CAPITOLO 1 5

Destinate a formare
un volto?

Le cellule della cresta neurale
e la specificita assonale

Continuando la discussione sullo sviluppo dell’ectoderma, questo capitolo si con-
centra su due obiettivi straordinari: (1) la cresta neurale, le cui cellule generano lo
scheletro facciale, le cellule pigmentate e il sistema nervoso periferico; (2) glias-
soni dei nervi, i cui coni di crescita guidano i neuroni verso la loro destinazione
finale. Le cellule della cresta neurale e i coni di crescita assonale condividono al-
meno due caratteristiche fondamentali: sono entrambi mobili ed entrambi inva-
dono tessuti esterni al sistema nervoso.

La cresta neurale

Per quanto derivi dall’ectoderma, la cresta neurale & cosi importante che ¢ stata
talora indicata come il “quarto foglietto germinativo” (vedi Hall 2009). E stato an-
che detto, in modo forse un po’ esagerato, che «'unica cosa interessante dei ver-
tebrati & la cresta neurale» (Thorogood 1989). Di sicuro, I'emergere della cresta
neurale & uno degli eventi cardine dell’evoluzione animale, in quanto ha fatto si
che si evolvessero le strutture masticatorie, quelle facciali pit1 in generale, il cra-
nio e i gangli sensoriali dei vertebrati (Northcutt e Gans 1983). La cresta neurale
& una struttura transitoria: non hanno una cresta neurale né gli adulti, né gli em-
brioni dei vertebrati a stadi pilt avanzati. Piuttosto, le cellule della cresta neurale
vanno incontro a una transizione epitelio-mesenchimale nella parte dorsale del
tubo neurale, prima di migrare diffusamente per generare un numMero prodigioso
di tipi cellulari differenziati (Figura 15.1A; Tabella 15.1).

@ PER FARE IL PUNTO
Sia le cellule della cresta neurale che i coni di crescita assonale migrano lontano
dal loro sito di origine, verso specifiche aree dell’'embrione. Nel corso di questo
processo, devono riconoscere e rispondere a segnali che li guidano lungo specifiche
rotte, verso la destinazione finale. Le cellule della cresta neurale emergono dalla
cresta (lato dorsale) del tubo neurale, abbandonando la loro posizione siain
gruppo che in modo individuale. Si tratta di cellule staminali multipotenti, che
navigano lungo varie rotte del tronco e della testa, differenziandosi in diversi

tipi cellulari, quali per esempio neuroni, muscolo liscio, tessuto pigmentato e
cartilagine. | neuroni appena formati estendono i loro processi assonal, guidati
dall’estremita mobile del cono di crescita che si muove nell’ambiente embrionale
per formare sinapsi con le cellule bersaglio. Sia le cellule della cresta neurale

sia i coni di crescita assonale usano recettori transmembrana per interpretare
segnali guida a breve e a lungo raggio. Questi segnali generano modificazioni del
citoscheletro, che inducono all‘attrazione o alla repulsione della cellula durante

il suo tragitto. Fra essi si annoverano alcuni fattori che derivano dallo stroma,
famiglie delle semaforine, le efrine, nonché la proteina Slit. Altrettanto importa
& I'uso alternativo di comuni morfogeni come segnali guida e I'utilizzo delle
neurotrofine per garantire la sopravvivenza delle cellule neuronali.
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(A) La cresta neurale & una struttura
transitoria situata dorsalmente rispetto
al tubo neurale. Le cellule della cresta
neurale (colorate in blu in questa
microfotografia) vanno incontro alla
transizione epitelio-mesenchimale
dalla porzione piti dorsale del tubo
neurale (in alto). (B) Quando la

pelle viene rimossa dalla superficie
dorsale di un embrione di vertebrato,
le cellule della cresta neurale (qui
colorate al computer in oro mentre i
somiti sono colorati in viola) possono
essere osservate come up insieme di
cellule mesenchimali al di sopra del
tubo neurale. (C) lllustrazione delle
fasi sequenziali dello sviluppo della
cresta neurale, partendo dalla loro
specificazione al confine della piastra
neurale (1) seguita dalla localizzazione
al vertice delle pliche neurali (2), dalla
delaminazione lungo il sito di chiusura

del tubo neurale (3), e terminando con
la migrazione all’esterno del tessuto i
ectodermico (4). (A, per gentile !
concessione di J. Briscoe; B, per

o gentile concessione di D. Raible.)
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TABELLA 15.1 e Alcuni derivati della cresta neurale
Derivato

Tipo cellulare o struttura derivata

Sistema nervoso periferico

; Neuroni dei gangli sensoriali, simpatici e parasimpatici, plessi nervosi
(Perlpheml nervous system, PNS)

Cellule della neuroglia |
Cellule di Schwann e altre cellule gliali ’
|

Derivati endocrinj e

Midollare del surrene (parte midollare della ghiandola surrenale)
Paraendocrinj

Cellule secernenti calcitonina
Cellule di tipo I del corpo carotideo

Cellule pigmentate Cellule pigmentate della cute

Tessuto cartilagineo e osseo
facciale

Tessuto connettivo Endotelio e stroma della cornea

Papille dentarie
Derma, muscolatura liscia e tessuto adiposo della cute, del capo e del collo

| Tessuto connettivo delle ghiandole salivari e lacrimali, del timo, della tiroide e dell'ipofisi
Tessuto connettivo e muscolatura liscia delle arterie originate dall’arco aortico ‘

A
i
Cartilagini e ossa facciali e della parte ventrale anteriore del cranio } ‘
1
f
;

Fonte-
e da Jacobson 1991, basata a sua volta su diverse fonti.
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Regionalizzazione della cresta neurale

La cresta neurale é costituita da una popolazione di cellule progenitrici multipo-
tenti che produce tessuti diversi quali: (1) i neuroni e le cellule gliali del sistema
nervoso sensoriale, simpatico e parasimpatico; (2) le cellule di quella porzione (mi-
dollare) della ghiandola surrenale (anche detta midollare del surrene, N.d.T.) che
produce adrenalina (anche detta epinefrina); (3) le cellule pigmentate dell’epider-
mide; (4) gran parte dei componenti dello scheletro e del tessuto connettivo del
capo. La cresta puo essere suddivisa in quattro principali regioni anatomiche (non
sovrapposte), ognuna con i propri derivati e le rispettive funzioni (Figura 15.2).

1

Le cellule della cresta neurale cefalica (craniale) migrano per formare il me-
senchima cranio-facciale, che si differenzia in cartilagine, osso, nervi cranici,
glia, cellule pigmentate e tessuti connettivi facciali. Queste cellule penetrano ne-
gli archi® e nelle tasche faringei, dando origine alle cellule del timo, agli odonto-
blasti degli abbozzi dei denti, alle ossa dell’orecchio medio e della masticazione.
La cresta neurale cardiaca ¢ una sottoregione della cresta neurale cefalica e si
estende dal placode otico (uditivo) al terzo somite (Kirby 1987; Kirby e Waldo
1990). Le cellule della cresta neurale cardiaca possono svilupparsi in melano-
citi, neuroni, cartilagine e tessuto connettivo (del terzo, quarto e sesto arco fa-
ringeo). Questa regione della cresta neurale forma inoltre I'intera parete mu-
scolo-connettivale delle grandi arterie (i “vasi di deflusso”) che si originano
dal cuore, e contribuisce anche alla formazione del setto che separa la circola-
zione polmonare dall’aorta (Le Lievre e Le Douarin 1975; Sizarov et al. 2012).
Le cellule della cresta neurale del tronco prendono l'una o I'altra di due rot-
te principali. Una via di migrazione porta le cellule della cresta neurale del

1 Gli archi faringei (branchiali) (vedi Figura 1.8) sono estroflessioni della regione del capo e del
collo, nelle quali migrano cellule della cresta neurale. Tra gli archi si formano le tasche faringee,
che danno origine alla tiroide, alle paratiroidi e al timo.
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tronco in direzione ventro-laterale, attraverso la metd anteriore di ogni scle- (
rotomo. Gli sclerotomi, derivati dai somiti, sono blocchi di cellule mesoder-
miche che si differenzieranno nella cartilagine vertebrale della spina dorsale
(vedi Capitolo 17). Le cellule della cresta neurale del tronco che restano negli
sclerotomi formano i gangli delle radici dorsali2 che contengono neuroni
sensoriali. Le cellule che continuano il percorso pit ventralmente formano i
gangli simpatici, la midollare del surrene e i gangli che circondano l'aorta. La
seconda principale rotta migratoria procede in direzione dorso-laterale, con-
sentendo ai precursori dei melanociti di muoversi attraverso il derma dal dor-
so fino all’addome (Harris ed Erickson 2007).
4. Le cellule della cresta neurale vagale e sacrale danno origine ai gangli pa-
rasimpatici (enterici) dell'intestino (Le Douarin e Teillet 1973; Pomeranz et ‘ J
(
!
|
!
1
:
|

al. 1991). La cresta neurale vagale (cervicale) & situata nel pollo di fronte ai so-

miti 1-7, sovrapponendosi al confine fra la cresta neurale cefalica e quella del

tronco, mentre la cresta neurale sacrale & situata posteriormente al somite 28.

La mancata migrazione di cellule della cresta neurale da queste regioni al co- #
lon comporta I'assenza di gangli enterici e quindi la mancanza dei movimenti

peristaltici dell’intestino (morbo di Hirschprung; vedi pp. 513-515).

Le cellule della cresta neurale del tronco e quelle della cresta neurale cefalica non

sono equivalenti. Le cellule della cresta neurale cefalica formano cartilagine e ossa, ;

mentre la cresta neurale del tronco non & in grado di farlo. Quando le cellule della l

cresta neurale del tronco vengono trapiantate nella regione della testa, possono ]

migrare verso i luoghi di formazione della cartilagine e della cornea, ma non pro- l
(

ducono né cartilagine né cornea (Noden 1978; Nakamura e Ayer-Le Lievre 1982;
Lwigale et al. 2004). Tuttavia, sia le cellule della cresta neurale cefalica che quelle
del tronco sono in grado di generare neuroni, melanociti e cellule gliali. Le cellu-
le della cresta neurale cefalica, che normalmente migrano nella regione oculare
per diventare cellule della cartilagine, possono formare neuroni dei gangli sen-
soriali, cellule della midollare del surrene, cellule gliali e cellule di Schwann qua-
lora la regione cefalica venga trapiantata nella regione del tronco (Noden 1978;
Schweizer et al. 1983).

Lincapacita della cresta neurale del tronco di formare lo scheletro & dovuta
molto probabilmente all’espressione dei geni Hox. Se questi sono espressi nella
cresta neurale cefalica, le cellule non riescono a formare il tessuto scheletrico; se le
cellule della cresta neurale del tronco perdono I'espressione dei geni Hox, possono
formare Io scheletro. Inoltre, se trapiantate nella regione del tronco, le cellule del-
la cresta neurale cefalica partecipano alla formazione della cartilagine del tronco,
che normalmente non deriva da componenti della cresta neurale. Questa capaci-
ta di formare I'osso puo essere stata una proprieta primitiva della cresta neurale e
Potrebbe essere stata fondamentale per formare l'armatura ossea che si ritrova in l
diverse specie dj pesci ormai estinti (Smith e Hall 1993). In altre parole, la capaci- o |
ta di formare ossa sarebbe stata persa dalla cresta del tronco, piuttosto che acqui- Ll
sita dalla cresta neurale cefalica. McGonnell e Graham (2002) hanno dimostrato I
chela capacita di formazione dell’osso potrebbe anche essere latente nella cresta ‘ |
Neurale del tronco: se poste in coltura, in presenza di alcuni ormoni e vitamine, le i F“
cell.ule del tronco sono in grado di formare l'0sso e la cartilagine, quando vengo- \
f10Impiantate nella regione della testa. Inoltre, Abzhanov e colleghi (2003) hanno i

Mostrato che le cellule della cresta del tronco possono comportarsi come cellu- (i
le della cresta cefalica (e produrre tessuto scheletrico) quando poste in coltura in
ondizioni che Je inducono a perdere I'espressione dei loro geni Hox.

Quindi, sebbene Je cellule della cresta neurale cefalica e del tronco siano mul- fl
tipotent; (una cellula della cresta cefalica puo formare neuroni, cartilagine, ossa e 1l

— I

2Si ricorg; . “
flcordi dal Capitolo 13 che i gangli sono gruppi di neuroni i cui assoni formano i nervi. il gl
{
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W TUTORIAL &

Lo sviluppo delle cellule della cresta neurale
11 Dr. Michael J.F. Barresi descrive
Paffascinante viaggio che le cellule della
cresta neurale intraprendono alla ricerca del
loro tessuto di destinazione, fuori dal sistema
nervoso centrale, per poi differenziarsi in vari
tipi cellulari distinti.

” DOMANDE DELLO SVILUPPO

®  Dovremmo essere ormai
abbastanza sicuri che le cellule
della cresta neurale del tronco
sono cellule staminali multipotenti.
E possibile che alcune piccole
popolazioni di queste cellule,
ampiamente disperse proprio
come se fossero nuovi semi
dello sviluppo, possano essere
mantenute come cellule staminali
adulte in ognuna delle loro
destinazioni finali? L'ontogenesi
delle cellule staminali adulte in
molti tessuti & ancora sconosciuta:
la migrazione e la natura
multipotente delle cellule della
cresta neurale consentono di
formulare I'ipotesi che, in effetti,
esista questa eventualita.

muscoli: una cellula della cresta neurale del tronco pu formare glia, cellule pig-
mentate e neuroni), esse possono generare in condizioni normali diversi reper-
tori di tipi cellulari®.

Cresta neurale: cellule staminali multipotenti?

& ancora incerto se la maggior parte delle cellule che lasciano la cresta neurale sia
multipotente, o se molte di esse abbiano un destino gia determinato. Bronner-
Fraser e Fraser (1988, 1989) hanno fornito la prova che molte singole cellule della
cresta neurale del tronco sono multipotenti, nel momento in cui lasciano la cre-
sta. T due ricercatori iniettarono molecole di destrano fluorescente in singole cel-
lule della cresta neurale di pulcino quando le cellule si trovavano ancora all'inter-
no del tubo neurale, e osservarono poi quali tipi di cellule diventavano le loro di-
scendenti dopo la migrazione. La progenie di una singola cellula della cresta neu-
rale poteva dar luogo a neuroni sensoriali, melanociti (cellule formanti pigmento),
cellule gliali (comprese le cellule di Schwann) e cellule della parte midollare della
ghiandola surrenale. Altri studi indicano che la popolazione iniziale della cresta
neurale degli uccelli sia costituita da una miscela eterogenea di precursori e che
quasi la meta delle cellule che emergono dalla cresta neurale generi solo un tipo
di cellula (Henion e Weston 1997; Harris ed Erickson 2007).

Con l'avvento dei metodi pitt moderni di tracciatura molecolare, questa con-
troversia potrebbe perd concludersi. I ricercatori del laboratorio del Dr. Sommers
hanno utilizzato il sistema modello del topo”confetti”* per tracciare le rotte di cel-
lule individuali della cresta neurale del tronco e della loro progenie sia a uno stadio
pre-migratorio che a quello migratorio (Baggiolini et al. 2015). Con il tracciamen-
to di quasi 100 cloni cellulari delle cellule pre-migratorie e migratorie della cresta
neurale, i ricercatori hanno scoperto che circa il 75% di queste prolifera e che la lo-
ro progenie presenta molteplici linee di discendenza che si differenziano in diversi
tipi cellulari: gangli delle radici dorsali, gangli simpatici, cellule di Schwann che cir-
condano la radice ventrale del nervo e melanociti (Figura 15.3). Sebbene una piccola
popolazione di queste cellule della cresta neurale cosi mappate sembri essere uni-
potente, la maggior parte di esse mostra caratteristiche multipotenti nel corso del-
la migrazione, una scoperta che suggerisce fortemente come le cellule embrionali
murine della cresta neurale del tronco siano cellule staminali multipotenti, e che co-
stituisce un importante passo in avanti nel campo della ricerca sulla cresta neurale.

La domanda successiva, secondo logica, & se le cellule della cresta neurale ce-
falica siano ugualmente multipotenti. Si ritiene che la maggior parte delle prime
cellule migranti dalla cresta neurale sia in grado di generare numerosi tipi cellu-
lari (Calloni et al. 2009), ma non € ancora certo se queste siano vere e proprie cel-
lule staminali multipotenti.

Nicole Le Douarin e altri ricercatori hanno proposto un modello di sviluppo
della cresta neurale ancora valido, anche alla luce delle nuove informazioni rac-
colte sulla loro multipotenza. Secondo questo modello, una cellula multipoten=
te originaria della cresta neurale si divide perdendo progressivamente le sue po-
tenzialita di sviluppo (Figura 15.4; vedi Creuzet et al. 2004; Martinez-Morales €t
al. 2007; Le Douarin et al. 2008). Al fine di verificare la veridicta di questo model-
lo in modo diretto, dovremmo esporre una singola cellula della cresta neurale @
differenti contesti, per poi determinare la varieta dei diversi tipi cellulari che es-
sa potrebbe generare.

e

3 Studia bene il Capitolo 16 per comprendere il ruolo che la cresta neurale ha nello svilupp® del
denti, dei capelli e dei nervi cranici.

4 Abbiamo introdotto il concetto della mappatura dei destini cellulari basata sull
Brainbow nel Capitolo 2, e abbiamo gia descritto nel Capitolo 5 I'utilita del top
la mappatura delle linee di discendenza cellulare.

a linea di topi
o “confetti” per
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[FIILYETE] 1l tracciamento della progenie
delle cellule della cresta neurale del tronco nel

topo dimostra che si tratta di cellule staminali
multipotenti. (A) Cellule pre-migratorie e migranti
precocemente della cresta neurale sono state
marcate mediante la ricombinasi Cre nel modello
murino “confetti”. In questo esperimento si
possono indurre fino a 10 diversi colori (vedi anche
Figura 2.13). (B) I ricercatori hanno seguito i singoli
cloni colorati fino alla loro destinazione finale.
Cellule fluorescenti sono state rilevate: nel percorso
di migrazione dorso-laterale, dove si differenziano

i melanociti; nei gangli delle radici dorsali (dorsal
root ganglia, DRG), come parte della popolazione di
cellule di Schwann nelle radici ventrali (ventral roots,
VR), e nei gangli simpatici (sympathetic ganglia,

SG). Le microfotografie mostrano il tracciamento
delle cellule pre-migratorie marcate dall’espressione
del gene driver Wnt1-CreERT, che mostra una
singola combinazione fluorescente di YFP/RFP in

tre differenti strutture periferiche, visualizzate con

marcatori cellulari specifici. (Tratta da Baggiolini et
al. 2015.)

m 1 Modello di segregazione delle
linee dj discendenza delle cellule della cresta
Neurale e loro eterogeneita. | precursori
'mpeﬁlﬂati (committed) di cartilagine/osso (C),
glia (G>f neuroni (N) e melanociti (M) derivano da
?J:gznltori intermedi, alcuni dei quali potrebbero
regglar: da cellgle stamlhali. | fattori paracrini che
O questi passaggi sono indicati in colori

divers; :
N'lVEI'SI. NT, Neurotropine. (Tratta da Martinez-
Orales et a1, 2007.)
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GILTEER Specificazione delle

cellule della cresta neurale.

(A) La piastra neurale & delimitata
anteriormente e caudalmente dalla
cresta neurale e anteriormente
dall’ectoderma placodale. Se le
cellule ectodermiche ricevono segnali
BMP e Wnt per un lungo periodo di
tempo, danno luogo all'epidermide.
Se Wnt induce le proteine BMP per
poi inattivarsi, le cellule diventano
cellule placodali (che esprimono i
geni specificatori placodali Six7, Six4
ed Eya2). Se Wnt induce BMP, ma
rimane attivo, queste cellule di confine
tra la piastra neurale e |'epidermide
originano la cresta neurale (ed
esprimono geni specifici della cresta
neurale, quali Pax7, Snail2 e Sox9).
Se, infine, ricevono solo Wnt (perché
il segnale BMP ¢ bloccato da Noggin
o FGF), le cellule ectodermiche
diventano neurali. (Tratta da Patthey
et al. 2009.)

Specificazione delle cellule della cresta neurale

Anche se le cellule della cresta neurale non sono identificabili finché non migra-
no dal tubo neurale, la loro induzione avviene per la prima volta nel corso degli
eventi iniziali della gastrulazione, al confine tra I'epidermide e la piastra neurale
(la regione che formera il sistema nervoso centrale) presuntiva. La specificazio-
ne della cresta neurale al confine tra piastra neurale ed epidermide e un processo
suddiviso in piii fasi (vedi Huang e Saint-Jeannet 2004; Meulemans e Bronner-
Fraser 2004). La prima tappa sembra consistere nel posizionamento del confine
della piastra neurale. Le cellule allineate lungo il confine tra piastra neurale ed epi-
dermide daranno luogo alla cresta neurale e, nella regione anteriore, ai placodi,
ispessimenti nella superficie dell’ectoderma che genereranno i cristallini oculari,
I'orecchio interno, I'epitelio olfattivo e altre strutture sensoriali (vedi Capitolo 16).
Negli anfibi questo confine sembra essere specificato da interazioni tra diversi se-
gnali induttivi della piastra neurale, tra cui BMP, Wnt e FGF. Negli anni Qua-
ranta, Raven e Kloos (1945) dimostrarono che, mentre la notocorda presuntiva
poteva indurre negli anfibi sia la piastra che la cresta neurale (presumibilmente
bloccando quasi tutti i fattori BMP), il mesoderma somitico e il mesoderma della
lamina laterale potevano indurre esclusivamente la cresta neurale. In embrioni di
pollo questa specificazione si verifica durante la gastrulazione, quando i confini
tra I’ectoderma neurale e quello non neurale non sono ancora stati stabiliti (Basch
et al. 2006; Schmidt et al. 2007; Ezin et. al. 2009). In questo caso, i segnali induttivi
della piastra neurale (specialmente BMP e Wnt) secreti dall’ectoderma ventrale e
dal mesoderma parassiale interagiscono per specificare i confini.

Nella regione anteriore, I'ordine temporale dell’espressione dei segnali BMP
e Wnt & importante per distinguere 1'uno dall’altro i tessuti della piastra neurale,
dell’epidermide, dei placodi e della cresta neurale (Figura 15.5). Come abbiamo vi-
sto nei Capitoli 11 e 12, se entrambi i segnali BMP e Wnt sono continui, I'ectoder-
ma acquisisce un destino epidermico; ma se gli antagonisti di BMP (per esempio
Noggin o FGF) bloccano il segnale BMP, I'ectoderma diviene neurale. Studi con-
dotti da Patthey e collaboratori (2008, 2009) hanno dimostrato che se Wnt induce
BMP e successivamente il segnale Wnt viene spento, le cellule andranno a far par-
te dei placodi anteriori, mentre se il segnale Wnt induce BMP ma rimane acceso,
le cellule danno luogo alla cresta neurale.

Negli scorsi decenni la ricerca condotta sulla cresta neurale ha consentito la
mappatura del network di regolazione genica (gene regulatory network, GRN) coin-
volto nella maturazione delle cellule della cresta (Figura 15.6). Questo specifico
GRN ha inizio con Wnt e BMP, che inducono I'espressione di una serie di fattori
trascrizionali nell’ectoderma (tra cui Gbx2, Zic1, Msx1 e Tfap2), che a turno rego-
lano gli specificatori del confine della piastra neurale. Questi geni specifica-
tori, fra cui Pax3/7 e dIx5/6, nel loro insieme conferiscono alla regione di confine
la capacita di formare i tipi cellulari della cresta neurale, cosi come quelli del tubo

Wnt [
Ectoderma placodale :*—7—4~~——w—4-~~‘ Epidermide
T | BMP

Cellule
placodali

Cresta
neurale

Cellule
neurali




15 Le cellule della cresta neurale e la specificita assonale 503

Ectoderma neurale Ectoderma non neurale { [

; FGF TGF/Bcat Wat e I
Inibitori di Wnt | ! Wnt/BMP | !
Tnibitori diBMP — = | e —— BMP_

EﬂettoridiFGF, ------- sl RIS l |
------ i ¥ DU
] ] . . ¥ v " L. L}
I g N : ARy THEC. N |
Emi O™ Otx2 - 1 DIx5/6 * Gata2/3 ' 5
Sox3 : ' : Msxl | '
|2 . g AT : ______ IR LER, |
Piastraneurale |1 § s-uidend ) H Fekuiis T |
Heskie e : : Confine della H -
. len iy St : :  piastra neurale : .
s "oyy —t—ti s nases pmamanaaman e EEEEE S ]
Sox3 5 E i : : { Msx1 J
i Y .
P -i |
{ ar : m ;
i i s ' FoxD3 !
" e | |_FoxD3_|
Y . ¥ | Vl )
SoxD } 1b Sox8 faig i otw
: Twist '
: | ' -EM‘yc i"
: Jiudl e : } Sox9 |--| Soxl0
1 i ] ‘ i L
i g Lk g lAdidl
Sox2 Id Eyal/2
Cresta neurale migratoria ‘
ot R 1L Col2al
T s T [ pat ]
FoxD3 : Lmo4
o0 RaG Sox10 Snaill/2 Asdl |
@ i_—_‘ |
TGE-B Wnt Neuroni |
l Condrociti Tef/feat  Melanociti | BMP Simpatici “ i
Ismads e e e . .
i [ T | | '
Sox10 J. H i 1 i ‘ TGF'B ] i Wnt \ l BMP t |
[ | - o E i ;P ok ty ‘
e i P e PIhp biprec-reeaid |
- (MRIIH L | Ascll Phox2b ¥ I U.:- |
Sox5/6 | Mitf l E 1 1 l Hand2 Gata3 ! i
| i ) ' )
v Rigliligll] T i dags I
Col2al  Agcl Dct Tyr Si

Th Dbh [

@Nm Il network di regolazione genica (GRN) per lo sviluppo della cresta
neurale. Questo GRN & una compilation di dati ottenuti in diversi organismi di vertebrati. '
Uno dei circuiti piu significativi (evidenziato in giallo) mostra I'espressione genica nelle -‘
cellule dall'ectoderma iniziale (in alto) fino ai tipi cellulari che ne derivano (in basso). Questo l |
circuito @ riprodotto a destra in uno schema lineare semplificato (si noti che non sono
rappresentati tutti i tipi cellulari derivati). (Tratta da Simées-Costa e Bronner 2015.)

