo tessuto. Il riquadro centrale mostra un
ingrandimento tridimensionale del tetto del ventricolo, inclu-
sa la regione conosciuta come labbro romboencefalico (che si
trova al bordo dell’apertura). I precursori dei neuroni granu-
lari (in blu) si formano dal labbro romboencefalico; durante e
dopo E14, essi migrano fino a coprire la superficie dell’abboz-
zo cerebellare (frecce curve; le linee tratteggiate indicano la
superficie), formando lo strato granulare esterno (SGE). Nello
SGE, essi vanno incontro ad espansione clonale fino al primo
periodo post-natale, quando comincia la differenziazione. Al
contrario, i precursori dei neuroni di Purkinje (in grigio) si
formano nella zona ventricolare. Queste cellule finiscono il
ciclo cellulare circa in E14, e migrano quindi in senso radiale
verso l'alto, attraverso la parete dell’abbozzo (frecce dritte),
prima di differenziarsi. Il riquadro sulla destra mostra una
sezione trasversale dell’abbozzo di cervelletto, che rappresen-
ta il movimento delle cellule del labbro romboencefalico nello
SGE (frecce curve) e la migrazione radiale delle cellule di
Purkinje dalla zona ventricolare (frecce dritte). Il plesso
corioideo (in nero) si estende a partire dal bordo del labbro
romboencefalico. Disegno fornito dal dott. Dr. M.E. Hatten.
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mando uno strato germinale che dara origine ad
una sola classe di neuroni, le cellule della zona sub-
ventricolare migrano in diverse regioni cerebrali,
producendo numerose classi di neuroni e glia. I
progenitori che si trovano tra le cellule della zona
subventricolare del prosencefalo, possono andare
incontro a migrazione dal ventricolo laterale, dove
si formano, verso la corteccia sovrastante o il molto
pitt lontano bulbo olfattivo. I metodi di marcatura
tramite retrovirus hanno dimostrato l'esistenza di
molte classi di neuroni olfattivi, che derivano dalla
popolazione delle cellule della zona subventricolare
corticale destinata a migrare verso il bulbo olfattivo.
Inoltre, la zona subventricolare continua a fornire
cellule anche in eta adulta, probabilmente in conse-
guenza della perdita di neuroni nel bulbo olfatti-
vo0.%2 Nella zona subventricolare della regione sotto-
corticale, viene prodotta una popolazione di cellule
ancora piu caratteristica, che, come si vedra nel
seguito del capitolo, va incontro ad una migrazione
sia verso aree circostanti che verso aree piti distanti,
tra cui il talamo.? Come altre zone germinali secon-
darie discusse in questo capitolo, la zona subventri-
colare dell’eminenza gangliare laterale continua a
proliferare anche dopo la nascita.

Allo stesso modo delle cellule nella matrice ger-
minale primaria e nello strato germinale esterno
della corteccia cerebellare, le cellule della zona sub-
ventricolare vanno incontro a consistenti rimescola-
menti sul piano tangenziale.®? Nella zona subventri-
colare del prosencefalo, le migrazioni tangenziali
sono consistenti, con cellule che si muovono dal
prosencefalo al sistema olfattivo ed al diencefa-
lo.546263 [ 'analisi di mutazioni mirate indica che le
forme polisialate della molecola di adesione cellula-
re neuronale®* (MACN) hanno un ruolo funzionale
nella migrazione cellulare dalla zona subventricola-
re al bulbo olfattivo. Questi neuroni si muovono
lungo fasci intrecciati di processi adiacenti, forman-
do catene di cellule migratorie. ® Quindi, le cellule
provenienti dalle zone germinali secondarie — la
zona subventricolare del prosencefalo e lo strato
germinale esterno della corteccia cerebellare — com-
piono percorsi di migrazione particolarmente lun-

ghi.

I neuroni neoformati migrano dalle zone
germinali primarie

Migrazioni radiali lungo le fibre gliali

Come precedentemente descritto, le cellule gliali
radiali sono tra le prime a differenziarsi all'interno
della parete cerebrale in via di ispessimento. La glia
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FIGURA 16.8 La modalita dell’espressione dei geni nelle cellule granulari si modifica durante i quattro stadi della loro
maturazione: proliferazione, migrazione, transizione e differenziazione finale. Nella figura sono rappresentati quattro di que-
sti geni, ottenuti tramite ibridazione in sifu. (A) L'mRNA di GC10 & espresso dai precursorjdelle cellule granulari in fase di
proliferazione, soltanto nella regione pit esterna dello SGE. (B) Le cellule granulari post-mitotiche ed in migrazione nella
regione piti interna dello SGE e nello strato molecolare esprimono mRNA di TAG-1. (C) In una regione appena al di sotto dei
corpi cellulari delle cellule di Purkinje, chiamata “zona di transizione”, le cellule granulari esprimono mRNA di GC44. (D)
Non appena vanno incontro alla differenziazione finale, le cellule granulari dello SGI esprimono la subunita o, del recettore
GABA,. Nella parte destra della figura, vi sono esempi di altri geni espressi dalle cellule granulari in queste diverse fasi dello
sviluppo. La posizione del nome del gene riflette I'ordine temporale e spaziale della loro espressione. Tratto da Kuhar et al %8

radiale occupa il tubo neurale, formando dei
“raggi” di cellule che si estendono verso l'esterno
lungo il piano radiale del nevrasse.®** Studi di neu-
roanatomia, tra cui ricostruzioni tridimensionali di
immagini di microscopia elettronica, hanno mostra-
to che i neuroni post-mitotici sono appoggiati alle
fibre gliali radiali. Tali osservazioni avevano indot-
to Pasko Rakic a proporre che questo sistema costi-
tuisse il principale substrato per la migrazione nella
neocortex%6-¢ (Fig. 16.9). Questo modello prevede che
i neuroni neoformati utilizzino le fibre gliali come
substrato per lo spostamento verso gli strati cortica-
li in formazione, lungo una distanza che nei primati
e di circa 3000 wm.

Il fatto che la glia radiale abbia un ruolo nella
migrazione diretta lungo il piano radiale del
nevrasse, & stato confermato dalle ricerche condotte
sullippocampo in formazione, dove i neuroni
seguono il percorso ondulato delle fibre radiali per
formare gli strati neuronali.®® Queste ricerche hanno
suggerito che i neuroni neoformati ritraggano i loro
processi, osservati all'interno dell’epitelio pseudo-
stratificato, e vadano incontro a movimenti precisi e
specifici per ogni cellula, per assumere le loro posi-
zioni nella lamina. Come si vedra in seguito, questa
modalita di migrazione & una caratteristica fonda-
mentale della corteccia in via di sviluppo, in cui la
distanza tra la zona ventricolare e la superficie del
cervello & troppo grande perché i movimenti inter-

cinetici dei nuclei cellulari siano un mezzo efficace
di spostamento cellulare.

Per studiare le dinamiche della migrazione neu-
ronale lungo le fibre gliali, Hatten e collaboratori
hanno utilizzato la microscopia a contrasto differen-
ziale, migliorata via video, per ottenere immagini
dettagliate della morfologia e del comportamento
dei neuroni cerebellari in migrazione.”® Le caratteri-
stiche citologiche dei neuroni granulari vivi che
migrano in vitro erano notevolmente simili a quelle
descritte da Rakic per le cellule che si presumeva
migrassero in vivo. I neuroni in migrazione possede-
vano una conformazione bipolare notevolmente
estesa (Fig. 16.10), appoggiandosi ai processi gliali
lungo l'intera lunghezza del soma della cellula neu-
ronale, e producendo un prolungamento anteriore
nella direzione della migrazione.””2 Quindi, la
modalita di migrazione delle cellule in vitro rispec-
chia da vicino quella osservata in vivo (Fig. 16.7).

