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Fattori neurotrofici

James E. Johnson

Durante lo sviluppo, nel sistema nervoso dei ver-
tebrati un grosso numero di neuroni muore seguen-
do un particolare meccanismo di morte cellulare
definito morte naturale programmata (vedi Capi-
tolo 20). Questo processo inizia potenzialmente in
tutti i neuroni sia durante sia dopo il processo di
mitosi. E necessario che meccanismi capaci di sop-
primere questo processo di morte programmata si
attivino affinché la maggior parte delle cellule ner-
vose continui a vivere. Fattori specifici, detti appun-
to di sopravvivenza, impediscono I'adempimento
del processo di morte programmata, che altrimenti
si verificherebbe di default, in determinati neuroni,
circa il 50% delle cellule di ciascuna classe di neuro-
ni. Nei vertebrati il periodo di sviluppo durante il
quale i neuroni vanno incontro alla selezione per la
morte o la sopravvivenza, coincide con il momento
di formazione delle connessioni sinaptiche con1 tes-
suti bersaglio. In generale il numero dei neuroni che
sopravvive & proporzionale alle dimensioni del tes-
suto bersaglio che innervano. I neuroni sembrano
competere per una limitata quantita o un limitato
accesso a fattori trofici liberati dal tessuto bersaglio.
La nozione che la sopravvivenza dei neuroni duran-
te lo sviluppo dipende da un processo competitivo
tra cellule per molecole di “sopravvivenza” liberate
dai tessuti bersaglio in quantita limitata & nota come
teoria neurotrofica.! Nella maggior parte delle spe-
cie, il numero dei neuroni & in genere determinato
alla nascita, ma successivamente il sistema nervoso
va incontro a una crescita significativa per adeguare
le proprie dimensioni a quelle del corpo. Cambia-
menti drammatici si verificano nelle dimensioni del

corpo cellulare e delle arborizzazioni dendritica e
assonale. Modificazioni delle dimensioni e della
geometria cellulare sono influenzate dalla interazio-
ne neurotrofiche tra neuroni, tra neuroni e tessuti
bersaglio e dall’attivita elettrica.

Se ciascun tessuto bersaglio producesse un unico
fattore di sopravvivenza per regolare le dimensioni
e il tipo della sua innervazione, allora sarebbe
necessario un grande numero di molecole per con-
trollare questi processi nel sistema nervoso centrale
e periferico. Invece, un numero relativamente
ristretto di proteine viene utilizzato per regolare la
morte programmata dei neuroni delle diverse zone.
Questi fattori neurotrofici si sono evoluti a partire
da diverse famiglie di geni.*® Essi derivano non
solo dai tessuti bersaglio ma anche da cellule vicine
o dai neuroni stessi. Come i neurotrasmettitori, i fat-
tori neurotrofici agiscono su distanze relativamente
brevi come messaggeri chimici tra cellule e possono
causare cambiamenti rapidi e transitori dell’attivita
sinaptica come pure cambiamenti duraturi nei neu-
roni stessi. Il periodo dello sviluppo durante il
quale i neuroni hanno bisogno di supporto trofico
pud variare. Alcuni neuroni cambiano la dipenden-
za da un fattore trofico a un altro durante lo svilup-
po.¢ L’eliminazione di questi fattori o dei corrispet-
tivi recettori (come nei topi transgenici in cui e stato
eliminato il gene corrispondente) da luogo alla per-
dita di tutti i neuroni dipendenti da quel fattore.”®
La sopravvivenza della maggior parte dei neuroni
dipende non da una singola molecola ma da molte-
plici fattori facenti parte di una stessa famiglia di
proteine o di famiglie diverse che possono entrare
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in gioco sequenzialmente o simultaneamente.”?
Inoltre alcuni fattori neurotrofici possono servire
come rjserva di potenziali molecole di riparazione
prontamente disponibili in caso di insulto al siste-
ma nervoso adulto.!

Tutti i fattori neurotrofici che prevengono la
morte neuronale hanno anche altre importanti atti-
vita biologiche che includono gli effetti sullo svilup-
po, il mantenimento, la funzionalita e la plasticita
del sistema nervoso (vedi Tabelle 21.1 e 21.2).
Frequentemente diverse popolazioni di neuroni
rispondono allo stesso fattore in modi diversi, men-
tre lo stesso neurone pud rispondere in modo diffe-
rente allo stesso fattore in stadi diversi del suo svi-
luppo. Variazioni nella risposta neuronale allo stes-
so fattore possono dipendere non solo da modifica-
zioni dei recettori ma anche da possibili differenze

21. FATTORI NEUROTROFICI

nel sistema di trasduzione post-recettoriale. In
generale, i membri di una famiglia di fattori neuro-
trofici si legano a uno o pitt membri della corrispet-
tiva famiglia di recettori transmembrana.’"12 I recet-
tori dei fattori neurotrofici sono simili ai recettori
per i fattori di crescita presenti in altri tessuti.
Quando il recettore lega il rispettivo fattore neuro-
trofico, i messaggeri intracellulari che vengono
generati attivano una cascata di segnali proto-onco-
geni implicati nella regolazione della proliferazione
cellulare in cellule non neuronali. La peculiare pro-
prieta dei fattori neurotrofici di regolare la morte
neuronale piuttosto che la proliferazione cellulare
riflette una proprieta intrinseca dei neuroni diffe-
renziati.

In questo capitolo ci focalizzeremo sulla famiglia
piu nota dei fattori neurotrofici, le neurotrofine, e

rs

TABELLA 21.1 La famiglia delle neurotrofine e i loro recettori

Recettori

Isoforme dei recettori Isoforme prive del

Fattori kinasici completi” dominio kinasico® Esempi di neuroni responsivic
NGF trkA p75¢ Neuroni colinergici, gangli simpatici,
(trkA,) neuroni nocicettivi dei DRG
BDNF trkB P7ZoINIR Molti neuroni del sistema nervoso centrale
trkB., Ganglio vestibolare
trkB,, Ganglio nodoso
Meccanocettori dei DRG
NT-3 TrkC p75INTR Molte popolazioni neuronali del sistema nervoso centrale
trk(C . a) trkCry s Ganglio cocleare
trkCiye s trkCop o trkCy s Neuroni propriocettivi dei DRG
trkB e trkA non preferiti trkCoy s
trkc‘rk-ms -
NT-4 trkB p75 Molte popolazioni neuronali del sistema nervoso centrale
trkB,, Ganglio nodoso
trkB., Ganglio petroso
NT-6/ trkA p75

4 TrkAEI (inserto extracellulare di 6 amminoacidi) & espresso primariamente nei neuroni, mentre il trkA senza inserto extracellulare &
espresso soprattutto nelle cellule non neuronali. II trkB degli uccelli comprende 5 isoforme catalitiche e 4 recettori catalitici con inserti o dele-
zioni. TrkC | indica isoforme con inserti kinasici di lunghezza amminoacidica indicata.

" Nei mammiferi i trkB non catalitici sono rappresentati da due isoforme prive del dominio kinasico (T1 & espresso in concentrazioni ana-
loghe al trkB completo, senza avere il dominio tirosino kinasico ma con 23 aminoacidi citoplasmatici, mentre T2 ha solo 21 aminoacidi pla-
smatici). I trkB degli uccelli comprendono 5 isoforme prive del dominio kinasico. TrkC,,_indica isoforme con delezioni nel dominio tirosino

kinasico di lunghezza aminoacidica indicata.

¢ Soltanto alcuni esempi da una lunga lista di neuroni responsivi. TrkB e trkC (insieme a BDNF e NT-3) sono pit diffusi di trkA e NGF nel

sistema nervoso centrale.

4 p75'NTR coopera con trkA per creare un sito di alta affinita. Esso pud determinare l'idrolisi della sfingomielina,dei recettori trk nei neuro-

ni e con internalizzazione e trasporto retrogrado di BDNF e NT-4.

¢NT-4 & anche chiamato NT-4/5: clonato dal rospo fu chiamato NT-4, clonato dai mammiferi fu chiamato NT-5. Il pitt variabile membro

della famiglia delle neurotrofine.

/NT-6 trovato solo nei pesci teleostati. Il recettore e le proprieta biologiche non sono state ancora definite.
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sui loro recettori. Offriremo anche brevi nozioni su
molte altre famiglie di fattori neurotrofici.

Y

LA FAMIGLIA DELLE NEUROTROFINE

11 nerve growth factor & il prototipo dei fattori
di sopravvivenza neuronale secreti dai tessuti
bersaglio

La teoria neurotrofica della sopravvivenza neu-
ronale mediata dai tessuti bersaglio & stata significa-
tivamente rafforzata dalla fortuita scoperta del fat-
tore di crescita nervosa (NGF, nerve growth factor)
da parte di Rita Levi-Montalcini, Stan Cohen e
Vicktor Hamburger. La caratterizzazione del ruolo
funzionale del NGF é stata usata come modello per
definire i fattori neurotrofici derivanti da tessuti
- bersaglio. L’analisi delle funzioni di un potenziale

fattore neurotrofico implica molteplici stadi. In
. generale le attivita biologiche e le specificita dei ber-
- sagli cellulari sono da prima indagati in vitro, per
~ determinare se il fattore agisca direttamente sul ber-
saglio cellulare ipotizzato o se i suoi effetti siano
- mediati in modo indiretto attraverso altri tipi cellu-
lari. L’analisi dell’espressione dei fattori neurotrofi-
c e dei loro recettori nel corso dello sviluppo &
necessaria per capire se entrambi sono presenti al
momento e nel posto giusto nell’embrione, condi-
zione necessaria affinché i fattori neurotrofici possa-
no svolgere una funzione regolatrice sulle cellule
responsive. La somministrazione di fattori neuro-
trofici esogeni a un embrione in via di sviluppo per-
mette ai ricercatori di capire se le quantita endogene
sono prodotte in misura limitata. Inoltre, 'uso di
metodiche che eliminano i fattori neurotrofici endo-
geni o bloccano la funzione dei rispettivi recettori in
un embrione in via di sviluppo, permette ai ricerca-
tori di capire se un determinato fattore & essenziale
in un particolare stadio dello sviluppo. Queste
metodiche includono trattamenti con anticorpi che
bloccano V'attivita biologica dei fattori, con antago-
nisti dei recettori che impediscono il legame con il
tecettore e tecniche di generazione di topi transge-
ici con mutazioni che comportano I'eliminazione
del gene che codifica il fattore o il recettore.
Nel caso del NGF, i gangli simpatici o sensoriali
degli embrioni di pollo o di roditore trattati con
NGF, in vitro, presentano un’intensa crescita di
25soni a mo’ di alone intorno ai gangli stessi!3 (Fig.
21.1).14 Infatti questo saggio di crescita assonale, e
on il saggio di sopravvivenza, venne usato per
Purificare il NGF. Il NGF & necessario per la soprav-
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FIGURA 21.1 Risposta di un ganglio isolato di una radice
dorsale, in coltura, al trattamento con NGF. Gangli isolati e
neuroni dissociati sono spesso usati per testare l'attivita neu-
rotrofica. Questo saggio su gangli espiantati & stato usato per
purificare I'NGF. (A) ganglio in coltura, dopo 24 ore, senza
NGF (controllo) e (B) ganglio 24 ore dopo il trattamento con
NGF. 1I trattamento con NGF causa la formazione di un
alone costituito dagli assoni (dei neuroni sensitivi del gan-
glio) in fase di allungamento (100 ng mI-!). Perché il fattore fu
chiamato cosi, & ovvio. Ristampato con il permesso di Rita
Levi-Montalcini.* Copyright 1964 American Association per
Advances of Science.

vivenza di neuroni simpatici isolati quando questi
vengono fatti crescere in assenza di cellule non neu-
ronali, percid il NGF agisce direttamente su questi
neuroni. Sottopopolazioni di neuroni sensoriali dei
gangli delle radici dorsali sono anch’essi dipenden-
ti dal NGF. Quando’ gli embrioni di pollo vengono
trattati con NGF i gangli simpatici e sensoriali si
ingrandiscono in modo significativo, e la crescita
assonale aumenta in modo drammatico.”® I gangli
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contengono molti pitt neuroni del normale poiché la
morte naturale programmata & stata prevenuta.l
Inoltre, i coxpi cellulari sono pitt grandi e i neuroni
simpatici dei roditori hanno alberi dendritici pitt
complessi.! Questi studi indicano che la produzione
endogena di NGF e il fattore limitante per la
sopravvivenza e la crescita delle cellule responsive.
La pitt convincente dimostrazione che il NGF &
necessario.per la sopravvivenza neuronale & stata
ottenuta con esperimenti in cui si eliminava il NGF.
Quando gli embrioni di pollo vengono trattati con
antisieri bloccanti il NGF, questi perdono pressoché
completamente i loro neuroni simpatici.’® Piti recen-
temente la generazione di topi transgenici in cui &
stato eliminato il gene codificante NGF o per il suo
recettore, ha confermato che i neuroni simpatici e
un certo numero di neuroni sensoriali richiedono
NGF per la loro sopravvivenza (Fig. 21.2).1718

Se il NGF & necessario per la sopravvivenza,
quando e come viene prodotto nell’embrione?