Neurale dorsale. In quelle cellule che andranno a formare la cresta neurale, i fatto-
Ii trascrizionali che specificano il confine inducono successivamente I’espressione el
di una seconda serie di fattori trascrizionali pitt specifici, denominati specificato- |
ti della cresta neurale: fra questi, i geni codificanti i fattori trascrizionali FoxD3, ]
Sox9, Snail (pre-migratorio) e Sox10 (migratorio) (Simdes-Costa e Bronner 2015). 1
Quando FoxD3, Snail, Sox9 e Sox10 sono espressi sperimentalmente nel tubo ‘
Neurale laterale, le cellule neuroepiteliali laterali si comportano come quelle del-
la cresta neurale, vanno incontro a transizione epitelio-mesenchimale e si dela-

Minano da] neuroepitelio:
L]

Sox9 e Snail, insieme, sono sufficienti a indurre una transizione nelle cellule

Neuroepiteliali. Sox9 & inoltre necessario per la sopravvivenza delle cellule del-
la cresta neurale del tronco dopo la delaminazione poiché, in assenza di Sox9,
le cellule muoiono per apoptosi non appena delaminano. :
FoxD3 Puo svolgere molti ruoli: & necessario per I'espressione di proteine di
SUperficie coinvolte nella migrazione cellulare e sembra anche essere fonda-
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W WEBTOPIC15.1 &

Cellule indotte della cresta neurale

La comprensione del network genico
regolativo che controlla lo sviluppo della
cresta neurale ha consentito ai ricercatori di
riprogrammare i fibroblasti umani in cellule
indotte della cresta neurale (induced neural
crest cells, iNCC), al fine di studiare il loro
sviluppo e il loro ruolo in diverse malattie.

I PARLANO GLI SCIENZIATI 15.1 &
La Dr.ssa Marianne Bronner spiega
Pevoluzione dei network genici regolativi
coinvolti nello sviluppo della cresta neurale.

mentale per la specificazione delle cellule ectodermiche verso il destino tipico
della cresta neurale. Inibendo l'espressione del gene FoxD3 si inibisce il diffe-
renziamento della cresta neurale; al contrario, quando FoxD3 si esprime ec-
topicamente (fuori sede), introducendo il gene attivo nelle cellule della piastra
neurale, queste ultime iniziano a esprimere proteine caratteristiche della cresta
neurale (Nieto et al. 1994; Taneyhill et al. 2007; Teng et al. 2008).

o Siritiene che il gene Sox10 sia uno dei principali regolatori della specificazione
della cresta neurale. Esso & cruciale non solo per la delaminazione delle cellu-
le della cresta neurale a partire dal tubo neurale, ma & anche importante per il
differenziamento di numerose linee di discendenza della cresta neurale (Kelsh
2006; Betancur et al. 2010). Le proteine Sox10 legano gli enhancer di numerosi
geni bersaglio che codificano effettori della cresta neurale; fra questi: i geni per
alcune piccole proteine G, quali la GTPasi Rho, che permettono alle cellule di
cambiare forma e migrare; i geni per alcuni recettori di superficie, come tirosin
chinasi recettoriali e recettori dell’endotelina (per esempio EDNRB2), che per-
mettono alle cellule della cresta neurale di rispondere alle proteine morfogene-
tiche e chemiotattiche presenti nel loro ambiente; infine i geni per diversi fatto-
1i trascrizionali, come MITF nella linea di discendenza dei melanociti, che for-
mano le cellule del pigmento (vedi Figura 15.6; Sim&es-Costa e Bronner 2015).

La migrazione delle cellule della cresta neurale:
epitelio-mesenchimale, ma non solo

L’ambiente tissutale attraverso cui migrano le cellule della cresta neurale e diverso
lungo l'asse antero-posteriore; ne consegue che le rotte di queste cellule variano
in funzione delle loro differenti regioni di provenienza. Come automobili nel traf-
fico, le cellule della cresta neurale devono viaggiare lungo la loro rotta utilizzan-
do i segnali dell’ambiente che le circonda e il loro passaggio viene modulato dalle
cellule che incontrano lungo il tragitto (Figura 15.7). Proprio come le automobili,
che usano motori e ruote per muoversi sulla strada, le cellule usano le forze pro-
trusive del citoscheletro per estendere i propri lamellipodi al fine di ancorarsi alla
matrice extracellulare con cui vengono via via a contatto, mentre rilasciano i freni
nella parte posteriore. La macchina puo filare via di corsa lungo una strada libera
oppure rimanere incolonnata nel traffico, adeguandosi alla velocita e alla distan-
za delle altre auto che la circondano. Allo stesso modo, le cellule della cresta neu-
rale possono migrare individualmente o muoversi collettivamente, costituendo
un gruppo di cellule che rispondono alla distanza delle cellule vicine. Cosi come i
vigili urbani, le barriere architettoniche e i segnali stradali guidano e orientano le
automobili nel traffico, segnali locali d’adesione e fattori secreti a lunga distanza,
disposti secondo un gradiente di concentrazione, guidano le cellule che migra-
no attraverso I’ambiente embrionale. E proprio come guidatori, che non possono
vedere davanti a loro tutto il percorso fino all'ultima manovra utile a parcheggia-
re, cosi le cellule migranti devono prendere decisioni lungo la via, muovendosi da
un punto a quello successivo, fino a raggiungere la loro destinazione finale. Te-
niamo sempre a mente questa analogia mentre continuiamo a studiare i dettagli
della migrazione delle cellule della cresta neurale.

* Delaminazione
Dopo la specificazione cellulare, la prima visibile indicazione delle cellule del-
la cresta neurale ¢ la loro transizione epitelio-mesenchimale (epithelial—to—meseﬂ‘

chymal transition, EMT) con cui si preparano a lasciare il lato dorsale del tubo neu-
ante

rale. Esse perdono le loro giunzioni adesive e si separano dall’epitelio mediant
un processo chiamato delaminazione (Figura 15.8). La tempistica della delami=
nazione della cresta neurale & controllata dall’ambiente del tubo neurale. L/inne-
sco per la EMT sembra essere 'attivazione dei geni Wnt da parte delle

proteine




15 Le cellule della cresta neurale e la specificita assonale 505

Segnali di guida ‘
Barriere fisiche alunga distanza

Assoni esploratori
alla ricerca ‘ } W
del percorso = Iif! R | ‘ z : o

(pathfinding)

Substrati di crescita

Migrazione
individuale
delle cellule
della cresta neurale ‘

Migrazione collettiva
delle cellule
della cresta neurale

Fé

~<—— Substrati di crescita

Segnali ||
di guida locali

EIETT¥ER] La guida e il movimento delle auto nel traffico come metafora della
cresta neurale e della migrazione assonale. Vedi il testo per la spiegazione. (Foto © i1
Alexis Corpuz.) (f

BMP. Le BMP (prodotte dalla regione dorsale del tubo neurale; vedi Capitoli 13 "l
e 14) sono tenute sotto controllo dalla proteina Noggin, secreta dalla notocorda ‘ |
e dai somiti. Quando l'espressione di Noggin si riduce, le BMP prodotte dal tu- | ’
bo neurale entrano in azione, attivando la EMT nelle cellule della cresta neurale ‘
(Burstyn-Cohen et al. 2004).

Prima della delaminazione, le differenti regioni dell’ectoderma nell’area della 1
cresta neurale possono essere identificate in base all’espressione di specifiche mo-
lecole d’adesione intercellulare: la superficie dell'ectoderma esprime infatti E-cade- 1l
fina, la cresta neurale pre-migratoria esprime caderina 6B e il tubo neurale esprime ‘
la N-caderina (Figura 15.9). I segnali Wnt e BMP inducono l'espressione dei fattori ‘ ]u
centrali di regolazione della EMT (core EMT regulatory factors), come per esempio
Snail-2, Zeb-2, Foxd3 e Twist, nella cresta neurale pre-migratoria in delaminazio-
Ne. S0x2 ¢ espresso dalle cellule dell’ectoderma neurale (piastra/plica/tubo) e la
Sua funzione & in parte quella di reprimere la trascrizione del gene Snail-2, mentre

ma Cellule della cresta neurale. Tutte le cellule migranti della cresta neurale

30N0 marcate in rosso con un anticorpo anti-HNK-1, che riconosce un carboidrato

sulla Sluperﬂcie cellulare, coinvolto nella migrazione delle cellule della cresta neurale. La
eroctizrsothoB (marcata in verde) ¢ espressa nglle cellgle non appena queste dellam.inano,

, o 5 cresta neurale. Le cellule.che esprimono sia HNK-1 che RhoB sono in giallo.

X Iu e Jessell 1998; fotografia per gentile concessione di T. M. Jessell.)
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1
| EIYEEX] Delaminazione e migrazione della Cellule dellectoderma
cresta neurale attraverso inibizione da contatto. di superficie fuse Ty 5
. i “ . . i i - erima
Qui & mostrato il processo di delaminazione della cresta HLungnice Stmo\ caderina MP/Wnt

neurale nel momento in cui 'ectoderma neurale e quello
di superficie si sono separati e stanno entrambi per
fondersi a livello della linea mediana, rispettivamente
con il tubo neurale e I'epidermide. | segnali BMP e Wnt Espressione
specificano le tre principali regioni del neuroepitelio, differenziale
distinte grazie all’espressione di specifiche proteine di Snail2 lungo

¥ D/V
. s : <t (L ; Cresta neurale X R g asse
d'adesione: ectoderma di superficie (E-caderina), tubo ore migrtina Q :!i\ 6 (dorso»‘sentrale)
a i \ / " > \

neurale (N-caderina) e cresta neurale pre-migratoria
(caderina 6B). Nel dominio pre-migratorio, i livelli di

BMP sono i pil elevati, con Wnt in quantita intermedie;
questa situazione induce I'aumento dei livelli di Snail-2 (e
Zeb-2) in queste cellule. Le proteine Snail-2 reprimono la
N-caderina e la E-caderina in questa regione. La caderina
6B & regolata positivamente solo a livello della meta
apicale delle cellule della cresta neurale pre-migratoria

e attiva RhoA e le fibre contrattili di actomiosina per
avviare la costrizione apicale e I'inizio della delaminazione.
Il segnale non canonico di Wnt (non mostrato) regola
|'attivita polare di RhoA (in rosso) e Rac1 (in giallo) lungo
I'asse migratorio delle cellule della cresta neurale che
stanno migrando. Quando le cellule della cresta neurale
stabiliscono contatti I'una con Ialtra, sono soggette

a inibizione da contatto, durante la quale si fermano,
ruotano e migrano in direzione opposta.

Cresta neurale
migratoria

N-caderina

‘ Ritrazione — Accrescimento guidato
i Fibre di Adesioni focali mediate
actomiosina - da lamellipodi/filipodi

nella regione pii1 dorsale I'espressione di Snail-2 reprime a sua volta 1’espressio-

ne di Sox2 nella regione pre-migratoria della cresta neurale (riassunto da Duband
et al. 2015). Come & stato descritto a proposito del modellamento del tubo neura-
le ventrale (Capitolo 14), questa repressione trascrizionale reciproca consente di
definire i confini tra I'epitelio del tubo neurale (N-caderina), la cresta neurale pre-
migratoria (caderina 6B) e I'ectoderma superficiale (E-caderina); vedi Figura 15.9.

Il segnale Wnt non canonico & cruciale per l'attivazione delle piccole GTPasi Rho
nelle cellule pre-migratorie della cresta neurale. Le GTPasi Rho hanno il compito
di (1) promuovere l'espressione di Foxd3 e dei geni della famiglia Snail, e (2) av-
viare il rimodellamento del citoscheletro necessario alla migrazione, promuoven-

do la polimerizzazione dell’actina in microfilamenti e il loro attacco alle adesio-
ni focali (anche dette placche di adesione, N.d.T.) sulla membrana cellulare (Hall
1998; De Calisto et al. 2005).

Le cellule della cresta non possono abbandonare il tubo neurale finché sono
strettamente connesse I'una all’altra. Per consentire la migrazione, Snail & quin-
di in grado di ridurre direttamente 'espressione della caderina 6B e delle proteine
delle giunzioni strette che ancorano tra loro le cellule epiteliali (vedi Figura 15.9)-
In zebrafish, la caderina 6 permane in modo transitorio solo nell’estremita apica-
le delle cellule in delaminazione, e permette a RhoA di indurre la sintesi delle fibre
contrattili di actomiosina utili alla costrizione apicale, e I'inizio della delaminazio-
ne e della migrazione (Clay e Halloran 2014). Dopo la migrazione, le cellule del-
la cresta neurale ritornano a esprimere caderine quando si aggregano formando i
gangli della radice dorsale e quelli simpatici (Takeichi 1988; Akitaya e Bronner-Fra-
ser 1992; Coles et al. 2007).

e Laforzatrainante dell’inibizione da contatto
4 essere

La spinta della cresta neurale verso I'esterno del tubo neurale dorsale sembr
rmona-Fon-

promossa da altre cellule della cresta neurale (Abercrombie 1970; Ca
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[IYETET] Nell’embrione di zebrafish le cellule della cresta neurale che
migrano mostrano inibizione da contatto del movimento. Fotogrammi in sequenza
di cellule neurali in cui sono stati indotti il gene reporter mCherry nel nucleo (in rosso) e
la proteina fluorescente verde (GFP), localizzata sulla membrana plasmatica (in blu). A
seguito del contatto fra le membrane (in giallo; punta di freccia), le due cellule inviano

le proprie estroflessioni lontano dal punto di contatto. Le frecce indicano la direzione del
movimento cellulare. (Tratta da Scarpa et al. 2015.)

taine et al. 2008). Il fenomeno noto come inibizione da contatto del movimento
avviene quando due cellule migranti stabiliscono un contatto. Le conseguenti mo-
dificazioni dell'attivita depolimerizzante del citoscheletro in ciascuna cellula com-
portano un blocco dell’attivita protrusiva lungo le superfici di contatto fra le cellu-
le stesse, mentre nuove protrusioni si formano lontano dal sito di contatto (Figura
15.10; Carmona-Fontaine et al. 2008; Scarpa et al. 2015). Come si pud immagina-
re, questo comportamento potrebbe causare una dispersione delle cellule, come
accade in altri casi, per esempio nelle cellule di Cajal-Retzius nella corteccia cere-
brale (vedi Capitolo 14; Villar-Cervifio et al. 2013). Tuttavia, appena fuoriuscite dal
tubo neurale dorsale, le cellule della cresta neurale sono in stretto contatto tra lo-
ro e I'inibizione da contatto reprime l'attivita protrusiva su tutti i lati delle cellule, |
a eccezione di quelle allineate sul fronte anteriore del flusso migratorio (Roycroft '
|

[

e Mayor 2016). Il meccanismo alla base di questa inibizione da contatto coinvolge
Wnt e RhoA. Sui lati in cui le cellule della cresta neurale entrano in contatto I'una
con l'altra (ma non con altri tipi cellulari), le proteine della via non canonica Wnt-
PCP assemblano e attivano RhoA (vedi Figura 4.34), che a sua volta disaggrega il
citoscheletro dei lamellipodi responsabili della migrazione (vedi Figura 15.9). In
tal modo, la polarizzazione mediata dall’attivita di Wnt, che induce l'inibizione da
contatto, spinge la migrazione direzionale delle cellule della cresta neurale nella re-
gione del tronco sia come cellule singole che in gruppo, un comportamento spes-
$0 osservato nelle cellule della cresta neurale craniale (Mayor e Theveneau 2014).

* Migrazione collettiva i
Viaggiare in carovana con numerose auto, tutte con una stessa destinazione, & .
un’esperienza diversa dal viaggiare da soli percorrendo una strada libera. L esse- ;
f€ parte di un gruppo richiede cooperazione e la consapevolezza dell’essere insie-

me lungo il percorso. La migrazione di un simile gruppo di cellule nell’embrione

€ denominata migrazione collettiva (Figura 15.11).

Cellule epiteliali o mesenchimali possono migrare insieme, con le cellule del A
Margine frontale che guidano e spingono i movimenti dell'intero gruppo (Scarpa ‘ '
e Mayor 2016). Fra le cellule della cresta neurale, quelle craniali vanno di solito in- ‘
€Ontro a una migrazione collettiva e possono comportarsi allo stesso modo anche ‘
In coltura (Alfandari et al. 2003; Theveneau et al. 2010). Questa capacita in vitro I
Suggerisce come fattori esterni, quali quelli chemiotattici, non siano assolutamen- ’
t? N€cessari per la migrazione collettiva, ma che le proprieta cellulari intrinseche ‘
S}é{no sufficienti per il mantenimento dell'integrita del gruppo e per la direziona- [
ta del suo movimento. Grazie a modelli predittivi della migrazione collettiva, si [

|
|
4
!

Calcola che sjq linibizione da contatto del movimento sia una attrazione recipro-
C‘:i trale cellyle costituiscano elementi necessari per ottenere una efficiente migra-
#one collettiva, e questo corrisponde a quanto osservato sia in vivo che in vitro
(Carmona~Fontaine et al. 2011; Woods et al. 2014). In realtd, in Xenopus, le cel-
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Modello della migrazione collettiva delle cellule della cresta
neurale. Alcune popolazioni delle cellule della cresta neurale sono note per la
loro migrazione collettiva che effettuano formando un vasto gruppo di cellule.
Questa migrazione collettiva richiede una certa quantita di adesioni intercellulari
mediate da bassi livelli di espressione della N-caderina (recettori in blu). Inoltre, le
cellule della cresta neurale che migrano collettivamente andranno a secernere un
segnale attrattivo (Complemento 3a, C3a) per assicurare il movimento dell’'una
in direzione dell‘altra. Il profilo migratorio del gruppo mostra una unica direzione
collettiva dovuta al mantenimento dell'inibizione da contatto tra le cellule del
fronte migratorio. L'inibizione da contatto & rappresentata dall'attivazione
differenziale delle GTPasi Rho (dal rosso al giallo).

(Dati tratti da Scarpa e Mayor, 2016.)

I UNO SGUARDO ALLO SVILUPPO 15.1 &
Questo video in time-lapse ci mostra i
cambiamenti nella migrazione collettiva
delle cellule della cresta neurale in sequito a
manipolazione della N-caderina.

Epitelio

Mesenchima

Inibizione da contatto
del movimento

Attrazione reciproca f\,u
da Ca3 l

= Modesti livelli di adesione
mediata dalla N-caderina

Direzione del movimento

lule della cresta neurale craniale non solo mostrano un meccanismo di inibizione
da contatto del movimento dovuta all’attivazione di RhoA mediata da Wnt/PCP
(vedi sopra), ma anche la secrezione del Complemento 3a (C3a), che attira quelle
cellule della cresta neurale che esprimono il recettore per il C3a. Le stesse cellule
della cresta neurale craniale esprimono anche bassi livelli di N-caderina (vedi Fi-
gura 15.11). L'incremento sperimentale dell’espressione della N-caderina causa
altresi la comparsa di una popolazione formata da cellule della cresta neurale pitt
saldamente adese tra loro e che non sono in grado di invadere gli spazi limitrofi
con la stessa velocita di migrazione; cio indica come livelli ottimali di N-caderi-
na possano essere necessari per la normale migrazione collettiva di queste cellu-
le e per la loro invasione dei tessuti (Theveneau et al. 2010; Kuriyama et al. 2014).

DOMANDE DELLO SVILUPPO

*  Numerosi progenitori embrionali, quali le cellule di confine negli ovari di
Drosophila e le cellule primordiali della linea laterale in zebrafish si muovono
per migrazione collettiva; ma qualche tipo cellulare nell’adulto effettua mai una
analoga migrazione collettiva che comporta I'“invasione” dei tessuti? Se questo
accade, le cellule vanno incontro alla stessa transizione epitelio-mesenchimale
delle cellule della cresta neurale?

Dopo la specificazione e la delaminazione iniziale, le cellule della cresta neu-

rale migrano lungo differenti rotte verso la loro specifica destinazione, dove pot
andranno incontro al differenziamento. Come fanno queste cellule a sapere dove
andare? I substrati attraversati lungo il percorso sono diversi se si intraprendon®
vie differenti? Quali sono i segnali ambientali che provvedono a guidare le celll{'

le della cresta neurale verso i loro tessuti bersaglio da colonizzare? Qui di segut”
ule della crestd

to, analizzeremo i meccanismi che guidano la migrazione delle cell
neurale lungo il tronco, il capo e la regione cardiaca dell’embrione.
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Epidermide

Tubo neurale Caudale

Rotta dorso-laterale
Le cellule scivolano

tra lepidermide e il derma
Aorta

Rostrale

Rotta ventrale
Le cellule attraversano
ventralmente lo sclerotomo anteriore

[[LY¥TEEP] Rappresentazione schematica della migrazione delle cellule della
cresta neurale del tronco nell’embrione di pollo. Le cellule che intraprendono

il percorso 1 (la rotta ventrale) viaggiano in direzione ventrale attraverso la porzione
anteriore dello sclerotomo (quella parte del somite che da origine alla cartilagine
vertebrale). Le cellule inizialmente localizzate sopra la porzione posteriore di uno
sclerotomo migrano lungo il tubo neurale, finché non raggiungono la porzione anteriore
del somite. Queste cellule formano i gangli simpatici e parasimpatici, oltre che le cellule
della parte midollare della ghiandola surrenale (midollare del surrene) e i gangli delle
radici dorsali. Altre cellule della cresta neurale del tronco intraprendono un po’ pill tardi
il percorso 2 (la rotta dorso-laterale). Queste cellule seguono un cammino dorso-laterale,
scivolando al di sotto dell’ectoderma, e diventano melanociti produttori di pigmento (le
rotte migratorie sono illustrate in un solo lato dell’‘embrione).

Rotte migratorie delle cellule della cresta neurale
del tronco

Le cellule della cresta neurale del tronco prendono l'una o l'altra di due stra-
de principali. (Figura 15.12). Molte cellule che migrano per prime, seguono una
Totta ventrale allontanandosi dal tubo neurale. Esperimenti di mappatura pre-
suntiva dimostrano che queste cellule diventano neuroni sensoriali (radici dor-
sali dei gangli spinali) e autonomi, cellule della midollare del surrene e cellule di
Schwann e altre cellule gliali (Weston 1963; Le Douarin e Teillet 1974). Negli uc-
celli e nei mammiferi (ma non nei pesci e nelle rane) queste cellule migrano ven-
tralmente attraverso la porzione anteriore, ma non quella posteriore, degli scle-
fotomi*® (Rickmann et al. 1985; Bronner-Fraser 1986; Loring ed Erickson 1987;
Teillet et a1, 1987).

Le cellule che migrano lungo la seconda via, la rotta dorso-laterale, diven-
t/ano melanociti, cellule pigmentate che producono melanina. Esse viaggiano tra
le_Pidermide e il derma, entrando nell’ectoderma attraverso minuti fori della la-
"na baszle (che esse stesse sono in grado di aprire). Qui colonizzano la cute e i
follicol; piliferi (Mayer 1973; Erickson et al. 1992). Tale via ¢ stata scoperta da Ma-
\

5 Si ricord; che 1
OMna vertehrgle.
0N ¢ cog impor

0 sclerotomo & la porzione del somite che da origine alla cartilagine della co-
Durante la migrazione delle cellule della cresta neurale dei pesci, lo sclerotomo
tante; ¢ invece il miotomo a guidare ventralmente la migrazione delle cellule

ella cresty (Morin-Kensicki ed Fisen 1997).
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ry Rawles (1948) con una serie di esperimenti classici, in cui trapianto tubo e cre-
sta neurale di un embrione di pollo di un ceppo pigmentato nel tubo neurale di
uno di ceppo albino (vedi Figura 1.15C).

Trapiantando tubi e creste neurali di quaglia in un embrione di pollo, Teillet e
collaboratori (1987) riuscirono a effettuare una marcatura sia genetica che immu-
nologica delle cellule della cresta neurale. Il marcatore anticorpale riconosceva e
marcava le cellule della cresta neurale di entrambe le specie; il marcatore geneti-
co permetteva ai ricercatori di distinguere le cellule di quaglia da quelle di pollo
(vedi Figura 1.15A,B). Questi studi dimostrarono che le cellule della cresta neu-
rale, inizialmente localizzate in corrispondenza della parte posteriore di un so-
mite, migravano lungo il tubo neurale in direzione anteriore o posteriore, ed en-
travano poi nella regione anteriore del proprio somite o di un somite adiacente.
Queste cellule si uniscono alle cellule della cresta neurale che si trovavano inizial-
mente in corrispondenza della parte anteriore del somite, e formano poi le stes-
se strutture. Cosi, ogni ganglio spinale & composto da tre popolazioni di cellule
della cresta neurale: una derivante dalla cresta neurale posta in corrispondenza
della parte anteriore del somite, e altre due derivanti da ciascuna delle regioni di
cresta neurale poste in prossimita delle porzioni posteriori del somite corrispon-
dente e di quello adiacente.

e Larottaventrale

La scelta tra il percorso dorso-laterale e quello ventrale del tronco viene compiu-
ta a livello del tubo neurale dorsale, poco dopo la specificazione delle cellule del-
la cresta neurale (Harris ed Erickson 2007). Alle prime cellule che migrano viene
impedito di intraprendere la via dorso-laterale dal proteoglicano condroitin-sol-
fato, dalle efrine, dalle proteine Slit, e probabilmente anche da diverse altre mo-
lecole. In quanto impossibilitate a seguire 'altro possibile percorso, queste cellu-
le migrano ventralmente, dando origine ai neuroni e alle cellule gliali del sistema
nervoso periferico.

La scelta successiva delle cellule migranti in direzione ventrale riguarda il pas-
saggio tra un somite e l'altro (per formare i gangli simpatici dell’aorta) o attraverso
i somiti (Schwarz et al. 2009). In un embrione di topo, le prime poche cellule della
cresta neurale che si formano si avventurano tra i somiti; questa via & pero subito
bloccata dalla semaforina-3F, una proteina che respinge proprio le cellule della
cresta neurale. La maggior parte delle cellule della cresta neurale che viaggiano
in direzione ventrale non pud quindi far altro che migrare attraverso i somiti. Es-
se percorrono lo spessore dello sclerotomo (quella parte del somite che da origi-
ne alla cartilagine della colonna vertebrale) e vengono guidate verso le loro desti-
nazioni definitive dalle proteine della matrice extracellulare (Newgreen e Gooday
1985; Newgreen et al. 1986).