Le osservazioni tramite video sono state estese
correlando il comportamento dei neuroni in migra-
zione con le loro caratteristiche citologiche, osserva-
te al microscopio elettronico. Nelle cellule in migra-
zione, sotto al soma della cellula neuronale, sono
presenti nei punti di contatto con la fibra gliale,
delle giunzioni specializzate per la migrazione —
dette giunzioni interstiziali.”® Queste giunzioni con-
sistono in un allargamento dello spazio intercellula-
re, in cui & presente del materiale filamentoso; alcu-
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ni di questi filamenti sono in rapporto di contiguita
con gli elementi citoscheletrici al di sotto della
membrana. Le giunzioni interstiziali sono presenti
solo nelle cellule che si stanno muovendo lungo un
processo gliale. Al contrario, nelle cellule non in
fase di migrazione, si osservano puncta adherentia o
giunzioni di attaccamento, nei punti in cui il neuro-
ne & in contatto con la fibra gliale e, a differenza
delle giunzioni interstiziali, in queste mancano visi-
bili connessioni con il citoscheletro delle cellule in
contatto.

Uno stadio importante nello sviluppo delle cellu-
le granulari riguarda il controllo del posizionamen-

FIGURA 16.9 La microscopia elettronica a sezione seriale &
stata utilizzata per creare ricostruzioni in tre dimensioni di
tre neuroni in migrazione (A-C) nella corteccia cerebrale in
fase di sviluppo. I neuroni in migrazione nella zona interme-
dia sono appoggiati alle fibre radiali della glia (fibre verticali
a strisce, FR1-6), che possiedono delle corte espansioni
lamellari (EL) ad angolo retto rispetto al loro asse principale.
La parte inferiore del diagramma mostra i numerosi assoni
paralleli delle radiazioni ottiche (RO). Questi assoni sono
stati omessi nella parte superiore della figura, per mostrare le
fibre gliali radiali. I nuclei (N) dei neuroni in migrazione
sono allungati, ed i loro prolungamenti anteriori (PA) sono
pitt spessi e ricchi di organelli di quelli posteriori (PP). Ogni
prolungamento anteriore produce diversi pseudopodi (PS),
che si ritiene abbiano la funzione di esplorare il territorio
attraverso il quale il neurone si sta muovendo. In (a-d), sono
rappresentate diverse sezioni trasversali di un neurone in
migrazione, le quali mostrano che la cellula in migrazione
circonda parzialmente il fusto della fibra gliale radiale, e che
questi stretti contatti sono presenti lungo tutta la lunghezza
della cellula. Tratto da Sidman e Rakic.*

to della cellula mediante la migrazione lungo il
sistema delle fibre gliali. Studi di interferenza trami-
te anticorpi della migrazione dei neuroni granulari
in vitro, hanno dimostrato che la glicoproteina neu-
ronale astrotactina costituisce un sistema di recetto-
ri neuronali per la migrazione lungo le fibre gliali.
La recente clonazione molecolare del componente
principale dell’attivita dell’astrotactina indica che il
gene codifica una proteina che contiene ripetizioni
di EGF e regioni di fibronectina di tipo IIL.7# I cDNA
per l'astrotactina codificano un trascritto specifico
per il cervello che & regolato durante lo sviluppo,
poiché mostra alti livelli di espressione nel cervello
in maturazione e bassi livelli nel cervello adulto.
Sembra che l'astrotactina costituisca un ligando
neuronale per la migrazione lungo le fibre gliali,
benché la componente gliale di questo sistema
recettore-ligando sia ancora sconosciuta. Studi
recenti”” hanno proposto come candidati per la
regione di giunzione neurone-glia, alcune proteine
che sembrano rivestire una certa importanza nel
modulare la migrazione.

Modalita di migrazione non radiali

Malgrado si pensi che il sistema delle fibre gliali
costituisca il principale sistema di guida dei movi-
menti migratori radiali nella corteccia in maturazio-
ne, alcuni neuroni vanno incontro ad una migrazio-
ne tangenziale attraverso il piano del sistema delle
fibre gliali, probabilmente lungo i tratti di neuriti
all'interno della zona intermedia.”® Durante lo svi-
luppo del cervello del furetto, malgrado I'impalca-
tura costituita dal piano radiale e dalla glia radiale
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FIGURA 16.10 Neuroni dellippocampo in vitro, che migrano dal cervelletto lungo i processi delle cellule astrogliali. I neu-
roni, anche quelli derivati da regioni eterotipiche, sono in grado di migrare lungo diversi tipi di fibre gliali radiali. Sia nelle
colture combinate di neuroni e glia eterotipiche che in quelle omotipiche, fotografie prese in sequenza mostrano che i neuro-
ni allungati in fase di migrazione formano delle strette associazioni con i processi gliali, man mano che avanzano lungo essi.
I prolungamenti anteriori delle cellule in migrazione sono molto attivi, in quanto producono numerosi lamellopodi e filopo-
di. A differenza dei filopodi dei coni di accrescimento assonale (vedi Capitolo 18), i filopodi che si estendono dai prolunga-
menti anteriori sono corti (1-5 wm di lunghezza). I numeri nella figura esprimono il tempo trascorso in minuti. Fotografia for-

nita dal dott. M.E. Hatten.

sia in grado di provvedere alla maggior parte dei
neuroni in migrazione, una sub-popolazione di cel-
lule si muove tangenzialmente all'interno della
zona intermedia. Al momento, non & chiaro se que-
ste cellule rappresentino una particolare classe di
neuroni o se tutte le cellule compiano, ad un certo
punto della migrazione, una deviazione attraverso
I'impalcatura gliale.

Alcune cellule che migrano lungo il sistema di
fibre gliali si muovono anche tangenzialmente al
piano radiale del nevrasse. Questo tipo di dispersio-
ne tangenziale deriva da due caratteristiche
dell'impalcatura gliale: (1) le fibre gliali radiali non
sono strettamente radiali in tutte le aree della cor-
teccia in via di sviluppo e (2) le fibre gliali radiali si
ramificano nella parte superficiale della placca cor-
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ticale in via di sviluppo.* La marcatura dei neuroni,
in combinazione con la marcatura RC2 delle fibre
gliali, indica che la maggior parte dei neuroni in
migrazione marcati sono strettamente allineati con
le fibre gliali, nonostante le variazioni di traiettoria
delle fibre gliali stesse.” Il sistema delle fibre gliali
radiali pud quindi costituire il principale sistema di
guida per le migrazioni nel SNC attraverso la placca
corticale in fase di ispessimento. Sono tuttavia pre-
senti variazioni nell'organizzazione dei fascicoli
gliali, e i neuroni in migrazione possono quindi
deviare dal piano radiale del nevrasse, mantenendo
I’allineamento rispetto al sistema gliale radiale.

Le modalita di migrazione cellulare riflettono
la specificazione del destino neuronale

Tre regioni corticali del cervello costituiscono il
migliore esempio di formazione delle strutture
laminari: la corteccia, 'ippocampo e il cervelletto.
Tra queste, il cervelletto e l'ippocampo sono le
strutture pitt semplici, poiché possiedono solo due
strati di neuroni, ciascuno con una sola classe prin-
cipale di neuroni. La corteccia & pitt complessa,
avendo sei strati di cellule con diversi tipi di neuro-
ni. Malgrado lo sviluppo di queste regioni differisca
nei dettagli, nella loro formazione si possono rileva-
re tre fasi principali: la proliferazione dei precursori
in una zona germinale, la migrazione radiale delle
cellule post-mitotiche dalla zona germinale per for-
mare a distanza degli strati neuronali e la formazio-
ne di circuiti sinaptici tra neuroni in fase di differen-
ziazione.

Una domanda chiave per capire il ruolo delle
fibre gliali nella migrazione & se il sistema di fibre
gliali diriga i neuroni neoformati verso specifiche
posizioni o se fornisca semplicemente un substrato
che facilita i movimenti delle cellule diretti da geni
espressi nel neurone. Colture miste di neuroni e glia
provenienti da diverse regioni corticali, dal cervel-
letto e dall'ippocampo, mostrano che i neuroni di
una regione migrano liberamente sulla glia prove-
niente da un’altra regione.” Questi dati hanno sug-
gerito che il sistema delle fibre gliali costituisca una
via di spostamento che facilita, piuttosto che dirige-
re, la migrazione neuronale nel SNC.