Poiché la quantita di NGF prodotta dai tessuti in
vivo & molto bassa (circa 1 ng/g di tessuto) sono
necessarie tecniche altamente sensibili, come il two-
site immuno-assay e tecniche di biologia molecolare,
per quantificare e localizzare la sintesi di NGF.

Il NGF e prodotto nei tessuti bersaglio delle cel-
lule che dipendono da esso, al momento dell’inner-
vazione, a conferma del suo ruolo di fattore di
sopravvivenza prodotto dal tessuto bersaglio.
Inoltre la quantita di NGF prodotta & proporzionale
alla densita di innervazione del tessuto bersaglio.
Scoperto il recettore per il NGF, il trkA, si & visto
che questo recettore & espresso dai neuroni respon-
sivi al NGF al momento e nelle zone appropriate in
modo tale da promuovere la sopravvivenza neuro-
nale. Questi dati supportano fortemente 1'ipotesi
neurotrofica, secondo la quale la quantita di fattore
prodotta dal tessuto bersaglio costituisce il fattore
limitante per la sopravvivenza della popolazione
cellulare afferente e determina la densita di innerva-

FIGURA 21.2 Immunosimpatectomia. Anticorpi che bloccano specificamente Iattivita di NGF sono stati somministrati a
topi neonati, in modo da eliminare il fattore endogeno in questi animali. I gangli simpatici venivano esaminati molte settima-
ne dopo il trattamento (N, gangli normali, E, gangli deprivati di NGF per 3-5 giorni). Da notare la pressoché completa scom-
parsa della catena dei gangli simpatici (sinistra) e la perdita dei neuroni nei singoli gangli (destra).

III. SVILUPPO DEL SISTEMA NERVOSO




LA FAMIGLIA DELLE NEUROTROFINE

zione del tessuto bersaglio stesso. La localizzazione
della sintesi di NGF nei tessuti bersaglio dei neuro-
ni simpatici e la perdita di questi neuroni dopo Veli-
minazione di NGF ha fatto si che il NGF sia consi-
derato il prototipo dei fattori neurotrofici prodotti
dai tessuti bersaglio necessari per la sopravvivenza
dei neuroni simpatici e per una sottopopolazione di
neuroni sensoriali.

La sintesi e il rilascio di NGF avvengono in modo
controllato. La trascrizione dellmRNA per NGF
avviene in modo “regolato” durante lo sviluppo e
pud essere alterata in animali adulti da numerosi
stimoli ambientali quali lesioni, livelli ormonali,
cambiamenti dell’attivita neuronale.5?* Sembra
che il NGF sia secreto dalle cellule che lo producono
sia in modo costitutivo sia in modo “regolato”.* La
secrezione “regolata” & attivita-dipendente e richie-
de la mobilizzazione del Ca** dai depositi intracel-
lulari.

I neuroni responsivi al NGF possiedono siti recet-
toriali ad alta affinita (K, = 10-11) e a bassa affinita
(K, = 10°). L’'NGF legato al recettore viene interna-
lizzato in vescicole e trasportato in maniera retro-
grada al corpo cellulare, dove viene degradato.”? Sia
il legame al recettore a livello della membrana cito-
plasmatica, sia il trasporto retrogrado sono eventi
necessari per prevenire la morte cellulare. Non &
chiaro tuttavia se il trasporto retrogrado del com-
plesso recettore-NGF in sé o di molecole che fungo-
no da secondi messaggeri sia necessario per la
sopravvivenza (Fig. 21.3). Una predizione della teo-
ria neurotrofica & che l'accesso al NGF & adeguato a
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supportare la sopravvivenza del corpo cellulare
solo quando viene liberato da regioni bersaglio
distanti. In un sistema di coltura in vitro a comparti-
menti multipli, sviluppato per determinare gli effet-
ti del NGF a lunga e breve distanza,? il NGF mani-
festa i suoi effetti trofici solo se viene applicato sui
terminali assonali. Al contrario, non produce effetti
se viene applicato direttamente sul corpo cellulare o
sulle sue ramificazioni dendritiche prossimali, ad
indicare che solo il NGF disponibile per 1'assone
pud generare i segnali necessari per la sopravviven-
za del corpo cellulare. Si noti inoltre che le ramifica-
zioni assonali venivano perse rapidamente e seletti-
vamente nelle camere in cui veniva tolto il NGEF,
mentre crescevano nelle camere in cui il NGF veni-
va aggiunto, dimostrando effetti impressionanti sul
mantenimento e sulla crescita delle ramificazioni
assonali.

L’NGF fa parte di una famiglia di fattori
strutturalmente correlati

Soltanto pochi gruppi neuronali, inclusi i neuroni
simpatici e parte di quelli sensoriali, sono NGF-
dipendenti. Mentre alcuni neuroni del prosencefalo
basale sono responsivi al NGF, nessun altro tipo
neuronale nel sistema nervoso centrale sembra
richiedere NGF per la sua sopravvivenza. Percio
altri fattori neurotrofici devono regolare la soprav-
vivenza neuronale nel sistema nervoso. Campioni
di molteplici tessuti, come pure mezzi di coltura
contenenti proteine secrete da svariati tipi cellulari,

Cellula postsinaptica

-
-

Segnale retrogrado 4__2__

V\D *
Fornitura anterograda k.
di materiali = Y @ ,

Il messaggeri

Meccanismi
di crescita

FIGURA 21.3 Modello per la trasduzione del segnale indotto da NGF e per il suo trasporto assonale retrogrado. L'NGF e
secreto dalle cellule post sinaptiche del tessuto bersaglio. Una volta legato, il complesso ligando-recettore viene internalizza-
to in una vescicola nel terminale assonico. Gli eventi che seguono al legame dell’NGF possono comprendere (A) una rapida

trasduzione del segnale localmente con o senza internalizzazione del recettore, (B, C)

la trasduzione del segnale da parte del

complesso ligando-recettore internalizzato nel terminale assonico e poi trasportato retrogradamente lungo "assone, (D) il tra-
sporto di un secondo messaggero nato dalla trasduzione del segnale a livello del terminale assonale. Oltre alld trasduzione
del segnale legata al trasporto assonico, I'NGF pubd causare cambiamenti locali nell’entita e nella direzione della crescita

dell’assone.
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supportano la sopravvivenza di molte classi di neu-
roni che non sono responsivi al NGF. L’esistenza di
attivita neurotrofiche non dovute al NGF ha portato
alla purificazione di altri fattori neurotrofici duran-
te gli anni ‘60, ‘70, e ‘80. Dal momento che i fattori
neurotrofici sono prodotti in quantita estremamen-
te basse, I'isolamento di molecole simili al NGF era
estremamente difficile con mezzi convenzionali di
purificazione di proteine. Un significativo salto in
avanti @ stato fatto con la purificazione del secondo
fattore neurotrofico correlato al NGF nel 1982.% Al
contrario del NGF, che & stato purificato centinaia
di volte da una fonte non neuronale insolitamente
ricca, il fattore neurotrofico derivato dal cervello
(BDNF, brain-derived neurotrophic factor) & stato puri-
ficato milioni di volte da cervelli adulti di maiale.
Per ogni chilogrammo di materiale di partenza si
otteneva solo un microgrammo di fattore. Il clonag-

gio molecolare e I'espressione di BDNF hanno aper-
to un periodo di ricerche molto rapide e interessan-
ti sui fattori neurotrofici connessi al NGF.2 Quando
la struttura del NGF e del BDNF sono state compa-
rate, si & visto che sono omodimeri di piccole
dimensioni, molto basici con un’analogia in ami-
noacidi di circa il 50%. Usando i primer preparati da
domini omologhi per trovare altre proteine correla-
te i ricercatori hanno identificato rapidamente altri
membri della famiglia delle neurotrofine.s
Chiamati NT-3-NT-6 (neurotrofine 3-6) questi altri
fattori sono stati clonati e sequenziati senza previa
purificazione proteica.

Ciascun membro della famiglia delle neurotrofi-
ne ¢ sintetizzato come precursore di circa 250 ami-
noacidi ed & processato in protomeri di circa 120
aminoacidi. Le regioni omologhe dei membri della
famiglia delle neurotrofiner sono concentrate in 6

FIGURA 21.4 Un modello tridimensionale dell’omodimero di NGE (a sinistra) e un modello con superficie elettrostatica (a
destra). Da notare I'arrangiamento parallelo delle subunita intorno a un asse centrale (frecce gialle). Il blu indica una regione
superficiale con potenziale elettrostatico positivo, il rosso, negativo e il bianco, neutro. La forma simmetrica permette al ligan-
do secreto di legare e dimerizzare le due molecole che costituiscono il recettore sulla membrana plasmatica delle cellule
responsive. Da McDonald e Murray-Rust.? Un modello di potenziale elettrostatico di superficie per NGF.
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domini idrofobici contenenti residui cisteinici.
L'unione di queste regioni crea un “nodo cisteinico”
che lega insieme una coppia di protomeri. I dimeri
secreti sembrano gemelli simmetrici con regioni
variabili contenenti i residui aminoacidici basici
esposti sulla superficie (Fig. 21.4).2 Poiché tutti i
membri della famiglia condividono questa struttura
essi sono estremamente simili, con una simmetria
tridimensionale intorno a due assi (Fig. 21.4). La
regione esposta che varia da un membro all’altro &
responsabile del legame con il recettore.?

Riassunto

L’NGF ¢ il prototipo dei fattori neurotrofici pro-
dotti dai tessuti bersaglio. La somministrazione di
NGF agli embrioni altera drammaticamente lo svi-
luppo dei neuroni simpatici e di alcuni di quelli sen-
soriali, prevenendo la morte programmata, causan-
do un aumento delle dimensioni cellulari e la crescita
delle arborizzazioni dendritica e assonale, in vitro.
L'espressione temporale e spaziale del NGF e del suo
recettore & in perfetta corrispondenza con la richiesta
di un fattore neurotrofico prodotto dal tessuto bersa-
glio in un dato stadio di sviluppo. Il ruolo fisiologico
del NGF durante lo sviluppo & dimostrato da gli espe-
fimenti di immunosimpaticectomia e dagli esperi-
menti sui topi transgenici in cui i neuroni responsivi
vengono persi a causa dell’assenza di NGF o del suo
recettore. La purificazione, il clonaggio molecolare, e
~ lespressione di NGF hanno aperto una serie di possi-
bilita per la ricerca che ha portato a scoprire diversi
fattori neurotrofici connessi alla famiglia del NGF,
detti neurotrofine. Ciascun membro di questa fami-
glia @ un omodimero con una regione altamente con-
~ servata che contiene un nodo cisteinico nel cuore
 della molecola. Il fattore secreto & un gemello simme-
trico con siti duplici per il legame con il recettore.