Le matrici extracellulari dello sclerotomo di ciascun somite si differenziano in
una regione anteriore e una posteriore: solo la matrice extracellulare dello sclero-
tomo anteriore permette, in effetti, la migrazione delle cellule della cresta netra-
le (Figura 15.13A). In modo analogo alle molecole della matrice extracellulare, che
impedivano alle cellule della cresta neurale di migrare in senso dorso-laterale, 1a
matrice extracellulare della porzione posteriore di ogni sclerotomo contiene protei-
ne che escludono attivamente le cellule della cresta neurale (Figura 15.13B). Oltre
alla semaforina-3F, fra queste molecole si trovano le efrine. Lefrina dello sclero-
tomo posteriore viene riconosciuta, sulle cellule della cresta neurale, grazie al Su0
recettore Eph. Allo stesso modo, la semaforina-3F delle cellule dello sclero‘fom'o
posteriore viene riconosciuta dal suo recettore, la neuropilina-2, sulle cellule mi-
granti della cresta neurale. Se si coltivano cellule della cresta neurale in piastre s
cui fondo sono state fatte aderire strisce sulle quali sono state immobilizzate Pro-
teine di membrana, alternativamente con o senza efrine, le cellule abbal‘ldonan?
le regioni contenenti le efrine e si spostano lungo le strisce che ne sono prive (F§
gura 15.13C; Krull et al. 1997; Wang e Anderson 1997; Davy e Soriano 2007)'A1'
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Anteriore: estesa migrazione

Efrina Cellule della cresta neurale

Posteriore: nessuna migrazione
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Restrizione segmentale delle cellule della cresta neurale e dei
motoneuroni a opera delle efrine dello sclerotomo. (A) Sezioni trasversali di
Queste regioni, che mostrano un’estesa migrazione attraverso la porzione anteriore
dello sclerotomo (in alto), ma nessuna migrazione attraverso la sua porzione posteriore
(in basso). In questo caso, gli anticorpi anti-HNK-1 sono visibili in fluorescenza verde.
(B) Correlazione inversa tra le regioni dello sclerotomo in cui vengono espresse le
efrine (colorazione in blu scuro, a sinistra) e la presenza di cellule della cresta neurale
(colorazione in verde per HNK-1, a destra). (C) Quando vengono piastrate su matrici di
fibronectina con strisce alternate di efrina, le cellule della cresta neurale si legano alle
regioni prive di efrina. (D) Schema composito che illustra la migrazione delle cellule
della cresta neurale in corrispondenza del midollo spinale e le protrusioni assonali dei
motoneuroni attraverso la porzione anteriore degli sclerotomi, dove non sono presenti
efrine (per maggiore chiarezza, le cellule della cresta neurale e i motoneuroni sono
fappresentati ciascuno su un solo lato del midollo spinale). (A, tratta da Bronner-Fraser
1986; B, tratta da Krull et al. 1997, C, tratta da O’Leary e Wilkinson 1999.)

lo stesso modo, le cellule della cresta neurale non riescono a migrare su substrati
ontenenti semaforina-3F, e topi mutanti privi di semaforina-3F o di neuropili-
Na-2 presentano gravi anomalie della migrazione delle cellule della cresta, lungo
Wtto il tronco, con le cellule della cresta neurale che migrano attraverso entrambe
le porzion; anteriore e posteriore del somite. Questo profilo di migrazione delle
Cellule della cresta neurale conferisce al sistema nervoso periferico caratteristiche
globali i segmentalita, che si riflettono nella disposizione dei gangli spinali e di
altre Strutture derivate dalla cresta neurale (Figura 15.13D).
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Differenziamento cellulare nella rotta ventrale Le cellule della cresta neurale che
attraversano i somiti, si differenziano per dar luogo a due principali tipi di neuro-
‘ \ ni, a seconda della loro posizione. Le cellule che si differenziano nello sclerotomo
| danno origine ai gangli spinali. Questi ultimi contengono i neuroni sensoriali che
| ricevono le informazioni e le trasmettono al sistema nervoso centrale®. Non ap-
pena iniziano a migrare ventralmente, & molto probabile che le cellule della cre-
sta neurale producano progenie che esprime differenti recettori. Le cellule mi-
granti della cresta neurale che possiedono recettori per le neurotrofine e per Wnt
rispondono a Wnt e alla neurotrofina-3, secrete dal tubo neurale dorsale, per poi
differenziarsi in neuroni e glia dei gangli spinali dorsali (Weston 1963). All'inter-
no dei gangli, le cellule che esprimono maggiori quantita di Notch diventeranno
‘ glia, mentre quelle che hanno piti Delta (il ligando di Notch) diventeranno neu-
] roni (Wakamatsu et al. 2000; Harris ed Erickson 2007).
| Le cellule che sono prive dei recettori per Wnt e per la neurotrofina proseguo-
\‘ no la migrazione. Esse migrano attraverso la porzione anteriore dello scleroto-
mo e proseguono ventralmente fino a che non raggiungono l’aorta dorsale (ma
si fermano prima di entrare nell'intestino) e diventano i gangli simpatici (Vogel e
Weston 1990). Al livello del tronco, queste cellule contribuiranno alla formazio-
ne della porzione simpatica secernente adrenalina (per la risposta adrenergica,
del tipo“fuggi o lotta”) del sistema nervoso autonomo, cosi come alla generazio-
! ne della midollare del surrene (Figura 15.14A). Al livello assiale cardiaco e vagale,
1 queste cellule diventano neuroni secernenti acetilcolina, porzione parasimpatica
| (colinergica, per una risposta del tipo”stai calmo e pensa”), fra cui i neuroni en-
terici dell'intestino (Figura 15.14B). Queste discendenze cellulari potrebbero deri-
{1H vare ciascuna da un precursore multipotente della cresta neurale, e la restrizione
il del loro destino a queste tre sole linee pud avvenire relativamente tardi nel loro
il | sviluppo. Sieber-Blum (1989) ha dimostrato che molte singole cellule della cre-

|

\

| ‘ 6 Questi neuroni sensoriali sono neuroni afferenti, dal momento che portano informazioni dalle

{ | cellule sensoriali al sistema nervoso centrale (per esempio, il midollo spinale e il cervello). T
neuroni efferenti trasmettono invece le informazioni lontano dal sistema nervoso centrale; esem-
pi di questi ultimi sono i motoneuroni, generati nella regione ventrale del tubo neurale (come
discusso nel Capitolo 14).

(A)

| [ETLTEEEY Ingresso delle cellule

\ della cresta neurale nell’intestino . Gemma
' e nella ghiandola surrenale. polmonare
(A) Migrazione delle cellule della cresta : \
| neurale (marcate in rosso per il fattore - Stomaco
di trascrizione Sox8) verso le cellule
della parte corticale della ghiandola
surrenale (marcate in verde per SF1).
La ghiandola surrenale & evidenziata
da un ovale; il confine dell'aorta
dorsale & invece indicato da una linea
tratteggiata. (B) Le cellule della cresta
neurale formano i gangli enterici Diverticolo
(intestino) necessari per la peristalsi. cecale : i
L’immagir)we al microspcopiopconfocale \\ ‘ Tmtm,.d]geremt
. . ; i ’ posteriore
(ingrandimento 200x) di un intestino /
embrionale di topo di 11,5 giorni
mostra la migrazione delle cellule della
cresta neurale (marcate per Phox2b)
attraverso il tratto digerente anteriore
e nel diverticolo cecale dell‘intestino.
(A, tratta da Reiprich et al. 2008; B,
tratta da Corpening et al. 2008.)
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sta neurale hanno la capacita di formare cloni contenenti numerosi tipi cellulari.
Inoltre, si ritiene che le proteine BMP secrete dall’aorta convertano le cellule della
cresta neurale nelle discendenze del sistema simpatico e della midollare del sur-
rene, mentre i glucocorticoidi prodotti dalla corteccia surrenale bloccano la for-
mazione dei neuroni, guidando le cellule della cresta neurale a loro vicine affin-
ché diventino cellule della ghiandola surrenale (Unsicker et al. 1978; Doupe et al.
1985; Anderson e Axel 1986; Vogel e Weston 1990). Le cellule destinate a diven-
tare cellule secernenti adrenalina della ghiandola surrenale mantengono la loro
ricettivita alle BMP e migrano verso le cellule corticali della ghiandola surrenale
secernenti BMP4. Le cellule rimanenti diventano gangli simpatici che circonda-
no l'aorta (Saito et al. 2012).

Quando poi si effettuano, fra embrioni di pollo, trapianti reciproci della cresta
neurale vagale e toracica, la cresta che era originariamente toracica forma i neuro-
ni colinergici dei gangli parasimpatici, e la cresta originariamente vagale produce i ‘
neuroni adrenergici dei gangli simpatici (Le Douarin et al. 1975). Kahn e collabo- 1‘
ratori (1980) hanno scoperto che le cellule pre-migratorie della cresta neurale sia

della regione toracica che di quella vagale contengono enzimi per la sintesi tanto
di acetilcolina quanto di noradrenalina. Vi & quindi una valida prova che, sebbe-
ne alcune cellule della cresta neurale siano impegnate a seguire un determinato :
destino subito dopo la loro formazione, il differenziamento delle cellule della cre- ‘
sta neurale che migrano in direzione ventrale dipende dal percorso che seguono

e dalla sede finale che raggiungono.

In cerca dell’intestino La scelta successiva seleziona quali cellule della cresta neu-
rale siano in grado di colonizzare I'intestino e quali, invece, no. Questa distinzione
coinvolge sia le componenti della matrice extracellulare che fattori paracrini solu-
bili. Le cellule della cresta neurale provenienti dalle regioni vagali e sacrali forma-
no i gangli enterici del tubo intestinale e controllano la peristalsi. Le cellule della
cresta neurale vagale, una volta passate attraverso i somiti, entrano nel tratto di-
gerente anteriore e si diffondono nella maggior parte del tubo digerente, mentre
le cellule della cresta neurale sacrale colonizzano il tratto intermedio dell'intesti-
no (vedi Figura 15.14B). Varie proteine inibitrici della matrice extracellulare (com-
prese le proteine Slit) bloccano questa migrazione piti ventrale nella maggior par- ‘
te dell’embrione, ma sono assenti nell’area della cresta vagale e sacrale, permet- \

|

tendo cosi a queste cellule della cresta neurale di raggiungere il tessuto intestina-
le. Una volta giunte nelle vicinanze dell’intestino in via di sviluppo, le cellule del-
la cresta sono attratte verso il tubo digerente dal fattore neurotrofico derivato
dalla glia (glial-derived neurotrophic factor, GDNF), un fattore paracrino prodot- |
to dal mesenchima intestinale (Young et al. 2001; Natarajan et al. 2002). Il GDNF ‘
secreto dal mesenchima intestinale si lega al suo recettore Ret, sulle cellule della
cresta neurale. Le cellule della cresta neurale vagale hanno maggiori quantita di
Ret sulle loro membrane rispetto alle cellule sacrali, e questo le rende piti invasi-
Ve (Delalande et al. 2008).

GDNF attiva la divisione cellulare, dirige la migrazione cellulare verso il meso-
derma del tratto digerente e induce il differenziamento neuronale (Mwizerwa et | j
al.2011). Se GDNF o Ret sono assenti nei topi o nell'uomo, il cucciolo o il bambi- |
No saranno affetti dal morbo di Hirschsprung, una sindrome in cui l'intestino non :
Puo liberarsi correttamente dei rifiuti solidi. Nell'uomo, questo & dovuto pit fre-
quentemente all'incapacita delle cellule della cresta neurale vagale di completa- ,
rf? la colonizzazione delle parti anteriore e intermedia dell’intestino, rendendo co- '
SHun tratto dell'intestino inferiore incapace di effettuare la peristalsi. Combinan- ‘
do un’analis; sperimentale della migrazione delle cellule della cresta con modelli 4‘
Matematici, Landman e colleghi (2007) hanno creato un modello della migrazione ]
delle cellyyje della cresta vagale, dando cosi una spiegazione ai difetti genetici che I

;Elsano la malattia di Hirschsprung. In questo modello, le cellule della cresta va-

|
e . § o - .
Normalmente non migrano in modo diretto quando si trovano nella porzione ’ b
|
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{ anteriore dell'intestino. Al contrario, esse proliferano fino a quando tutte le nicchie
in quella regione dell'intestino sono sature: solo in seguito, il fronte della migra-
3 zione si sposta in direzione posteriore (Simpson et al. 2007). Nel frattempo, l'inte-
I stino continua ad allungarsi. Il fatto che la colonizzazione sia piti 0 meno comple-
' ta dipende dal numero iniziale delle cellule della cresta vagale che entrano nell'in-
; testino anteriore e dal rapporto fra la motilita cellulare e la crescita dell'intestino.
l Questi risultati non erano poi cosi scontati e dimostrarono le grandi potenzialita
‘ di una sinergia fra approcci sperimentali e matematici nello studio dello sviluppo.
] Le cellule della cresta neurale enterica percorrono una delle rotte migratorie
| pitt lunghe, in quanto rincorrono un bersaglio in movimento: la regione piu cau-
dale, ossia l'estremita distale, dell'intestino in accrescimento. Questa migrazione
& stata metaforicamente associata a un’onda guidata da una” cresta” cellulare (cau-
dale) (Druckenbrod ed Epstein 2007).Via via che ’onda avanza lungo l'intestino
in via di sviluppo, le cellule della cresta neurale devono disperdersi nelle trame
‘ del tessuto per assicurare una completa innervazione funzionale. Il processo con
cui le cellule della cresta neurale enterica si distribuiscono nellintestino prende il
‘ nome di“dispersione direzionale” (Theveneau e Mayor 2012), ma ancora poco si
sa delle cellule che mediano questo processo.
il | Le cellule della cresta neurale enterica non migrano collettivamente, ossia co-
!‘ ‘ me un unico gruppo, bensi in lunghe catene (Corpening et al. 2011; Zhang et al.
| 2012). Inoltre, durante l'incedere dell’onda, le cellule migrano apparentemente
‘ senza direzione, esplorando lo spazio lungo tutti gli assi; complessivamente, tut- |
i tavia, la dispersione avviene per lo piti in direzione caudale (Figura 15.15A; Young

‘ (A) Dispersione nel tempo (B) Guida delle ENCC e loro migrazione lungo
delle ENCC nell'intestino i neuriti in accrescimento |

Caudale

j Cresta neurale enterica Cj ENCC fotoconvertite ﬂ ENCC Neuriti enterici‘

[EISTT¥EET] Movimento di singole cellule della cresta neurale enterica (ENCO)
nell'intestino in via di sviluppo. | topi privi del gene Ednrb-hKikGR sono stati usati
per marcare con una sonda fluorescente (verde) la cresta neurale enterica. KikGR euna
proteina fotoconvertibile che modifica la sua emissione dallo spettro del verde a quello
' del rosso quando & esposta alla luce ultravioletta. (A) Quattro foci separati sono S'Fati

i fotoconvertiti nellintestino in via di sviluppo (in rosso; barre in alto). L'estremita pit ;
caudale dell’'onda di movimento delle ENCC & localizzata all'estremita destra, al tempo

0. Si possono osservare le catene iniziali di ENCC intersperse nellintestino (in verde,

tempo 0). Cellule fotoconvertite migrano attivamente disperdendosi preferenzialmente

in direzione caudale col passare del tempo (2 e 4 ore; lunghezza delle barre in alto).

(B) Le ENCC (in verde) si rinvengono all’estremita di crescita dei neuriti che si stanno
differenziando (in rosso, indicati dalle frecce). Esse possono anche usare i neuriti come
substrato per la migrazione (si noti il movimento degli asterischi nel tempo; i loro divers!

colori indicano cellule differenti). (Dati adattati da Young et al. 2014.)
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et al. 2014). Le cellule della cresta neurale enterica si differenziano in neuroni lun-
go il loro percorso, con il soma (il corpo cellulare) e le proiezioni assonali ancora
molto mobili durante lo sviluppo dell'intestino. Si noti che cellule della cresta en-
terica si trovano ai lati di un assone in accrescimento ma anche in prossimita del-
la sua estremita apicale (Figura 15.15B). Nel loro complesso, queste scoperte in-
dicano I'esistenza di una relazione reciproca tra cellule migranti della cresta neu-

I UNO SGUARDO ALLO SVILUPPO 15.2 @
I primo dei due video mostra la dispersione
delle cellule della cresta neurale enterica; il
secondo mostra in primo piano la migrazione
di singole cellule della cresta neurale enterica
sfruttano gli assoni come guide per la migrazione, d’altro lato le cellule della cresta lungo gli assoni in accrescimento, durante lo

neurale agiscono come apripista per gli assoni in estensione (Young et al. 2014). sviluppo dell’intestino.

DOMANDE DELLO SVILUPPO

Le cellule della cresta neurale enterica si posizionano al momento esatto e
nel posto giusto per influenzare la traiettoria della migrazione dei neuroni enterici.
Come accade cio? Puo essere che queste cellule della cresta neurale esprimono
recettori di membrana o secernono proteine diffusibili che influenzano la crescita
dei neuroni, cosicché questi estendono i propri assoni nella direzione delle cellule
della cresta neurale stessa? E se le cellule della cresta neurale enterica indicano 1
la rotta agli assoni, che cosa le guida verso la terminazione caudale dell‘intestino ‘
mentre, al tempo stesso, determinano una disposizione di neuroni uniformemente '
dispersi?

rale enterica e i neuroni enterici pionieri: da un lato le cellule della cresta neurale

¢ Larottadi migrazione dorso-laterale
Nei vertebrati tutte le cellule pigmentate, a eccezione di quelle che compongo-
no il pavimento pigmentato della retina, derivano dalla cresta neurale. Si ritiene ‘

che le cellule che intraprendono la rotta dorso-laterale siano gia state specificate
come melanoblasti, ossia progenitori delle cellule del pigmento, e vengano dun- ,
que guidate lungo il percorso da fattori chemiotattici e glicoproteine della matrice "
cellulare (Figura 15.16). Nell’embrione di pollo (ma non di topo), le prime cellule 1
della cresta neurale che migrano seguono una rotta ventrale, mentre le cellule che !
migrano successivamente si immettono nella rotta dorso-laterale (vedi Harris ed
Erickson 2007). Queste cellule che migrano tardivamente rimangono al di sopra
del tubo neurale in quella che viene spesso chiamata “area di sosta”, e si specifi-
cano come melanoblasti (Weston e Butler 1966; Tosney 2004). Lo switch (ossia il
cambio di destino) tra precursori gliali/neurali e precursori melanoblastici & con-
trollato dal fattore di trascrizione FoxD3. Se FoxD3 & presente, esso reprime 'e-

spressione di MITF?, un fattore di trascrizione necessario per la specificazione dei
melanoblasti e la produzione del pigmento (vedi Figura 15.6). Se I'espressione del
gene FoxD3 ¢ invece repressa, MITF puo esprimersi e le cellule diventano mela-
noblasti. MITF & coinvolto in ben tre cascate di trasduzione del segnale. La prima
tascata attiva i geni responsabili della produzione del pigmento, la seconda per-
Mette a queste cellule della cresta neurale di viaggiare lungo la rotta dorso-late-

A)

—

7 Lacronimo MITF sta per fattore di trascrizione associato alla microftalmia (microphthalmia-
associated transcription factor), cosi denominato perché una mutazione di questo gene, descritta
nel topo, causa lo sviluppo di occhi di dimensione ridotta (microftalmia). Gli effetti di MITF sono
molti e diversi e verranno descritti in questo capitolo.

Bvot: La migrazione delle cellule della crestg negra!e lungo (B)
E a erso-IateraIe, attravers'o la cute.l (A) lbridazione in situ su un .
One integro (whole-mount) di topo al giorno 11, ottenuta colorando i
:t]ae(ljaigit;asﬁ de.rivati Qalla cresta neurale (in violal). (B) Embr'ione di pollo allo
; melanob'|VISt-O in sezione trasversale, attraverso ll. tronco. Si possong vedere
Bl crc. asti (frecce) che si muovono attraverso il derma, dalla regione
) tratta gy Sa ne_urale versp la periferia. (A, tratta da Baxterl e Pavgn 20Q3; B,

antiago ed Erickson 2002, per gentile concessione di C. Erickson.)
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(A)

Una migrazione variabile dei melanoblasti puo essere causata
da differenti mutazioni. (A, B) In diversi animali, la morte casuale dei melanoblasti
causa una pigmentazione maculata. | melanoblasti migranti inducono la formazione
dei capillari sanguigni nell’orecchio interno e, senza questi vasi, la coclea degenera e
I"animale non pud udire. Questo succede spesso nei cani dalmata (A), eterozigoti per
Mitf, e nei cavalli pezzati americani (B) che si pensa siano eterozigoti per il recettore
B dell’endotelina. (C) Bambino affetto da piebaldismo. Il pigmento non si forma in
alcune regioni del corpo, il che e dovuto a una mutazione nel gene KIT. La proteina
Kit & essenziale per la proliferazione e la migrazione delle cellule della cresta neurale,
dei precursori delle cellule germinali e dei precursori degli eritrociti. (D) Anche i

topi possono presentare una mutazione del gene Kit e costituiscono un modello
fondamentale per lo studio del piebaldismo e della migrazione dei melanoblasti.

(A, © Robert Pickett/Getty Images; B, © M. J. Barrett/Alamy; C, D per gentile
concessione di R. A. Fleischman.)

rale fino alla cute, e la terza impedisce I'apoptosi delle cellule migranti (Kos et al.
2001;. McGill et al. 2002; Thomas ed Erickson 2009). Nei pazienti eterozigoti per il
gene MITF, solo poche cellule del pigmento raggiungono la destinazione, deter-
minando la comparsa di una fascia cutanea ipopigmentata (bianca) che interessa
anche peli e capelli. In alcuni animali, fra cui alcune specie di cani e cavalli, I'ete-
rozigosi per il gene Mitf induce la morte casuale dei melanoblasti (Figura 15.17).

Una volta specificati, i melanoblasti nell'area di sosta attivano il recettore dell’e-
frina (Eph B2) e il recettore dell’endotelina (EDNRB2). Questo consente 1oro di
migrare lungo matrici extracellulari contenenti efrina ed endotelina-3 (vedi Figu-
ra 15.16B; Harris et al. 2008). La linea di discendenza dei melanociti migra, infatti,
esattamente su quelle stesse molecole che avevano respinto la discendenza glia-
le/neuronale delle cellule della cresta neurale. Lefrina, espressa lungo il percorso
di migrazione dorso-laterale, stimola la migrazione dei precursori dei melanociti.
Essa attiva il suo recettore, Eph B2, sulla membrana delle cellule della cresta neu-
rale, e questo segnale Eph & fondamentale per promuovere la migrazione. Lin-
terruzione del segnale Eph nelle cellule della cresta neurale che migrano tardiva=
mente impedisce loro una migrazione dorso-laterale (Santiago ed Erickson 2002
Harris et al. 2008). Di recente si & scoperto che alcuni ceppi di pollo, che mostrano
un piumaggio bianco, altro non sono che il risultato di mutazioni spontanee del
gene Ednrb2 (Kinoshita et al. 2014).

Nei mammiferi (ma non negli uccelli), il recettore Kit & fondamentale nell'in=
durre la migrazione dei precursori dei melanoblasti gia impegnati verso il lor0 de-
stino, lungo il percorso dorso-laterale. Questa proteina si trova sulle cellule della
cresta neurale murina che esprimono anche MITE, ossia i precursori dei melano-
blasti. La proteina Kit si lega al fattore delle cellule staminali (st cell fﬂ‘{t"r'
SCF), che & secreto dalle cellule del derma. Quando & legato a SCF, Kit impedls.ce {
I'apoptosi e stimola la divisione cellulare dei precursori dei melanoblasti. Se toP€
esseri umani non producono una quantita sufficiente di Kit, le cellule della crestd
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neurale non proliferano in modo da coprire l'intera pelle (vedi Figura 15.17C,D).

Inoltre SCF ¢ un fattore importante per la migrazione dorso-laterale. Se viene se-

creto sperimentalmente da tessuti (come I'epitelio delle guance o quello dei cu-

scinetti delle zampe) che di solito non lo sintetizzano (e quindi, che di solito non

possiedono melanociti), le cellule della cresta neurale entreranno in queste regio-

ni e diverranno melanociti (Kunisada et al. 1998; Wilson et al. 2004).

Pertanto, il differenziamento della cresta neurale del tronco & realizzato (1) da

fattori autonomi (come i geni Hox che distinguono le cellule della cresta neurale

del tronco da quelle della cresta cefalica, o MITF che impegna le cellule verso una

discendenza melanocitica), (2) da condizioni ambientali specifiche (come la cor-

teccia surrenale che induce le cellule della cresta neurale adiacenti a dare origine

alle cellule della midollare del surrene), o (3) da una combinazione dei due (co- B PARLANO GLI SCIENZIATI 15.2 @

me quando le cellule che migrano attraverso lo sclerotomo rispondono ai segnali  |aDr.ssa Melissa Harris e la Dr.ssa Carol
| Wnt, a seconda del loro tipo di recettori). Il destino di una singola cellula della cre-  Erickson ci parlano delle proteine EphB2/

sta neurale ¢ quindi determinato sia dalla sua posizione di partenza (lungo I'asse  EDNRB2 e della rotta di migrazione dorso-

antero-posteriore del tubo neurale) che dal suo percorso migratorio. laterale.

La cresta neurale cefalica (craniale)

Il capo, che comprende la faccia e il cranio, & la parte del corpo dei vertebrati piti (
sofisticata dal punto di vista anatomico. Nel corso dell’evoluzione, rappresenta la
nuova caratteristica che separa i vertebrati dagli altri deuterostomi, come echino-
dermi, tunicati, anfiosso (Northcutt e Gans 1983; Wilkie e Morriss-Kay 2001). 11

| capo e in larga misura il prodotto delle cellule della cresta neurale cefalica (anche
detta craniale), e I'evoluzione delle strutture della bocca, dei denti e delle cartila-
gini della faccia/volto o del muso avviene attraverso modificazioni nel posiziona-
mento di queste cellule (vedi Capitolo 20).

Come la cresta neurale del tronco, la cresta neurale cefalica pud formare cel-
lule pigmentate, cellule della glia e neuroni periferici; ma in aggiunta, questa puo
anche generare tessuto osseo, cartilagineo e connettivo. La cresta neurale cefali-
ca € una popolazione mista di cellule a diversi stadi di impegno verso determinati
destini, di cui circa il 10% comprende cellule progenitrici multipotenti, che posso-
no differenziarsi per diventare neuroni, glia, melanociti, cellule muscolari, cartila-
gine e ossa (Calloni et al. 2009). Nel topo e nell'uomo, le cellule della cresta neu- 1
rale cefalica migrano dalle pliche neurali anche prima che queste si fondano fra
loro (Nichols 1981; Betters et al. 2010). Successivamente, la migrazione di queste ij
cellule & guidata da una segmentazione basale del romboencefalo. Come men-
zionato nel Capitolo 13, il romboencefalo & infatti segmentato lungo l’asse ante- |
To-posteriore in compartimenti chiamati rombomeri. Le cellule della cresta neu-
fale cefalica migrano ventralmente a partire dalle regioni anteriori al rombomero
8 verso gli archi faringei e il processo frontonasale (Figura 15.18). La destinazione
finale di queste cellule determinera il loro destino (Tabella 15.2).