I metodi per marcare le cellule che vanno incon-
tro a divisione cellulare e le cellule che intraprendo-
no specifici percorsi di differenziazione, hanno reso
possibile decifrare il modo in cui nel cervello
embrionale si formano differenti popolazioni neu-
ronali. Il metodo sopra descritto di marcatura con
[FH]timidina ha mostrato che gli strati di neuroni
nella corteccia cerebrale si formano secondo uno

schema “interno-esterno”: in altre parole, le genera-
zioni successive di neuroni post-mitotici migrano
verso |'esterno, oltrepassando le cellule generate in
precedenza, e formano strati successivi. Quindi,
all'interno della zona ventricolare, si formano in
sequenza specifiche popolazioni di cellule neurona-
li. Man mano che i neuroni migrano verso l'esterno,
spostandosi dallo strato germinale lungo le fibre
radiali, essi intraprendono i loro complessi pro-
grammi di differenziazione.?64

Sono stati proposti due modelli generali per spie-
gare la formazione in sequenza dei tipi cellulari
neuronali che provengono dalla zona ventricolare.
Il primo modello assume che una data popolazione
di cellule precursore possegga un orologio interno;
queste cellule possono pertanto misurare sia il
tempo trascorso che il numero di divisioni cellulari
avvenute dal momento detla formazione della zona
ventricolare. In base a questo meccanismo interno
di temporizzazione, i precursori in fase di prolifera-
zione in seguito cambiano il loro destino evolutivo
per generare in sequenza le varie popolazioni neu-
ronali. Il secondo modello assume invece che il
destino cellulare non sia determinato dalla storia
dei singoli neuroni precursore, ma che ogni classe
di cellule venga generata in risposta a segnali “col-
lettivi” che cambiano nel tempo durante lo sviluppo
della zona ventricolare. Si pud facilmente immagi-
nare, secondo questo modello, che particolari popo-
lazioni di cellule neuronali vengano generate nella
sequenza richiesta, semplicemente assumendo che
ciascuna popolazione cellulare neoformata invii
informazioni ai precursori per modificare il destino
dei tipi cellulari successivi.

Prima di addentrarci in questa discussione, dob-
biamo sottolineare che gli studi su diverse popola-
zioni cellulari del SNC hanno fornito prove del con-
trollo della proliferazione delle cellule precursore
del SNC da parte di segnali locali. Esperimenti in
vitro con precursori purificati dello strato germinale
esterno della corteccia cerebellare, hanno mostrato
che la riaggregazione di cellule isolate, in assenza di
fattori di crescita, e sufficiente a stimolare e mante-
nere la divisione cellulare ben oltre il tempo che ci si
aspetterebbe in situ. La scoperta che segnali ambien-
tali locali controllano la divisione delle cellule gra-
nulari cerebellari”” & supportata da studi in wvitro
sulla neurogenesi delle cellule precursore cortica-
11,2082 mostrando quindi che le interazioni locali
influenzano l'innescarsi delle linee cellulari dei neu-
roni. Inoltre, esperimenti di trapianto in vivo
mostrano che il penultimo ciclo cellulare influenza
la disposizione delle cellule precursore corticali ad
assumere una particolare destinazione in uno strato
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della corteccia in via di sviluppo.® Tutti questi risul-
tati sono consistenti con il fatto che la proliferazione
dellé cellule precursore neuronali avvenga in zone
ventricolari compatte del cervello dei mammiferi in
via di sviluppo — zone in cui vengono mantenuti dei
contatti molto stretti tra le cellule.

Per affrontare il problema dell’acquisizione di
uno sviluppo in senso laminare dei neuroni cortica-
li, sono stati eseguiti degli esperimenti di trapianto
cellulare eterocronico nel cervello di furetto in via
di sviluppo.? Se esistesse un meccanismo interno di
temporizzazione, le cellule precursore isolate in un
periodo specifico dello sviluppo embrionale una
volta trapiantate in un cervello ospite di eta diversa,
dovrebbero “ricordare” la loro identita e continuare
a generare nel cervello ospite cellule del tipo del
donatore.®® Al contrario, se nella zona ventricolare
in fase di sviluppo i tipi cellulari fossero specificati
da segnali dinamici, allora le cellule trapiantate
dovrebbero modificare la loro identita e generare
tipi cellulari adeguati allo stadio di sviluppo
dell'ospite. I risultati degli studi di trapianto hanno
mostrato che cellule progenitrici provenienti da
embrioni molto giovani, una volta trapiantate pos-
sono modificare il loro sviluppo laminare nella dire-
zione di quello del tessuto ospite. Quindi, l'ipotesi
di un meccanismo interno di temporizzazione non
puo spiegare interamente la generazione in sequen-
za di tipi cellulari neuronali specifici allinterno
della zona ventricolare. Inoltre, le cellule progenito-
re trapiantate in una fase tardiva del penultimo
ciclo cellulare, mantengono la linea di sviluppo del
tessuto donatore, dimostrando l’esistenza, all’incir-
ca nel periodo in cui si forma il neurone, di segnali
estrinseci che specificano il destino cellulare. Da
questi esperimenti si pud concludere che destini
laminari all'interno della zona ventricolare corticale
sono specificati durante 1'ultimo ciclo cellulare e che
segnali che si modificano nel tempo nel corso della
formazione degli strati corticali possono fornire
informazioni fondamentali per determinare i desti-
ni cellulari. Tuttavia, gli esperimenti di trapianto
hanno anche fornito prove a favore del fatto che le
regole per la determinazione del destino cellulare si
modificano nel corso dello sviluppo. Quando i pro-
genitori provenienti da embrioni pitt maturi (nelle
fasi finali della neurogenesi) vengono trapiantati in
cervelli ospiti pili giovani, le cellule trapiantate
seguono soltanto la linea di sviluppo caratteristica
del donatore.8 Le cellule progenitrici piti vecchie
hanno quindi perso la “competenza” per produrre
fenotipi che vengono indirizzati nelle fasi precoci
dello sviluppo. Questi risultati indicano che la spe-
cificazione del destino cellulare coinvolge una com-
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plessa interazione tra segnali estrinseci e modifica-
zioni delle proprieta intrinseche delle cellule proge-
nitrici.

Non ¢ ancora stata determinata l'identita moleco-
lare dei segnali che regolano il destino cellulare
nella matrice ventricolare. Un modello particolar-
mente interessante prevede che ogni tipo cellulare
prodotto fornisca alla zona ventricolare delle infor-
mazioni critiche, che modificano il destino dei pre-
cursori in fase di divisione e finiscono col generare
il tipo cellulare successivo. Per esempio, i primi
neuroni che si formano nella zona ventricolare, e
rimangono nella corteccia cerebrale dell’adulto,
sono le cellule piramidali dello strato VI. Secondo
questo semplice modello, la generazione di queste
cellule richiederebbe una prima differenziazione di
popolazioni provvisorie di cellule neuronali, che
costituiscono una stfuttura temporanea chiamata
subplacca, e la differenziazione dei neuroni dello
strato VI sarebbe a sua volta necessaria per specifi-
care il destino dei neuroni dello strato V. Quindi, le
informazioni che i precursori ventricolari hanno a
disposizione per determinare i destini cellulari,
costituiscono un flusso dinamico che dipende dalle
informazioni locali disponibili ai precursori in fase
di divisione.

I ricercatori® si sono interessati al problema piit
generale di come i percorsi migratori influiscano
sull’identita dei cloni cellulari nel tetto ottico in via
di sviluppo del pollo. Nonostante i discendenti di
un singolo progenitore comincino le loro migrazio-
ni dalla stessa area della zona ventricolare, sotto-
gruppi della progenie divergono, seguendo percor-
si migratori distinti (migrazione radiale lungo il
percorso gliale e migrazione tangenziale nella zona
intermedia), e acquisiscono fenotipi neuronali
distinti. Quindi, le cellule precursore della zona
ventricolare potrebbero essere multipotenti, con
diversi percorsi migratori che partono da queste
zone germinali, che costituiscono un vincolo spazia-
le per la formazione di particolari fenotipi neurona-
li. La specificazione potrebbe verificarsi precoce-
mente, con i percorsi migratori che vincolano la for-
mazione di diversi fenotipi neuronali, oppure cellu-
le parzialmente specificate potrebbero seguire a
caso l'uno o Il'altro percorso migratorio, con diversi
segnali epigenetici presenti lungo i due percorsi che
inducono diversi fenotipi neuronali.