RECETTORI DELLE NEUROTROFINE
' ELA TRASDUZIONE DEL SEGNALE

Lisono due classi di recettori
e le neurotrofine
s
© Studi sui recettori suggeriscono la presenza di
Ue diversi recettori nelle cellule responsive al
GF. L'NGF si lega a un numero relativamente pic-
o di siti recettoriali ad alta affinita e a un numero
e 10 volte pity grande di siti a bassa affinita,
Wolto pity concentrati dei primi.® Studi di cross-
- ttivita e di purificazione suggeriscono che i due
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siti recettoriali hanno pesi molecolari rispettiva-
mente di 140 e 75 kDa. Il primo ad essere clonato &
stato il recettore di 75 kDa (p75). E una glicoprotei-
na transmembrana con gruppi cisteinici ripetuti
nella porzione extracellulare e presenta un’alta
omologia strutturale con la famiglia dei recettori del
fattore di necrosi tumorale (tumor necrosis factor).2930
La porzione citoplasmatica del p75 & priva del
dominio chinasico presente nella maggior parte dei
fattori di crescita per la trasduzione intracellulare
del segnale ma, come descritto pitt avanti, il p75 si
serve della via di trasduzione del ceramide!? (Fig.
21.5). Quando viene espresso nei fibroblasti questo
recettore lega il NGF con bassa affinita (rapido lega-
me e rapida dissociazione) e per questo & stato chia-
mato il recettore a bassa affinita per il NGF
(LNGFR, low affinity NGF receptor). Dal momento
che anche gli altri membri della famiglia delle neu-
rotrofine possono legare il p75, & piu appropriato
chiamarlo recettore a bassa affinita per le neuro-
trofine (p75"N™8, p75 low affinity NT receptor).

Un grosso passo in avanti nella caratterizzazione
dei recettori per il NGF & stata la scoperta del tutto
casuale, e il seguente clonaggio, di un oncogene tro-
vato in un tumore del colon.?%2 La sequenza di que-
sta proteina transmembrana di 140 kDa contiene un
dominio citoplasmatico chinasico comune a molti
recettori di fattori di crescita (Fig. 21.5). Poiché non
se ne conosceva il ligando, fu definito recettore tiro-
sinchinasico”orfano”. Il corrispondente proto-onco-
gene fu definito trk (pronuncia trac — acronimo di
tyrosine kinase-containing receptor).!' Con sorpre-
sa fu visto che trk & espresso nel sistema nervoso, in
particolare nei neuroni responsivi al NGF.

L'espressione di trk in fibroblasti di topo o in
oociti di rana determina la presenza di specifici siti
di legame per NGF, nonché la fosforilazione indotta
da NGF. Le caratteristiche di trasduzione del segna-
le indotte da NGF sono state studiate estesamente
in cellule di feocromocitoma derivanti dalla midol-
lare del surrene responsive al NGF dette PC12.
Linee mutate di PC12, non responsive al NGF,
esprimono molti recettori p75 ma sono prive di trk.
La transfezione di queste linee cellulari mutate con
trk ripristina la loro responsivita al NGF. Questi
studi insieme al fatto che il trk & espresso da neuro-
ni responsivi al NGF indicano che il trk da solo & in
grado di legare il NGF e di mediare le sue attivita
biologiche.®® L’evidenza piti convincente del ruolo
fondamentale dei trk viene dall’analisi di topi tran-
sgenici che sono privi di trk funzionanti® Come &
facilmente immaginabile, questi topi hanno un
fenotipo che & pressoché identico a quelli di animali
transgenici privi di NGF.
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FIGURA 21.5 Modello per il recettore dell’NGF trkA e per il p75. Da notare I'assenza di un dominio kinasico citosolico nel
p75 e la capacita di un ligando (NGF) di mettere insieme le due molecole recettoriali per iniziare la trasduzione del segnale.

Da McDonald e Rust.2.

Il low stringency screening di librerie di cDNA con
probe proto-oncogenico trk ha portato alla scoperta di
altri recettori simili per le neurotrofine. Il primo recet-
tore di 140 kDa identificato, capace di legare il NGF, &
stato chiamato trkA. Altre due molecole di una fami-
glia di proteine correlate, sono state chiamate trkB e
trkC. Il recettore trkB & specificamente attivato da
basse concentrazioni di BDNF e di NT-4 e in misura
minore da alte concentrazioni di NT-3. La NT-3 si
lega con alta specificita e affinita ai trkC (Fig 21.6).

Tutti i recettori trk contengono tre regioni ricche
in leucina, due gruppi ricchi in cisteina, due motivi
simili a immunoglobuline nella regione extracellu-
lare, una porzione transmembrana e un dominio
tirosinchinasico nella regione citosolica. L'inusuale
combinazione dei motivi extracellulari forma il sito
di legame e colloca questa famiglia di recettori in
una nuova classe di recettori tirosinchinasici. La
regione con massima omologia tra i membri di que-
sta famiglia e altri recettori per fattori di crescita & il
dominio chinasico.

Per ciascun recettore trk esistono diverse isofor-
me che risultano dalla diversa elaborazione a cui va
incontro I'mRNA per il trk (Tabella 21.1). Alcune

isoforme contengono inserti peptidici nel dominio
extracellulare o citoplasmatico. Nel caso del trkA, il
recettore che contiene un inserto extracellulare &
espresso per lo pitt dai neuroni. Il trkC_ = contiene
inserti nella regione chinasica citoplasmatica. La
presenza degli inserti pud modificare la funzione
del recettore.®% Altre isoforme di trk contengono
specifiche delezioni, tra cui i trkBTK_ ei trkCTK_ nei
quali Iintero dominio tirosinchinasico & assente.®
Sia i recettori normali sia quelli privi del dominio
chinasico, detti trk troncati, sono largamente
espressi in tutto il sistema nervoso. I recettori tron-
cati, che sono espressi anche dalle cellule gliali,
sono in grado di legare e di internalizzare il ligando
corrispondente, ma non sono in grado di iniziare il
processo di fosforilazione necessario per la trasdu-
zione del segnale. Di conseguenza, la distribuzione
e la concentrazione sulle membrane dei recettori
troncati potrebbe modulare 1'attivita delle neurotro-
fine restringendo la disponibilita dei fattori neuro-
trofici ai recettori normali.*’

Sebbene i trk siano i mediatori della maggior
parte delle risposte biologiche dei neuroni alle neu-
rotrofine, il p75'™NTR pup facilitare il legame ai trk e

III. SVILUPPO DEL SISTEMA NERVOSO




NT-4

le risposte alle neurotrofine, e pud iniziare la tra-
sduzione del segnale indipendentemente dai trk.!%3
. Gli anticorpi che bloccano il legame del NGF al p75
ma non al trkA, riducono I'affinita di legame con il
trk stesso,®40 inoltre, il p75"N™R aumenta la fosforila-
zione del recettore trkA. I neuroni sensoriali di topi
- transgenici privi di p75 richiedono per la sopravvi-
-venza concentrazioni piti alte di NGF rispetto al
- normale.*! Molteplici meccanismi sono stati propo-
- sti per spiegare il ruolo accessorio di p75. La cineti-
ca di legame (rapido legame e rapida dissociazione)
del p75 potrebbe aumentare la concentrazione loca-
le di NGF disponibile per i trk. Alternativamente il
P75 potrebbe formare transitoriamente un eterodi-
mero con trkA e quindi lasciare il NGF.2 Il p75 oltre

tare 'attivazione stessa del trk, & in grado di tra-
sdurre il segnale indotto da NGF in cellule che sono
prive di trk. Il legame del NGF al p75 aumenta
lattivita della sfingomielinasi, che porta alla forma-
“one di ceramide come secondo messaggero,® e
ausa |'attivazione e la traslocazione del fattore di
ascrizione nuclear factor k8 (NF-«p). Il recettore
P75 & strutturalmente correlato ai membri della
miglia del recettore del fattore di necrosi tumo-
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FIGURA 21.6 Preferenza recettoriale di ciascuna neurotrofina verso i membri della famiglia dei trk. Non vengono mostrate
e isoforme troncate (prive del dominio kinasico) di trkB e di trkC. Esistono altre isoforme contenenti inserti e delezioni, ren-
~ dendo lo spettro dei recettori piuttosto ampio (vedi la Tabella 21.1).

rale (TNFR, tumor necrosis factor receptor),?® molti dei
quali regolano l'inizio della morte programmata nel
sistema immunitario. In molte condizioni il p75
sembra mimare la funzione omicida del TNFR nel
sistema immunitario. In cellule che esprimono p75
ma non trkA, il NGF puo indurre morte cellulare
agendo proprio attraverso il p75. Sebbene il p75 sia
in grado di legare tutte le neurotrofine, questi effet-
ti sono stati osservati solo dopo il legame con NGF.

Molti neuroni presentano sia il sito di legame ad
alta affinita sia quello a bassa affinita per le neuro-
trofine. Le risposte biologiche sono associate con il
legame ai siti ad alta affinita e a processi di rapida
fosforilazione. Tutte le neurotrofine legano il p75, o
recettore a bassa affinitd per le neurotrofine. Il p75
manca di un dominio chinasico citoplasmatico, ma
puo facilitare il legame ai trk e la conseguente tra-
sduzione del segnale, o iniziarla indipendentemen-
te. Ci sono tre recettori tirosinchinasici o membri
della famiglia dei trk, il trkA, il trkB ed il trkC.
Ciascuno lega uno o pitt membri della famiglia
delle neurotrofine. Varianti dei recettori trk sono
costituiti da isoforme recettoriali tra cui si annove-
rano i recettori troncati privi della capacita di tra-
sdurre il segnale. Questi recettori troncati potrebbe-
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ro modulare V'attivita delle neurotrofine legandole a
sé stessi e quindi limitandone 1'accesso ai recettori
normali durante lo sviluppo.

I recettori trk sono simili agli altri recettori
per i fattori di crescita

Una risposta cellulare a una neurotrofina richie-

de l'espressione dell’appropriato trk. Una volta atti-

vato, il recettore da inizio a una cascata di eventi
intracellulari nel citoplasma che poi continuano nel
nucleo.s54 La trasduzione del segnale coinvolge
molte vie. Alcune vie presentano cambiamenti
molto rapidi e transitori, mentre altre producono
una cascata di eventi che produce risposte cellulari
pitt lente ma pitt durature.#”* La trasduzione del
segnale ad opera del dominio catalitico dei trk &
simile a quella impiegata dalla maggior parte dei
recettori dei fattori di crescita.%* Le componenti
molecolari di queste vie sono cosi ben conservate
tra le specie che molte delle proteine implicate sono
intercambiabili tra mosche, vermi e varie specie di
vertebrati. Un importante effettore della trasduzio-
ne dei trk & il proto-oncogene p2lras. Poiché ras ¢
attivato non solo mediante trk ma virtualmente
attraverso tutti i recettori per i fattori di crescita, &
sorprendente che i recettori delle neurotrofine pro-
muovano piit frequentemente la sopravvivenza cel-
lulare, la differenziazione, la maturazione ed il
mantenimento funzionale della rapida divisione
cellulare. La specificita delle risposte biologiche ai
segnali trasdotti dai trk appare essere correlata alla
ristretta espressione di questi recettori e alla specifi-
cita neuronale degli effettori intracellulari.