Le cellule della cresta neurale cefalica seguono una delle seguenti tre vie prin-
cipali.

|

L. Le cellule della cresta neurale provenienti dal mesencefalo e dai rombomeri !

‘ 1e2 del romboencefalo migrano nel primo arco faringeo ('arco mandibola-

f re), formando le ossa della masticazione, come anche l'incudine e il martello

dell’'orecchio medio. Queste cellule si differenzieranno anche in neuroni del 1
r

| ganglio del trigemino, il nervo cranico che innerva i denti e la bocca, e contri-
buiranno 41 ganglio ciliare che innerva il muscolo ciliare dell’occhio. Esse so-
N0 anche trainate dall'epidermide che si estende dando origine al processo

il‘ Ontonasale, che forma la fronte, la parte media del naso e il palato primario.

1

e Celllule della cresta neurale cefalica danno quindi origine allo scheletro del-
afaccia (vedi Figura 15.18B,C; Le Douarin e Kalcheim 1999; Wada et al. 2011). }
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naso), e del palato primario. Il processo nasale laterale genera

ST TEERE] Migrazione delle cellule della cresta neurale
le ali del naso. | processi maxillomandibolari danno luogo alla

cefalica (craniale) nel capo dei mammiferi. (A) Migrazione

delle cellule della cresta neurale marcate con GFP, in un

embrione di topo allo stadio di 9,5 giorni dalla fecondazione,
‘ che mette in evidenza la colonizzazione degli archi faringei e

del processo frontonasale. (B) Percorsi migratori dalla cresta

mandibola, a gran parte della mascella superiore € ai lati delle
regioni media e inferiore del viso. (D) Strutture facciali formate
nell’'uomo dalle cellule mesenchimali della cresta neurale. Le
strutture cartilaginee degli archi faringei sono indicate con colori

diversi: le regioni colorate in rosa intenso indicano 1o scheletro
della faccia, formato a partire dalle regioni anteriori della
cresta neurale cefalica. (A, gentile concessione di P. Trainor e A.
Barlow: B, tratta da Le Douarin 2004; C, tratta da Helms et al.
2005; D, tratta da Carlson 1999.)

|

|

4

|

J

‘ neurale cefalica verso gli archi faringei (p1-p4) e poi nel

‘ processo frontonasale. (C) Una migrazione continua della cresta

neurale cefalica genera il volto nella specie umana. Il processo

' ‘ frontonasale contribuisce alla formazione della fronte, del

naso, del prolabio del labbro superiore (la zona tra il labbro e il

!l 2. Le cellule della cresta neurale provenienti dal rombomero 4 popolano il secon-

H ‘ do arco faringeo, formando la cartilagine ioidea del collo e la staffa dell’orec-
chio medio (vedi Figura 15.18B,D). Queste cellule formeranno anche i neuro-

“ ni del nervo facciale. La cartilagine ioidea alla fine del suo sviluppo va incon-

i tro a ossificazione, per formare I'osso del collo su cui si inseriscono i muscoli

' della laringe e della lingua.

| Le cellule della cresta neurale provenienti dai rombomeri 6-8 migrano nel terzo

‘ i e quarto arco faringeo e nella terza e quarta tasca faringea, contribuendo alla car-
tilagine ioidea e formando il timo, le paratiroidi e la tiroide (vedi Figura 15.18B;

Serbedzija et al. 1992; Creuzet et al. 2005). Esse raggiungono anche la regioné d‘?l

cuore in via di sviluppo, dove contribuiscono a costruire i vasi di deflusso (cioe

| V'aorta e V'arteria polmonare). Se da queste regioni si asporta la cresta neurale, le

i suddette strutture non si formano (Bockman e Kirby 1984). Alcune di queste Ce%’

\ lule migrano caudalmente nella clavicola, dove si insediano nei punti che serVi
ranno per l'inserzione di determinati muscoli del collo McGonne

1l et al. 2001)-
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TABELLA 15.2 ¢ Alcuni derivati degli archi faringei nell'uomo ‘
Arco Elementi scheletrici (cresta Archi, arterie Muscoli Nervi cranici |
faringeo neurale pitt mesoderma) (mesoderma) (mesoderma) (tubo neurale) ‘
: ; Ramo mascellare Muscoli masticatori; ‘
Incudine e martello; mandibola, . ; Ramo mascellare e
= Al della carotide pavimento della bocca; :
1 mascella e regioni dell’osso ; : I dell’ : ramo mandibolare del !
temporale (dalla cresta neurale) (all'orecchio, al naso, museoli dell'orecchio e nervo trigemino (V) |
alla mandibola) del palato molle ;
Staffa dell’orecchio medio; Arterie della regione Muscoli mimici ;
processo stiloideo dell’osso dell’orecchio: arteria della faccia; muscoli \
2 temporale; parte dell’osso ioide  cortico-timpanica masticatori e muscoli Nervo facciale (VII)
del collo (tutti dalla cartilagine (adulto); arteria della parte superiore
derivata dalla cresta neurale) stapedia (embrione) del collo
Parte inferiore e grandi corna Arteria carotide : A :
i e : Stilofaringeo (elevatore  Nervo glossofaringeo
2 dell’osso ioide (dalla cresta comune; radice della ;
il della faringe) (X)
neurale) carotide interna
Cartilagini della laringe (dal A e s S b ' Ramo laringeo
7 succlavia destra; Costrittori della faringe -
4 mesoderma della lamina superiore del nervo

63

laterale)

Cartilagini della laringe (dal
mesoderma della piastra
laterale)

primordi delle arterie
polmonari

Dotto arterioso;
radici delle arterie

e corde vocali

Muscoli intrinseci della

polmonari definitive laringe

vago (X)

Ramo laringeo
ricorrente del nervo

vago (X)

Fonte: basata su Larsen 1993.
* Nell'uomo, il quinto arco faringeo degenera.

Ilmodello “insegui e mettiin fuga”

A causa della molteplicita dei tipi cellulari generati dalla cresta neurale cefali-
ca nella regione anteriore dell’embrione, si & posta molta attenzione sul chia-
rimento dei meccanismi molecolari che governano la migrazione della cresta
proprio in questa regione. Si ricordi che flussi (o correnti) delle cellule della cre-
sta neurale cefalica migrano collettivamente, grazie a meccanismi di inibizio-
ne da contatto del movimento, attrazione reciproca e modesti livelli di adesio- |
ne (vedi Figura 15.11). Ma come fa ogni singolo flusso migratorio cellulare a te- :
nersi separato dagli altri e a far parte di un movimento collettivo nella direzio- |
ne corretta? [ tre flussi delle cellule della cresta neurale cefalica impediscono la |J
dispersione attraverso interazioni reciproche fra di loro e con 'ambiente che le
circonda. Studi sui profili di migrazione, eseguiti sui flussi che si dipartono dai ‘
rombomeri 3 e 5 nel romboencefalo di pollo, rivelano che questi non migrano ;
lateralmente, ma piuttosto confluiscono nelle correnti anteriori di numero pari
esituate posteriormente ai rombomeri dispari. La migrazione di singole cellule 1
della cresta neurale cefalica marcate, in queste regioni, puo essere monitorata |
nell'uovo con una fotocamera in grado di metterle a fuoco attraverso una mem- [:
b.rana di Teflon trasparente; tali esperimenti dimostrano che le cellule in migra- l‘K
4lone sono “tenute in fila” non solo da costrizioni prodotte dalle cellule vicine,
Ma anche da cellule guida che trasferiscono materiale alle cellule che le seguo-
N0. Sembra plausibile che le cellule della cresta neurale cefalica estendano lun- l‘
ghi ed esili ponti, in grado di connettere temporaneamente le cellule fra loro e
nfluenzare Ia migrazione delle cellule che seguono spingendole a “seguire un
leader”® (Kylegy e Fraser 2000; McKinney et al. 2011).

Recentemente, I"analisi nelle rane e nei pesci dei flussi migratori della cresta
B
8Abbiamo

(a_k\me delle
di pollo, nej

gia visto prima simili fenomeni, come per esempio nelle cellule delle pliche neurali ‘ |
qpah probabilmente diventano cellule della cresta neurale), nell'abbozzo dell’arto | [ !
Primi blastomeri di zebrafish e nelle estensioni dei micromeri del riccio di mare. | }
i




I UNO SGUARDO ALLO SVILUPP0 15.3 @
Guarda le cellule della cresta neurale cefalica
mentre inseguono un placode nell’'embrione
di rana. Nel secondo video, le cellule della
cresta neurale cefalica inseguono le cellule
placodali perfino se isolate in condizioni

di coltura.

B WEB TOPIC 15.2 @%
Lossificazione intramembranosa

¢ il ruolo della cresta neurale nel
costituire le ossa craniche

Per meglio comprendere | meccanismi di
ossificazione messi in atto dalle cellule
di ectoderma e mesoderma necessari per
costruire un cranio.
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neurale cefalica ha rivelato come correnti distinte di cellule siano tenute separa-
te dalle proprieta chemiorepellenti dell’efrina e della semaforina (Figura 15.19A;
vedi anche”Uno sguardo allo sviluppo”15.3). In effetti, 'inibizione dei recetto-
ri Eph fa si che le cellule appartenenti a flussi diversi si mescolino fra loro (Smith
et al. 1997; Helbling et al. 1998; riassunto in Scarpa e Mayor 2016). Inoltre, sem-
bra che il flusso diretto ventralmente sia guidato da cellule placodali (Theveneau
et al. 2013). Se un espianto della cresta neurale cefalica viene posizionato accan-
to all’espianto di un placode, le cellule della cresta neurale sono in grado di”inse-
guire”l’espianto placodale, un comportamento che puo essere bloccato mediante
I'inibizione dell’espressione di CXCR4. Questi e altri risultati hanno indotto The-
veneau e i suoi colleghi (2013) a proporre un modello d’azione definito“insegui
e metti in fuga”, al fine di spiegare come questa relazione abbia come risultato la
migrazione collettiva.

Si & scoperto che le cellule placodali secernono il fattore chemioattraente de-
rivato dallo stroma (stromal-derived factor-1, SDF1), generando un suo gradiente
di concentrazione, con concentrazioni pit elevate a livello dei placodi. Le cellu-
le della cresta neurale cefalica esprimono il recettore per questo ligando, CXCR4,
che permette loro di percepire I'attrazione del gradiente di SDF1 e quindi di dire-
zionare la propria migrazione verso il placode da cui origina il gradiente (“inse-
guimento”). Una volta che le cellule della cresta neurale raggiungono il placode,
l'inibizione da contatto del movimento tra le cellule della cresta neurale e quel-
le del placode, spinge quest'ultime ad allontanarsi dal sito di contatto (“messa in
fuga”). La forza chemioattraente di SDF1 fara comunque riprendere la fase di in-
seguimento in direzione ventrale, verso il placode che”fugge” (Figura 15.19B; The-
veneau et al. 2013; Scarpa e Mayor 2016).

Chemiorepellenti: semaforine/efrine

Chemioattraente: SDF1

3 Migrazione
7 del placode

Il modello “insegui e metti in fuga” per la
migrazione cellulare chemiotattica. (A) La microfotografia

& una visione laterale di correnti di cellule della cresta neurale

\ craniale nella testa di Xenopus, visualizzate tramite ibridazione in
situ di FoxD3 e DIx2 per entrambe le popolazioni pre-migratoria e
_ — migratoria della cresta neurale craniale (in viola scuro). Il disegno
raffigura la migrazione collettiva delle cellule della cresta neurale
craniale che si attua mediante i meccanismi autonomi descritti nella
Figura 15.11.In questo caso, il fronte di migrazione della cresta
neurale craniale & attratto da un placode in posizione ventrale
(cellule in blu) attraverso il segnale SDF1-CXCR4 (”inseguimento")-
La cresta neurale craniale raggiunge il placode, causando
un‘inibizione da contatto che spinge via il placode (“messa in
fuga”). Fattori chemiorepellenti impediscono alle cellule della cresta
di fuoriuscire lateralmente dal gruppo. (B) Gli eventi molecolari
interni e i comportamenti cellulari che ne risultano spingono in
avanti i movimenti migratori del placode (in azzurro) e della cresta
neurale craniale (in rosso/giallo). (Tratta da Theveneau etal. 2013
Scarpa e Mayor 2016; fotografia tratta da Kuriyama et al. 2014)
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Lo scheletro del cranio derivato
dalla cresta neurale

Il cranio dei vertebrati & composto da un neurocranio (volta e base cranica) e
uno splancnocranio (ossa della masticazione e altri derivati degli archi faringei).
Le ossa del cranio sono ossa intramembranose, poiché originano dalla deposi-
zione di spicole calcificate direttamente nel tessuto connettivo, senza passare per
un precursore cartilagineo. Le ossa del cranio derivano sia dalla cresta neurale
che dal mesoderma cefalico (Le Liévre 1978; Noden 1978; Evans e Noden 2006),
ma, mentre I'origine dalla cresta neurale dello splancnocranio & stata ben docu-
mentata, il contributo delle cellule della cresta neurale cefalica alla volta cranica
¢ piu controverso. Nel 2002, Jiang e collaboratori produssero topi transgenici che
esprimevano la B-galattosidasi soltanto nelle cellule della cresta neurale cefali-
ca’. Quando veniva espressa la B-galattosidasi negli embrioni di topo, le cellule
che formavano la parte anteriore del cranio, le ossa nasale e frontale, la porzione
squamosa dell’osso temporale e le ali dell’osso sfenoide, si coloravano in blu se
poste a contatto con il substrato dell’enzima (X-gal, N.d.T.); 'osso parietale, in-
vece, non si colorava (Figura 15.20A,B). Il confine tra le ossa craniali derivate dal-
la cresta neurale e quelle derivate dal mesoderma é situato fra le ossa frontale e
parietale (Figura 15.20C; Yoshida et al. 2008). Anche se caratteristiche specifiche
possono variare tra i gruppi di vertebrati, in generale, la parte anteriore del cranio
deriva dalla cresta neurale, mentre la parte posteriore deriva da una combinazio-
ne di ossa derivanti dalla cresta neurale e dal mesoderma. Le cellule della cresta
neurale che danno origine ai muscoli facciali si mescolano con cellule del meso-
derma cefalico cosicché, probabilmente, anche i muscoli facciali hanno una du-
plice origine (Grenier et al. 2009).

Poiché la cresta neurale forma il nostro scheletro facciale, e quindi disegna i
lineamenti del nostro volto, ne consegue che anche piccole variazioni nella fre-
quenza e nella direzione delle divisioni cellulari della cresta neurale cefalica deter-
mineranno il nostro aspetto. Inoltre, dato che saremo comunque pitt somiglianti
ai nostri genitori biologici rispetto a quanto lo sono i nostri amici (almeno, cosi si
spera) queste piccole variazioni devono essere ereditarie. La regolazione delle no-
stre caratteristiche facciali & probabilmente coordinata, in gran parte, da numero-
si fattori di crescita paracrini. Le vie di trasduzione del segnale BMP (specialmen-
te quella mediata da BMP3) e Wnt provocano la protrusione delle prominenze
frontonasali e mascellari, dando forma al volto (Brugmann et al. 2006; Schoene-
beck et al. 2012). Proteine FGF secrete dall’endoderma faringeo sono responsa-
bili dell'attrazione delle cellule della cresta neurale cefalica negli archi, cosi come
del modellamento degli elementi scheletrici all'interno degli archi stessi. Fgf8 &
sia un fattore di sopravvivenza per le cellule della cresta cefalica che una proteina
fondamentale per la proliferazione delle cellule che formano lo scheletro facciale
(Trocovic et al. 2003, 2005; Creuzet et al. 2004, 2005). Gli FGF lavorano di concer-
to con le BMP, talvolta per attivarle e talvolta per reprimerle (Lee et al. 2001; Hol-
leville et al. 2003; Das e Crump 2012).

* Coordinamento della crescita delle strutture facciali e del cervello
Euna generalizzazione della genetica clinica asserire che “la forma del volto ri-
flette i1 cervello”. Cid non sempre ¢ vero, ma i medici sono consapevoli che i

—

(gl)QEEStlllelSperimgnti furono condotti impiggando la tgcnica} Cre—.lox. [ topi erano eterozigoti per
o atti\a/ f e] COfﬂlflcagte lg B-galattosidasi, in grado di esprimersi sgltanto quando n.ella cellula
- ri ala ricombinasi Cre, e per (2) un a'llele per la ricombinasi ‘Cre posto sotto il Con.trollo
PTOduceVOtore del gene Whtl. In tal modo, il gene della B-galattosidasi veniva attivato (il che

@ una colorazione blu in presenza del subbstrato dell'enzima, X-gal) soltanto nelle cel-
Wnt1, una proteina attivata nelle cellule della cresta neurale cefalica e in alcune

ule esprimen
Cellule cerebralj

DOMANDE DELLO SVILUPPO

® Abbiamo trattato la
progressiva maturazione delle
cellule della cresta neurale
del tronco nel corso della loro
migrazione. Le cellule della
cresta neurale craniale sono piu
saldamente aderenti I'una all’altra
e vanno incontro a una migrazione
collettiva, indicando che il loro
differenziamento progressivo
potrebbe essere regolato da un
differente tipo di meccanismo. Le
cellule localizzate piu centralmente
all'interno del gruppo sono
stimolate in modo diverso rispetto
a quelle periferiche? Oppure ¢
la disposizione spazio-temporale
delle cellule lungo la rotta
migratoria a essere cerrelata con la
loro specificazione?
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GISLIEERT] Cellule della cresta

neurale craniale in un embrione

di topo, marcate per I'espressione
della B-galattosidasi. (A) Nel

ceppo Wnt1-Cre, la B-galattosidasi

¢ presente ovunque sia espresso
Whnt1 (un marcatore della cresta
neurale). Questa visione dorsale di

un embrione di topo allo stadio 17,5
mostra la marcatura nell’osso frontale
| (f) e nell’osso interparietale (*), ma

I non nell’osso parietale (p). (B) Nel

5 ceppo Mesp-Cre, la B-galattosidasi &
espressa nelle cellule che derivano dal
mesoderma. In questo caso si osserva
1 un’espressione complementare a |
J quella visibile in (A) e 'osso parietale

(A) Wnt-1-Cre: ossa derivate (B) Mesp-Cre: ossa derivate
dalla cresta neurale dal mesoderma

_si colora in blu. (C) Schema riassuntivo ©
dei risultati della mappatura
ottenuta con i marcatori molecolari Interparietale/

Sox9 e Wnt1 (Als, alisfenoide; Bs,
basisfenoide; Ex, esoccipitale; Max,
mascella; N¢, capsula nasale; Os,
orbitosfenoide; So, sopraoccipitale;
Sq, squamoso). (A, B, tratte da Yoshida
2008, per gentile concessione di G.
Morriss-Kay; C, tratta da diverse fonti,

. {Giugale (zigomatico)

Palatino

tra cui Noden e Schneider 2006 e Lee : q
| e Saint-Jeannet 2011.) Ol Staffa H gﬁiﬁsﬁ?a
| 1o Incudine Martello /| Cartilagine | __
‘ temporale /\Timpano di Meckel | |Cresta i
, \\_// neurale

| bambini con anomalie facciali possono purtroppo presentare anche malforma-
zioni del cervello. Il coordinamento tra la forma del volto e la crescita del cer-
vello & stato messo in evidenza da studi di Le Douarin e colleghi (2007). In pri-
mo luogo, i ricercatori hanno scoperto che la regione della cresta neurale cefa-
lica che forma lo scheletro facciale & essenziale anche per la crescita del cervello
anteriore (Figura 15.21). Quando quella regione della cresta neurale veniva Tig
mossa dall’embrione di pollo, non solo non si formava il muso dell’uccello, ma
non si sviluppava neppure il telencefalo. Successivamente, i ricercatori Scopriro- i
no che lo sviluppo del prosencefalo poteva essere ripristinato aggiungendo mi- ‘
croperle contenenti Fgf8 al rilievo neurale anteriore (le pliche neurali del neu- ‘
roporo anteriore). Questo effetto di recupero era inatteso: le cellule della cresta
neurale cefalica non producono o secernono Fgf8, generalmente lo fa il rilievo |
neurale anteriore. Sembrava che la rimozione delle cellule della cresta neurale
cefalica impedisse al rilievo neurale anteriore di produrre 'Fgf8 necessario per
la proliferazione del prosencefalo.

Osservando gli effetti di transgeni attivati, introdotti nella regione del rilie-
vo neurale anteriore, Le Douarin e colleghi ipotizzarono che la proteina BMP4,
prodotta dall’ectoderma superficiale, fosse in grado di bloccare Fgf8. Le cellule
della cresta neurale cefalica secernono Noggin e Gremlin, due proteine extra-

B WEB TOPIC 15.3 A
R cellulari che legano e inattivano BMP4. Cid consente la sintesi di Fgf8 nel rilievo

Perché gli uccelli non hanno i denti :

La formazione della faccia o muso e delle neurale anteriore e lo sviluppo delle strutture del prosencefalo. Quindi, le cel- ]
strutture masticatorie & coordinata da una lule della cresta neurale cefalica non solo forniscono le cellule che costruiSCOT‘O‘

serie di migrazioni delle cellule della cresta lo scheletro facciale e i tessuti connettivi, ma regolano anche la produzioné

neurale cefalica e dalla loro interazione con i Fgf8 nel rilievo neurale anteriore, consentendo in tal modo lo sviluppo del me-

tessuti che le circondano. sencefalo e del prosencefalo.
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(A) Controllo Rimozione della cresta neurale Rimozione + Fgf8
schelotogena della faccia

Microperle QO
di Fgfs /! LN

'
\

Controllo Assenza della parte anteriore  Cervello anteriore normale
del cervello

[FIY¥ERT La cresta neurale cefalica, che forma lo scheletro facciale, &
essenziale anche per la crescita della regione anteriore del cervello. (A) La
rimozione delle cellule della cresta neurale craniale che formano lo scheletro facciale in
un embrione di pollo allo stadio di 6 somiti arresta la formazione del telencefalo oltre

a inibire la formazione dello scheletro facciale. Tuttavia, lo sviluppo del telencefalo puod
essere ripristinato apponendo, sulla cresta neurale anteriore, microperle secernenti Fgf8.
(B) Embrione colorato con HNK-1 (che marca in verde le cellule della cresta neurale).
Fgf8 e colorato in rosa in questa microfotografia. (Tratta da Creuzet et al. 20086, 2009;
fotografie per gentile concessione di N. Le Douarin.)

La cresta neurale cardiaca

II cuore si forma inizialmente nella regione del collo, immediatamente al di sot-
to degli archi faringei: non dovrebbe quindi destare sorpresa il fatto che acquisi-
sca cellule dalla cresta neurale. L'ectoderma e I'endoderma faringeo secernono
entrambi Fgf8, che agisce come fattore chemiotattico per attrarre le cellule della
cresta neurale in questarea. Infatti, se delle microperle che diffondono quantita
elevate di Fgf8 sono disposte dorsalmente rispetto alla faringe del pollo, le cellule
della cresta neurale cardiaca migreranno proprio verso quella direzione alterna-
tiva (Sato et al. 2011). La regione caudale della cresta neurale cefalica & talora in-
dicata come cresta neurale cardiaca, poiché le sue cellule (e soltanto queste parti-
colari cellule della cresta neurale) danno origine all'endotelio delle arterie dell’ar-
€0 aortico e al setto che divide 'aorta dall’arteria polmonare (Figura 15.22; Kirby
1989; Waldo et al. 1998).

Le cellule della cresta neurale cardiaca penetrano anche negli archi faringei
S4e6 per dar luogo ad altre parti del collo, come la tiroide, le paratiroidi e il ti- 1
Mo. Queste cellule sono spesso indicate come la cresta circumfaringea (Kuratani ‘
e Kirby 1991, 1992). Nel timo, le cellule derivate dalla cresta neurale sono parti-
Colarmente importanti per una delle funzioni piti cruciali dell'immunita adattati-
V2 Tegolare 'uscita delle cellule T mature dal timo nel circolo sanguigno (Zacha-
liah e Cyster 2010). E anche probabile che il corpo carotideo, che controlla i livelli
dell’ossigeno nel sangue e regola di conseguenza la respirazione, derivi dalla cre-
Sta neurale cardiaca (vedi Pardal et al. 2007).