Per esaminare i percorsi migratori, sono stati uti-
lizzati dei marcatori molecolari, in particolare per i
percorsi delle cellule che producono determinati
tipi di precursore. Malgrado i marcatori siano stati
sviluppati per selezionare popolazioni cellulari, essi
non chiariscono se tali cellule viaggino da sole o in

III. SVILUPPO DEL SISTEMA NERVOSO




SVILUPPO DEL SISTEMA NERVOSO CENTRALE 503

gruppo con altri insiemi di precursori, che influen-
zano la loro differenziazione. Inoltre, il tracciamen-
to delle wcellule solleva grossi problemi tecnici —
sezionare il cervello dell’embrione, rilevare le cellu-
le marcate, ricostruire la distribuzione spaziale
dell'intera popolazione. Nel contesto della neuroge-
nesi, vi & un’enorme quantita di cellule, e pud risul-
tare impossibile rilevare cellule che hanno deviato
dal loro percorso. Inoltre, se queste, in assenza di
fattori e connessioni necessarie per mantenerle in
vita, andassero incontro a morte cellulare program-
mata, non sarebbero rilevabili con le tecniche attua-
li di tracciamento cellulare.

Altre strutture laminari, la retina ed il midollo
spinale, utilizzano diverse modalita
di migrazione

Malgrado lo schema generale di proliferazione
descritto per la zona ventricolare corticale sia valido
per tutto il SNC in via di sviluppo, la retina ed il
midollo spinale non vanno incontro all’intero pro-
gramma di formazione della struttura laminare
basato sulla migrazione, che & stato descritto per la
corteccia, l'ippocampo ed il cervelletto. Nella retina,
i cloni cellulari derivano da cellule precursore mul-
tipotenti, che si espandono radialmente.” I neuroni
neoformati della retina sembrano migrare grazie
all’aumento dei movimenti intercinetici dei nuclei
all'interno delle cellule in varie fasi del ciclo cellula-
re. Questi movimenti possono essere osservati
anche nelle fasi iniziali dello sviluppo corticale,
prima della formazione dei quattro strati embriona-
li. Una classe di cellule retiniche, le cellule amacrine,
sembrano in effetti andare incontro a migrazioni
tangenziali di portata un po’ maggiore, fino a
distanze pari alla lunghezza di diverse cellule. Tali
cellule sembrano migrare senza un substrato cellu-
lare sottostante. La glia radiale, cosl evidente nelle
regioni corticali stratificate, nella retina infatti non
si sviluppa.

Nel midollo spinale, la portata dei movimenti
cellulari & pitt ampia di quella osservata nella retina:
si combinano infatti gli spostamenti intercinetici, la
formazione di uno strato di rivestimento e una limi-
tata migrazione radiale lungo le fibre gliali, seguita
da un’estesa migrazione tangenziale lungo i tratti
assonali (Fig.16.11).86 I metodi di marcatura tramite
retrovirus (Riquadro 16.2) hanno mostrato un note-
vole mescolamento di cellule precursore all’interno
della zona germinale del midollo spinale.’ Durante
lo sviluppo del midollo, l'estensione dei movimenti
delle cellule precursore sembra divenire sempre piit
limitata. Una caratteristica interessante dello svi-

luppo del midollo spinale & il movimento di cellule
lungo l'asse rostrocaudale della porzione posteriore
del SNC.

11 tronco dell’encefalo e il diencefalo
sono strutture non stratificate

Il tronco dell’encefalo si sviluppa seguendo lo
stesso programma generale di organizzazione delle
regioni corticali del cervello. La proliferazione delle
cellule precursore del neuroepitelio pseudo-stratifi-
cato & seguita da movimenti intercinetici di disper-
sione verso la periferia e dalla formazione di zone
marginali ed intermedie. Una caratteristica tipica
del tronco in via di sviluppo & la popolazione di cel-
lule precursore che emerge da una protuberanza
longitudinale, situata lungo i bordi laterali e deno-
minata un secolo fa da His?” labbro romboencefali-
co. Come nello strato germinale esterno del cervel-
letto, anche nella regione midollare e pontina del
quarto ventricolo le cellule si riversano sulla super-
ficie del tronco in via di sviluppo, producendo un
flusso migratorio proveniente dalla superficie ester-
na del midollo e formando le strutture olivari infe-
riori.26#” II flusso migratorio che attraversa la super-
ficie del tronco encefalico & una struttura embriona-
le transitoria, chiamata corpo ponto-bulbare. Tra lo
strato germinale esterno del cervelletto ed il flusso
migratorio che attraversa il tronco sussistono due
differenze fondamentali: innanzitutto, i neuroni in
migrazione del tronco encefalico sono post-mitotici;
in secondo luogo, essi si dirigono verso I'interno per
formare il nucleo dell’oliva, migrando lungo gli
assoni e non lungo le cellule gliali.

Nel diencefalo in via di sviluppo, si osserva un
programma analogo — proliferazione all’interno
della zona ventricolare, seguita da formazione di
una zona di rivestimento da parte di popolazioni di
cellule post-mitotiche. Mentre le cellule della cortec-
cia vanno incontro a migrazione diretta lungo le
fibre gliali, per formare lamine, le cellule del dience-
falo si accumulano gradualmente e si aggregano in
strutture simili a gangli (nuclei) o in fogli. Cellule
precursore multipotenti vanno incontro ad
un’ampia dispersione attraverso delle protuberanze
dette neuromeri, che si ritiene costituiscano la con-
troparte dei rombomeri del romboencefalo, descritti
nel Capitolo 15. Quindi, nelle regioni sottocorticali
del cervello, la modalita di assemblaggio cellulare &
molto diversa — ed ancora difficile da comprendere.
Una scoperta, probabilmente rilevante per la com-
prensione del processo di formazione dei nuclei e
degli assembramenti cellulari, & 1'espressione delle
caderine nelle aree non laminari del cervello. I neu-
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FIGURA 16.11 Nel midollo spinale dell’embrione di pollo, I'analisi della linea cellulare mediante vettori retrovirali mostri

che la migrazione neuronale segue percorsi sia radiali che tangenziali. E stato utilizzato un retrovirus ricombinante per infet

tare le cellule progenitrici del midollo spinale con un innocuo gene batterico marcante che codifica per I'enzima B-galattossi
dasi. espressione di questo enzima nei discendenti della cellula infettata pud essere rilevata attraverso una reazione istochi

mica che colora di blu le cellule. I cloni delle cellule progenitrici spinali migrano inizialmente in modo radiale al di fuori dell

zona ventricolare. Tuttavia, in molti cloni, alcuni neuroni neo-formati ruotano in seguito in modo ortogonale, per migrar
i sembrano utilizzare assoni orientati in modo circolare pe

tangenzialmente all'interno della zona intermedia. Questi neuron
guidare i loro movimenti tangenziali. Tratto da Leber e Sanes.®
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RIQUADRO 16.2

o

Negli animali i virus producono diverse malattie ed
& piuttosto singolare che questi agenti infettivi, forma-
ti soltanto da acido nucleico (DNA o RNA) e proteine,
possano essere utilizzati come sistemi di trasporto di
un gene in grado di curare.! Nel tentativo di corregge-
re un difetto genetico ereditario, nuovi geni possono
essere introdotti in forme virali indebolite — dette vet-
tori virali — e utilizzati nella terapia genica. In qualche
modo, l'idea di utilizzare dei virus modificati per cor-
reggere dei difetti molecolari, ricalca la storia del
cavallo di Troia, utilizzato come esca per introdurre i
soldati greci all’interno dell’antica citta.

Vi sono due modi principali per eseguire la terapia
genica. Nel primo, detto terapia genica ex vivo, alcune
cellule prelevate da un individuo vengono fatte cresce-
re in coltura e sottoposte ad un trattamento con un vet-
tore virale. Le cellule cosi modificate vengono quindi
reintrodotte con un'iniezione nell'individuo da cui
sono state prelevate. Nel secondo modo, detto terapia
genica in vivo, i vettori virali vengono iniettati in siti
specifici all’interno del cervello dell’ospite, penetrano
all'interno dei neuroni o delle cellule gliali di quella
regione, ed in modo selettivo li distruggono o li modi-
ficano. Entrambi i tipi di terapia genica possono avere
delle importanti implicazioni cliniche.