Il legame delle neurotrofine ai trk causa la forma-
zione di dimeri del recettore e l'attivazione del loro
dominio tirosinchinasico. L’aggregazione dei recet-
tori indotta dai ligandi permette la reciproca fosfori-
lazione dei domini intracellulari. La formazione di
residui tirosinici fosforilati che cosi si determina,
catalizza a sua volta la formazione di larghi com-
plessi costituiti da proteine citosoliche o di membra-
na? (Fig. 21.7). Due residui fosfotirosinici, necessari
per lattivitd enzimatica della chinasi, si formano
all'interno del core catalitico del trk. Tre ulteriori
residui tirosinici, posti fuori dal dominio catalitico,
vengono fosforilati, e ciascuno di questi & associato
con specifiche proteine di segnalazione. Sono state
identificate tre proteine che si legano alle fosfotiro-
sine e che sembrano essere responsabili dell'inizio
della via di trasduzione.s Tutte e tre le proteine
contengono un motivo strutturale (SH2, src homo-
logy domain 2), che specificamente riconosce i resi-
dui fosfotirosinici e le sequenze vicine. Esse sono:

1. Fosfolipasi C (PLC-y phospholipase c). Dopo la
fosforilazione, la PLC-vy catalizza I'idrolisi del fosfa-
tidilinositolo di membrana per generare due secon-
di messaggeri, il diacilglicerolo (DAG) e l'inositolo-
trifosfato (IP,). Il DAG attiva la proteinchinasi C,
mentre I'IP, € un potente mobilizzatore del calcio
intracellulare. L’attivita della PLC causa cambia-
menti della concentrazione di calcio intracellulare,
del pH, delle risposte del citoscheletro, e cambia-
menti trascrizionali che fanno seguito al trattamen-
to con NGF.

2 TFosfatidilinositolo-3-chinasi (PI-3K). Quando
attivata la PI-3K catalizza la produzione di fosfoino-
sitoli, che legano e attivano una proteinchinasi, akt,
che porta all'attivazione della via che regola la
sopravvivenza cellulare mediata da fattori neuro-
trofici.®

3. La proteina adattatrice.Shc (proteina che con-
tiene il dominio SH-2). La proteina adattatrice She si
lega a un residuo fosfotirosinico del trk vicino alla
membrana e viene ad essere essa stessa fosforilata
dal trk. She agisce come intermediario tra il trk e un
complessso di proteine che include il ras e le protei-
ne che regolano lo stato di attivazione di ras. Questo
complesso contiene una seconda proteina adattatri-
ce, Grb2, il fattore di scambio nucleotidico mSOS1
(mammalian son of sevenless), e il p120 GAP (GTP-ase
activating protein). L'associazione di questo com-
plesso con il trk causa la conversione diras nella sua
forma attiva permettendo la trasmissione del segna-
le a stadi successivi della via di trasduzione.

La pitt importante via di trasduzione iniziata da
ras & la via della MAP-chinasi. Questa via & compo-
sta da serinchinasi e treoninchinasi che vengono di
volta in volta fosforilate e attivate. Il punto iniziale
di questa cascata di eventi & raf, che si lega diretta-
mente alla forma attiva di p21ras e viene cosi attiva-
to per via enzimatica. Ras fosforila e attiva MEK che
a sua volta fosforila le MAP-chinasi (ERK1 e ERK?2),
tra i cui diretti substrati si trova la proteinchinasi
p90rsk. La MAP-chinasi fosforila svariati effettori
citoplasmatici e nucleari. E importante notare che la
attivazione della MAP-chinasi e di rsk causa la loro
traslocazione nel nucleo. Nel nucleo esse fosforilano
numerosi fattori di trascrizione, inclusi i geni imme-
diati c-fos e c-jun, come pure geni a risposta ritarda-
ta come CREB (c-AMP response element binding pro-
tein). Questi fattori di trascrizione causano rapidi e
duraturi cambiamenti nell’espressione genica.

La funzione biologica di ciascuna delle tre princi-
pali vie di trasduzione attivate dal trk & stata testata
in linee cellulari derivate da PC12 esprimenti muta-
zioni specifiche dei siti di legame tirosinici.* Poiché
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Segnale ————» Recettore

S0 proteico che, a sua volta, inizia la trasduzione del segnale.

- mutazioni puntiformi dei residui tirosinici che inclu-
dono i siti di legame per Shc, PI-3K, o PLC-y hanno
solo un effetto di scarso rilievo sulla via di trasduzio-
ne del trk, ci deve essere ridondanza tra le vie di tra-
Sduzione ed & probabilmente mediata da cascate di
eventi che si sovrappongono. Un elemento singolare
Nello studio della via di trasduzione del segnale delle
Neurotrofine e dei fattori di crescita @ che sebbene
II}OIti recettori dei fattori di crescita utilizzino ras, il
Isultato finale della via di trasduzione dei diversi
fattori di crescita pud essere molto diverso. Per
empio, 'attivazione di ras dovuta all’attivazione

Allungamento del neurite

III. SVILUPPO DEL SISTEMA NERVOSO

> Bersaglio '—> Nucleo

Trascrizione

Differenziazione/crescita

/ Differenziazione

FIGURA 21.7 La via di trasduzione del segnale. L'NGF si lega a due molecole di trk, causando la formazione di un omodi-
mero, che a sua volta permette a ciascuna molecola di trk di fosforilare i residui tirosinici dell’altra. La fosforilazione di speci-
fici siti tirosinici crea siti di legame per PI-3, PLC-gamma, e Shc. Queste proteine danno luogo alla formazione di un comples-

del trk da parte del NGF nelle cellule PC12 induce la
fine del processo di divisione cellulare e I'inizio del
processo di differenziamento e la crescita assonale. Il
trattamento con EGF attiva la stessa via di trasduzio-
ne di ras ma causa un drammatico incremento nella
divisione cellulare. Cid che diversifica 1'azione di
questi due fattori & la durata dell’attivazione di ras.
L’attivazione di ras da parte del NGF & molto piit
duratura confrontata con quella indotta da EGF, che
& infatti rapida e transitoria. Questi risultati suggeri-
scono che la durata di attivazione di ras € un fattore
critico nella trasduzione del segnale e nelle risposte
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biologiche.#8 Il bisogno della cascata di eventi gui-
dati da ras per le risposte biologiche cambia a secon-
da del tipq di neurone. I neuroni sensoriali dei gangli
delle radici dorsali (DRG, dorsal root ganglion) richie-
dono l'attivazione di ras per la risposta ad alcune
neurotrofine, ma i neuroni simpatici no.

Le vie di trasduzione dei trk impiegano messag-
geri intracellulari che sono espressi solo nei neuro-
ni. SNT (suc-associated neurotrophic factor-induced
tyrosine-phosphorylated target) & fosforilato e attivato
da una via di trasduzione ras-indipendente nelle
cellule PC12 e nei neuroni in cui il NGF induce cre-
scita assonale, ma non nelle cellule non neuronali
dove il NGF stimola la proliferazione cellulare.#’
L’associazione di SNT con il trk dipende dal legame
con un motivo a 3 aminoacidi (KFG) posto vicino
alla membrana. Questo motivo & altamente conser-
vato tra i vari membri della famiglia dei trk, ed &
necessario per la differenziazione delle cellule PC12
indotta da NGF ma non per la loro sopravvivenza.

Riassunto

Molti neuroni esprimono entrambi i siti di lega-
me per le neurotrofine, quello ad alta e quello a
bassa affinita. Le risposte biologiche sono associate
ai siti di legame ad alta affinita e ai processi di fosfo-
rilazione rapida. Tutte le neurotrofine si legano al
p75 detto anche recettore a bassa affinita per le neu-
rotrofine. Il p75 manca di un dominio chinasico
citoplasmatico, ma pud facilitare il legame del
ligando e aumentare I'efficacia di trasduzione del
segnale attraverso il trkA ed essere in grado di ini-
ziare la trasduzione del segnale in modo indipen-
dente. I membri della famiglia dei trk sono tre recet-
tori chinasici, trkA, trkB e trkC.

Le vie di trasduzione del segnale usate da1 trk
sono in comune con quelle attivate dalla maggior
parte dei fattori di crescita. Le neurotrofine si lega-
no ai trk e ne causano la dimerizzazione e la fosfori-
lazione dei residui tirosinici intracitoplasmatici. Le
fosfotirosine reclutano sul recettore proteine citoso-
liche e proteine associate alla membrana quali PLC-
v, PI-3K e la proteina adattatrice Shc.

IL RUOLO DELLE NEUROTROFINE
NEL SISTEMA NERVOSO PERIFERICO
DURANTE LO SVILUPPO

Le neurotrofine possono regolare il destino
dei precursori neuronali

Durante lo sviluppo del sistema nervoso, sia i

recettori che le neurotrofine sono espressi molto
prima del periodo di morte naturale. L’espressione
dell’'mRNA per trkB e trkC e dei corrispettivi ligan-
di, BDNF e NT-3, & generalmente piti precoce e pit
estesa di quella di trkA e del suo ligando NGF.
Questi fattori possono quindi essere coinvolti negli
stadi pitt precoci dello sviluppo del sistema nervo-
s0. BDNF promuove la differenziazione delle cellu-
le delle creste neurali in neuroni sensoriali, i vitro. I
neuroni sensoriali giovani non solo esprimono trkB
e trkC ma secernono anche BDNF prima che i loro
assoni arrivino al tessuto bersaglio. Le cellule delle
creste neurali in migrazione esprimono trkC.5! Il
trattamento con NT-3 stimola la proliferazione delle
cellule delle creste neurali in coltura. Esperimenti in
cui NT-3 endogeno viene eliminato attraverso 1'uso
di anticorpi bloccanti in embrioni di pollo o con
mutazioni geniche in embrioni di topo, suggerisco-
no che NT-3 gioca un ruolo fondamentale nella dif-
ferenziazione e sopravvivenza dei precursori neu-
ronali.®>* Il numero dei neuroni sensoriali dipende
dall’attivitd di NT-3.5% Trattamenti con anticorpi
che bloccano NT-3 o trkC causano la perdita di neu-
roni prima del periodo di morte naturale.

Le neurotrofine influenzano i precursori neuro-
nali anche nel sistema nervoso centrale. Il tratta-
mento combinato con NT-3 e PDGF induce prolife-
razione dei precursori degli oligodendrociti in col-
tura, e iniezioni di anticorpi contro NT-3 nel nervo
ottico durante lo sviluppo, riducono la produzione
di oligodendrociti facendo si che il nervo ottico
risulti pitt piccolo. Anche il BDNF e NT-3 sembrano
regolare la differenziazione in senso neuronale di
precursori multipotenti, sia nella corteccia cerebrale
sia nell'ippocampo. La proliferazione di cellule sta-
minali multipotenti in questi tessuti & stimolata dal
bFGF (basic fibroblast growth factor), e sia il bFGF che
il suo recettore sono presenti nella zona ventricolare
che contiene cellule staminali a rapida proliferazio-
ne. Il trattamento di cellule staminali con NT-3 con-
verte queste cellule in neuroni differenziati, arre-
stando la mitosi indotta dal bFGF e restringendo il
destino delle cellule staminali di nuova formazione
ad un destino neuronale. Bloccando gli effetti
dell’NT-3 endogeno con specifici anticorpi si inter-
ferisce con la differenziazione neuronale ma non
con la sopravvivenza.