Nei topi, le cellule della cresta neurale cardiaca sono peculiari, in quanto espri-
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mono il fattore di trascrizione Pax3. Le mutazioni di Pax3 danno luogo a un nu-
mero insufficiente di cellule della cresta neurale cardiaca, che a sua volta porta alla
persistenza del tronco arterioso (ossia all'incapacita di separare I'aorta dall’arteria
polmonare), cosi come a difetti del timo, della tiroide e delle paratiroidi (Conway et
al. 1997, 2000). Il percorso di queste cellule, dal tubo neurale dorsale fino al cuore,
sembra presumere un coordinamento tra i segnali attrattivi forniti dalla semafori-
na-3C e i segnali repulsivi forniti dalla semaforina-6 (Toyofuku et al. 2008). Difetti
cardiaci congeniti nell'uomo e nei topi sono spesso associati a difetti delle para-
tiroidi, della tiroide o del timo. Non sarebbe quindi sorprendente scoprire come
problemi di questo tipo siano in gran parte riconducibili a difetti nella migrazione
delle cellule della cresta neurale (Hutson e Kirby 2007).

aorta si forma a partire dalle cellule della cresta neurale cardiaca. (A) Nell'uomo,
le cellule della cresta neurale cardiaca migrano negli archi faringei 3, 4 e 6 durante la
quinta settimana dello sviluppo, e penetrano nel tronco arterioso dando origine al setto.
(B) In un topo transgenico, in cui la proteina fluorescente verde & prodotta solo in quelle
cellule che esprimono il marcatore della cresta neurale cardiaca Pax3, sono visibili le
regioni cardiache di deflusso. (C) Cellule della cresta neurale cardiaca di quaglia sono
state trapiantate nella regione analoga di un embrione di pollo e si & lasciato procedere
|

\

[FIETISTEER] 1l setto che suddivide il tronco arterioso in arteria polmonare e

lo sviluppo. Le cellule della cresta neurale cardiaca di quaglia possono essere riconosciute
‘ mediante un anticorpo specifico per la quaglia, che conferisce loro una colorazione
\ scura. Nel cuore, si pud osservare come queste cellule suddividano il tronco arterioso

‘ (a sinistra) in arteria polmonare e aorta (a destra). (A, tratta da Hutson a Kirby 2007; B,
‘ tratta da Stoller ed Epstein 2005; C, tratta da Waldo et al. 1998, fotografie per gentile
concessione di K. Waldo e M. L. Kirby.)

i (A) Cresta neurale (B)
cardiaca
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1 neurale ‘T o
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cresta neurale Arteria
nel setto polmonare
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aortico

Setto Aorta /
aortico-polmonare X @

Arteria
polmonare /

\ \ Tronco arterioso Cellule della cresta neurale Aorta
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destra e sinistra .
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L’ontogenesi dei percorsi assonali
nel-sistema nervoso

All'inizio del Ventesimo secolo, esistevano numerose teorie riguardo la formazio-
ne degli assoni. Theodor Schwann (si, proprio colui che ha scoperto le cellule di
Schwann) riteneva che gli assoni fossero formati da numerose cellule neurali at-
taccate 'una all’altra a formare una catena. Viktor Hensen, colui che ha scoper-
to I'omonimo nodo embrionale negli uccelli, pensava che gli assoni si formassero
intorno a filamenti citoplasmatici preesistenti tra le cellule. Wilhelm His (1886) e
Santiago Ramén y Cajal (1890) postularono che I'assone non fosse altro che una
propaggine del soma del neurone. Nel 1907, Ross Granville Harrison dimostrd la
validita di quest’ultima teoria, mediante un elegante esperimento che pose le basi
per la nascita della neurobiologia dello sviluppo e per la messa a punto delle tec-
niche di coltura tissutale. Harrison isold un frammento di tubo neurale da un giri-
no dirana di 3 mm (a questo stadio, subito dopo la chiusura del tubo neurale, non
¢ ancora visibile alcun differenziamento degli assoni). Egli dispose questo tessu- j
to contenente neuroblasti in una goccia di linfa di rana su un vetrino coprioggetto

e rovescio il vetrino su un secondo vetrino concavo al fine di osservare cosa stava

avvenendo all'interno di questa “goccia pendente”. Quello che Harrison vide era

I'emersione di assoni nella forma di propaggini citosoliche, che si allungavano al-

la velocita di circa 56 mm all’ora. A differenza della maggior parte delle cellule, i

neuroni non rimangono confinati nello spazio limitrofo; al contrario, possono ge-

nerare assoni in grado di estendersi a distanza per metri. Ciascuno degli 86 miliar- [
di di neuroni presenti nel cervello umano ha il potenziale di interagire in maniera ‘
specifica con migliaia di altri neuroni (Figura 15.23; Azevedo et al. 2009). Unneu- ™ WEB TOP'C 15.4 @ o ‘ J
rone di grandi dimensioni (come una cellula del Purkinje o un motoneurone) puo L’evoluz'mne tellaineurobiolngia |
ricevere informazioni da oltre 10° altri neuroni (Gershon et al. 1985). Comprende- g::llga;‘:::a‘ﬁgn y Cajal, Viktor Hamburger
re come si genera questa complessita mirabilmente ordinata rappresenta una del- ¢ Rita Levi-Montalcini h;nno contribuite
le pitt grandi sfide della scienza moderna. Come si genera questa complessa cir- 5 natter orine nello studio della hiologia
cuiteria? Approfondiremo questo dilemma chiarendo come i neuroni estendono i dello sviluppo, identificando alcune delle
loro assoni, come gli assoni sono guidati vero le cellule bersaglio, come si formano pitt importanti questioni che ancora oggi ci
le sinapsi e che cosa determina se un neurone possa vivere o morire. poniamo.

Il cono di crescita: guida e motore dell’esplorazione
assonale alla ricerca di un percorso (axon pathfinding)

All'inizio di questo capitolo abbiamo usato la metafora in cui la migrazione cel- |
lulare puo essere immaginata come I'incedere delle automobili nel traffico (ve- il
diFigura 15.7). Una metafora analoga puo essere usata immaginando il processo

[IIT¥TEE] Connessioni assonali di un neurone |

ippocampale di ratto in coltura. Il neurone & stato {i
marcato in rosso con anticorpi fluorescenti anti-tubulina. | I
confini del neurone sono decorati dalla proteina sinaptica iy |
sinapsina (colorata in verde), presente nelle terminazioni |

assoniche che con esso prendono contatto. (Fotografia per ‘

gentile concessione di R. Fitzsimmons e PerkinElmer Life \' ‘
Sciences.) f : : 1
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esplorativo di un assone alla ricerca del suo percorso (axon pathfinding) come il
movimento di un treno. Un neurone deve stabilire una connessione assonale con
una cellula bersaglio, che pud trovarsi anche a grande distanza. Come il motore
di un treno, 'apparato locomotore di un assone, il suo cono di crescita, € situa-
to nella regione frontale del neurone, e cosi come i vagoni sono aggiunti uno per
volta dietro il locomotore di un convoglio, 'assone si accresce grazie alla polime-
rizzazione dei suoi microtubuli (Figura 15.24A). Il cono di crescita assonale e sta-
i to definito come una “cellula della cresta neurale al guinzaglio” perché, come le
cellule della cresta neurale, esso migra ricevendo segnali dall'ambiente che per-
corre. In effetti, il cono pud rispondere agli stessi tipi di segnali che controllano
la direzione della migrazione cellulare; esso non si muove in avanti in linea retta,
piuttosto “sente” il percorso seguendo il suo substrato. Il cono di crescita si muo-
‘ ve mediante I'elongazione e la contrazione dei suoi filopodi appuntiti, denomi-
nati microlance (microspikes; Figura 15.24B) Queste microlance contengono mi-
crofilamenti, orientati parallelamente all’asse pitt lungo dell’assone, proprio come
avviene nei filopodi tipici delle cellule del mesenchima secondario negli echino-
dermi (vedi Capitolo 10). All'interno dell’assone stesso, la struttura di supporto
& fornita dai microtubuli: se il neurone & posto in una soluzione di colchicina, un
inibitore della polimerizzazione dei microtubuli, le microlance saranno eliminate
e gli assoni si ritrarranno (Yamada et al. 1971; Forscher e Smith 1988).

Come nella maggior parte delle cellule che migrano, le microlance esploratrici
del cono di crescita aderiscono al substrato ed esercitano una forza in grado di spin-
gere in avanti il resto della cellula. Gli assoni non potranno accrescersi se il cono di
crescita non riesce ad avanzare (Lamoureux et al. 1989). Oltre al ruolo strutturale
nella migrazione assonale, le microlance possiedono anche una funzione sensoria-
le. Aprendosi a ventaglio nella regione anteriore al cono di crescita, ogni microlan-
cia saggia il microambiente e invia segnali indietro verso il corpo cellulare (Daven-
i port et al. 1993). La navigazione degli assoni verso gli appropriati bersagli dipende
| 11H da molecole guida rilasciate nell’ambiente extracellulare, ed & il cono di crescita che
si curva o meno, in risposta ai segnali guida, permettendo cosi all’assone di anda-
re a stabilire le appropriate connessioni sinaptiche. Una reattivita differenziale di
Y questo tipo & dovuta a disparita nell’espressione dei recettori esposti sulla mem-
brana cellulare del cono di crescita. I coni di crescita hanno la capacita di percepi-
re i segnali ambientali e tradurli in movimenti cellulari (Figura 15.24). E possibile
sfruttare segnali direzionali per favorire una migrazione specifica grazie alla rior-
ganizzazione del citoscheletro, a cambiamenti nella crescita della membrana cel-
lulare e coordinando I'adesione e il movimento della cellula (Vitriol e Zheng 2012).

Tl cono di crescita presenta due compartimenti principali. Il suo dominio cen-
trale contiene microtubuli che estendono l'arborizzazione dell’assone e suppor-
« tano i mitocondri e altri organelli (vedi Figura 15.24C), mentre il suo dominio pe-
riferico contiene due tipi di membrane di protrusione associate all’actina: 1)ila-
| mellipodi, vasti foglietti membranosi contenenti una rete ramificata di actina, che
agiscono da network migratorio del cono di crescita; 2) i filopodi, prolungamerlti
' della membrana, estesi grazie a lunghi fasci di actina che fungono da sistema s€n=
1 soriale. Una zona di transizione tra la regione centrale e quella periferica potreb-
be coordinare la crescita dei filamenti di actina e tubulina (Rodriguez et al. 2003;
Lowery e VanVactor 2009). Dal cuore della zona centrale del fascio di microtubu-
' li si dipartono solitari microtubuli “pionieri”attraverso l'arco actinico che delimi‘.
ta la zona di transizione, e si estendono nella periferia del cono di crescita. Questt
‘ microtubuli pionieri si associano dinamicamente ai microfilamenti di actina & in-'
! sieme, microtubuli e microfilamenti si accrescono e si contraggono per eseguirel
caratteristici movimenti digitiformi dei filopodi (Mitchison e Kirschner 1988; S.a-
bry et al. 1991; Tanaka e Kirschner 1991, 1995; Schaefer et al. 2002). Le protrusios
ni membranose, costituite da microtubuli e microfilamenti di actina € associate d
| fenomeni selettivi di adesione e rigenerazione della membrana, costituiscono la L
forza trainante che guida il movimento e la direzionalita degli assoni.
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(A) (B) Microlance

Cono di crescita

25 um

e —

Coni di crescita assonali. (A) Il cono di crescita assonale della

farfalla Manduca sexta durante I'estensione e I'esplorazione alla ricerca del percorso
(pathfinding). L'actina dei filopodi & marcata in verde con falloidina fluorescente e |
microtubuli sono marcati in rosso con un anticorpo diretto contro la tubulina.

(B) Microlance (microspikes) di actina nel cono di crescita assonale, osservate al
microscopio elettronico. (C) La periferia del cono di crescita contiene lamellipodi e
filopodi. I lamellipodi sono I"apparato pit mobile e si rinvengono nelle regioni che si
protendono verso uno stimolo. | filopodi sono invece organuli sensoriali. Entrambe le
strutture contengono microfilamenti di actina. £ presente anche una regione centrale
costituita da microtubuli, alcuni dei quali all'interno dei filopodi si estendono verso
I'esterno. | microtubuli che entrano nell'area periferica si possono allungare o accorciare,
grazie all'attivazione di proteine, a seguito di uno stimolo attrattivo o repulsivo. Durante
I'attrazione, proteine regolative si legano alle terminazioni positive [plus (+) end] dei
microtubuli, stabilizzandoli e allungandoli. Sul lato opposto allo stimolo attrattivo, i
microtubuli sono rimossi dalla periferia. (A, fotografia per gentile concessione di R. B.
Levi e R. Luedemanan; B, tratta da Letourneau 1979; C, tratta da Lowery e Van Vactor
2009; Bearce et al. 2015; Cammarata et al. 2016.)

* “Punte positive” (plus-tip) e interazioni actina-microtubuli

La regolazione dei filamenti di actina e dei microtubuli, nel dominio periferico,
svolge un ruolo importante nel movimento del cono di crescita. Recentemente,
€ stato identificato un complesso di proteine che interagiscono con la punta di-
stale (di accrescimento) o estremita positiva (plus-end) dei microtubuli e che so-
1O state percio ribattezzate “proteine traccianti I'estremita positiva dei microtu-
buli” o semplicemente proteine della “punta positiva” (microtubule plus-end tra-
cking proteins or “plus-tip” proteins; +TIP). Alcuni esempi di proteine +TIP sono
le CLASP (cytoplasmic linker associated protein) e le APC (adenomatous polyposis
coli) che, basandosi sui loro livelli di fosforilazione, possono sia stabilizzare e fa-
vorire I'estensione dei microtubuli che causare la loro dissociazione e quindi ini-
bire 'estensione assonale. Le proteine della “punta positiva” si legano diretta-
mente alle proteine della regione terminale, tra cui EB1/3 (end-binding protein 1/3),
quest’ultime saldamente ancorate all’estremita distale del microtubulo, indipen-
dentemente dalle sue dinamiche di accrescimento (Figura 15.25A e vedi anche Fi-
8Ura 15.24C; Lowery et al. 2010; riassunto da Lowery e Van Vactor 2009; Bearce
®tal. 2015; Cammarata et al. 2016).

- Quando si considera Iincredibile viaggio che attende il cono di crescita di un
8lovane neurone, si presenta ovviamente un problema di“domanda e offerta”.
La Presumibile richiesta di un pronto rifornimento di proteine al cono di cresci-
ti.i« quali monomeri di tubulina e actina, e fondamentale per una maggior esten-
lslt)srgsniéﬂ'ass.one durénte il suo processo esplorati'vo. Infatti, via via che procede

1one, il cono di crescita si ritrova sempre pitt lontano dal soma e dal luo-
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La Dr.ssa Laura Anne Lowery e il Dr. David
Van Vactor parlano dellidentificazione di
CLASP e del suo ruolo nella guida assonale in
Drosophila.

EB1 Actina
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APC - /
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” y 5 ooa@ PP Estremita
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LRI o dei microtubuli

o ©. 2 Tubb2B

Eterodimeri

B2B-tubulin

La proteina APC. APC posiziona I'mRNA della tubulina all’estremita
positiva (+) dei microtubuli, per consentire una traduzione locale in grado di sostenere
I'espansione del cono di crescita. (A) Lo schema mostra la localizzazione e la traduzione
del trascritto per la B2B-tubulina (Tubb2b), al fine di un immediato allungamento del
microtubulo all’estremita positiva. (B) Il cono di crescita di un neurone (linea tratteggiata)
esprimente 'mRNA Tubb2b (in verde), osservato in un esperimento di ibridazione
fluorescente in situ. (C) Immunolocalizzazione di APC e Tubb2b nel dominio periferico di
un neurone dissociato dal ganglio della radice dorsale in un ratto. APC & localizzato insieme
a Tubb2b all'estremita dei microtubuli, come si pud meglio osservare nell’ingrandimento in
basso. (A, tratta da Coles e Bradke 2014; B, C, tratte da Preitner et al. 2014.)

go di sintesi delle proteine; cio comporta che la risposta a una maggior richiesta
di proteine diventi sempre pilt insostenibile. Tuttavia, scoperte recenti (Preitner €t
al. 2014) indicano come trascritti di RNA possano localizzarsi anche all'intern®
del cono di crescita per essere poi tradotti in loco, e che I'APC possa legare € trat-
tenere i trascritti in posizione, all’estremita distale dei microtubuli, come accade
per esempio per la tubulina B2b (Tubb2b). LAPC inoltre & localizzata assieme &
fattori che facilitano la traduzione di Tubb2b per un rapido allungamento dei mis
crotubuli (Figura 15.25B,C).
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* Inostrifilamenti di actina cor(Rho)no git, lungo la corrente del segnale
La regolazione della polimerizzazione dell’actina guida i movimenti del cono di
crescita ed € quindi il bersaglio di numerosi meccanismi di guida molecolare. Le
GTPasi Rho regolano la’crescita dei microfilamenti di actina. Queste GTPasi pos-
Sono essere attivate o inibite da recettori per efrine, netrine, proteine Slit o sema-
forine (Figura 15.26A). Analogamente, anche la regolazione della polimerizzazione
della tubulina & importante per formare i microtubuli, poiché essa & indotta a poli-
merizzare sul lato del cono di crescita che riceve gli stimoli attrattivi, mentre & ini-
bita (in realta, depolarizzata e poi riciclata) sul lato opposto (Vitriol e Zheng 2012).
Siipotizza che I'adesione fornisca una “costrizione” utile al movimento dire-
zionale. Si pud immaginare I'actina come ancorata alla membrana plasmatica. Ora,
si pensi che le dinamiche di assemblaggio e disassemblaggio dell’actina ne causa-
no il flusso retrogrado: si pensi cioé a un’actina che si allontana dal fronte del co-
no di crescita e si sposta verso il corpo cellulare (come su un”tapis roulant”; Figura
5.26B). Tuttavia, se la membrana cellulare & ancorata a una molecola di adesione
esterna (attraverso le sue integrine o caderine), la membrana verra cosi spinta in
avanti (Bard et al. 2008; Chan e Odde 2008). Se non si ha questa adesione d’anco-
raggio, non c’e alcun movimento; al contrario, se 'adesione & troppo stabile, il cono
di crescita non si muove piti. Le adesioni devono essere quindi stabilite e poi rimos-
se, affinché il cono di crescita possa progredire. Questi complessi di adesione tran-
sitoria sono definiti adesioni focali e legano internamente I'actina ed esternamen-
te 'ambiente extracellulare. Le adesioni focali sono formate da piti di 100 diverse
componenti proteiche (Geiger e Yamada 2011); una di queste proteine, la chinasi
dell’adesione focale (focal adhesion kinase, FAK), sembra essere cruciale per l'assem-

[ETT¥EPT Le GTPasi Rho interpretano e ritrasmettono i segnali esterni di
guida al citoscheletro dell"actina. | quattro principali ligandi (efrine, netrine, Sit

e semaforine) che forniscono informazioni al cono di crescita legano i recettori che
stabilizzano o destabilizzano i microfilamenti di actina. La famiglia Rho di GTPasi (RhoA,
RacT e Cdc42) agisce come mediatore tra recettori ed effettori che promuovono i
cambiamenti del citoscheletro. (B) Il disegno mostra il “tapis roulant” actinico mediante
il quale i monomeri di actina si muovono dall’estremita positiva a quella negativa,
alimentati dal processo di polimerizzazione e depolimerizzazione. (A, tratta da Lowery e
Van Vactor 2009; B, tratta da Cammarata et al. 2016.)

~  DOMANDE DELLO SVILUPPO

® La molecola APC, che
mantiene gli mRNA nella
terminazione in accrescimento
(positiva) dei microtubuli, consente
un costante rifornimento di
carburante, pompato nel serbatoio
del motore del cono di crescita.
Cosa sappiamo di CLASP e
delle altre (piu di 7) famiglie di
+TIP? Anche loro sono capaci
di sequestrare i trascritti? Solo
da poco abbiamo compreso che
una sintesi proteica localizzata
in specifiche regioni all'interno
di una cellula pud rappresentare
un meccanismo alla base dei
cambiamenti durante lo sviluppo.
Quali altri eventi della biologia
dello sviluppo possomo basarsi
su limitate e localizzate riserve di
mRNA e sull'apparato di sintesi
proteica?
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blaggio, la stabilizzazione e la degradazione delle adesioni focali (Mitra et al. 2005;
Chacon e Fazzari 2011) e sembra inoltre in grado di riconoscere stimoli di natura
sia attrattiva che repulsiva. Lo studio delle componenti dell’adesione focale ha ap-
pena iniziato a delineare i meccanismi attraverso i quali la trazione € coordinata con
la crescita del citoscheletro e il turnover delle membrane. Come abbiamo accenna-
to all'inizio di questo capitolo, le GTPasi Rho e le adesioni focali possono svolgere
un ruolo fondamentale anche nella migrazione delle cellule della cresta neurale.
Poiché le membrane vanno incontro a turnover, il cono di crescita si sviluppa
attraverso esocitosi delle vescicole e incorporazione delle loro membrane nella
membrana plasmatica. Queste vescicole, chiamate a volte enlargeosomi (strutture
necessarie all’ampliamento della superficie di membrana, N.d.T.), sono prodotte
a livello del corpo cellulare del neurone e poi scivolano lungo i microtubuli, verso
il centro del cono di crescita (Pfenninger et al. 2003; Rachetti et al. 2010). C’e da
dire che per la maggior parte queste vescicole sono coinvolte nella crescita costi-
tutiva dell’assone, non nell’allungamento direzionale del cono di crescita. Tutta-
via, alcune di esse vengono trasportate dalla regione centrale verso la periferia in
risposta a segnali Ca?* provenienti dai recettori di membrana. Le vescicole si inse-
riscono poi all'interno della membrana sul fronte del cono di crescita dove induco-
no il cono di crescita a curvare verso stimoli attrattivi (Tojima et al. 2007). Viceversa
informazioni repulsive sarebbero in grado di promuovere 1'endocitosi (la forma-
zione di vescicole a partire dalla membrana plasmatica) in queste aree di contat-
to, provocando la rimozione dei recettori e una diminuzione del quantitativo di
membrana plasmatica in quell’area (Hines et al. 2010; Tojima et al. 2010). Riassu-
mendo, quindj, il cono di crescita indirizza meccanicamente l'assone verso il suo

bersaglio appropriato mediante un rimodellamento del suo citoscheletro, feno-
meni di adesione cellulare ed eventi di rigenerazione della membrana plasmatica.

La guida assonale

Come fa I’assone di un neurone a “sapere” in che modo attraversare numerose
potenziali cellule bersaglio per stabilire la sua connessione specifica?

Harrison (1910) per primo suggeri che la specificita di crescita degli assoni sia
dovuta a fibre nervose pioniere, assoni che precedono gli altri assoni e servono
loro da guida®. Questa osservazione semplifico, ma non risolse, il problema di co-
me i neuroni possano formare i giusti profili di interconnessione. Tuttavia, Harrison
notd anche che gli assoni devono crescere su un substrato solido, e penso che dif-
ferenze fra le superfici dell’embrione potessero consentire agli assoni di viaggia-
re in determinate specifiche direzioni. Le interconnessioni finali si stabilirebbero,
quindi, mediante interazioni complementari sulla superficie delle cellule bersaglio:

Che debba essere una sorta di reazione di superficie tra ogni tipo di fibra nervosaela
particolare struttura da innervare sembra evidente se si nota che fibre sensoriali e motri-
ci, pur viaggiando insieme nello stesso fascio, formano nondimeno le corrette connessioni
periferiche, le une con l'epidermide e le altre con il muscolo... I fatti suddetti suggerisco-
10 che vi possa essere qui una certa analogia con ['unione dell uovo e dello spermatozo0.

La ricerca sulla specificita delle interconnessioni neuronali si & concentrata st
tre sistemi principali: (1) i neuroni motori, i cui assoni vanno dal midollo spmale

DR

ell’'em-

10 I coni di crescita dei neuroni pionieri migrano verso il loro tessuto bersaglio quando n
brione le distanze sono ancora brevi e il tessuto embrionale interposto € ancora relativamente
semplice a livello strutturale e quindi facile da attraversare. Piti avanti nello sviluppo,
roni si attaccano ai neuroni pionieri ed entrano cosi nel tessuto bersaglio. Klose e Bent
hanno dimostrato che, in alcuni casi, i neuroni pionieri muoiono dopo che gli altri rleLll’O{1
giunti a destinazione. Comunque, se si impedisce il differenziamento dei neuroni pionierl
altri assoni non raggiungono il tessuto bersaglio.

altri neu-
ley (1989)
i sonq

gli
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a un muscolo specifico; (2) i neuroni commissurali, i cui assoni devono attraver-

sare il piano mediano dell’embrione per innervare i loro bersagli dal lato opposto

del sistema nervoso centrale; (3) il sistema visivo, in cui assoni che hanno origine
nella retina vanno nella direzione opposta, verso il cervello. In tutti e tre i casi, la

specificita delle connessioni assonali si realizza in tre fasi (Goodman e Shatz 1993).

1. Selezione del percorso, nella quale gli assoni viaggiano lungo una via che li por-
ta a una particolare regione dell’embrione.

2. Selezione del bersaglio, nella quale gli assoni, raggiunta la regione corretta, ri-
conoscono e si legano a una serie di cellule con le quali possono formare con-
nessioni stabili.

3. Selezione di indirizzo, nella quale i profili iniziali sono perfezionati in modo ta-
le che ciascun assone si leghi a un piccolo sottogruppo (talora a uno soltanto)
dei suoi possibili bersagli.

[ primi due processi sono indipendenti dall’attivita del neurone. Il terzo proces-
so comporta interazioni tra numerosi neuroni attivi e converte le proiezioni che si
sovrappongono in un profilo bene armonizzato di connessioni.

Fin dagli anni Trenta, & noto come gli assoni dei neuroni motori siano in grado
di trovare i loro muscoli bersaglio appropriati, anche qualora I'attivita nervosa de-
gli assoni venga bloccata. Twitty (che era stato allievo di Harrison) e collaboratori
scoprirono che gli embrioni del tritone Taricha torosa secernono una tossina, la te-
trodotossina (TTX), che blocca la trasmissione nervosa in altre specie. Trapiantan-
do frammenti di embrioni di T. forosa in embrioni di altre specie di salamandridi,
si riusciva a paralizzare gli embrioni accettori per giorni, mentre lo sviluppo pro-
cedeva. Si formavano connessioni neuronali normali, ma non poteva attivarsi al-
cuna funzione neurale. All'incirca quando i girini erano pronti a nutrirsi, la tossina
si esauriva e le giovani salamandre iniziavano a nuotare e a nutrirsi normalmente
(Twitty e Johnson 1934; Twitty 1937). Esperimenti piti recenti condotti su mutanti
di zebrafish, con recettori dei neurotrasmettitori non funzionanti, hanno dimostra-
to in modo simile che i neuroni motori possono dar luogo al loro normale profilo
di innervazione seppur in assenza di attivita neuronale (Westerfield et al. 1990).
Ma il problema rimane: in quale modo gli assoni apprendono dove devono andare?

Il programma di navigazione intrinseco dei neuroni ‘
motori (motoneuroni)

Nei vertebrati i neuroni disposti lungo il margine ventro-laterale del tubo neu-
rale diventano neuroni motori (motoneuroni), e uno dei primi passi verso la loro
Maturazione presuppone la specificita del bersaglio cellulare (Dasen et al. 2008).
Lcorpi cellulari dei motoneuroni che si connettono a un dato singolo muscolo so-
no riuniti (formano cioe un pool, N.d.T.) in colonna, longitudinalmente rispet-
to al midollo spinale (Figura 15.27A; Landmesser 1978; Hollyday 1980; Price et al.
2002). Questi pool sono localizzati all'interno delle colonne di Terni (CT) e delle
colonne motrici laterali e mediali (lateral e medial motor columns, LMC e MMC).
Per esempio, i muscoli dellarto inferiore del pollo sono innervati dagli assoni del-
la LMC, con i neuroni laterali che si distribuiscono ai muscoli dorsali, e i neuro-
Ni pitt mediali che innervano i muscoli ventrali dell’arto (Tosney et al. 1995; Pol-
leux et a]. 2007). Tale disposizione dei motoneuroni & costante in tutti i vertebrati.