I virus sono dei veicoli naturali per il trasferimento
dei geni; sono infatti dei parassiti intracellulari che tra-
sportano il loro proprio materiale genetico all'interno
della cellula ospite, cosa che consente la replicazione
del genoma del virus e la produzione di nuovi virioni.
A causa della produzione di proteine del virus, questo
processo molto spesso intossica o addirittura uccide la
cellula ospite. Nel tentativo di limitare i danni, il siste-
ma immunitario spesso reagisce alle proteine virali
con una potente risposta infiammatoria che pud anche
causare dei gravi danni a livello tessutale locale. I vet-
tori virali, quindji, sono stati creati con il duplice scopo
di massimizzare l'elevata capacita di trasferire mate-
riale genetico da parte dei virus, e al tempo stesso di
limitarne la tossicitda dovuta alla replicazione virale,
alla diffusione dell'infezione e/o alle proteine virali.

In ambito neurobiologico sono stati utilizzati nume-
rosi virus, ognuno in grado di offrire determinati van-
taggi e svantaggi a seconda della sua applicazione. Un
tipo di virus, il retrovirus, possiede un genoma forma-
to di RNA che, una volta entrato nella cellula ospite,
deve essere trasformato in una copia complementare
di DNA (cDNA) da parte dell’enzima transcrittasi
inversa del virus. Questo processo richiede una quan-
tita sufficiente di precursori del DNA, che sono solita-
mente presenti solo nelle cellule in fase attiva di divi-
sione. Un’espressione efficiente richiede anche un’in-
tegrazione mitosi-dipendente del cDNA nel cromoso-

VETTORI VIRALI E TERAPIA GENICA

ma ospite. Pertanto, questi virus sono stati utilizzati in
tutti quei casi in cui l'obiettivo era quello di dirigere il
trasferimento del gene all'interno delle cellule in divi-
sione. Per esempio, i retrovirus sono stati impiegati in
quelle ricerche riguardanti lo sviluppo del SNC in cui
un gene marcatore (per esempio il gene LacZ di
Escherichia coli, che codifica I'enzima p-galattossidasi)
viene trasferito nei precursori neuronali in fase di divi-
sione, in modo da seguire quello che sara il destino di
queste cellule nell'individuo adulto. Un’altra applica-
zione @ stata quella di introdurre dei geni nelle cellule
in divisione in un tessuto di coltura, prima degli espe-
rimenti di trapianto di tessuto cerebrale nei modelli
animali di alcuni disturbi neurologici, come ad esem-
pio il morbo di Parkinson ¢’di Alzheimer. Una terza
applicazione & stata quella di utilizzarli per il tratta-
mento dei tumori cerebrali nell'uomo. Poiché i tumori
cerebrali contengono cellule in fase attiva di divisione
che si sviluppano tra neuroni e cellule gliali non in
divisione, una scelta logica per il trattamento & 'uso di
forme retrovirali, costruite grazie allingegneria gene-
tica, che portino geni con proprieta terapeutiche o
potenzialmente tossici in grado di infettare in modo
selettivo e quindi di distruggere le cellule tumorali.
Alcune sperimentazioni cliniche hanno mostrato che
questa strategia & piuttosto promettente. Tuttavia, dato
il basso tasso di divisione della maggior parte delle cel-
lule tumorali cerebrali, si & arrivati ad utilizzare altri
vettori basati sugli adeno-virus e gli herpes-virus, che
infettano le cellule non in fase di divisione. Un altro
sistema che usa un vettore retrovirale & stato sviluppa-
to utilizzando una forma non replicante del virus
dell’immunodeficienza dell’'uomo (HIV, human vmmu-
nodeficiency virus) — un lentivirus che rientra nella stes-
sa famiglia di quello che causa I’AIDS.2 Questo virus
integra il suo genoma nelle cellule non in divisione
senza che avvenga l'espressione delle proteine HIV, ed
ha dimostrato di poter trasferire i geni nei neuroni del
cervello di mammifero in vivo in modo efficiente e
sicuro, indicando che alcuni vettori retrovirali possono
essere di particolare utilita in ambito neurobiologico.

I virus che possiedono genoma di DNA (ad esem-
pio gli adeno-virus e gli herpes-virus) sono agenti par-
ticolarmente utili per trasferire geni all’interno sia dei
neuroni che delle cellule gliali de] cervello adulto, poi-
ché non hanno bisogno della divisione cellulare per un
assorbimento ed un’espressione efficiente del loro
materiale genetico. Nell’ambito di questi virus sono
state create due classi principali di vettori: i vettori
ricombinanti ed i vettori replicazione-difettivi. I vetto-
ri ricombinanti contengono delezioni di uno o pit geni
che promuovono la replicazione virale o causano tossi-
cita cellulare, e il gene responsabile viene inserito nel
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cromosoma virale mutato. E piuttosto facile far cresce-
re enormi quantita di questi vettori, ed & possibile
mﬁnipolarne il genoma in modo tale che i virus si
replichino soltanto in determinate condizioni.
Tuttavia, anche quando la replicazione virale viene
completamente eliminata, i geni che potrebbero pro-
muovere la tossicita cellulare spesso rimangono. I vet-
tori difettivi contengono un gene attaccato a dei segna-
li di riconoscimento, che consentono la replicazione e
I'impacchettamento del DNA all'interno di una mem-
brana virale. Non vi sono geni virali, e le proteine vira-
li necessarie vengono fornite o da un virus “aiutante”
0 da una linea cellulare che esprime quei geni. Il vetto-
re “impacchettato” non & quindi in grado di replicarsi,
e nelle cellule bersaglio non viene espressa alcuna pro-
teina virale. Il maggior vantaggio di questa classe di
vettori & che sono stati eliminati tutti i possibili ele-
menti di tossicita del virus. Tuttavia, da un punto di
vista tecnico, questi vettori non sono affatto facili da
sintetizzare: & infatti necessario un notevole sforzo per
produrre delle concentrazioni analoghe a quelle facil-
mente ottenute con i vettori ricombinanti. Inoltre, il
virus “aiutante”, che & potenzialmente tossico, deve
essere eliminato completamente, e in alcuni sistemi
questo non € ancora praticabile.

I vettori ricombinanti sviluppati dagli adeno-virus
(AD) e dagli herpes-simplex-virus (HSV) sono i veicoli
per il trasferimento genetico pitt comunemente utiliz-
zati in neurobiologia. Un AD contiene un genoma di
35-kilobasi (kb) con un capside, mentre I'HSV & molto
piu grande, con un genoma di 150-kb e possiede, intor-
no al capside, una seconda membrana munita di pro-
teine, detta involucro. Entrambi questi vettori quasi
invariabilmente contengono delezioni in un gene chia-
ve di formazione precoce, le quali producono la man-
cata espressione di numerosi geni fondamentali per la
replicazione e I'impacchettamento. I ricombinanti AD
sono pit semplici da produrre e, al confronto con gli
HSV, la delezione di geni multipli & pii1 facile, grazie al
fatto che sono di grandezza inferiore e che il loro geno-
ma possiede un minor numero di geni. In laboratorio
questi vettori sono stati usati, sul cervello adulto, in
una serie di applicazioni che vanno dalla distruzione
dei tumori cerebrali, tramite la facilitazione della rige-
nerazione neuronale, all’alterazione della risposta
delle cellule gliali che segue ad un trauma.

Numerosi Herpes Virus ricombinanti sono stati uti-
lizzati per altri tipi di ricerche sperimentali, tra cui
quelle che usano i virus come marcatori trans-neuro-
nali per definire i circuiti cerebrali negli animali da
laboratorio. Per esempio, ceppi indeboliti di HSV o un
affine dell’herpes virus nel maiale (pseudorabies
virus), possono essere microiniettati in un sito periferi-
co specifico (ad esempio un organo viscerale o un
muscolo) o nello stesso cervello: dopo alcuni giorni,
I'infezione si propaga in maniera gerarchica all’interno
della catena di neuroni che regolano l'organo bersa-
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glio. Attraverso tecniche istochimiche, quest'onda di
infezione pud essere rilevata, nei neuroni che compon-
gono una rete neuronale, in quelli di primo, di secon-
do, e spesso anche di terzo ordine. Questo tipo di tec-
nica & stata utilizzata per definire 1'organizzazione chi-
mica di molti circuiti del SNC coinvolti nel controllo
delle funzioni viscerali.?