Le neurotrofine giocano un ruolo importante
nello sviluppo dei neuroni sensoriali

Gli effetti delle neurotrofine su sottopopolazioni
di neuroni con diversa funzione somatosensoriale
dei gangli delle radici dorsali sono conosciuti in
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modo dettagliato. I diversi tipi di neuroni sensoriali
possono essere distinti in base alle dimensioni del
corpo cellulare, al diametro dell’assone e alla mieli-
nizzazione (e quindi alla velocita di conduzione del
segnale) e all’espressione di peculiari marker cellu-
lari. Usando queste caratteristiche, i ricercatori
hanno visto che i diversi neuroni sensoriali espri-
mono specifici trk.%5 Per esempio, i neuroni noci-
cettivi di piccole dimensioni, che rilevano la tempe-
ratura e gli stimoli dolorosi, producono la sostanza
P (SP) e/o il peptide correlato al gene per la calcito-
nina (CGRP, calcitonine gene related peptide), hanno
assoni non mielinizzati e sono trkA positivi. Invece,
i meccanocettori a lento adattamento, con assone di
grosso diametro e mielinizzato esprimono trkB o
trkC. I grandi neuroni dei gangli delle radici dorsali
con assone di grande diametro e mielinizzato che
innervano i fusi neuromuscolari e gli organi musco-

Muscolo

lament; dj temperatura e al dolore,
ando NGF o trkA non sono presen
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V.GURA 21.8 Alterazioni fenotipiche nella via di trasduzione dei
na NGF/trkA e NT-3/trkC. Nei gangli delle radici dorsali di topi
medio diametro (verdi), di grosso diametro (blu). Molti neuroni
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lotendinei del Golgi sono trkC positivi.®] topi tran-
sgenici portatori di una mutazione che implica la
delezione del gene per le neurotrofine con eccezio-
ne del gene che codifica NT-4, o dei corrispettivi trk,
muoiono alla nascita. Poiché i neuroni sensoriali si
sviluppano precocemente, & possibile definire i
cambiamenti anatomici e funzionali in specifici
sistemi sensoriali e correlarli con le mutazioni che
implicano delezioni geniche.”1861%2 1] numero dei
neuroni dei gangli delle radici dorsali & significati-
vamente ridotto in tutti i topi che mancano dei
recettori trk o delle neurotrofine (con eccezione di
NT-4). Le caratteristiche dei neuroni che vengono
rimossi nei gangli delle radici dorsali frequente-
mente si possono prevedere in base all’espressione
dei trk (Fig. 21.8). Per esempio, mutazioni geniche
che eliminano il NGF o il trkA comportano la perdi-
ta dei piccoli neuroni SP- e CGRP-positivi che sono

sensori-motori causate da una mutazione genica che eli-
normali sono presenti neuroni di piccolo diametro (rossi),
di piccolo diametro innervano la pelle, rispondono a cam-

e terminano nella lamina pit1 dorsale del midollo spinale. Questi neuroni vengono persi

ti (confronta A e C). I neuroni di grosso diametro innervano i fusi neuromuscolari e altre
tture propriocettive e hanno terminazioni nella lamina pitt bassa del corno dorsale e di

"1gono persi quando mancano NT-3 e o trkC (confronta A con B).

quello ventrale. Questi neuroni
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FIGURA 21.9 Un modello di interazione neurotrofica durante gli stadi precoci e tardivi dello sviluppo, quando i neuroni
sensoriali passano dal supplemento neurotrofico dato dai tessuti che incontrano lungo il loro cammino per raggiungere il tes-
suto bersaglio appropriato. Una volta giunti alla loro destinazione finale, i neuroni diventano dipendenti dai fattori neurotro-

fici secreti dal tessuto bersaglio.

associati alla nocicezione, mentre la perdita di trkC
e NT-3 comporta la riduzione nel numero dei gran-
di neuroni con assone mielinizzato che innervano i
fusi neuromuscolari.® ¢ I topi che sono eterozigoti
(+/-) per la delezione di un fattore neurotrofico
hanno ridotti livelli di quella determinata neurotro-
fina e sono stati utilizzati per capire se un dato fat-
tore neurotrofico & presente in quantita limitate
come previsto dall’ipotesi neurotrofica. Per esem-
pio, gli animali NT-3*/~hanno meta dell’innervazio-
ne afferente ai fusi neuromuscolari, mentre gli ani-
mali NGF*/~ hanno una ridotta sensibilita al dolo-
re.’

I neuroni sensoriali — e presumibilmente anche
gli altri neuroni — differiscono tra loro per l'inizio e
per la durata della dipendenza da fattori trofici. La
vita di un tipico neurone sensoriale & illustrata in
Fig. 21.9. Nei gangli sensoriali la secrezione autocri-
na o paracrina di BDNF e di NT-3 sembra essere
importante per l'iniziale differenziazione dei pre-
cursori in neuroni sensoriali (vedi sezione prece-
dente).>¢ I neuroni sensoriali diventano dipendenti,
per la loro sopravvivenza, dai fattori neurotrofici
secreti dal tessuto bersaglio, dopo che i loro assoni

sono cresciuti verso i vari tessuti bersaglio periferici
e centrali. Nell’adulto, le neurotrofine vengono
ancora secrete dai tessuti bersaglio, ma in piit molti
neuroni sensoriali ricevono BDNF attraverso secre-
zione autocrina nei gangli.®*% Quand’e che, durante
lo sviluppo, i neuroni sensoriali diventano dipen-
denti dalle neurotrofine per la loro sopravvivenza e
quando cambiano la loro dipendenza da un fattore
all’altro? Sono state descritte due diverse strategie
con cui i neuroni sensoriali possono usare le neuro-
trofine per la loro sopravvivenza.

1. I neuroni di alcuni gangli cranici derivati dal
placode (per esempio i neuroni vestibolari, nodosi,
petrosi) non diventano dipendenti dalle neurotrofi-
ne per la loro sopravvivenza fintanto che i loro asso-
ni non sono vicini ai loro tessuti bersaglio periferi-
ci.” Ciascuno di questi gangli cranici si differenzia
in prossimita dell’appropriato tessuto bersaglio. Il
tempo che esso pud sopravvivere in coltura in
assenza di neurotrofina & direttamente correlato con
la distanza che il suo assone deve percorrere per
raggiungere il suo bersaglio. Cosi i neuroni di que-
sti gangli sembrano avere un orologio interno che
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concede ai loro assoni il tempo necessario per rag-
giungere i loro bersagli; durante questo lasso di
tempo essi non richiedono neurotrofine o fattori
derivati dal tessuto bersaglio.

2. Ineuroni sensoriali nei gangli delle radici dor-
sali e nel ganglio del trigemino dipendono dalle
neurotrofine per la sopravvivenza nel periodo
durante il quale i loro assoni crescono verso i bersa-
gli periferici. Questi neuroni inizialmente utilizzano
neurotrofine liberate dai tessuti che si trovano
lungo il percorso degli assoni in fase di allungamen-
to. I neuroni del trigemino che innervano la cute
della faccia, vanno incontro a morte naturale quan-
do iloro assoni incontrano il tessuto cutaneo, dove i
neuroni competono per il fattore neurotrofico secre-
to dal tessuto bersaglio, in questo caso il NGF.
Quando vengono isolati in fasi molto precoci dello
sviluppo, questi neuroni sono inizialmente indipen-
denti dalle neurotrofine e dal tessuto bersaglio, ma
in fasi successive muoiono se non ricevono BDNF o
NT-3. L’'NGF non sostiene la sopravvivenza di que-
sti neuroni durante le fasi precoci dello sviluppo.
Quando i neuroni del trigemino sono messi in col-
tura in fasi pit tardive dello sviluppo, durante la
fase di innervazione del tessuto bersaglio, essi non
sono pitt responsivi a BDNF e NT-3, ma richiedono
il NGF. L'mRNA per BDNF e per NT-3 & presente
- nel mesenchima (attraverso il quale gli assoni devo-
| no crescere per raggiungere la pelle) prima che gli
~ assoni arrivino al mesenchima e al momento in cui
~ lo attraversano. L’espressione di NGF, invece, e
localizzata nell’epitelio e aumenta con l'arrivo degli
assoni sensoriali. L’esistenza di queste neurotrofine
e il momento in cui cambia la dipendenza da un fat-
_ tore a un altro sono stati confermati anche da studi
in cui si esamina quando i neuroni muoiono in topi
in cui mutazioni geniche hanno eliminato le neuro-
trofine o i trk. In topi che mancano di BDNF, trkB, e
- NT-3 i neuroni trigeminali muoiono durante il

. periodo dell’allungamento assonale e del passaggio
- attraverso il mesenchima. In topi privi di trkA, la
- morte neuronale si verifica piu tardi, quando 'epi-
telio viene a essere innervato.®® Simili cambiamenti
nella dipendenza da fattori neurotrofici sono stati
- descritti anche per i neuroni dei gangli delle radici
dorsali. L'mRNA per trkC e la proteina stessa sono
espressi in pressoché tutti i neuroni dei gangli delle
radici dorsali durante periodi molto precoci di gan-
gliogenesi. L'mRNA per NT-3 & presente nei gangli
Immaturi e cellule isolate durante questo precoce
periodo di sviluppo richiedono NT-3 o un supple-
mento autocrino di BDNF per la differenziazione
Neuronale. L'NT-3 & anche prodotto dai tessuti che
81 trovano lungo il percorso compiuto dagli assoni
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sensoriali durante la fase precoce del loro allunga-
mento. Lo studio di topi transgenici privi di NT-3
indica che un certo numero di neuroni dei gangli
delle radici dorsali necessita di NT-3 durante queste
fasi precoci di sviluppo, mentre gli assoni crescono
verso l’arto. Mano a mano che i neuroni maturano,
tuttavia, essi riducono 'espressione dei trk e conse-
guentemente la risposta ai fattori neurotrofici pro-
dotti dal tessuto bersaglio richiesti per la sopravvi-
venza.

Riassunto

NT-3 e BDNF sono espressi in regioni di neuro-
genesi e differenziazione, sia nel sistema nervoso
centrale che periferico. I precursori neuronali preco-
ci rispondono con un aumento della proliferazione
cellulare, uscendo dalla mitosi, d,ifferenziandosi da
precursori multipotenti in neuroni e/o sopravvi-
vendo alla morte cellulare programmata. Espe-
rimenti che bloccano lattivitd neurotrofica (con
anticorpi bloccanti specifici per le neurotrofine o
per i rispettivi recettori, nonché in animali transge-
nici) dimostrano che sia I'NT-3 sia il BDNF sono
necessari per lo sviluppo precoce dei neuroni. Le
evidenze sono pitt forti nel sistema nervoso periferi-
co, dove si osserva una riduzione del numero dei
neuroni. Nei gangli delle radici dorsali, la risposta
alle neurotrofine pud essere correlata con la funzio-
ne somatosensoriale. In generale, i neuroni piccoli,
nocicettivi, dipendono da NGF; alcuni meccanocet-
tori tattili di medie dimensioni vanno incontro a
morte in topi transgenici privi di BDN; i grossi neu-
roni propriocettivi dipendono da NT-3. I neuroni
sensoriali differiscono l'uno dall’altro per il mo-
mento in cui essi diventano dipendenti dalle neuro-
trofine e per il cambiamento della dipendenza da
una neurotrofina ad un’altra durante lo sviluppo,
che non si verifica in tutti i neuroni sensoriali.