Ibersagli cellulari di questi motoneuroni vengono specificati prima che i lo-
0 assoni si estendano in periferia, come dimostrarono Lance-Jones e Landmes-
ser (1980), invertendo segmenti del midollo spinale di pollo in modo tale da as-
Segnare ai motoneuroni una nuova collocazione. Gli assoni raggiungevano i loro
>agll originari e non quelli che i si sarebbe atteso in funzione della loro nuova
F9sizione (Figura 15,278-D). Le basi molecolari di questa specificita di bersaglio
el componenti delle famiglie proteiche Hox e Lim, indotte durante lo

bersagh

lsiedono
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Compensazione di piccole dislocazioni delle posizioni assonali
iniziali nell’embrione di pollo. (A) Gli assoni estroflessi dai neuroni motori e sensoriali
si raggruppano insieme (fascicolano), prima di trovare i loro muscoli bersaglio. Qui &
rappresentato un embrione di topo allo stadio di 10,5 giorni, in cui i nervi motori (marcati
in verde con GFP) e i neuroni sensoriali (marcati in rosso con anticorpi) fascicolano

prima di entrare nell’abbozzo dell'arto. (B) Un tratto della spina dorsale, compreso tra i
segmenti T7 e LS3 (dal settimo segmento toracico fino al terzo segmento lombosacrale)
¢ invertito in un embrione allo stadio di 2,5 giorni. (C) lllustrazione del normale profilo di
proiezione assonale nei muscoli della zampa anteriore allo stadio di 6 giorni.

(D) Proiezioni assonali da un segmento capovolto allo stadio di 6 giorni. | neuroni
localizzati ectopicamente trovano infine la loro corretta localizzazione neurale e
innervano i muscoli appropriati. (A, tratta da Huettl et al. 2011, per gentile concessione
di A. Huber-Brosamle; B-D, tratte da Lance-Jones e Landmesser 1980.)

sviluppo neuronale (Tsushida et al. 1994; Sharma et al. 2000; Price e Briscoe 2004;
Bonanomi e Pfaff 2010). Per esempio, tutti i motoneuroni esprimono la proteina
Lim Islet-1 e (poco dopo) Islet-2. Se nessun’altra proteina Lim viene espressa, i
neuroni proiettano le loro terminazioni verso i muscoli ventrali dell’arto (Figura
15.28). Questo perché gli assoni (proprio come le cellule della cresta neurale del
tronco) sintetizzano neuropilina-2, il recettore per la proteina chemiorepellente
semaforina-3F, prodotta nella parte dorsale dell’abbozzo dell’arto. Tuttavia, se vie-
ne sintetizzata anche la proteina Lim1, i motoneuroni proiettano dorsalmente ai
muscoli dorsali dell’arto, poiché Lim1 induce 'espressione di Eph A4, il recettore
per la proteina chemiorepellente efrina A5, prodotta nella parte ventrale dell’ab-
bozzo dell’arto. Linnervazione dell’arto, da parte dei motoneuroni, dipende quin-

di da segnali repulsivi. I motoneuroni che entrano nei muscoli assiali della parete
corporea, tuttavia, sono portati in sede da un’attivita di decisa chemioattrazione:
in effetti, questi assoni compiono una brusca virata per raggiungere la muscola-
tura in via di sviluppo. Questo perché i neuroni motori da cui si dipartono que-
sti assoni esprimono Lhx3, che induce I"espressione di un recettore per i fattori di
crescita dei fibroblasti, quali quelli secreti dal dermamiotomo (la regione somiti-
ca che contiene i precursori del muscolo). Questo processo ¢ il classico esempio
di come un morfogeno possegga anche la capacita di guidare direttamente gli as-
soni, in un modo che di norma & attribuibile alle molecole canoniche della guida
assonale; discuteremo nuovamente questo punto piii avanti nel capitolo. Per ias®
sumere, i motoneuroni cercano i loro bersagli attraverso “programmi” intrinseck
differenti neuroni motori espongono molecole differenti sulla membrana cellu-
lare e cio determina la ricettivita dei coni di crescita assonali ai segnali guida che
incontrano lungo il loro cammino e sui loro bersagli cellulari.
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== Dermamiotomo Organizzazione di un motoneurone e
Tubo neurale =~ \/ specificazione di Lim nel midollo spinale che innerva gli
Suddivisione \\\ @ +\\\\ arti inferiori del pollo. | neuroni, in ognuna delle tre diverse
laterale { \\ \\.+ + \\ colonne, esprimono specifici insiemi di geni della famiglia
Colonna | Isi2, Lim1 \ | ror N Lim (fra cui Is/7 e Isi2) e, all'interno di ciascuna colonna,
motoria e s \\ X 4 \.\ prendono decisioni simili sui percorsi da sequire. | neuroni
laterale rsr?e%ii:{?m\)’, M DORsaLE della colonna motrice mediale sono attratti dai muscoli
Isl1, Isl2 e / 5 o > assiali grazie a proteine FGF, secrete dal dermamiotomo.
/\/ 5 ~ Sema-3F \\ I'neuroni della colonna motrice laterale inviano invece
Colonna {Isll, 2, _: R \ assoni alla muscolatura dell'arto. Laddove queste colonne
motonia < o W Notocorda = e sono suddivise, le suddivisioni mediali proiettano verso
mediale Gk = Effinaﬁ 4 posizioni ventrali, poiché sono respinte dalla semaforina-3F
VENTRALE nella regione dorsale dell’abbozzo dell’arto; le suddivisioni

laterali inviano invece assoni alle regioni dorsali dell’abbozzo ‘
AbI{OZZO dellarto, essendo respinte dall’efrina A5, sintetizzata nella
dellatto meta ventrale. (Tratta da Polleux et al. 2007.)

* Adesione cellulare per una migliore tenuta di strada
Il processo iniziale seguito dal cono di crescita assonale & determinato dall’ambien- .
te che il cono di crescita incontra nel suo cammino. La polarita del neurone, cioe
quale parte della cellula dara luogo all’assone, & ampiamente determinata dalla ri-
sposta del neurone ai segnali di adesione cellulare dell’ambiente circostante. Le in-
tegrine e le N-caderine agiscono come recettori per orientare il neurone in confor-
mita ai segnali provenienti dalle matrici extracellulari e dalle membrane delle cel-
lule che lo circondano (Myers et al. 2011; Randlett et al. 2011; Gértner et al. 2012).
Questi recettori reclutano I'actina che formera microfilamenti nell’area specificata.
I microfilamenti trasportano la dineina, una proteina motrice, che a sua volta re-
cluta i microtubuli, i quali regoleranno l'estensione dell’assone (Ligon et al. 2001).
Una volta che l'assone inizia a formarsi, il suo cono di crescita entrera in con-
tatto con diversi substrati, muovendosi quindi nella loro direzione. Altri tipi di
substrati causano la retrazione del cono di crescita, impedendo l'accrescimento
dell’assone in quella direzione. I coni di crescita preferiscono migrare su superfi-
ci piti adesive del loro intorno, e una scia di molecole adesive (come per esempio
la laminina) pud guidarli verso il bersaglio (Letourneau 1979; Akers et al. 1981;
Gundersen 1987).
Oltre ai generici segnali extracellulari, anche i contatti adesivi fra le cellule so-
no importanti per fornire substrati permissivi che favoriscano l'incedere del co-
no di crescita assonale. Per esempio, il tracciato piti comune che i coni di crescita
sono in grado di seguire ¢ il percorso segnato dagli assoni che li hanno preceduti.
Sebbene i neuroni motori sembrino essere quindi intrinsecamente bloccati nella
posizione dei loro bersagli terminali (vedi Figura 15.27B-D), & noto ormai da tem-
Po che i neuroni sensoriali necessitino dei neuroni motori per stabilire le connes-
sionj appropriate (Hamburger 1929; Landmesser et al. 1983; Honig et al. 1986). Si
titiene che sottotipi di neuroni motori producano specifiche molecole, come per
e€sempio le Eph, capaci di indurre i neuroni sensoriali ad aderire agli assoni dei
feuroni motori e a scorrervi sopra (Huett] et al. 2011; Wang et al. 2011). Il proces-
S0 di adesione di un assone a un altro assone e il suo utilizzo per 'accrescimen-
tosi definisce fascicolazione (vedi Figura 15.27A). E interessante notare che gli
45s0ni dei nervi spinali usano NCAM per fascicolare durante la loro crescita con-
divisa; 12 deviazione in direzione dorsale, cui gli assoni vanno incontro per inner-
Vare la muscolatura epiassiale (del dorso), richiede una modificazione di NCAM
i Vacido polisialico (polysialic acid, PSA). Tale modificazione post-traduzionale f
Scinde transitoriamente le interazioni omofiliche di NCAM, promuovendo la de-
fascicolazione ¢ Vesplorazione di diversi percorsi in risposta a segnali differenti, '
qgali I'FGF prima menzionato (Tang et al. 1992; Allan e Greer 1998). Tutti que-
Stisono esempi di informazioni di guida mediate da interazioni locali (Eph/NCAM) ‘3
C_he regolano Je connessioni adesive tra neuroni motori e neuroni sensoriali a es- |
Slassociat (vedi Figura 15.28).
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e Molecole guida a breve e a lungo raggio: i segnali stradali ‘
j‘ dell’embrione

La navigazione attraverso I'ambiente embrionale ¢ letteralmente guidata da mo-
‘ lecole che funzionano pitt 0 meno come indicazioni stradali, semafori e altri se-
gnali direzionali che di solito utilizziamo per trovare la strada nell’ambiente che
percorriamo. Gli scienziati hanno interpretato molte delle decisioni che un cono
di crescita prende durante il suo viaggio, che equivalgono all””essere attratto” o
“essere respinto” da una particolare regione dell’embrione (vedi Figura 15.24).1
segnali che suscitano una risposta attrattiva o repulsiva del cono di crescita si ba-
sano su quattro famiglie di proteine: efrine, semaforine, netrine e proteine Slit;
alcune di queste proteine sono le stesse che abbiamo osservato nel controllo del-
Ja migrazione delle cellule della cresta neurale (vedi Kolodkin e Tessier-Lavigne
2011). Abbiamo gia visto che le cellule della cresta neurale sono guidate dal rico-
noscimento dell’efrina e che questo puo rappresentare un segnale di attrazione t
per un gruppo di cellule (come per esempio per i melanociti presuntivi che pas-
sano attraverso il derma), oppure un segnale repulsivo per altre cellule (come per
‘ esempio per i gangli simpatici presuntivi). Un segnale guida puo essere attratti-
vo o repulsivo e pud dipendere (1) dal il tipo di cellula che riceve il segnale e (2) ,
|

dalla tempistica della ricezione del segnale da parte della cellula. Pit interessan-
te & il fatto che lo sviluppo neuronale impieghi meccanismi dinamici per alterare
la ricettivita dei coni di crescita assonale, permettendo loro di essere respinti da
stimoli che fino a poco prima ignoravano o da cui erano energicamente attratti. |

e Meccanismi di repulsione: efrine e semaforine

Due delle famiglie di proteine di membrana coinvolte nel modellamento del si-
stema nervoso sono le efrine e le semaforine. Proprio come alle cellule della cre-
sta neurale & inibita la migrazione attraverso la parte posteriore di uno scleroto-
mo, cosi gli assoni provenienti dai gangli spinali e quelli dei neuroni motori pas- \
‘ sano soltanto attraverso la parte anteriore di ciascuno sclerotomo ed evitano di J

migrare attraverso la sua parte posteriore (Figura 15.29A; vedi anche Figura 15.13).

'I Davies e collaboratori (1990) hanno dimostrato che membrane isolate dalla parte
|

!

posteriore di un somite provocano il collasso dei coni di crescita di questi neuroni
(Figura 15.298,C). Questi coni di crescita contengono recettori di tipo Eph (che le-
gano le efrine) e neuropilina (che legano le semaforine), che rispondono alle efri-
ne e alle semaforine presenti nelle cellule della parte posteriore dello sclerotomo
(Wang e Anderson 1997; Krull et al. 1999; Kuan et al. 2004). Gli stessi segnali che
regolano la migrazione delle cellule della cresta neurale regolano quindi anche
9 | l'accrescimento dei neuroni spinali.

m Repulsione dei coni di

l crescita dei gangli spinali.
I}
|

(A) Assoni motori che migrano attraverso
il compartimento rostrale (anteriore), ma
non attraverso quello caudale (posteriore),
di ogni sclerotomo. (B) Esperimento in
vitro, in cui strisce di efrina vengono poste
su una superficie basale di laminina. Gli
‘ assoni motori crescono soltanto dove

| manca |'efrina. (C) Inibizione esercitata
it ‘ dall’efrina sui coni di crescita dopo 10

il minuti di incubazione. La fotografia di
sinistra mostra un assone di controllo,
| ‘ esposto a una sostanza simile (ma non
|

(B)

Porzione rostrale
(anteriore)
dello sclerotomo

Porzione caudale
(posteriore)
dello sclerotomo

altrettanto inibitrice); I'assone di destra €

f |l invece esposto a un’efrina presente nella

| parte posteriore dello sclerotomo. (Tratta N | I
‘ da Wang e Anderson 1997; fotografie per L C R TS RN
n

gentile concessione degli autori.) / Controllo Efrina
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EINLI¥TEEN Azione della semaforina-1 nell'arto in via di

sviluppo della cavalletta. L'assone del neurone sensoriale Ti1
" / proietta nel sistema nervoso centrale (le frecce rappresentano la

/4 'I sequenza a tappe del percorso). Quando raggiunge una fascia

! ¢ di cellule epiteliali che esprimono semaforina-1, I'assone orienta

Arto in via

in modo diverso il suo cono di crescita e si allunga ventralmente
\ di sviluppo

SNC lungo il margine distale delle cellule che esprimono

: semaforina-1. Quando i suoi filopodi si connettono con la
= Cxl coppia di cellule Cx1, il cono di crescita attraversa il confine
e proietta nel sistema nervoso centrale (SNC). Se si blocca la
semaforina-1 mediante anticorpi, il cono di crescita cerca le ‘
cellule Cx1 in modo casuale. (Tratta da Kolodkin et al, 1993.)

Catena nervosa ventrale

Le semaforine si trovano in tutto il regno animale e spesso dirigono i coni di
crescita mediante repulsione selettiva. Sono specialmente importanti nel deter-
minare le”virate”, quando un assone non si accresce in linea retta, ma deve cam-
biare bruscamente direzione. La semaforina-1 & una proteina transmembrana che
viene espressa in una fascia di cellule epiteliali nell’arto in via di sviluppo degli in-
setti. Questa proteina inibisce il movimento in avanti dei coni di crescita dei neu-
roni sensoriali Ti1, determinandone un cambiamento di direzione (Figura 15.30;
Kolodkin et al. 1992, 1993). In Drosophila, la semaforina-2 & secreta da un unico
ampio muscolo toracico. In questo modo, il muscolo toracico impedisce la propria
innervazione da parte di assoni inadeguati (Matthes et al. 1995).

Le proteine della famiglia della semaforina-3, presente nei mammiferi e negli
uccelli, sono note anche come collassine. Si & visto che queste proteine, una vol-
ta secrete, fanno collassare i coni di crescita assonali originati nei gangli spina-
li (Luo et al. 1993). Nei gangli spinali si trovano diversi tipi di neuroni, i cui asso-
ni entrano nel midollo spinale dorsale. Alla maggior parte di questi & impedito di
procedere oltre e di entrare nel midollo spinale ventrale. Tuttavia, un sottogruppo
di questi assoni procede ventralmente, tra le altre cellule nervose (Figura 15.31).
Questi particolari assoni non sono inibiti dalla semaforina-3, come invece accade
a quelli degli altri neuroni (Messersmith et al. 1995). Questa osservazione fa rite-
nere che le semaforine/collassine modellino le proiezioni sensoriali provenienti
dai gangli spinali, respingendo selettivamente certi assoni, cosi da farli terminare
dorsalmente. Uno schema simile & utilizzato nel cervello, dove la semaforina pro-
dotta in una regione serve a impedire l'ingresso dei neuroni provenienti da un’al-
tra regione del cervello (Marin et al. 2001).

In un modo diverso, le efrine e le semaforine possono anche essere chemio-

attraenti. La semaforina-3A & un classico chemiorepellente per gli assoni prove-
nienti dai neuroni piramidali della corteccia cerebrale dei mammiferi; & tuttavia
chemioattraente per i dendriti delle stesse cellule. In questo modo un bersaglio
Puo raggiungere i dendriti di queste cellule senza avere attratto anche i loro as-
soni (Polleux et al. 2000).

Come fanno i neuroni motori ad attraversare la strada?

H.COncetto che segnali chemiotattici guidino gli assoni nel sistema nervoso in via
di sviluppo fu proposto per la prima volta da Santiago Ramén y Cajal (1892), il
q1.1a1e ipotizzo che i neuroni commissurali del midollo spinale potessero essere '
Stl.molati da fattori diffusibili a inviare assoni dalla loro posizione dorsale alla la-

Mina ventrale de] pavimento. [ neuroni commissurali sono interneuroni che at- ‘
fraversan, |, linea mediana ventrale per coordinare le attivita motorie della parte |

de o C .
i Stra e sinistrg, Devono, quindj, in qualche modo migrare verso (e attraverso) la
in

74

-4 Mediana ventrale. Gli assoni di questi neuroni iniziano ad accrescersi in di-
i 1 . . :
One ventrale, lungo i lati del tubo neurale. Tuttavia, a circa due terzi del per-
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(A) GITYSEEN La semaforina-3 agisce come inibitore
selettivo della proiezione assonale nel midollo spinale

ventrale. (A) Traiettorie degli assoni in rapporto all’espressione
di semaforina-3 nel midollo spinale di un embrione di ratto di
14 giorni. | neuroni che rispondono alla neurotrofina-3 (NT3)
possono entrare nella regione ventrale del midollo spinale, ma
gli assoni afferenti dei meccanorecettori e dei recettori per la

® Neuroni che

\ / rispondono a NT3 ;i : ' )
\ P temperatura e il dolore terminano dorsalmente. (B) Fibroblasti
\ y erente ’ ) e i
N o dei meccanorecettori embrionali transgenici di pollo che secernono semaforina-3

inibiscono la crescita degli assoni dei meccanorecettori.

a bassa soglia
Questi assoni sono coltivati in un mezzo trattato con NGF,

Recettori per 3 , . L b s
la tempert};ra che stimola il loro accrescimento, benché sia ancora inibito
eil dolore loro I'accrescimento verso la fonte di semaforina-3. (C) Al

neuroni che per crescere rispondono alla NT3 non & impedito di
allungarsi verso la fonte di semaforina-3, quando sono coltivati
in presenza di NT3. (A, tratta da Marx 1995; B e C, tratte da
Messersmith et al. 1995; fotografie per gentile concessione di A.
(C) Kolodkin.)

Cellule secernenti
semaforina-3

Cellule secernenti
semaforina-3

™ Neuroni che
rispondono a NT3

Neuroni
meccanorecettori

neuroni ventro-laterali (motori) del tubo neurale verso le cellule della lamina del
pavimento (Figura 15.32).
“ Sembra ci siano due sistemi coinvolti nell’attirare i neuroni commissurali ver-
50 la linea mediana ventrale. Il primo & costituito dalla proteina Sonic hedgehog
(Shh), che da inizio alla migrazione ventrale dei neuroni commissurali (si ricor-
di dal Capitolo 12 I'importanza di Shh come morfogeno che determina il destino
delle cellule; vedi Figura 13.19 e Figura 4.30). Shh viene prodotta e secreta dalla
lamina del pavimento e si distribuisce secondo un gradiente nell’'embrione, con
i livelli di concentrazione piti elevati nella zona ventrale e pitt modesti nella re-
gione dorsale. Se Shh & inibita dalla ciclopamina (un inibitore di Smoothened, il
principale responsabile della trasduzione del segnale Shh) o se Smoothened €

‘ corso, cambiano direzione e proiettano le loro terminazioni attraverso l'area dei
1

1
condizionalmente eliminato nei neuroni commissurali, gli assoni commissurali
‘ hanno difficolta a raggiungere e attraversare la linea mediana ventrale (Charron
i 5 et al. 2003). Tuttavia, si ritiene che la guida degli assoni commissurali da parte del
\ segnale Shh sia esercitata in un modo non canonico attraverso il recettore alterna-
] tivo Boc (Brother of Cdo), e sia indipendente dalla regolazione trascrizionale me-
, diata da Gli (vedi Figura 4.30; Okada et al. 2006; Yam et al. 2009). Inoltre, la perdita
| del gradiente di Shh non provoca la completa eliminazione degli attraversamen-
ti della linea mediana da parte degli assoni commissurali, indicando che qualche
altro fattore debba pur essere coinvolto.

mento che
ecola dif-

Netrine Nel 1994, Serafini e collaboratori misero a punto un esperi
avrebbe consentito loro di verificare 'eventuale esistenza di una mol
fusibile in grado di guidare i neuroni commissurali. Quando espianti di midollo
spinale dorsale di un embrione di pollo furono messi in coltura in piastre
te da un gel di collagene, la vicina presenza di cellule della lamina del pavimer-

rivesti-
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(A) - (®B)

gradiente di Shh Tubo

neurale
\l
_— Neurone
| commissurale

< \3
‘\\ Gradiente di netrina-1

Lamina del pavimento

A o
//;I\\ » Gradiente di netrina-2;
\

: =
Lamina del pavimento

to stimolo la crescita degli assoni commissurali. Serafini e collaboratori isolaro-
no frazioni da un omogenato di cervello embrionale di pollo e le saggiarono, per
vedere se qualcuna delle proteine in esse presenti esercitasse un’azione analoga.
Questo procedimento porto allidentificazione di due proteine, netrina-1 e ne-
trina-2. Come Shh, la netrina-1 & prodotta e secreta dalle cellule della lamina del
pavimento, mentre la netrina-2 ¢ sintetizzata nella regione ventrale del midollo
spinale, ma non nella lamina del pavimento (vedi Figura 15.32B). E possibile che
i neuroni commissurali incontrino dapprima un gradiente di netrina-2 e Shh in
grado di guidarli nella regione del gradiente di netrina-1, piti ripido. Le netrine
sono riconosciute dai recettori DCC e DSCAM, che si trovano nei coni di crescita
degli assoni commissurali (Liu et al. 2009).

Sebbene siano molecole solubili, entrambe le netrine si associano alla matrice
extracellulare’". Tali associazioni svolgono un ruolo importante e possono modi-
ficare gli effetti della netrina, da attrattivi a repulsivi, come ¢ stato osservato nei
neuroni della retina di Xenopus (Hépker et al. 1999). Le netrine hanno numero-
se regioni di omologia con UNC-6, una proteina coinvolta nel dirigere la migra-
zione circonferenziale degli assoni attorno alle pareti del corpo di Caenorhabditis
elegans. Nel nematode di tipo selvatico, UNC-6 induce gli assoni di alcuni neu-
roni sensoriali localizzati centralmente a muoversi in direzione ventrale, e induce
certi neuroni motori situati ventralmente a prolungare assoni in direzione dorsa-
le. Nelle mutazioni di unc-6 con perdita della funzione, sono soppressi entrambi
questi movimenti assonali (Hedgecock et al. 1990; Ishii et al. 1992;: Hamelin et al.
1993). Mutazioni del gene unc-40 impediscono la migrazione ventrale (ma non
quella dorsale) degli assoni, mentre mutazioni del gene unc-5 inibiscono soltanto
la migrazione dorsale (Figura 15.33). Risultati sperimentali ottenuti con approcci
genetici e biochimici indicano che UNC-5 e UNC-40 sono componenti del com-
plesso recettoriale UNC-6, e che UNC-5 ¢ in grado di convertire un’attrazione,
mediata da UNC-40, in una repulsione (Leonardo et al. 1997; Hong et al. 1999;
Chang et al. 2004).

Esiste una certa reciprocita nella scienza e, proprio come la ricerca sui geni
delle netrine dei vertebrati ha portato alla scoperta dei loro omologhi in C. ele-
8ans, cosi la ricerca sul gene unc-5 nel nematode ha portato alla scoperta del gene
che codifica il recettore umano delle netrine. Quest'ultimo si & rivelato un gene

——

1 La Natura non obbedisce necessariamente alle categorie che noi stabiliamo. Il legame di
u?cf}?;?'re SOl_ubile a']la matrice extracellulare genera't.m’interessante-am.bigui‘té tra il concettg
B, IO?Q;SI (mowmentg Verso una sostanza spec1.f1ca) e quello ‘d1- migrazione su subst;atl
eurotrrma i (aptotassi). Esiste anch.e una certa cpnffusl'o.ne tra i termini neurotropo e neurotmﬁc'o.
- det::po'(dal grf:co.tropos “che si vglge”) hail SInglflcaFO chlqualc.osa che at?lra il n({e/urc?m‘e in
. anarmmatla\ leezmne. Neur(?troflco (dal greco trgphzkos, ’relatlYo al ngtqmentg ) si pfej
iy eciplauta di mantenere vivo 1‘1 neurone, di s-ohto forpendogh fattori di crescita. Pou:hg
e, Ne 15 n 1 nanno entramb_e le proprieta, sono detti alternativamente neurotropine e neurotrofi-
aletteratura recente il termine neurotrofina & piti usato.

AUV ERP) Traiettoria degli

assoni commissurali nel midollo
spinale di ratto. (A) Disegno
schematico di un modello secondo

il quale i neuroni commissurali
incontrano dapprima un gradiente

di Shh e netrina-2 e poi un gradiente
piu ripido di netrina-1. In tal modo,
gli assoni commissurali sono guidati
chemiotatticamente in direzione
ventrale, lungo il margine laterale del
midollo spinale, verso la lamina del
pavimento. Giunti qui, la guida per
contatto da parte delle cellule della
lamina del pavimento fa si che essi
cambino direzione. (B) Localizzazione
autoradiografica dell’mRNA per la
netrina-1, mediante ibridazione in situ
con RNA antisenso nel romboencefalo
di un giovane embridne di ratto.
L'mRNA per la netrina-1 (area scura) &
concentrato nei neuroni della lamina
del pavimento. (B, tratta da Kennedy
etal. 1994; fotografia per gentile
concessione di M. Tessier-Lavigne.)
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GIYSEER Espressione di UNC e suo ruolo nella guida
assonale. (A) Nell'embrione di C. elegans di tipo selvatico i
neuroni sensoriali proiettano ventralmente e i neuroni motori
proiettano dorsalmente. Gli epidermoblasti della parete

ventrale del corpo che esprimono UNC-6 sono illustrati con una
sfumatura piti scura. (B) Nell'embrione mutante per unc-6, non

si verifica né I'una né I'altra migrazione. (C) La mutazione con
perdita della funzione di unc-5 colpisce soltanto i movimenti
dorsali dei neuroni motori. (D) La mutazione con perdita della
funzione di unc-40 colpisce soltanto la migrazione ventrale dei
coni di crescita sensoriali. (Tratta da Goodman 1994.)