I vettori ricombinanti HSV con delezioni in alcuni
enzimi di DNA sintetico (quali ad esempio, la timidina
chinasi o la ribonucleotide riduttasi) sono anche stati
usati come potenziale trattamento dei tumori cerebrali.
Questi geni sono necessari solamente per promuovere
la sintesi di DN A nelle cellule non in divisione, ma non
servono per quelle che sono in una fase attiva di divi-
sione cellulare. Questi vettori si replicano all’interno
delle cellule tumorali in divisione (che contengono una
sufficiente quantita di precursori del DNA) e le distrug-
gono, risparmiando le cellule cerebrali normali non in
fase di divisione. Questd’ approccio ha fornito risultati
promettenti negli studi clinici preliminari condotti sui
tumori cerebrali nei roditori e nei primati, e potrebbe
risultare utile per il trattamento anche nell’'uomo.

In neurobiologia, i vettori virali HSV difettivi e i
vettori virali adeno-associati, sono i tipi principali di
vettori virali DNA difettivi. I vettori HSV difettivi con-
tengono un’origine HSV di replicazione del DNA e un
segnale di impacchettamento che ne consente la rac-
colta all’interno di una membrana HSV, ma il vettore
non contiene alcun gene virale. Di conseguenza, nelle
cellule bersaglio non viene prodotta nessuna proteina
tossica 0 immunogenica del virus. Un altro vantaggio
di questo sistema & che molte copie del gene virale
sono impacchettate all’interno di una singola particella
virale, amplificando cosi l’espressione del gene rile-
vante. Per impacchettare il DNA degli HSV difettivi,
sono necessarie le proteine HSV che normalmente ven-
gono prodotte da un virus “aiutante”. Il virus aiutante
non pud essere completamente eliminato dal ceppo
del vettore. Pertanto, quando si usano virus HSV difet-
tivi, potrebbe rimanere un certo potenziale di tossicita
dovuto ai virus “aiutanti” residui. Tuttavia, & stato
usato un sistema a pili plasmidi per esprimere le pro-
teine HSV necessarie, senza dover creare un virus
“aiutante”: in questo modo, successivi miglioramenti
con questa tecnologia potranno rendere sicura 1'utiliz-
zazione dei vettori HSV difettivi in ambito clinico.

I vettori del virus adeno-associato (VAA) hanno
ricevuto un’attenzione crescente, poiché consentono di
evitare i problemi connessi con la tossicita dei virus
aiutanti. Il VAA & un parvovirus che richiede I'infezio-
ne congiunta di una cellula da parte di un adeno-virus
(o di un herpes-virus) per replicare ed impacchettare
in modo efficiente nuovi virioni VAA. Si & usato un
sistema a pilt plasmidi in cui il vettore VAA (che con-
tiene soltanto i segnali per il suo impacchettamento/
replicazione e un gene di specifico interesse) viene
infettato con un secondo plasmidio, che contiene tutti i
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geni VAA senza le sequenze di replicazione/impac-
chettamento. Questo plasmidio “aiutante” permette
I'impagchettamento del vettore, ma non viene prodot-
to alcun virus aiutante. L'infezione congiunta con ade-
novirus (o I'introduzione di un plasmidio che contiene
geni di adenovirus) produce poi in modo efficiente il
vettore impacchettato. Poiché gli adenovirus contami-
nanti si possono rimuovere facilmente, il sistema VAA
& completamente difettivo e privo di qualunque conta-
minazione da parte dei virus aiutanti. Gli svantaggi di
questo sistema sono le sue piccole dimensioni (posso-
no essere impacchettate soltanto 5 kb di DNA estra-
neo) e la difficolta tecnica di produrre grandi quantita
di ceppi virali. Sia il sistema VAA che quello del’HSV
difettivo sono stati utilizzati per numerose applicazio-
ni nell’ambito delle neuroscienze di base e cliniche, tra
cui l'analisi dei promotori in vivo, lo studio dei geni che
influenzano la rigenerazione neuronale e la terapia
genica nei modelli animali del morbo di Parkinson e di
Alzheimer, dell’epilessia e dei colpi apoplettici. Questi
sistemi virali si sono dimostrati sicuri ed efficaci in una
serie di circostanze, ed & probabile che nel prossimo
futuro vengano effettuate prove cliniche che utilizzino
VAA e forse HSV difettivo.

In sintesi, i vettori virali costituiscono un ecceziona-
le strumento molecolare con cui intervenire sulle
malattie del SNC e studiare le funzioni cellulari di base
dei neuroni e delle cellule gliali. Adeguando a seconda
dello scopo il tipo di messaggio genetico e di sistema
di impacchettamento utilizzato, i ricercatori potrebbe-
ro essere gia in grado di creare vettori virali che pon-
gano rimedio ad alcune malattie dell'uomo.

Michal G. Kaplitt e Arthur D. Loewy
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FIGURA 16.12 Percorsi della migrazione neuronale nella
regione posteriore del talamo umano. (A e B) Sezioni oriz-
zontali del talamo e delle strutture adiacenti. (A) In un feto di
10 settimane, le cellule ventricolari (posizione 1) vicine al
terzo ventricolo (3V) generano neuroni che migrano verso
I'interno e vanno a popolare il talamo (vedi frecce). La zona
ventricolare costituisce la fonte principale dei neuroni tala-
mici nelle prime fasi dello sviluppo. (B) Nel feto di 24 setti-
mane, le cellule che provengono dall’eminenza dei gangli
(EG) migrano attraverso il peduncolo talamico posteriore e la
capsula interna per raggiungere il talamo laterale (posizione
2). Un altro percorso migratorio (posizione 3) & evidente
postero-lateralmente: qui le cellule migrano nel talamo attra-
verso il corpo gangliotalamico (CGT). Il secondo stadio della
migrazione avviene in una fase in cui la zona ventricolare del
terzo ventricolo si & svuotata, mentre le regioni laterali e dor-
sali del talamo stanno acquisendo un gran numero di nuovi
neuroni. (C) Cellule ad alto contenuto di reticolo di Golgi
della regione posteriore del talamo laterale, vicino all’emi-
nenza dei gangli. Molte cellule hanno una morfologia migra-
toria bipolare, con forme progressivamente pitt complesse
nelle regioni pitt profonde del talamo. Abbreviazioni: C,
nucleo caudato; CI, capsula interna; GP, globo pallido; CM,
nucleo del centro mediano; VL, ventricolo laterale; I, ippo-
campo. Da Sidman e Rakic.?¢
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roni post-mitotici che si assembrano nel diencefalo
del cervello dell’embrione di pollo esprimono la
molecola di adesione cellulare R-caderina.® Da que-
sto punto di vista, I'assemblaggio cellulare nel dien-
cefalo procede in linea con le strategie descritte pre-
cedentemente per la formazione dei gangli del SNP.

Gli studi sul talamo dell'uomo hanno fornito le
prime conoscenze su un’altra importante modalita
di migrazione cellulare nelle strutture non lamina-
ri.?® Nonostante non sia disponibile per la manipo-
lazione sperimentale, il cervello umano & caratteriz-
zato da lunghi periodi di sviluppo e da popolazioni
cellulari relativamente ampie, che facilitano il trac-
ciamento cellulare. Nel prosencefalo, le migrazioni
talamiche hanno caratteristiche in comune con quel-
le del tronco dell’encefalo. Mentre nella parte ven-
trale del prosencefalo, delle popolazioni cellulari
vengono generate precocemente dalla proliferazio-
ne nella zona ventricolare, nel talamo le popolazioni
cellulari vengono generate successivamente da una
migrazione dall’eminenza gangliare, una struttura
simile al labbro romboencefalico del quarto ventri-
colo. L’eminenza gangliare & formata da cellule
della zona subventricolare, che continuano una
rapida proliferazione per molto tempo dopo la loro
formazione. A quel punto, molte cellule migrano
verso le strutture ventrali adiacenti, compresi il
putamen del corpo caudato e l'amigdala. Inoltre,
gran parte di queste cellule va incontro ad una
migrazione su lunghe distanze attraverso la capsula
interna, fino al talamo (Fig. 16.12).%6 Quindi, I’emi-
nenza dei gangli del prosencefalo produce un gran
numero di cellule precursore post-mitotiche che
migrano rostralmente lungo un tratto assonale,
invece che radialmente attraverso lo spessore della
parete diencefalica.