LE NEUROTROFINE NEL SISTEMA
NERVOSO CENTRALE

Le neurotrofine sono presenti
anche nel sistema nervoso centrale

Durante lo sviluppo, 'espressione delle neuro-
trofine e dei loro recettori & regolata in modo molto
preciso nel sistema nervoso centrale. In generale,
l'espressione di NT-3 raggiunge il picco durante lo
sviluppo embrionale, mentre l'espressione del-
'mRNA per BDNF continua ad aumentare fino ad
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FIGURA 21.10 Possibili sorgenti di supporto trofico per i neuroni del sistema nervoso periferico e centrale. i neuroni perife-
rici quali i neuroni dei gangli delle radici dorsali nel diagramma, hanno soltanto due tessuti bersaglio da cui possono riceve-
I supporto trofico: uno in periferia (bersaglio 1) e uno nel midollo spinale (bersaglio 2). E anche possibile che le cellule gliali
dei gangli rappresentate dalle cellule ovoidali adiacenti ai neuroni dei gangli delle radici dorsali possano secernere fattori
neurotrofici. Invece i neuroni del sistema nervoso centrale, come quello rappresentato nello schema, ricevono sinapsi da motli
neuroni (AFF 1 e 2), che potrebbero rappresentare delle sorgenti anterograde di fattori neurotrofici. La capacita dei neuroni di
sintetizzare e secernere neurotrofine & indicata dalla presenza di BDNF e di NT-3 nel corpo cellulare dei neuroni. I neuroni
centrali possono anche proiettare a molteplici tessuti bersaglio (bersagli 1-3), ciascuno dei quali potrebbe provvedere un sup-

porto trofico retrogrado. I fattori neurotrofici possibili sono in
del sistema nervoso periferico, gli astrociti possono produrre f

un picco raggiunto in epoca postnatale. Tuttavia
non sono stati osservati cambiamenti drammatici
nel numero dei neuroni cerebrali in topi transgenici
privi di neurotrofine o dei rispettivi recettori.”17.61
Questa osservazione fu accolta con grande sorpresa,
in quanto nel sistema nervoso centrale si verifica
una cospicua morte naturale programmata e i fatto-
ri neurotrofici e i loro recettori sono estesamente
espressi nel sistema nervoso centrale durante que-
sto periodo. La complessita e il numero delle con-
nessioni sinaptiche stabilite nel sistema nervoso
centrale, confrontate con quelle stabilite dai neuroni
del sistema nervoso periferico, possono parzial-

dicati accanto a questi ipotetici bersagli. Come le cellule gliali
attori neurotrofici.

mente spiegare perché i neuroni del sistema nervo-
S0 centrale non sono sensibili alla perdita di una sin-
gola neurotrofina o del suo corrispettivo recettore
(Fig. 21.10). Il supporto trofico ai neuroni del siste-
ma nervoso centrale pud essere dovuto a molteplici
fattori neurotrofici con possibili effetti sinergici e/o
compensatori. E anche possibile che la perdita neu-
ronale si verifichi ma sia difficile rilevarla a causa
della interconnessione tra diverse sottopopolazioni
neuronali che utilizzano diverse neurotrofine. In
accordo con questa possibilita, gli studi che hanno
analizzato la morte cellulare e la sopravvivenza
hanno mostrato un significativo incremento nel

1II. SVILUPPO DEL SISTEMA NERVOSO
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numero delle cellule morte in corteccia e nell’ippo-
campo di topi privi di trkB.% Inoltre, dettagliate
analisi morfologiche di specifiche regioni cerebrali
rivelano anormalita nella maturazione della cortec-
cia cerebrale.”

Secondo l'ipotesi neurotrofica il supporto trofico
deriva dal tessuto bersaglio, ma ora si sono indivi-
duate altre sorgenti di neurotrofine. In molte regio-
ni del sistema nervoso e durante diversi stadi di svi-
luppo i neuroni possono coesprimere I'mRNA per
un dato fattore neurotrofico e per il corrispettivo
recettore.”’® Questa coespressione & particolarmen-
te frequente per BDNF e per NT-3. Questi studi di
localizzazione suggeriscono che i fattori neurotrofi-
ci possano essere prodotti anche con meccanismi
autocrini (prodotti dalle stesse cellule su cui agisco-
no) o paracrini (prodotti da cellule vicine a quelle
su cui agiscono). In accordo con questa nozione, i
dati emersi da studi condotti su singoli neuroni in
coltura, su embrioni di pollo trattati con anticorpi
specifici o su topi transgenici, confermano il model-
lo autocrino e paracrino delle neurotrofine nel corso
dello sviluppo. L’interpretazione degli studi di loca-
lizzazione dell'mRNA & complicata dal fatto che i
fattori neurotrofici possono non solo essere rilascia-
ti localmente intorno al corpo cellulare ma anche
essere portati in regioni del sistema nervoso distan-
ti dal corpo cellulare mediante il trasporto assonale
retrogrado. Questo metodo di trasporto & stato
dimostrato con iniezioni di fattori radiomarcati.”
Cosi, sebbene 1'originale ipotesi neurotrofica secon-
do cui i neuroni dipendono dai fattori rilasciati dai
tessuti bersaglio & vera per molti neuroni durante lo
sviluppo (inclusi i neuroni simpatici che dipendono
dal NGF rilasciato dal tessuto bersaglio), altri mec-
canismi di supporto trofico sembrano giocare un
ruolo importante nello sviluppo.

Le neurotrofine e i loro recettori sono distribuiti
in tutto il cervello*’>7¢ (Fig. 21.11 per esempi di
sezioni di cervello). La localizzazione dei trk & pre-
sente in molti tipi neuronali che sono responsivi alle
neurotrofine in vitro. NGF, BDNF, NT-3 e NT-4
sono espressi in corteccia e la sorgente primaria di
tutti e quattro questi fattori neurotrofici & l'ippo-
campo. Nell’adulto, le interazioni neurotrofiche
possono giocare un ruolo particolarmente impor-
tante in queste regioni dal momento che sono carat-
terizzate da alti livelli di plasticita associati ai pro-
cessi di apprendimento e memoria. In modo non
sorprendente, i neuroni che proiettano a queste aree
del cervello esprimono i trk appropriati per legare
le neurotrofine e trasportarle in maniera retrogra-
da.”” I neuroni colinergici esprimono 'mRNA per
trkA nel nucleo mediale del setto, in regioni dei
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nuclei della base e nello striato sembra che ricevano
il NGF dai loro tessuti bersaglio in corteccia e
nell'ippocampo. In generale, sia la quantita sia la
distribuzione dellmRNA per BDNF e NT-3 (e
dell’'mRNA dei rispettivi recettori, trkB e trkC) sono
maggiori e pitt estese di quelle dell'mRNA per NGF
e trkA.

L’attivita elettrica fisiologica pud regolare
la sintesi di neurotrofine

L’attivita elettrica dei neuroni pud influenzare sia
la sopravvivenza sia la morfologia neuronale. In
coltura, in assenza di fattori neurotrofici, la morte
neuronale pud essere prevenuta elevando la con-
centrazione di potassio nel mezzo di coltura o atti-
vando canali calcio voltaggio-dipendenti. In molti
neuroni centrali la depolarizzazigne con alti livelli
di potassio porta a un’immediata apertura dei cana-
li calcio voltaggio-dipendenti, seguita da un rapido
incremento dell’espressione di neurotrofine. Per
esempio, l'espressione dell'mRNA per BDNF &
rapidamente e transitoriamente indotta nei neuroni
cerebellari, corticali e ippocampali entro poche ore
dall’apertura dei canali calcio voltaggio-dipenden-
ti.”8 I bloccanti dei canali calcio impediscono questo
incremento di BDNF. Un incremento nella produ-
zione e nella secrezione di BDNF appare necessario
per gli effetti sulla sopravvivenza indotti dagli alti
livelli di potassio sui neuroni corticali, dal momento
che anticorpi che bloccano lattivita biologica del
BDNF (ma non di NGF, NT-3 o NT-4) prevengono
questi effetti.”

La neurotrasmissione eccitatoria pud anche
mediare cambiamenti nella produzione di neuro-
trofine. L'attivazione di recettori per il glutammato
causa I'aumento di BDNF in cellule dei granuli del
cervelletto in coltura. L’attivazione di recettori per il
kainato/glutammato nei neuroni ippocampali
causa un rapido aumento, di circa 10 volte,
dell’espressione dell'mRNA per NGF e BDNF. E
interessante notare che l'attivazione dei recettori
per il GABA riduce la produzione di neurotrofine
nelle stesse cellule. In vivo l'espressione di NGF e
BDNF (ma non di NT-3) aumenta drasticamente
dopo 30 minuti di attivita epilettica nell'ippocampo.
Inoltre, stimoli che producono potenziamento a
lungo termine (LTP, long term potentiation) nei neu-
roni ippocampali, aumentano l'espressione
dell'mRNA per BDNF e NT-3. La produzione di
BDNF pubd essere regolata anche da stimoli fisiolo-
gici.” Ratti tenuti al buio vanno incontro a una
drammatica riduzione dell’espressione dell'mRNA
per BDNF nella corteccia visiva (ma non in altre
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]S FIGURA 21.11 Distribuzione delle neurotrofine e dei loro recettori nel cervello di ratto adulto. Ibridizzazione in situ delle
neurotrofine e dei loro recettori. Da notare che l'espressione dei ligandi e dei recettori & specifica di alcune regioni e che
I'ammontare e la distribuzione del'mRNA per BDNF e NT-3 ( e dei rispettivi recettori) & piti estesa di quella del’NGF. Da
Lindsay et al.*
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aree cerebrali). L’espressione del BDNF & rapida-
mente riportata alla norma quando gli animali ven-
gono esposti alla luce. Insieme ai dati che indicano
che le neurotrofine alterano la funzione sinaptica
(vedi sotto), questi dati suggeriscono che i fattori
neurotrofici costituiscono un importante feedback
positivo. Il controllo trascrizionale della sintesi di
neurotrofine varia in modo considerevole in rela-
zione agli stimoli, alla regione cerebrale e al fattore
stesso.80 Nel caso del gene per il BDNF, otto diverse
isoforme di mRNA vengono diversamente regolate
da vari promotori in differenti tessuti e attraverso
I'azione di stimoli diversi.® Questo modello di adat-
tamento neuronale richiede un ampliamento del-
I'originale ipotesi neurotrofica che includa la plasti-
cita mediata dal tessuto bersaglio (come anche la
sopravvivenza).

Le neurotrofine possono causare cambiamenti
a breve e a lungo termine della funzione
sinaptica e neuronale

L’espressione di NGF, BDNF e di NT-4 aumenta
durante lo sviluppo. In molte regioni, incluse la cor-
teccia e I'ippocampo, i livelli dei fattori neurotrofici
e dei loro recettori non raggiungono il picco fino
all’eta adulta. Questa distribuzione temporale sug-
gerisce che questi fattori hanno un importante ruolo
funzionale anche molto dopo che il periodo di
morte naturale programmata & finito. L attivazione
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dei trk pud indurre cambiamenti dell’attivita sinap-
tica sia a breve che a lungo termine. Cambiamenti a
breve termine implicano una transitoria modulazio-
ne dell’attivita sinaptica, che dura solo per pochi
minuti o poche ore. Questi cambiamenti coinvolgo-
no con molta probabilita gli effetti immediati della
trasduzione del segnale attraverso i trk, quali la
rapida fosforilazione di proteine attraverso Iattiva-
zione di chinasi e I'attivazione della via del fosfoi-
nositolo con la mobilizzazione del calcio intracellu-
lare. Il trattamento delle sinapsi della giunzione
neuromuscolare di embrioni di Xenopus con BDNF
e NT-3 causa un rapido incremento della frequenza
della trasmissione sinaptica spontaneat! (Fig. 21.12).
Sebbene questi fattori abbiano un potente, per
quanto transitorio, effetto sulla frequenza di scarica
neuronale, essi non inﬂuenzgno le dimensioni delle
correnti postsinaptiche. Un fenomeno simile & stato
osservato anche nelle sinapsi del sistema nervoso
centrale.®2 BDNF, NT-4 e NT-3 aumentano I'effica-
cia sinaptica tra le collaterali di Schaffer e le cellule
piramidali in CA1 in fettine di ippocampo, nonché
la trasmissione sinaptica tra neuroni ippocampali in
coltura. Cambiamenti pii a lungo termine della tra-
smissione sinaptica includono il mantenimento
della LTP per un esteso periodo di tempo dopo le
prime ore di induzione e cambiamenti nella morfo-
logia degli elementi pre e postsinaptici, che proba-
bilmente implicano cambiamenti a livello di espres-
sione genica. Il BDNF esogeno pud incrementare il
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traccia). Gli spikes presenti fuori dalle parentesi rappresentano eventi spontanei, e quelli dentro le parentesi rappresentano
Ottenuti dalla stimolazione del neurone. Le tracce nella parte pit alta della figura sono eventi individuali presi a una piu alta
Velocita, Il BDNF viene aggiunto alle colture nel momentoi indicato (frecci ). Entro pochi minuti ¢’& un significativo incre-

Mento nella frequenza degli eventi spontanei e nelle dimensioni dei potenziali di placca che seguono alla stimolazione del
Neryo,
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mantenimento della LTP in alcuni neuroni,® mentre
la capacita dei neuroni ippocampali di mantenere la
LTP & alterata nei neuroni di animali transgenici
privi di BDNF.