C. elegans
&:;‘*\,\;\ - J__ —— ,,/; " o

DOMANDE DELLO SVILUPPO

®  Abbiamo appreso che
Shh & in parte responsabile
dell’attrazione dei neuroni
commissurali verso la lamina del
pavimento. E i segnali degli altri
morfogeni pil classici? Pud per
esempio BMP, emessa dal tubo
dorsale neurale avere effetti
sulla migrazione dorso-ventrale,
0 pud Wnt, espressa secondo
un gradiente antero-posteriore
nel tubo neurale, influenzare la
guida degli assoni lungo I'asse
longitudinale?

A) T B) i
( oW ® o8\
( £ ).
//*/7 Tipo \T \ 4 e ‘( \
Neurone —aly, selvatico \| . \
sensoriale \.\ (normale) J.) ‘.)‘ ,‘.
\ ( \ A
S e
Vo N = C’/
Epidermoblasti Motoneurone
della parete corporea
ventrale
©

la cui mutazione nei topi provoca la cosiddetta malformazione cerebellare rostra-
le (Ackerman et al. 1997; Leonardo et al. 1997). In modo simile, il recettore DCC
della netrina prende il nome dall’analisi di geni mutati associati al cancro e il suo
acronimo sta per”deleto nel tumore del colon-retto” (deleted in colorectal cancer).

Recentemente, Vegf & stato identificato come terzo fattore attrattivo della li-
nea mediana, che coopera con Shh e netrina nel guidare gli assoni commissurali
verso la lamina del pavimento del tubo neurale. Inoltre, studi in vitro hanno in-
dicato che tutti e tre questi fattori attrattivi potrebbero essere coinvolti nella via
di trasduzione del segnale delle chinasi della famiglia Src (Src family kinases,
SFK) che mediano le risposte del cono di crescita (Li et al. 2004; Meriane et al.
2004; Yam et al. 2009; Ruiz de Almodovar et al. 2011). Sara emozionante verificare
come futuri studi condotti in vivo potranno determinare i possibili ruoli spazio-
temporali delle SFK nel processo di attraversamento della linea mediana da par-
te dei neuroni commissurali.

slit e Robo Sembra che per attraversare la linea mediana e accrescersi allontanan-
dosene sul lato contro-laterale (ossia all’'opposto del lato del SNC in cui risiede il
soma) siano necessari, come forza trainante, alcuni segnali repulsivi. Un impor-
tante gruppo di molecole chemiorepellenti sono le proteine Slit, espresse € €=
crete dalle cellule della linea mediana (recentemente trattate in Neuhaus-Follini €
Bashaw 2015; Martinez e Tran 2015). In Drosophila, la proteina Slit e secreta dal-
le cellule nervose della linea mediana e agisce impedendo alla maggior parte dei
neuroni dell’uno e dell’altro lato di attraversarla. Le proteine Roundabout (Ro-
bo: Robo1'2, Robo2 e Robo3), sono i recettori della proteina Slit (Rothberg et al.
1990; Kidd et al. 1998; Kidd et al 1999). In Drosophila i coni di crescita dei neuro=
ni esprimono i recettori Robo e, in questo modo, alla maggior parte dei neuroni @
impedito di migrare attraverso la linea mediana; inoltre, in base alle loro differeﬂ‘.
ti combinazioni, i recettori Robo istruiscono il posizionamento laterale dei trattl
longitudinali®® rispetto alla linea mediana (Rajagopalan et al. 2000; Simpson etal.

,.—-../
] numero 1,

12 Sebbene ci si sia sempre riferiti a Roundabout1 in Drosophila come Robo, senza i
per evitare confusione la chiameremo sempre Robol nel testo.

13 I fasci assonali del sistema nervoso centrale sono detti tratti, mentre quelli del
voso periferico vengono definiti nervi.

sistema ner-
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(B) Proteina Robo

(C) Tipo selvatico /
(normale) (D) S?it‘ -

[ITI¥TEY] La regolazione mediata da Robo/Slit dell'attraversamento
neuronale della linea mediana. Robo e Slit nel sistema nervoso centrale di Drosophila.
(A) La colorazione con anticorpi specifici marca Slit nelle cellule gliali della linea mediana.
(B) Espressione della proteina Robo (colorata con un anticorpo specifico) lungo i neuroni
dei tratti longitudinali dell'impalcatura assonale del sistema nervoso centrale (SNC)
(C) Llimpalcatura assonale di un SNC di tipo selvatico mostra la disposizione, simile
a una scala a pioli, dei neuroni che attraversano la linea mediana. (D) La colorazione
dell’impalcatura assonale del SNC con anticorpi per tutti i neuroni del SNC, in un
mutante di S/it con perdita della funzione, mostra gli assoni che entrano nella linea
mediana ma non riescono ad allontanarsene (anziché decorrere lungo i lati). (Tratta da
Kidd et al.1999, fotografie per gentile concessione di C_ S. Goodman.)

2000; Bhat 2005; Spitzweck et al. 2010). La perdita di Slit o la perdita combinata di
Robo1 e Robo2 comporta il mancato attraversamento della linea mediana da parte ‘
degli assoni corretti, in modo tale che gli assoni crescono verso la linea mediana,

la attraversano, la riattraversano ulteriormente e quindi continuano a estendersi |
parallelamente a essa (Figura 15.34). Questa e altre osservazioni hanno portato a

mettere a punto un modello secondo cui i neuroni commissurali che attraversano

I'embrione da un lato all’altro, quando si avvicinano alla linea mediana, trovano

il modo di eludere la repulsione inibendo le proteine Robo1/2. Quando i coni di

crescita hanno oltrepassato la linea mediana dell’embrione, i neuroni esprimono

di nuovo questa proteina e tornano a essere sensibili all’azione inibitoria di Slit

(Brose et al. 1999; Kidd et al. 1999; Orgogozo et al. 2004).

In Drosophila questo cambiamento meccanico nella ricettivita & controllato da |
una proteina endosomale chiamata Comm (Commissureless), che & espressa solo |
negli assoni prima dell’attraversamento e inibisce V'attivita delle proteine Robo me-
diando il loro trasporto verso il lisosoma e impedendo la loro esposizione in mem-
brana. In Drosophila questo meccanismo di trasporto endosomale permette dj otte-
N€re un piti rapido cambiamento della reattivita degli assoni commissurali che attra-
Versano la linea mediana rispetto a un meccanismo basato sulla regolazione dell’e-
Spressione dei geni robo (Figura 15.35; Keleman et al. 2002, 2005; Yang et al. 2009).

Anche i vertebrati utilizzano il segnale Robo/Slit per la repulsione al livello del
Piano mediano, ma il cambio repentino della ricettivita del cono di accrescimento ‘ |
3 gli assoni pre- e post-attraversamento avviene in modo diverso. Esistono di- il
Verse proteine Slit (1-3) e Robo (1-4) nei vertebrati; Robo3 & espressa negli assoni |
fommissurali in dye isoforme, Robo3.1 e Robo3.2, rispettivamente prima e dopo |

\
l

aVer attraversato Ia linea mediana (Mambetisaeva et al. 2005). Appena il neurone

e.Stende i Propri assoni verso la linea mediana, gli assoni destinati a rimanere ip-

Silaterali (ovverq a risiedere nello stesso lato del SNC ove si trova il soma) espri-

Eeer:nnodRObol e proZ, consentendo a Slit di imped.irgli l’attre.wersame.nm della :

Chiar;nleq 1ana (vedi Figura 15.38). Sebbene il meccanismo preciso non sia ancora |

. , Robo3.1 Promuove attivamente l'attraversamento della linea mediana, e ’

somr_lzzkdown di Robo&l impedisce I'attraversamento della linea mediana agli as- ,
Mmissurali. Una volta che il cono di crescita dei neuroni commissurali ha
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[EISTT¥EES Modello di guida assonale dei neuroni
commissurali che attraversano la linea mediana nei
moscerini e nel topo. Lillustrazione mostra un singolo neurone
commissurale che risiede nell'emisfero sinistro della catena
nervosa ventrale del moscerino (parte superiore) o del tubo
neurale di topo (parte inferiore). Il segnale Slit-Robo media la
repulsione. Netrina e Shh provocano I'attrazione verso la linea
mediana degli assoni commissurali pre-attraversamento mediante
i complessi recettoriali Frizzled/DCC e Ptc-Boc-Smo. Negli assoni
che hanno attraversato la linea mediana, i livelli della proteina
14-3-3 sono aumentati, il che inverte la capacita di risposta a Shh
agendo su PKA, a valle del segnale Shh. Nel moscerino, gli assoni
pre-attraversamento sono essenzialmente insensibili al segnale
repulsivo di Slit, grazie alla degradazione lisosomiale dei recettori
Rho, mediata dal gene Commissureless (Comm). Una volta sulla
linea mediana, un aumento dell'attivazione del recettore netrinico

Frazzled induce |'abbassamento dei livelli di Comm. Robo puo
quindi ritornare al cono di crescita e assicurare la repulsione
mediata da Slit in modo che I'assone non sia pit abilitato al
riattraversamento. Nei vertebrati, i recettori Robo1/2 (R1/2) 59”0
in grado di inibire il legame Netrina-DCC; quindi, negli asson!
pre-attraversamento, questa repressione e la repulsione mediata
da Slit-Robo devono essere in generale attenuate. L'isoforma
Robo3.1 (R3.1) potrebbe inibire Robo1/2, cosi da permettere
I'attrazione mediata dalla netrina. Inoltre, Robo3.1 potrebbe
anche sequestrare Slit, senza che questo abbia alcuna diretta
conseguenza sulla guida assonale, al fine di ridurre i livelli di Slit
disponibili per legare Robo1/2. Tuttavia, negli assoni che hanno
attraversato la linea mediana, i livelli dell'isoforma Robo3.2
(R3.2) sono aumentati, mentre |'espressione dell'isoforma
3.1 & persa. Robo3.2 sembra agire come un canonico agé
repulsivo di Slit.

nte
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attraversato la linea mediana, si osserva un abbassamento dei livelli di Robo3.1 e
un aumento dei livelli di Robo1, 2 e 3.2 che impedisce un successivo riattraversa-
mento della linea mediana da parte del cono di crescita e permette a Slit di agire
come chemiorepellente, obbligando il cono di crescita a tenersi a distanza dalla
linea mediana (vedi Figura 15.35, nel topo; Long et al. 2004; Sabatier et al. 2004;
Woods 2004; Chen et al. 2008).

Oltre alla diminuzione dei livelli di Robo3.1, la modificazione della capacita di
risposta del cono di crescita alla linea mediana & sostenuta da un cambio d’inter-
pretazione dei gradienti di Shh da parte dei neuroni. Dopo l'attraversamento, in-
fatti, gli assoni innalzano i livelli delle proteine 14-3-3, che operano attraverso la
protein chinasi A (protein kinase A, PKA) per modificare l'interpretazione del se-
gnale Shh da parte del cono di crescita, che viene quindi letto come repulsivo an-
ziché attrattivo (vedi Figura 15.35; Yam et al. 2012). Riassumendo, la precisa rego-
lazione spaziale e temporale dei segnali Slit-Robo e Shh prima e dopo lattraversa-
mento degli assoni permette la formazione della commissura. Mutazioni nel gene
umano ROBO3 alterano il normale passaggio degli assoni da un lato del midollo
allungato all‘altro (Jen et al. 2004). Oltre ad altri problemi, le persone con questa
mutazione non sono in grado di coordinare i movimenti oculari.

La migrazione degli assoni ganglionari della retina

Quasi tutti i meccanismi di specificazione neuronale e di specificita assonale men-
zionati in questo capitolo possono essere rappresentati dal modo in cui singoli neu-
roni della retina inviano i loro assoni alle appropriate aree cerebrali. Nonostante
alcune differenze, lo sviluppo della retina e la guida assonale sono processi larga-
mente conservati nei vertebrati. Anche la strategia usata per generare lo strato dei
neuroni ganglionari della neuroretina & molto simile alla specificazione del neuroe-
pitelio nel cervello. Per esempio, le cellule ganglionari retiniche (retinal ganglion
cells, RGC) sono inizialmente modellate dall’azione spazio-temporale del segnale
canonico di Sonic hedgehog, che sembra regolare in prima istanza il numero delle
RGC (Neumann e Nusslein-Volhard 2000; Zhang e Yang 2001; Dakubo et al. 2003;
Wang et al. 2005; Sanchez-Arrones et al. 2013). Inoltre, nella retina, la regolazio-
ne del destino delle cellule, nella scelta fra neuroni o glia, sembra essere controlla-
ta dall’attivita N otch-Delta, in modo che Notch promuova il differenziamento del-
le cellule gliali reprimendo il differenziamento neuronale (Austin et al. 1995; Dor-
sky et al. 1995; Ahmad et al. 1997; Dorsky et al. 1997; Furukawa et al. 2000; Jadhav
etal. 2006; Yaron et al. 2006; Nelson et al. 2007; Luo et al. 2012). Infine, come av-
viene nei neuroni motori, la famiglia dei fattori trascrizionali LIM (Islet-2) & espres-
sa differenzialmente nello strato ganglionare della retina in sviluppo, specificando
il destino cellulare, che determina poi la tipologia dei recettori del cono di crescita
che guidano I'assone verso il tetto ottico (riassunto in Bejarano-Escobar et al. 2015).

* Accrescimento degli assoni ganglionari della retina verso il nervo ottico
Le prime tappe del percorso degli assoni delle cellule ganglionari retiniche fino alle
loro region; specifiche del tetto ottico si compiono all'interno della retina (laneu-
foreting della coppa ottica). Mentre le cellule ganglionari della retina si differen-
#ano, la loro posizione nel margine interno della retina & determinata da molecole
di caderina (N-caderina e R-caderina specifica della retina) della loro membrana
Cellulare (Matsunaga et al. 1988; van Horck et al. 2004). Iloro assoni si accresco-
B lu.ngo la superficie interna della retina in direzione della papilla del nervo ot-
SCO, il sito in. cui essi si uniscono a formare il nervo ottico. Nell'uomo, a sviluppo

OMpletato, il neryo ottico conterra oltre un milione di assoni ganglionari retinici.

Gui ; . ; . . . :
y f‘a a'll’lnterno della retina L’adesione e 'accrescimento degli assoni ganglio-
retinici lungo 1a superficie interna della retina possono essere regolati dalla

ar]
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Come e regolato nel tempo
lo splicing alternativo di Robo3
durante I'attraversamento della
linea mediana? Inoltre, come
agiscono Robo3.1 e Robo3.2 nel
mediare prima |'attrazione e poi
la successiva repulsione da parte
della linea mediana?

B PARLANO GLI SCIENZIATI 15.4 @
Il Dr. Marc Tessier-Lavigne racconta la
scoperta di Sonic hedgehog come fattore
attrattivo della linea mediana nel midollo
spinale murino.

W WEBTOPIC15.5 @

Le prime prove dell’eststenza della
chemiotassi

Prima dell’avento delle tecniche molecolari,
i ricercatori utilizzavano esperimenti di
trapianto e la loro ingegnosita per ottenere
le prove che molecole chemiotattiche fossero
rilasciate dai tessuti bersaglio.
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retina secernono fattori inibitori (probabilmente proteoglicani condroitin solfato)
che respingono gli assoni delle cellule ganglionari, impedendo loro di viaggiare
nella direzione sbagliata (Figura 15.36; Hynes e Lander 1992; Ohta et al. 1999). E
qui particolarmente importante la N-CAM, poiché la migrazione direzionale dei
coni di crescita delle cellule ganglionari retiniche dipende dai bottoni terminali
gliali che esprimono N-CAM, presenti sulla superficie interna della retina (Stier
e Schlosshauer 1995). Nella retina di topo, le cellule RGC esprimono i recettori
Robol e Robo2, e le proteine Slit sono espresse sia nello strato ganglionare che
nell’epitelio del cristallino. L'analisi funzionale di Slit e Robo durante la migra-
zione assonale delle cellule RGC all'interno della retina indica che le proteine Slit e
Robo?2 hanno un ruolo nel respingere all’esterno della retina gli assoni delle cellule
RGC (Niclou et al. 2000; Thompson et al. 2006, 2009). Anche la secrezione di ne-
trina-1 da parte delle cellule della papilla del nervo ottico (ovvero dove gli assoni
si riuniscono per formare il nervo ottico) svolge un ruolo nella migrazione. Topi
con delezione del gene netrin-1 o del gene per il recettore della netrina (presente
negli assoni ganglionari della retina) presentano ipoplasia del nervo ottico, poi-
ché molti assoni non escono dall’occhio e si accrescono in modo casuale attorno
‘. alla papilla (Deiner et al. 1997). Il ruolo della netrina pud cambiare in differenti
parti dell’occhio. All'ingresso del nervo ottico, la netrina-1 e coespressa con lala-
minina sulla superficie della retina. La laminina converte la netrina in modo che
passi da un segnale di attrazione a un segnale di repulsione. Questa repulsione
potrebbe “spingere” il cono di crescita lontano dalla superficie della retina e nel-
I la papilla del nervo ottico, in cui si esprime la netrina ma non la laminina (Mann
| et al. 2004; vedi Figura 15.36A).

Arrivati al nervo ottico, gli assoni migranti formano dei fasci con gli assoni gia
presenti. Per la formazione dei fasci sono importanti la N-CAM e le molecole di

|
|
t ’ sua lamina basale, contenente laminina. Il cristallino embrionale e la periferia della
|
‘ |
\
i

Molteplici segnali di orientamento dirigono il movimento degli
assoni delle cellule ganglionari retiniche (RGC) verso il tetto ottico. Molecole
guida appartenenti alle famiglie della netrina, di Slit, della semaforina e delle efrine sono
espresse in regioni discrete in diversi siti lungo il percorso, per dirigere i coni di crescita
delle RGC. Gli assoni delle RGC sono respinti dalla periferia retinica, probabilmente da
proteoglicani condroitin solfato. A livello della papilla ottica, gli assoni escono dalla retina
{ ed entrano nel nervo ottico, guidati da un’attrazione mediata da netrina/DCC. Una

* volta nel nervo ottico, gli assoni sono mantenuti lungo la rotta da interazioni inibitorie.
[ ‘ Le proteine Slit nel chiasma ottico creano zone di inibizione. Gangli che esprimono Zic2
nella retina ventro-temporale proiettano assoni esprimenti Eph B1, che sono respinti
: a livello del chiasma dall’efrina B2, raggiungendo cosi bersagli ipsilaterali (dallo stesso
lato). | neuroni provenienti dalle porzioni mediali della retina non esprimono Eph B1 e
|‘ procedono in direzione opposta (controlaterale). (A) Sezione trasversale. (B) Vista dorsale.
|

Non tutti i segnali sono mostrati. (A, tratta da van Horck et al. 2004; B, tratta da Harada
| et al. 2007.)
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adesione L1: anticorpi contro la L1 0 la N-CAM fanno si che gli assoni entrino
nel nervo ottico in un modo disordinato, il che a sua volta li fa affiorare in posi-
zioni errate nel tetto ottico (Thanos et al. 1984; Brittis et al. 1995; Yin et al. 1995).

* Accrescimento dell’assone ganglionare retinico attraverso

il chiasma ottico
Nei vertebrati non mammiferi, la destinazione finale per gli assoni delle RGC &
una regione del cervello denominata tetto ottico, mentre nei mammiferi gli asso-
ni delle RGC raggiungono i nuclei genicolati laterali. In molti tratti, il viaggio degli
assoni delle RGC all'interno del cervello avviene su un substrato astrogliale. Infat-
ti quando gli assoni entrano nel nervo ottico, essi si accrescono sulle cellule glia-
li in direzione del mesencefalo (Bovolenta et al. 1987; Marcus e Easter 1995; Bar-
resi et al. 2005). La laminina promuove, molto probabilmente, 'incrocio a livello
del chiasma ottico. Nel loro cammino verso il tetto ottico, gli assoni dei vertebra-
ti non mammiferi compiono un percorso (il tratto ottico) lungo le cellule gliali, la
cui superficie e rivestita da laminina. Pochissime aree del cervello contengono la-
minina, e in questo percorso la laminina € presente soltanto quando su di essa si
devono accrescere le fibre del nervo ottico (Cohen et al. 1987).

Dopo aver lasciato I'occhio, gli assoni delle RGC crescono su superfici rivesti-
te di netrina, circondati su ogni lato da semaforine che i mantengono sulla strada
giusta fornendo segnali repulsivi (vedi Harada et al. 2007). All'ingresso nel cervel-
lo, gli assoni delle cellule ganglionari della retina dei mammiferi raggiungono il
chiasma ottico, dove devono“decidere”se procedere in linea retta o deviare di 90°
ed entrare nell’altro emisfero cerebrale. Nell’area del chiasma ottico le semafori-
ne non sono piu presenti, ma le proteine Slit prendono il loro posto nella genera-
zione di un corridoio (perpendicolare alla linea mediana) lungo il quale gli assoni
devono viaggiare, impedendo esplorazioni inappropriate al di fuori del chiasma;
quindi, anche se il chiasma ottico si sviluppa a livello della linea mediana, utiliz-
za un meccanismo completamente diverso di repulsione mediata da Slit, rispet-
to a quello utilizzato nella linea mediana del midollo spinale ventrale; vedi Figu-
ra 15.35). Come nella retina, Robo2 sembra rappresentare il principale mediatore
della guida delle RGC verso il prosencefalo ventrale, dove si forma il chiasma ot-
tico (vedi Figura 15.36B).

Nei pesci tutti gli assoni delle RGC a livello del chiasma ottico passano nel la-
to controlaterale mentre, nei mammiferi, alcune porzioni degli assoni delle RGC
permangono nel lato ipsilaterale. Sembra che gli assoni non destinati a incrociarsi
per raggiungere I'altro lato del cervello siano respinti allorché entrano nel chiasma |
ottico (Godement et al. 1990). Tale repulsione sembra influenzata dalla sintesi di |
efrina e Shh nei neuroni del chiasma. I segnali della linea mediana sono interpre-
tati dai recettori Eph e Boc, espressi unicamente nelle proiezioni ipsilaterali delle
RGC (Cheng et al. 1995; Marcus et al. 2000; Fabre et al. 2010).

Nell'occhio del topo, il recettore Eph B1 & espresso da quegli assoni tempora-
li che vengono respinti dall’efrina B2 del chiasma ottico, e che proiettano sul la-
to del tetto dallo stesso lato del loro occhio di provenienza; Eph B1 é quasi assen-
te negli assoni che sono invece autorizzati ad attraversare il chiasma. Topi privi di
EphB1 quasi non mostrano proiezioni omolaterali. Un tale profilo d’espressione ol
del gene EphB1 & regolato dal fattore di trascrizione Zic2 trovato proprio in que-
8li assoni della retina che formano le proiezioni omolaterali (Herrera et al. 2003;. !
Wllhams etal. 2003; Pak et al. 2004). Inoltre, la perdita dei recettori Boc, alternati-
Viper Shh, causa un’aberrante esplorazione controlaterale da parte di specifiche

FGC della zona temporale, che normalmente rimangono sul versante ipsilatera-

& mentre I'espressione ectopica di Boc negli assoni controlaterali causa una lo-
I0 proiezione ipsilaterale (Fabre et al. 2010). Questi risultati suggeriscono nel loro
fOmplesso che sjq Eph B1/efrina B2 che Boc/Shh siano i principali regolatori della
sul possibile attraversamento della linea mediana del prosencefalo.
efrina svolge un ruolo simile nella mappatura del tratto retino-tettale del-

decisione finale
L/
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Si ritiene che gli assoni

delle RGC siano in contatto con
I'astroglia per la maggior parte del
loro viaggio. Qual & il significato
di questa interazione neuro-gliale
e quali molecole specifiche la
favoriscono?

W WEB TOPIC 15.6 @

BMP4 e i neuroni del ganglio trigeminale
| fasci assonali emessi dai neuroni situati

nel ganglio del nervo trigemino innervano

|a regione dell’occhio e le regioni superiore

¢ inferiore della bocca. BMP4, secreto dagli
organi bersaglio, guida il percorso di questi
assoni.

la rana. Nella rana in via di sviluppo, le regioni ventrali esprimono il recettore
Eph B, a differenza degli assoni dorsali. Prima della metamorfosi, entrambi gli as-
soni attraversano il chiasma ottico. Tuttavia, quando il sistema nervoso della rana
viene rimodellato durante la metamorfosi, il chiasma esprime l'efrina B, che pro-
voca la repulsione di una sottopopolazione di cellule ventrali le quali, di conse-
guenza, proiettano verso lo stesso emisfero, piuttosto che attraversare il chiasma
(Mann et al. 2002). Cio permette alla rana di avere una visione binoculare, che &
davvero necessaria quando si sta cercando di catturare le mosche con la lingua.

Selezione del bersaglio: “siamo arrivati?”

In alcuni casi i nervi di uno stesso ganglio possono avere numerosi e differenti ber-
sagli. Come fanno i diversi neuroni a sapere con quali cellule formare una sinapsi?
I meccanismi generali della specificita ligando-recettore, che portano in primo luo-
go un cono di crescita verso il suo tessuto bersaglio, assumono un ruolo piu specifi-
co quando il cono di crescita raggiunge la sua destinazione finale. Differenti neuro-
ni nello stesso ganglio possono presentare recettori differenti che, a loro volta, so-
no in grado di rispondere selettivamente a certi segnali ma non ad altri. Una volta
che il neurone ha raggiunto un gruppo di cellule fra le quali si trova un suo poten-
ziale bersaglio, esso & in grado di rispondere a varie proteine prodotte dalle cellule
bersaglio™. Entrambi i tipi di forze, attrattive e repulsive, conducono l'assone ver-
so il suo appropriato “parcheggio” finale. Come vedremo riguardo agli assoni delle
RGC, la dose disponibile di proteine repulsive (come per esempio le efrine) puo es-
sere fondamentale nell'indirizzare specifici neuroni verso specifici bersagli (Gosse et
al. 2008). Quali sono i segnali rilevanti che dirigono I"assone verso ibersagli corretti?

e Proteine chemiotattiche

Endoteline Alcuni neuroni del ganglio cervicale superiore (il pitt grande ganglio
del collo) vanno verso la carotide, mentre altri neuroni di questo ganglio non lo
fanno. Si ritiene che gli assoni che si estendono verso la carotide seguano i vasi
sanguigni che la raggiungono. Questi vasi secernono piccoli peptidi chiamati en-
doteline. Oltre al ruolo, che svolgono nell’adulto, di costrizione dei vasi sangui-
gni, le endoteline sembrano avere anche un ruolo embrionale, perché sono capa-
ci di dirigere la migrazione di alcune cellule della cresta neurale (come quelle che
entrano nell'intestino) e di alcuni assoni simpatici che possiedono sulla membra-
na i recettori per 'endotelina (Makita et al. 2008).