I neuroni che esprimono GnRH migrano
dalla cavita olfattiva al SNC

Benché per molto tempo si sia ritenuto che tutte
le cellule del SNC abbiano origine dalla parete del
tubo neurale in formazione, studi recenti hanno
mostrato che una popolazione di neuroni dell'ipota-
lamo si forma al di fuori delle vescicole cerebrali, ed
arriva al cervello attraverso un percorso migratorio
estremamente particolare.®%° Questo gruppo di cel-
lule esprime un ormone fondamentale del sistema
neuroendocrino, I’'ormone di rilascio della gonado-
tropina (GnRH), necessario per lo sviluppo
dell’apparato riproduttore e per il suo funziona-
mento nell'individuo adulto. Alcuni esperimenti,
eseguiti allo scopo di evidenziare 1'origine di queste
cellule all'interno del neuroepitelio diencefalico,
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che dara luogo all'ipotalamo nell’adulto, hanno
mostrato, in modo del tutto inatteso, che questi neu-
roni compaiono inizialmente nella cavita olfattiva,
una derivazione del placode che formera I'epitelio
nasale. Attraverso l'uso combinato di metodi di
marcatura con timidina, di ibridizzazione in situ
dell’'mRNA del GnRH, e di localizzazione immuno-
citochimica delle cellule che esprimono la proteina
GnRH, si & dimostrato che i circa 800 neuroni
dell'ipotalamo del topo che esprimono GnRH
hanno origine nell’area vomeronasale del sistema
olfattivo. Non appena le cellule precursore termina-
no il ciclo cellulare ed iniziano ad esprimere GnRH,
esse migrano di 1-3 mm, muovendosi attraverso il
setto nasale e verso il prosencefalo. Il loro percorso
migratorio segue il tratto assonale dei neuroni ter-
minali del nervo vomeronasale, cellule che espri-
mono recettori per i feromoni, una nuova classe di
recettori proteinchinasi che si ritiene svolgano
un’attivita di segnalazione all’interno delle funzioni
neuroendocrine”? La sindrome di Kallman
nell’'uomo distrugge lo sviluppo e/o la migrazione
proprio di questi neuroni (Riquadro 16.3).

La specificazione e la differenziazione cellulare
avvengono grazie a programmi molecolari

L'istogenesi nel cervello in via di sviluppo & sen-
sibile a segnali ambientali e ad interazioni locali tra
cellule, che possono essere facilmente interpretate
come meccanismi epigenetici per lo sviluppo neu-
ronale.”? Questo punto verra discusso in dettaglio
nel Capitolo 17. Un principio generale che risulta
dagli studi genetici e neuroanatomici & che 'istoge-
nesi nel SNC in via di sviluppo é controllata da segnali
epigenetici spazialmente e temporalmente dinamici, che
programmano stadi specifici della differenziazione neuro-
nale o gliale. Tali segnali, i relativi meccanismi di tra-
sduzione e le risultanti funzioni pleiotropiche elici-
tate dalle loro azioni, costituiscono un programma
molecolare di differenziazione neuronale. Ad esem-
pio, il programma molecolare per la migrazione
guidata dalla glia potrebbe consistere di (1) un
segnale generato dalle interazioni tra un neurone in
differenziazione e la glia radiale, (2) la trasduzione
di tale segnale verso il nucleo, (3) la produzione di
proteine importanti per la meccanica della migra-
zione neuronale o per il mantenimento della funzio-
ne gliale, (4) la ricezione di un segnale di “stop”
all’arrivo nella posizione laminare appropriata e (5)
la cessazione della sintesi delle proteine specifiche
per la migrazione guidata dalla glia.

Tre aspetti importanti, riguardanti la natura della
regolazione epigenetica e le funzioni dei program-
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mi molecolari, meritano ulteriori considerazioni. In  diversi programmi epigenetici. Ad esempio, I'atti-
primo luogo, la differenziazione di un determinato vazione di un programma molecolare pud attivare a
tipo cellulﬁare risulta probabilmente da una serie di cascata geni che agiscano anch’essi come fattori di

RIQUADRO 16.3
LA SINDROME DI KALLMANN

Malgrado nella sindrome di Kallmann possano
essere presenti molte anormalita somatiche ed evoluti-
ve (perdita dell’udito, labbro e palato leporino, aplasia
renale e vari deficit neurologici), le sue caratteristiche
principali sono l'anosmia (I'incapacita di percepire gli
odori) e la sterilitd (ipogonadismo e gonadi sterili).
Una disfunzione che coinvolgeva I'olfatto e la riprodu-
zione fu descritta per la prima volta nel 1856 da
Maestre de San Juan,! e Kallmann et al. riportarono i
primi casi ereditari nel 1944.2 I sintomi associati con la
sindrome di Kallmann rimasero perd non spiegati,
fino a quando i ricercatori non dimostrarono che due
determinanti fondamentali della disfunzione avevano
un’origine evolutiva comune - il placode olfattivo.>5
Questi determinanti sono:

1. I recettori olfattivi — neuroni sensoriali primari per il
senso dell'olfatto. I corpi cellulari sono collocati
nell’epitelio nasale e gli assoni terminano in glome-
ruli nel bulbo olfattivo.

2. I neuroni dell’ormone di rilascio della gonadotropina
(GnRH) - cellule neuroendocrine necessarie alla
maturazione e alla competenza riproduttiva. I corpi
cellulari sono localizzati nel prosencefalo e gli asso-
ni terminano nell’eminenza mediana dell’ipotala-
mo.

Durante lo sviluppo prenatale normale, i recettori
olfattivi e i recettori dei feromoni, neuroni sensoriali
primari per gli stimoli olfattivi associati al comporta-
mento sociale e/ o riproduttivi, rimangono nella cavita
nasale, mentre i loro assoni attraversano il setto nasale
per raggiungere il cervello. Mentre raggiungono il cer-
vello, gli assoni dei recettori olfattivi inducono la for-
mazione del bulbo olfattivo, la regione del telencefalo
che contiene cellule mitrali, neuroni secondari di relay
per lolfatto, che formano, insieme agli assoni dei
recettori olfattivi, l'unita funzionale dell’olfatto —i glo-
meruli, mentre i recettori dei feromoni crescono cau-
dalmente verso il nucleo olfattivo accessorio in forma-
zione. Diversamente dai recettori olfattivi e dei fero-
moni, i neuroni GnRH dopo la nascita sono localizzati
nel cervello. Durante lo sviluppo normale, per rag-
giungere la loro distribuzione adulta, i neuroni GnRH
lasciano la cavitd nasale e migrano nel telencefalo in
via di sviluppo, seguendo un percorso attraverso il
setto nasale, simile a quello preso dagli assoni dei

recettori olfattivi e dei feromoni. Tuttavia, mentre gli
assoni dei recettori olfattivi si dirigono rostralmente
nel bulbo olfattivo, i neuroni GnRH virano caudal-
mente, forse insieme agli assoni dei recettori dei fero-
moni, verso il diencefalo in via di sviluppo. La Fig. 6.13
riassume questi eventi.

Nella sindrome di Kallmann, lo sviluppo di questi
sistemi & perturbato; sia i neuroni GnRH che i recettori
olfattivi e dei feromoni migrano verso la base della
placca perforata, ma si fermano al di fuori del cervello,
come si & potuto vedere in un feto cui era stata effet-
tuata una diagnosi prenatale di sindrome di
Kallmann.é La sindrome di Kallmann & un disturbo
raro. La modalita di trasmissione pil1 frequente avvie-
ne attraverso il cromosoma X, malgrado siano state
riportate trasmissioni autosomiche recessive e domi-
nanti. La rarita della sindrome & direttamente collegata
alle disfunzioni riproduttive degli individui colpiti,
con una conseguente tendenza verso la scomparsa dei
geni mutanti dalla popolazione.