Le neurotrofine influenzano altri aspetti della
fisiologia neuronale oltre a quello dell’efficacia
sinaptica. i neuroni simpatici rimangono dipenden-
ti e responsivi al NGF anche dopo il periodo di
morte naturale programmata. Il trattamento con
NGF esogeno incrementa le dimensioni del corpo
cellulare, le dimensioni e la complessita dell’albero
dendritico, il numero di terminali assonici nel tessu-
to bersaglio e la produzione di enzimi implicati
nella sintesi dei neurotrasmettitori.* La deplezione
del NGF endogeno previene la crescita adattativa
dei neuroni simpatici responsivi e dei neuroni sen-
soriali nocicettivi. Questi eventi mediati dal tessuto
bersaglio sono meglio caratterizzati per il NGF e per
1 neuroni simpatici, ma simili cambiamenti sono
stati osservati virtualmente in tutti i sistemi neuro-
nali studiati. Per esempio, il BDNF pud modulare la
complessita degli alberi dendritici in alcuni neuroni
corticali nei diversi strati della corteccia, in modo
attivita-dipendente.®

Evidenze dirette del coinvolgimento delle neuro-
trofine nella regolazione delle connessioni sinapti-
che provengono da studi sul sistema visivo e sulla
giunzione neuromuscolare. Le ramificazioni e il
rimodellamento dell’arborizzazione assonale delle
cellule gangliari possono essere alterati manipolan-
do i livelli di BDNE.8 L’attivita neuronale fisiologi-
ca influenza profondamente la formazione delle
colonne di dominanza oculare nel sistema visivo
del gatto e del furetto (vedi Capitolo 28 per detta-
gli). Il trattamento con BDNF e con NT-4 (ma non
con NGF o con NT-3) previene lo sviluppo della for-
mazione delle colonne di dominanza oculare e man-
tiene una larga sovrapposizione tra i terminali asso-
nici dei neuroni del genicolato in connessione
rispettivamente con i due occhi.® L’esperienza visi-
va influenza anche le dimensioni del corpo cellulare
dei neuroni del genicolato durante il periodo critico.
Come detto prima, l'attivita neuronale regola la
produzione di neurotrofine nel sistema visivo.”” In
modo non sorprendente, la privazione di luce causa
una riduzione delle dimensioni del corpo cellulare
dei neuroni del nucleo laterale del genicolato. Il
trattamento con NT-4 esogeno (ma non con altre
neurotrofine) mantiene le dimensioni del corpo cel-
lulare dei neuroni del nucleo laterale del genicolato
anche in assenza di una normale esperienza visiva.
Una simile interazione tra attivita neuronale e neu-
rotrofine & stata osservata anche a livello di giunzio-
ne neuromuscolare. La produzione di NT-4 prove-
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niente dal muscolo & aumentata dal rilascio di ace-
tilcolina a livello di giunzione neuromuscolare.
L'NT-4/5 a sua volta stimola l'arborizzazione dei
terminali presinaptici dei motoneuroni sul muscolo.
Queste osservazioni suggeriscono che certe neuro-
trofine regolino i cambiamenti a lungo termine nella
attivita sinaptica e nella connettivita tra neuroni
nell’ambito di diverse reti o sistemi di neuroni.

Riassunto

L'attivita elettrica dei neuroni pud regolare i
livelli di neurotrofine nel cervello. L'espressione
delle neurotrofine e dei rispettivi recettori & regolata
area per area nel sistema nervoso centrale durante
lo sviluppo. 1l sistema NGF/trkA & relativamente
ristretto ai neuroni colinergici dei nuclei della base e
dello striato che sembrano utilizzare il NGF prove-
niente dai tessuti bersaglio. Le zone che esprimono
BDNF e NT-3 sono pitl estese, e spesso coesprimono
il rispettivo recettore. Le neurotrofine nel cervello
possono essere prodotte in modo autocrino e para-
crino ma possono anche derivare dai tessuti bersa-
glio. Nonostante la presenza delle neurotrofine e
dei trk in molte regioni del sistema nervoso centra-
le, non sono stati mai osservati cambiamenti signifi-
cativi nel numero dei neuroni nel cervello di topi
transgenici privi di trk o di fattori neurotrofici. Le
neurotrofine possono modificare l'attivita elettrica
neuronale attraverso cambiamenti rapidi e duraturi
della trasmissione sinaptica. Le neurotrofine posso-
no anche modulare cambiamenti a lungo termine
della plasticita funzionale e anatomica, alterando la
LTP e la connettivita sinaptica.

LE CITOCHINE
NEL SISTEMA NERVOSO

Le citochine mediano le interazioni
intercellulari fuori e dentro il sistema nervoso

Sebbene alcuni aspetti della comunicazione tra
neuroni, inclusa la trasmissione sinaptica e la tra-
sduzione del segnale delle neurotrofine, siano alta-
mente specializzate e ristrette al sistema nervoso,
altre non lo sono. Lo sviluppo e la fase di manteni-
mento di tutti gli organi e i tessuti dei vertebrati
sono regolati da molecole diffusibili. In molti tessu-
ti l'espressione di questi fattori aumenta a seguito di
un trauma, di una infiammazione o della crescita di
un tumore. Nel 1974 Stanley Cohen propose che i
fattori chemiotattici e quelli che inibiscono la migra-
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zione, sia dei tessuti linfocitari che non, dovevano
essere riuniti in una sola famiglia: le citochine (cell
movement factors). Pilt recentemente, questo termine
e stato usato per designare molte famiglie di protei-
ne secrete che mediano svariate risposte biologiche
inclusi i cambiamenti nel sistema immunitario
(interleuchine), citotossicitd tumorale (fattori di
necrosi tumorale), l'inibizione della replicazione
virale o della crescita cellulare (interferoni) (vedi
Tabella 21.2).

Molte citochine hanno preso il loro nome dal pro-
cesso biologico nel contesto del quale sono state sco-
perte ed isolate, per poi essere piu tardi riscoperte e
chiamate con altro nome in qualita di mediatori di
altri processi fisiologici. Per esempio, alcuni fattori
sono stati isolati in base alla loro capacita di aumen-
tare la sopravvivenza di specifiche popolazioni
neuronali embrionali in coltura. Tra questi fattori
troviamo il fattore neurotrofico ciliare (CNTF,
ciliary neurotrophic factor) e il fattore neurotrofico
derivato dalla glia (GNDF, glial-derived neurotrophic
factor). Altre proteine che erano state originariamen-
te identificate come fattori mitogeni o chemiotattici
in tessuti non nervosi, sono in grado di influenzare
sia la sopravvivenza sia la differenziazione neuro-
nale, come il fattore di crescita dei fibroblasti
(fibroblast growth factor) e il fattore di crescita insuli-
no-simile (insulin like growth factor). Nonostante la
prima funzione neuronale identificata per il fattore
inibitorio leucemico (LIF, leukemia inhibitor factor)
sia stata l'induzione di proprieta colinergiche in
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neuroni simpatici in coltura, LIF & anche in grado di
garantire la sopravvivenza di molti tipi neuronali e
di indurre la differenziazione in astrociti di precur-
sori neuronali.®” Molte citochine che sono importan-
ti per lo sviluppo e il mantenimento di vari organi e
tessuti, sono diffusamente espresse anche nel siste-
ma nervoso. Tuttavia, il loro ruolo nel sistema ner-
voso deve ancora essere ben definito. Verosimil-
mente, i fattori che sono stati identificati in un
primo momento come fattori di sopravvivenza neu-
ronale hanno proprieta mitogene sia per cellule non
nervose sia per i precursori neuronali. Di conse-
guenza, questi fattori pleiotropici sono stati rag-
gruppati in una sola famiglia in base alla sequenza
aminoacidica e al tipo di recettore usato, piuttosto
che in relazione alle loro proprieta biologiche. In
questa sezione ci focalizzeremo sulla famiglia di
neurochine correlate al LCNTF, la superfamiglia
capeggiata da GDNF/TGF e I'FGF.

La famiglia delle citochine neuropoietiche
comprende CNTF, LIF e altri fattori
strutturalmente correlati

Il CNTF e stato il terzo fattore neurotrofico puri-
ficato. Al contrario di NGF e BDNF che sono mem-
bri della famiglia delle neurotrofine e che sono stati
isolati per primi, CNTF & parte di una famiglia pit
grande, quella delle citochine neuropoietiche, che
comprende il LIF, I'oncostatina M, e la cardiotropi-
na 1, le quali condividono la stessa struttura tridi-

TABELLA 21.2 Le famiglie delle citochine e fattori di crescita

Famiglia

Membri rappresentativi

Principali funzioni biologiche

Neurotrofine

Citochine neuropoietiche CNTF, LIF, CT-1, ONCOM

Fattore di crescita tissutale
IGF-1B,IGF-2, EGF, PDGF

Interleuchine

Fattore di necrosi tumorale
Chemiochine

TNF-a TNF-8

NAP-2, MIP-1
Fattore stimolante le colonie G-CSF, M-CSF, GM-CSF

Interferoni INF-q, INEF-B, INF-y

NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5, NT-6

GDNF, TGF-a, TGE-B, FGFs, IGF-1q,

IL-1e, IL-18, IL-1ra, IL-2 fino a IL-15

MCAF, MGSA, RANTES, NAP-1,

Sopravvivenza e differenziazione neuronale

Sopravvivenza dei neuroni ciliari, attivita
inibitoria della leucemia, aumenta le proprieta
colinergiche

Proliferazione e differenziazione cellulare in
diversi tessuti e organi, differenziazione delle
cellule dopaminergiche, immunoregolazione,
diverse attivita nel sistema immunitario

Immunoregolazione, diverse attivita nel sistema
immunitario

Citotossicita tumorale
Chemiotassi leucocitaria e attivazione cellulare

Differenziazione e proliferazione di cellule
ematopoietiche

Inibizione della replicazione virale, della crescita
cellulare, o immunoregolatori
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mensionale e le stesse subunita recettoriali.®”® II
CNTF & stato qriginariamente isolato e cosi chiama-
to in quanto supporta la sopravvivenza di neuroni
parasimpatici del ganglio ciliare, in coltura.
Sorprendentemente, il CNTF non & estesamente
espresso durante le prime fasi dello sviluppo, ma &
fortemente espresso nelle cellule di Schwann del
sistema nervoso periferico. Molte classi di neuroni,
tuttavia, esprimono il recettore per il CNTF durante
lo sviluppo e percid rispondono al CNTF in vitro o
in vivo. Il CNTF promuove la sopravvivenza dei
neuroni parasimpatici del ganglio ciliare, dei neuro-
ni sensoriali, dei neuroni ippocampali e dei moto-
neuroni in coltura, promuove inoltre la differenzia-
zione colinergica dei neuroni simpatici e dei moto-
neuroni. Il LIF, che svolge numerose funzioni nel
sistema immunitario e in altri tessuti non nervosi,
usa lo stesso recettore del CNTF (come descritto
oltre) e percid pud mimare sia gli effetti sulla
sopravvivenza sia quelli sulla differenziazione coli-
nergica osservati in coltura per il CNTE. Inoltre,
durante lo sviluppo, i motoneuroni il cui assone ha
subito un trauma vengono protetti in vivo dalla
morte del corpo cellulare grazie a trattamenti con
CNTEF o LIF. Il CNTE e il LIF non solo esplicano la
loro azione su neuroni in coltura ma sono anche in
grado di indurre la differenziazione in astrociti di
precursori neuronali.

Tl recettore per il LIF & composto di due differenti
subunitd transmembrana, gp130 e LIFRB. Nessuna
di queste due subunita recettoriali contiene un evi-
dente dominio di trasduzione del segnale; queste si
associano con tirosinchinasi citosoliche appartenen-
ti alla famiglia delle JAK/TYK# Quando LIF si
lega, le due subunita si associano e iniziano la tra-
sduzione del segnale attivando la tirosinchinasi
JAK. Sebbene le subunita gp130 e LIFRB costituisca-
no il recettore completo e funzionante per il LIF,
esse fanno a loro volta parte di recettori pitt com-
plessi degli altri membri della famiglia delle citochi-
ne. Il CNTF, per esempio, usa gp130 e LIFRf insie-
me a una proteina legante il CNTF o subunita a del
recettore (CNTFRa) che conferisce specificita per il
CNTF® (Fig. 21.13). Il CNTFRa determina la specifi-
cita di legame ma non ¢ in grado di trasdurre il
segnale da solo. Manca di un dominio intracitopla-
smatico ed @ attaccato alla superficie extracellulare
della membrana citoplasmatica grazie a un glicosil-
fosfatidil-inositolo (GPI). Una volta che il ligando si
& attaccato, la subunitd o si combina con le due
subunita del recettore di LIF per la trasduzione del
segnale (gp130 e LIFR e la chinasi associata JAK).
Dopo l'assemblaggio, il CNTFRe, il gp130 e LIFRB
costituiscono il recettore completo per il CNTF tri-
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partito, capace di trasdurre il segnale (Fig. 21.13B).
1 trattamento con LIF mima l'attivita di CNTF nei
neuroni poiché tutti i neuroni responsivi al CNTF
esprimono il recettore per LIF, che fa parte di quello
per CNTEF e pubd essere attivato indipendentemente
anche dal LIF da solo. Cosi, sebbene il recettore per
il LIF sia presente in molti tessuti, la natura ha esco-
gitato un espediente per produrre risposte tessuto-
specifiche al LIF nel sistema nervoso, e cioe una
proteina di legame in pil nel recettore.

Come gia detto, molti neuroni rispondono a LIF e
a CNTF, ma il ruolo fisiologico di queste citochine
non & ancora completamente chiaro. Topi transgeni-
ci privi di LIF o di CNTF sopravvivono fino all’eta
adulta, suggerendo che queste citochine non hanno
un ruolo cruciale durante lo sviluppo. La concentra-
zione di LIF aumenta nel sistema nervoso dopo un
insulto traumatico.?®! Studi condotti con anticorpi
bloccanti o in topi transgenici privi di LIF, mostrano
che LIF gioca un ruolo importante nei cambiamenti
dell’induzione dell’espressione genica che si verifi-
ca nei neuroni dopo un trauma.?®% I topi transgeni-
ci privi di CNTF mostrano una lieve perdita di
motoneuroni in etd adulta. Questa perdita & pitt
marcata nei topi che sono privi sia di CNTF che di
LIF, suggerendo che CNTF mantenga la funzione
dei motoneuroni in eta adulta e che LIF pud in parte
compensare per l'assenza di CNTF.%% Poiché il
CNTF non contiene un segnale di secrezione, il rila-
scio di questo fattore potrebbe richiedere cambia-
menti nelle cellule di Schwann coinvolte dall’insul-
to traumatico. A differenza dei lievi cambiamenti
osservati nel fenotipo di topi transgenici privi dei
ligandi, l'assenza delle subunita recettoriali porta a
morte gli animali transgenici alla nascita, con grave
perdita di motoneuroni.®% La forte differenza nel
fenotipo degli animali transgenici privi di ligandi
rispetto a quelli privi di recettore, suggerisce che
esistano altri membri della famiglia delle citochine,
ancora non identificati, in grado di legarsi al recet-
tore e svolgere un ruolo cruciale durante lo svilup-

po.

11 GDNEF e la neurtorina sono membri

della superfamiglia del TGF

Tl GDNF e la neurtorina, sono parte di un piccolo
gruppo di fattori neurotrofici che sono stati purifi-
cati da una complessa mistura di proteine secrete da
cellule non neuronali cresciute in coltura.” Il GDNF
& stato isolato dal mezzo prodotto da una linea cel-
lulare gliale sulla base della sua capacita di incre-
mentare la captazione di dopamina in neuroni
dopaminergici in coltura, mentre la neurtorina &
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FIGURA 21.13 Legame e attivazione del complesso recettoriale LIF/CNTF. Le subunita LIFRS e gp130 formano il comples-
so recettoriale per LIF, mentre il recettore per CNTF richiede un’altra subunita, la subunita « del recettore CNTF. Il comples-
so recettoriale si forma attraverso stadi successivi di assemblaggio; una volta formatosi, esso si associa alla kinasi JAK che puo

fosforilare le molecole che si trovano pil avanti nella cascata di eventi che caratterizza la trasduzione del segnale.

stata purificata sulla base della sua capacita di sup-
portare la sopravvivenza di neuroni simpatici in
coltura. La sequenza aminoacidica di queste protei-
ne rivela una notevole differenza strutturale con i
membri della famiglia del TGE-B. I membri della
sottopopolazione B della superfamiglia del TGF,
specialmente TGF-B2 e TGF-83 sono espressi nei
neuroni in sviluppo e dalle cellule gliali attivate e
sono in grado di aumentare la sopravvivenza dei
neuroni dopaminergici in vitro e in vivo.”® Le cellule
striatali, un tessuto bersaglio dei neuroni dopami-
nergici, producono GDNF durante lo sviluppo.
Trattamenti in vivo con GDNF proteggono i neuroni
dopaminergici in modelli animali di malattia di
Parkinson.*1%

Nonostante il GDNF sia stato originariamente
identificato per la sua azione sui neuroni dopami-
nergici, molte altre popolazioni neuronali sono

responsive al GDNF. Tale molecola ha un potente
effetto sulla sopravvivenza, sulla maturazione e sul
mantenimento dei motoneuroni in via di sviluppo e
su quelli danneggiati, sia in vitro che in vivo.1011%2
Durante lo sviluppo i nervi periferici e i muscoli
scheletrici contengono mRNA per il GDNF, e la sua
espressione aumenta in entrambi i tessuti in seguito
al taglio di un nervo.l® Altre sottopopolazioni di
neuroni sensoriali e autonomici periferici sono pure
responsive al GDNF. Inoltre, anche tessuti e organi
non neuronali esprimono GDNF, suggerendo che
questo fattore di crescita possa svolgere funzioni
anche al di fuori del sistema nervoso. Infatti, la pitt
drammatica conseguenza che si osserva nei topi
transgenici privi di GDNF & l'assenza dei reni. Gli
animali privi di GDNF mostrano anche una signifi-
cativa riduzione (30-50%) dei neuroni in alcuni
gangli sensoriali e simpatici dei nervi cranici, come

III. SVILUPPO DEL SISTEMA NERVOSO




it
|
H
1}

678 21. FATTORI NEUROTROFICI

pure una marcata perdita di cellule nel sistema ner-
voso enterico. Non ci sono perd significativi cam-
biamenti nél numero dei neuroni dopaminergici
manifestandosi solo una lieve perdita di motoneu-
roni‘104,105

L’identificazione e la caratterizzazione delle
subunita del recettore per il GDNF hanno contribui-
to in modo significativo alla comprensione delle
attivita biologiche di questo fattore. I ricercatori
hanno capito che il proto-oncogene cellulare c-ret,
che era un recettore tirosinchinasico orfano (cioé un
recettore senza ligando noto) era uno dei compo-
nenti del recettore per GDNF, quando hanno visto
che 'eliminazione, mediante manipolazioni geneti-
che, di c-ret e GDNF portava a deficit simili nel rene
e nel tessuto nervoso.!%41% c-ret tuttavia, non lega
GDNEF. In un primo tempo & stata identificata, usan-
do il metodo dell’expression cloning, una proteina
capace di legare il GDNF (o subunita oll, e il
GDNFRa e il c-ret sono coespressi in molti neuroni
responsivi al GDNE. Sono state successivamente
identificate ulteriori subunita a con diversa specifi-
cita per GDNF e neurtorina. Le proteine che legano
GDNF e neurtorina mancano di dominio citopla-
smatico e, come CNTFRe, sono legate alla membra-
na grazie al GPI. Questa proteina si associa con le
componenti B che sono in grado di trasmettere il
segnale nel citoplasma. Una volta legata, la subu-
nita a sembra capace di assemblare dimeri di ret,
che cosl si attivano. Il complesso recettoriale del
GDNEF, ricorda quello di altre citochine — in partico-
lare il complesso recettoriale tripartito del CNTF % —
pit che i recettori di altri membri della superfami-
glia del TGF, che sono serina-treoninchinasi.

I FGF sono presenti nel sistema nervoso
durante lo sviluppo e in eta adulta

I FGF sono fattori mitogeni per le cellule
dell’ectoderma e del mesoderma. L’eliminazione di
molti di questi fattori e dei loro recettori produce
deficit severi nello sviluppo precoce, in accordo con
la nozione che queste molecole giocano un ruolo
importante nella proliferazione di molti tessuti
embrionali. In aggiunta alla loro estesa espressione
in molti tessuti, molti di questi fattori, compresi
I'FGF-1 e I'FGF2 (FGF acido e basico rispettivamen-
te) sono molto espressi anche nel sistema nervoso.
Un altro membro della famiglia, 'FGF-3 (o Int-2)
gioca un ruolo significativo, anche se transitorio,
nello sviluppo del sistema nervoso centrale.
Ciascuno di questi fattori ha molteplici recettori
tirosinchinasici che scatenano una sequenza di
eventi di trasduzione del segnale all'interno della

cellula simile a quella descritta precedentemente
per i trk. Questi recettori sono diffusamente presen-
ti nel sistema nervoso centrale. Durante i primi
stadi dello sviluppo, sia I'FGF che i suoi recettori si
trovano particolarmente concentrati in zone di ricca
proliferazione delle cellule staminali. L'FGF extra-
cellulare ¢ tipicamente legato all’eparinsolfato della
matrice extracellulare, la cui funzione sembra essere
quella di aumentare la concentrazione locale di fat-
tore e favorirne cosi la presentazione alle cellule
responsive. L'espressione dell’FGF rimane alta nel
sistema nervoso centrale attraverso tutta la vita.
L’FGF promuove in vitro la sopravvivenza e la diffe-
renziazione di un largo spettro di tipi neuronali.
L'FGF @ stato proposto come fattore cicatrizzante,
ma il suo ruolo fisiologico non ¢ stato ancora com-
pletamente chiarito.!°

Riassunto

Il CNTF e il LIF appartengono alla famiglia delle
citochine neuropoietiche. L’espressione e le pro-
prieta biologiche di queste citochine le distinguono
dalle neurotrofine. Questi fattori esercitano una
vasta attivita neurotrofica verso molte popolazioni
neuronali in vitro, e facilitano la differenziazione
colinergica dei neuroni simpatici e dei motoneuro-
ni. Il loro ruolo nel sistema nervoso durante lo svi-
luppo come pure in eta adulta rimane da definire. I1
GDNF e neurtorina sono membri della famiglia del
TGF-p ed esplicano i loro effetti sui neuroni dopa-
minergici e sui motoneuroni. L'FGF pubd giocare un
ruolo importante durante lo sviluppo o dopo un
trauma.
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