La clonazione del gene KAL, la cui sequenza di ami-
noacidi presunta faceva pensare ad una componente
della matrice extracellulare (proteina secreta) con fun-
zioni di antiproteasi e/o di adesione cellulare,’® ha
avvalorato l'ipotesi che si fosse trovata una molecola
candidata al ruolo di guida degli assoni dei recettori
olfattivi e dei feromoni e dei neuroni GnRH nelle
regioni nasali. Sorprendentemente, il gene KAL veniva
espresso nel cervello dalle cellule del bulbo olfattivo?
ma non dalle cellule delle regioni nasali, quindi né dai
neuroni in migrazione (cellule GnRH) né dai neuroni
dell’epitelio nasale. E interessante notare che il gene
KAL non & stato identificato nei roditori. Comunque,
sulla base della sua modalita spazio-temporale di
espressione nell'uomo e nei polli, KAL non & pitt un
candidato probabile al ruolo di molecola guida, impli-
cata direttamente negli eventi migratori osservati nelle
regioni nasali. Si ritiene oggi che KAL abbia un ruolo
negli eventi che regolano il contatto e il mantenimento
degli assoni dei recettori olfattivi all'interno del bulbo
olfattivo. Rimane un mistero come la proteina KAL
influenzi il movimento dei neuroni GnRH verso il cer-
vello, ma l'ipotesi attuale & che I'anosmia (dovuta ad
ipoplasia o aplasia del bulbo olfattivo) osservata nella
sindrome di Kallmann derivi da un difetto al livello
della cellula bersaglio olfattiva nel SNC. Esistono dei
trattamenti efficaci per le disfunzioni riproduttive
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FIGURA 16.13 Sviluppo della regione olfattiva. (A) Diagramma di un embrione di topo allo sta-
dio E12.5-E13.0. Il cervello in sviluppo & indicato in nero e le regioni ventricolari in grigio. n, naso;
t, telencefalo; td, talamo dorsale; me, mesencefalo; ms, midollo spinale; 1, lingua; 3, terzo ventrico-
lo; 4, quarto ventricolo. (B) Diagramma della regione del naso e del cervello e schema delle rela-
zioni tra i neuroni nell’epitelio olfattivo (recettori olfattivi e dei feromoni: RO e RF), i neuroni
GnRH ed il bulbo olfattivo in formazione (BO). Gli assoni dei RO entrano nel BO e vengono in
contatto con le cellule mitrali (che esprimono la proteina KAL nell'uomo e nei polli), mentre gli
assoni dei RF entrano nel bulbo olfattivo accessorio. A differenza dei RO e dei RF, i neuroni GnRH
partono dalla regione nasale e migrano nel cervello in via di sviluppo. Le frecce grandi indicano la

regione in cui i neuroni GnRH entrano nel cervello.

associate alla sindrome di Kallmann, ma é importante
una diagnosi precoce; senza trattamento, la puberta
non avviene in modo normale. E necessaria una tera-

pia ormonale sostitutiva per indurre le caratteristiche 6.
sessuali secondarie, e il trattamento con GnRH restitui-
sce spesso la fertilita.
2.
Susan Wray
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regolazione trascrizionale. In secondo luogo, mal-
grado questi programmi possano essere condivisi
da diversj tipi cellulari del SNC, segnali locali pos-
sono indurre in ambienti diversi, la loro espressione
in un diverso ordine. In terzo luogo, 1'ordine dei
programmi pud a sua volta servire ad organizzare il
programma di differenziazione di una particolare
classe di neuroni. Ne & un esempio la temporizza-
zione della migrazione cellulare e della crescita
assonale tra le cellule precursore del cervelletto.
Mentre i1 precursori del neurone di Purkinje, allo
stesso modo dei precursori neuronali nella neocortex
in via di sviluppo, migrano subito dopo essere usci-
ti dal ciclo cellulare e formano connessioni assonali
in una fase relativamente tardiva del loro program-
ma di differenziazione, i precursori delle cellule
granulari estendono i loro assoni subito dopo essere
usciti dal ciclo cellulare e migrano lungo la glia di
Bergmann in una fase successiva dello sviluppo.
Quindi, la disposizione spazio-temporale dei segna-
li locali relativi a uno specifico programma moleco-
lare pud generare programmi diversi di differenzia-
zione neuronale.

Data l'esistenza di segnali evolutivi che cambia-
no nel tempo e nello spazio nell’ambito di tutto il
sistema nervoso in fase di sviluppo, la migrazione
cellulare sembra essere una parte integrante della
differenziazione neuronale. La modificazione della
modalita di espressione dei geni durante la migra-
zione delle cellule granulari del cervelletto, costitui-
sce un esempio pertinente di questo concetto. Nel
cervelletto postnatale, si possono osservare in un
dato momento cellule granulari a tutti gli stadi del
loro programma di differenziazione. Ad ogni stadio
di differenziazione, la cellula granulare in via di svi-
luppo si trova in una diversa posizione laminare.
Cosi, i precursori delle cellule granulari, in rapida
divisione nello strato germinale esterno, sono sog-
getti a segnali che favoriscono la proliferazione.
D’altro canto, le cellule granulari che hanno com-
pletato il loro percorso migratorio ricevono infor-
mazioni completamente diverse, che permettono
loro di essere incorporate nello strato granulare
interno, di estendere i dendriti e di formare sinapsi
con le loro fibre muscoidi afferenti. In questo modo,
in un singolo momento evolutivo possono essere in
funzione pitt programmi molecolari diversi tra loro.

Infine, in alcuni casi la migrazione cellulare costi-
tuisce un meccanismo di definizione delle connes-
sioni finali di un circuito neuronale. Ancora una
volta, le cellule granulari del cervelletto forniscono
un esempio in proposito. Queste cellule possiedono
un assone a forma di T. L’incrocio della T & formato
da una fibra che si estende per lunghe distanze

parallelamente alla superficie del cervelletto. Una
porzione discendente, che comprende il tratto verti-
cale della T, si estende dalla fibra parallela al corpo
della cellula granulare, nello strato cellulare granu-
lare interno. A differenza di molti neuroni, che
prima migrano nella posizione appropriata del cer-
vello in via di sviluppo e poi estendono un assone
che cresce nella direzione del suo bersaglio, le cellu-
le granulari del cervelletto producono i loro assoni
mentre migrano attraverso il cervelletto, guidate
dalla glia di Bergmann. In questo caso, quindi,
I’assonogenesi e la migrazione guidata dalla glia
avvengono contemporaneamente, e hanno come
risultato la struttura finale dell’assone a forma di T
della cellula granulare e la sua integrazione nel cir-
cuito cerebellare. Anche altri tipi di cellule neurona-
li sembrano produrre i loro assoni durante la migra-
zione nel cervello in via di sviluppo, guidata dalla
glia. In questi casi, la migrazione costituisce una
soluzione topologica al problema della definizione
di connessioni appropriate, guidando la migrazione
del corpo della cellula neuronale invece che le dire-
zioni degli assoni in fase di crescita.

Riassunto

Lo sviluppo del sistema nervoso dei vertebrati &
basato su una serie di movimenti e migrazioni di
cellule, che producono strutture complesse nucleari
stratificate. Nel SNC i progenitori neuronali vanno
incontro, durante il ciclo cellulare, a caratteristici
movimenti intracellulari avanti e indietro, all'inter-
no delle matrici germinali primarie, e vanno incon-
tro a migrazioni a lunga distanza, attraverso le
matrici secondarie del cervelletto e del telencefalo.
Quando i neuroni neoformati escono dal ciclo cellu-
lare cominciano tipicamente a spostarsi dal luogo in
cui sono stati generati, in direzione della loro posi-
zione finale nel cervello o nel midollo spinale. Le
migrazioni radiali sono guidate dai processi allun-
gati delle cellule gliali radiali, mentre le cellule che
migrano tangenzialmente possono viaggiare lungo
gli assoni o anche una sull’altra. Sia nel SNC che nel
SNP, questi processi migratori fanno muovere le
cellule attraverso microambienti che alterano la
modalita di espressione dei geni, dirigendo la diffe-
renziazione cellulare e controllando la temporizza-
zione della maturazione cellulare. I percorsi migra-
tori ed il ruolo generale della migrazione nella rego-
lazione temporale della neurogenesi e della diffe-
renziazione sono stati ormai chiariti; dovrebbe ora
essere possibile identificare i segnali che controlla-
no questi processi. L’identificazione di questi
segnali epigenetici risolvera a sua volta il mistero di
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come i miliardi di cellule precursore del cervello e
del corpo, utilizzino la migrazione ed i programmi
¢ di aggregazione cellulare per dirigere il loro svilup-

po.
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