Neurotrofine Alcune cellule bersaglio producono una serie di fattori chemiotatti-
ci denominati complessivamente neurotrofine. Queste proteine comprendonoil
fattore di crescita dei nervi (nerve growth factor, NGF), il fattore neurotrofico
derivato dal cervello (brain-derived neurotrophic factor, BDNF), le neurotrofine
-3 e -4/5 (NT3, NT4/5). Tali proteine sono rilasciate dai tessuti che costituiscono
potenziali bersagli e agiscono a breve raggio, come fattori chemiotattici o chemio-
repellenti (Paves e Saarma 1997). Ogni neurotrofina puo promuovere Jaccresci-
mento di alcuni assoni in direzione della sua sorgente, inibendo al tempo stess®
altri assoni. Per esempio, i neuroni sensoriali dei gangli spinali di ratto sono at-
tratti verso le fonti di NT3 (Figura 15.37), mentre il loro accrescimento & inibito da
BDNF. Questi fattori sono probabilmente trasportati dal cono di crescita assona
le al soma del neurone. Per esempio, NGF prodotto dall'ippocampo cerebrale st
lega ai recettori per gli assoni dei neuroni del prosencefalo basale ed ¢ internaliz=

-

entare Ul
ma

14 Come si pud constatare in tutta la biologia dello sviluppo, la metafora per rappresett
“bersaglio” ¢ problematica. In questo caso, il bersaglio non rappresenta un’entita passivéd,
svolge un importante ruolo attivo.
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zato per endocitosi da questi neuroni. Esso viene poi trasportato in direzione re-
trograda al corpo neuronale, dove stimola I'espressione genica. Un incremento
quantitativo dell’espressione del gene APP (un gene sul cromosoma 21 che codi-
fica la proteina precursore dell’amiloide, amyloid precursor protein) é stato osser-
vato in persone affette dalla sindrome di Down e in pazienti col morbo di Alzhei-
mer; 'aumento di APP blocca il trasporto retrogrado dell’NGF dall’assone al so-
ma cellulare e intacca la recettivita e la localizzazione del recettore per NGF sulla
membrana plasmatica (Salehi et al. 2006; Matrone et al. 2011). In seguito a que-
sta scoperta, si ¢ iniziata a studiare la via NGF per il ruolo che potrebbe svolgere
nel trattamento delle malattie associate a deficit cognitivo.

Chemiotrofine: qualita e quantita Il contatto di un assone con il suo bersaglio
puo essere “digitale” o “analogico”. In modalita “analogica”, differenti assoni ri-
conoscono la stessa molecola sul bersaglio, ma la quantita o dose della moleco-
la sul bersaglio sembra fondamentale per le connessioni che si formano. Questo
potrebbe essere il caso del contatto che avviene fra i neuroni della retina e il tetto
(tectum) nel cervello dei pesci (Gosse et al. 2008). In altri casi, puo esistere un con-
tatto estremamente specifico (“digitale”) con una singola molecola, che si lega af-
finché certe connessioni siano specifiche per singoli neuroni. Questo puo accade-
re nel caso dei neuroni retinici di Drosophila. La proteina Dscam possiede diverse
migliaia di isoforme, generate grazie a un articolato splicing alternativo (vedi Ca-
pitolo 3); questa varieta potrebbe permettere un riconoscimento estremamente
specifico fra un dato neurone e i suoi neuroni bersaglio (Millard et al. 2010; Zipur-
sky e Sanes 2010). Data la complessita delle connessioni neurali, & probabile che
entrambe le informazioni, qualitativa e quantitativa, vengano utilizzate. I coni di
crescita non si basano su un unico tipo di molecola per riconoscere il loro bersa-
glio, piuttosto integrano i segnali attrattivi e repulsivi che si presentano simulta-
neamente e scelgono il loro bersaglio basandosi sulla combinazione di informa-
zioni ricevute da questi molteplici segnali (Winberg et al. 1998).

* Selezione del bersaglio per gli assoni della retina:

“vedere per credere”
Quando arrivano alla fine del tratto ottico rivestito di laminina, gli assoni della
retina si distribuiscono e trovano il loro specifico bersaglio nel tetto ottico. Stu-
di condotti sulle rane e sui pesci (i cui neuroni retinici, provenienti da ciascun oc-
chio, proiettano nel lato opposto del cervello) hanno dimostrato che ogni assone
ganglionare retinico invia il suo impulso a un solo sito specifico (una cellula o un
piccolo gruppo di cellule) del tetto ottico (Figura 15.38A; Sperry 1951). Nel cervello
di rana esistono due tetti ottici. Gli assoni provenienti dall’occhio destro formano
sinapsi con il tetto ottico di sinistra, mentre quelli provenienti dall’occhio sinistro
formano sinapsi nel tetto ottico di destra.

La mappa delle connessioni retiniche con il tetto ottico di rana (nel complesso,
la proiezione retino-tettale) fu descritta minutamente da Marcus Jacobson (1967).
Jacobson costrui questa mappa stimolando con un sottile raggio di luce una picco-
la, limitata regione della retina e rilevando, mediante un elettrodo di registrazione
neltetto, quali sue cellule venivano stimolate. La proiezione retino-tettale di Xeno-
pus laevis & riportata nella Figura 15.38B. La luce che illumina la parte ventrale della
Y_Eﬁna stimola cellule della superficie laterale del tetto. Analogamente, la luce foca-
lizzata sul4 parte temporale (posteriore) della retina stimola cellule della porzione
Caudale de] tetto, Questi studi dimostrarono una corrispondenza punto per punto
tale cellule della retina e le cellule del tetto. Quando si attiva un gruppo di cellule
della reting, viene stimolato un gruppo piccolissimo e specifico di cellule del tetto.
Inc?ltre, i punti formano una serie ininterrotta; in altre parole, punti adiacenti della
IEtmg Proiettano in punti adiacenti del tetto. Questa disposizione permette alla ra-
giscile"sedere unimmagine intera, non frammentata. Tale complessa specificita in-

perry (1965) ad avanzare I'ipotesi della chemioaffinita.

10 min

ri
Assone embrionale
di un ganglio della radice dorsale
di ratto che cambia direzione,
in risposta a una sorgente di
NT3. Le fotografie documentano il
cambio di direzione in un periodo di
10 minuti. Lo stesso cono di crescita
era insensibile ad altre neurotrofine.
(Tratta da Paves e Saarma 1997;
fotografie per gentile concessione di
M. Saarma.)
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(A) (B) Caudale
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(anteriore) /R / \_R = %o&be}\
Bat. v
Tratto ottico ———
Chiasma ottico—— "\ |
. TITTEEEN Proiezioni retino-tettali. (A) Al microscopio Niroooliics R\ Temporale ‘
I confocale, gli assoni entrano nel tetto di un embrione di T ————+# (posteriore) |
| zebrafish di 5 giorni. Coloranti fluorescenti sono stati iniettati 7
l negli occhi di embrioni di zebrafish, immobilizzati su agarosio. )
| I coloranti si diffondono lungo gli assoni e nel tetto, mostrando N| (r(:tclc;‘e‘)
gli assoni provenienti dalla retina dell'occhio destro mentre /
si dirigono nel tetto di sinistra, e viceversa. (8) Mappa della !
normale proiezione retino-tettale in uno Xenopus adulto. R Nasale 2
" L'occhio destro innerva il tetto ottico di sinistra e I'occhio ‘@ff (anteriore)
1 sinistro innerva il tetto ottico di destra. La parte dorsale della Recew‘\
retina (D) innerva le regioni laterali (L) del tetto. La regione =¥
nasale (anteriore) della retina proietta sulla regione caudale (@) Taemagie visualizzat (;@_ o '
i del tetto. (A, per gentile concessione di M. Wilson; B, tratta da 5 sualizaata g\ff.,@ N/
' Holt 2002, per gentile concessione di C. Holt.) ' v

|l I complicati circuiti di fibre nervose del cervello si accrescono, si assemblano e si or-
ganizzano utilizzando intricati codici chimici controllati geneticamente. Nelle fasi ini-
ziali dello sviluppo, le cellule nervose, a milioni, acquisiscono e poi mantengono segnali
il di identita individuali, di natura chimica, mediante i quali possono essere distinte e ri-
conosciute l'una dall’altra.

Le teorie correnti non prospettano una specificita punto per punto tra ogni as-
sone e il neurone con cui prende contatto. Al contrario, dati sperimentali oggi di-
mostrano che gradienti di adesivita (specialmente quelli che comportano repul-
sione) hanno un ruolo nel definire i territori in cui entrano gli assoni, e che la com-
petizione tra questi neuroni, guidata dall’attivita, determina la connessione fina-
le di ciascun assone.

* Specificita d’adesione in differenti regioni del tetto ottico: efrine ed Eph

Esistono prove convincenti che le cellule ganglionari della retina possono distin-
guere nel tetto ottico una regione dall’altra. Le cellule prelevate dalla meta ven-
trale della parte nervosa della retina di pollo aderiscono preferenzialmente alla
meta dorsale (mediale) del tetto, e viceversa (Gottlieb et al. 1976; Roth e Marcha-
se 1976; Halfter et al. 1981). Le cellule ganglionari della retina vengono specifi-
cate lungo l'asse dorso-ventrale mediante un gradiente di fattori di trascrizione.
Le cellule retiniche dorsali sono caratterizzate da alte concentrazioni del fattore
di trascrizione Tbx5, mentre le cellule retiniche ventrali mostrano livell elevati
di Pax2. Questi fattori di trascrizione sono indotti da fattori paracrini (riSpe’fﬁva'_
mente, BMP4 e acido retinoico) provenienti dai tessuti vicini (KOShjba—TakeuChl
‘ et al. 2000). Un’espressione impropria di Tbx5 nella retina neoformata dell'em-
I brione di pollo comporta marcate anomalie della proiezione retino-tettale. Quindi,
1 le cellule ganglionari della retina sono specificate secondo la loro localizzazione:
' B stato identificato dal punto di vista funzionale un gradiente repulsivo, che ha
| un valore massimo nella parte posteriore del tetto ed e invece debolissimo nella
parte anteriore. Bonhoeffer e collaboratori (Walter et al. 1987; Baier e Bonhoeffer
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1992) prepararono un“tappeto”di membrane del tetto, in cui venivano alternate
strisce di membrana derivanti dalla parte posteriore e da quella anteriore del tetto.
Su questo tappeto lasciarono poi che cellule derivanti dalla regione nasale (ante-
riore) o da quella temporale (posteriore) della retina estendessero i loro assoni. Le
cellule ganglionari della porzione nasale della retina estendevano propriamente i
loro assoni su entrambe le membrane, sia del tetto anteriore che di quello poste-
riore. Al contrario, i neuroni del lato temporale della retina prolungavano assoni
soltanto sulle strisce di membrana anteriore. Quando veniva a contatto con una
membrana cellulare della parte posteriore del tetto, il cono di crescita di un asso-
ne ganglionare retinico della regione temporale ritirava i suoi filopodi, collassava
e si ritraeva (Cox et al. 1990).
e laretina. La prima e formata da efrine e dai loro recettori. Nel tetto ottico si tro-
vano gradienti di efrine (specialmente le efrine A2 e A5) che sono piti elevati nel-
la parte posteriore (caudale) del tetto e diminuiscono in direzione anteriore (ro-
stralmente) (Figura 15.39A). Inoltre, le efrine clonate sono in grado di respingere
gli assoni e I'efrina espressa in sedi ectopiche inibira la proiezione di assoni pro-
venienti dalle regioni temporali (ma non da quelle nasali) della retina, sulla sede
nella quale e espressa (Drescher et al. 1995; Nakamoto et al. 1996). Sulle cellule
ganglionari della retina embrionale di pollo sono stati trovati i recettori Eph com-
plementari, che sono espressi lungo gli assoni ganglionari retinici secondo un gra-
diente che va dalla regione temporale a quella nasale (Cheng et al. 1995). Questo
gradiente e dovuto a un’espressione regolata spazialmente e temporalmente di
acido retinoico (Sen et al. 2005).

Lefrina € una molecola estremamente duttile. Le differenze di concentrazio-

(A) Nasale
\\/ Occhio
o Cervello
’ » g \
| emporale
Tetto
Eph (recettore Efrine _
/ tirosin chinasico) (ligandi)
\ 1573 \/
Retina % -~ ;»\\ — \
Nasale | j Temporale /
N Anteriore -t * L =+ Posteriore
Tetto

(B) Gradiente dellefrina nelle

membrane del tetto
Retina temporale Retina nasale

N

Attrazione Repulsioge Attrazione Repuls;one
Equilibrio Equilibrio
(bersaglio) (bersaglio)
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[ISTTEEEL] L'adesione

differenziale retino-tettale

e guidata da gradienti dei

recettori Eph e dei loro ligandi. .
(A) Rappresentazione del duplice

gradiente della tirosin chinasi [
recettoriale Eph nella retina e dei suoi il
ligandi (efrina A2 ed efrina A5) nel |
tetto ottico. (B) Esperimento in cui si 1 |
dimostra che gli assoni ganglionari |
della regione temporale della retina,
ma non di quella nasale, rispondono }
a un gradiente del ligando efrina nelle
membrane del tetto, allontanandosi

o rallentando il movimento. Un |
equilibrio di forze attrattive e repulsive ’
associate al gradiente puo guidare
specifici assoni ai loro bersagli. (Tratta
da Barinaga 1995; Hansen et al.
2004.)




DOMANDE DELLO SVILUPPO

° Unasignificativa plasticita
sinaptica & presente nel cervello
nel corso della vita; inoltre,
problemi nella formazione
di nuove sinapsi potrebbero
costituire la causa di numerose
condizioni patologiche del
sistema nervoso, come per
esempio i disordini dello spettro
dell’autismo. Quale ruolo svolgono
i segnali di guida e localizzazione
del bersaglio nel rimodellamento
delle sinapsi nelle fasi piu avanzate
della vita?
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ne di efrina A nel tetto possono spiegare la mappa topografica regolare prima de-
scritta (nella quale la posizione dei neuroni della retina mappa sui bersagli in mo-
do continuo). Hansen e collaboratori (2004) hanno dimostrato che I'efrina A puo
essere una molecola attrattiva cosi come rappresentare un segnale di repulsione
per gli assoni della retina. Inoltre, un saggio quantitativo da loro eseguito per la
crescita assonale ha dimostrato che l'origine dell’assone stabilisce se questo ¢ at-
tratto o respinto dalle efrine. La crescita dell’assone ¢ favorita da basse concen-
trazioni di efrina A, che si trovano anteriormente rispetto alla destinazione cor-
retta, e inibita da concentrazioni pili elevate presenti nella zona posteriore rispet-
to all’obiettivo giusto (Figura 15.39B). Ciascun assone € quindi condotto nel luo-
go appropriato, prima che gli venga imposto di non andare oltre. In condizioni di
equilibrio, non ci sara piti alcuna crescita né inibizione, e possono essere stabilite
le sinapsi con i neuroni tettali bersaglio.

La seconda serie di gradienti & parallela a quella di efrine ed Eph. Il tetto ha
un gradiente di Wnt3 che & pitl elevato nella regione mediale e pit1 basso in quel-
la laterale (come il gradiente delle efrine). Nella retina il gradiente di recettori
Wnt & piti elevato ventralmente (come per le proteine Eph). Le due serie di gra-
dienti sono entrambe necessarie per specificare la posizione degli assoni nel tetto
(Schmitt et al. 2006).

Formazione delle sinapsi

Quando un assone prende contatto con il suo bersaglio (di solito un muscolo o un
altro neurone), forma una giunzione specializzata detta sinapsi. L’assone termi-
nale del neurone presinaptico (il neurone che trasmette il segnale) rilascia neu-
rotrasmettitori chimici che depolarizzano o iperpolarizzano la membrana del-
la cellula bersaglio (la cellula postsinaptica). I neurotrasmettitori sono rilascia-
ti nella fessura sinaptica tra le due cellule, dove si legano ai recettori situati sulle
cellule bersaglio.

La costruzione della sinapsi comporta diverse fasi (Burden 1998). Quando mo-
toneuroni del midollo spinale estendono assoni verso i muscoli, i coni di crescita
che prendono contatto con le cellule muscolari neoformate migrano sulla loro su-
perficie. Al momento in cui un cono di crescita aderisce alla membrana cellulare di
una fibra muscolare, non si osservano specializzazioni in nessuna delle due mem-
brane. Tuttavia, la parte terminale dell’assone comincia ben presto ad accumula-
re vescicole sinaptiche contenenti neurotrasmettitori, la membrana di entrambe
le cellule si ispessisce nella regione di contatto, e la fessura sinaptica interposta
tra le due cellule si riempie di una matrice extracellulare che contiene una forma
specifica di laminina (Figura 15.40A-C). Questa laminina prodotta dal muscolo si
lega specificamente ai coni di crescita dei motoneuroni e puo agire come “segna-
le di stop”per I'accrescimento dell’assone (Martin et al. 1995; Noakes et al. 1995).
Almeno in alcune sinapsi tra due neuroni, la sinapsi ¢ stabilizzata da N-caderina.
Lattivita della sinapsi determina il rilascio dell’N-caderina dalle vescicole d’accu-
mulo nel cono di crescita (Tanaka et al. 2000).

Nei muscoli, dopo che si & stabilito il primo contatto, convergono coni di cre-
scita di altri assoni, che formano sinapsi supplementari. Durante lo sviluppo, tut-
i i muscoli dei mammiferi studiati sono innervati da almeno due assoni. Tirttavia
questa innervazione polineuronale & transitoria; nelle prime fasi di vita postnatale
tutte le ramificazioni assonali vengono ritratte, tranne una (Figura 15.40D-F). Ta-
le“selezione d’indirizzo”si basa sulla competizione tra gli assoni (Purves € Licht-'
man 1980; Thompson 1983; Colman et al. 1997). Quando uno dei motoneufor_u
¢ attivo, sopprime le sinapsi degli altri neuroni, probabilmente con un meccani

smo dipendente dall’ossido di azoto (Dan e Poo 1992; Wang et al. 1995). Alla ﬁ_'
che1i-

5.40E)-

ne, le sinapsi meno attive sono eliminate, mentre la terminazione assonica
mane si espande e viene rivestita da una cellula di Schwann (vedi Figura 1
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(A) 1l cono di crescita prende contatto (B) Lagrina neurale induce i recettori
con il miotubo di ACh a raggrupparsi
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Differenziamento della sinapsi che si stabilisce fra un

motoneurone e un muscolo nei mammiferi. (A) Un cono di crescita si avvicina a

una cellula muscolare in via di sviluppo. (B) L'assone si arresta e forma un contatto non
specializzato con la superficie del muscolo. L'agrina, una proteina rilasciata dal neurone,
fa concentrare i recettori dell’acetilcolina (ACh) nelle vicinanze dell’assone. (C) Vescicole
contenenti neurotrasmettitori entrano nella terminazione assonica (AT), e, mentre la
sinapsi si allarga, una matrice extracellulare collega la terminazione assonica alla cellula
muscolare. Questa matrice contiene una laminina specifica del nervo. (D) Sullo stesso sito
di sinapsi convergono altri assoni. La vista d'insieme (in basso) mostra I'innervazione del
muscolo da parte di piti assoni (come si osserva nei mammiferi alla nascita). (E) Tutti gli
assoni, tranne uno, sono eliminati. L'assone che rimane puo ramificarsi, formando con il
Muscolo una giunzione complessa. Ogni terminazione assonica & rivestita dall’espansione
diuna cellula di Schwann, e nella membrana della cellula muscolare si formano delle
pliche. La visione d‘insieme mostra I'innervazione del muscolo diverse settimane dopo

la nascita. (F) Colorazione su sinapsi intatta (whole-mount) che mostra, nel topo, una
giunzione neuromuscolare matura. (A-E, tratte da Hall e Sanes 1993; Purves 1994: Hall
1995; F per gentile concessione di M. A. Ruegg.)

Un pr ogramma di morte cellulare

“FSSere 0 non essere: questo ¢ il problema». Uno dei fenomenti dello sviluppo del
Sistema nervoso che lascia maggiormente perplessi & la morte cellulare dei neu-
foni. In mote parti del sistema nervoso centrale e periferico dei vertebrati oltre la
Meta dei neyronj muore nel normale corso dello sviluppo. Inoltre, non sembrano

esi flen s e e S . : . ;
Sistere grandj somiglianze fra i profili apoptotici delle diverse specie. Per esempio,

(C) Si forma la lamina basale sinaptica

Vescicole contenenti
neurotrasmettitori

Matrice
extracellulare
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nella retina di gatto muore circa 1'80% delle cellule ganglionari retiniche, mentre
nella retina di pollo il valore & soltanto il 40% e nella retina di pesci e anfibi non
muore alcuna cellula ganglionare retinica (Patterson 1992). Che cosa provoca que-
sta morte cellulare programmata?

Sebbene tutti noi siamo costantemente di fronte a scelte di vita o di morte,
questa dicotomia esistenziale & eccezionalmente dura per le cellule embrionali.
La morte cellulare programmata o apoptosi € parte integrante dello sviluppo (ve-
di Fuchs e Steller 2011); il termine deriva dalla parola greca che indica il processo
naturale della caduta delle foglie dagli alberi o dei petali dai fiori. Lapoptosi ¢ un
processo attivo ed & soggetto alla selezione evolutiva (un secondo tipo di morte
cellulare, la nécrosi, & un tipo di morte patologica causata da fattori esterni, come
per esempio l'inflammazione o vari stimoli tossici).

Nel nematode C. elegans, nel quale si puo contare il numero delle cellule du-
rante lo sviluppo dell’animale, precisamente 131 cellule muoiono durante il nor-
male processo di sviluppo. Tutte le cellule di C. elegans sono programmate a mori-
re, a meno che non gli venga comunicato di non andare in apoptosi. In un essere
umano adulto, ogni giorno muoiono fino a 10 cellule, che vengono poi sostitui-
te da altre cellule (la massa di cellule che noi perdiamo ogni anno grazie alla mor-
te cellulare fisiologica & molto simile all'intero peso del nostro corpo!). Durante
lo sviluppo embrionale, abbiamo costantemente prodotto e distrutto cellule e ab-
biamo generato circa il triplo del numero di neuroni di cui disponevamo alla na-
scita. Lewis Thomas (1992) ha notato saggiamente:

Nell'istante in cui sono nato, la maggior parte di me e morta anziché sopravvive-
re. Non fa niente che io non possa ricordarmene; a quel tempo, sono passato da un cer-
vello all’altro per nove mesi, per poi finalmente scovare 'unico modello che potesse es- |
sere umano, attrezzato per il linguaggio.

Lapoptosi e necessaria non solo per il corretto distanziamento ed orientamen-
to dei neuroni, ma anche per la formazione dello spazio dell’orecchio medio, la
fessura vaginale nelle femmine e lo spazio tra le dita delle mani e dei piedi (Saun-
ders e Fallon 1966; Rodriguez et al. 1997; Robert e Miller 1998). L'apoptosi elimi-
na le strutture non necessarie (per esempio le code delle rane, il tessuto mamma-
rio nell'uomo), regola il numero cellulare in specifici tessuti (i neuroni, nei ver-
tebrati e nel moscerino) e modella organi complessi (palato, retina, dita e cuore).

Una delle pit1 importanti vie apoptotiche fu caratterizzata in gran parte grazie
a studi genetici condotti su C. elegans. Non a caso, la sua importanza ¢ stata mes-
i sa in luce dal conferimento, avvenuto nel 2002, del premio Nobel in Fisiologia 0

| Medicina a H. Robert Horvitz per i suoi studi sull’argomento. Nel corso di que- ,

} sti studi, si scopri che le proteine codificate dai geni ced-3 e ced-4 erano essenziali
i ‘ ‘ per 'apoptosi e che, nelle cellule che non andavano in apoptosi, questi geni era-

4 no resi inattivi dal prodotto del gene ced-9 (Figura 15.41A; Hengartner et al. 1992).
i La proteina CED-4 & un fattore di attivazione delle proteasi che attiva CED-3, una
! proteasi che da inizio alla distruzione della cellula. La proteina CED-9 pu0 lega-
I re e inattivare CED-4. Mutazioni che inattivino il gene ced-9 fanno si che nume-
rose cellule, che normalmente sopravvivrebbero, attivino i loro geni ced-3 e ced-4
e quindi muoiano, portando alla morte dell'intero embrione. Viceversa, mutazio-
ni di ced-9 con acquisizione della funzione fanno produrre la proteina CED-9 it
cellule che normalmente morirebbero, garantendo loro la sopravvivenza. Cosi, il
gene ced-9 si rivela essere un interruttore binario che regola la scelta tra la vita €
la morte a livello cellulare. E possibile che nell’embrione dei nematodi ogni cellu- )
‘ la sia predisposta a morire, e che le cellule che sopravvivono siano in realta salva- :
1 guardate grazie all’attivazione del gene ced-9.

Le proteine CED-3 e CED-4 sono al centro della via apoptotica comune & tut-
ti gli animali studiati. A indurre I’apoptosi puo essere un'informazione relativa al-
lo sviluppo, come una molecola in particolare (per esempio, BMP4 o qualche glu-
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[II¥ERH La perdita dellapoptosi puo alterare il (4) C. elegans
normale sviluppo del cervello. (A) In C. elegans, la proteina

CED-4 & un fattore di attivazione delle proteasi che puo attivare
CED-3. La proteasi CED-3"da inizio agli eventi che portano alla
morte cellulare. CED-9 puo inibire CED-4 (e CED-9 puod essere
inibita a sua volta a monte da EGL-1). (B) Un processo simile :
esiste anche nei mammiferi e sembra agire analogamente. In HEGE-b
questo schema della regolazione dell’apoptosi nei neuroni dei

mammiferi, Bcl-X, (un membro della famiglia Bcl-2) inibisce il

rilascio del citocromo ¢ dal mitocondrio, bloccando I'attivita

di Apaf1 e impedendo cosi I'attivazione del precursore della el
caspasi-9. Il segnale apoptotico permette ad altre proteine (in '
questo caso Bik) di inibire il pathway che lega Apaf1 a Bcl-X,.

Apaf1 & cosl in grado di legare il precursore della caspasi-9 e [CED-4]
promuovere il suo taglio proteolitico. La caspasi-9 dimerizza AR
e attiva la caspasi-3, dando il via all’apoptosi. Gli stessi colori l
sono utilizzati per rappresentare proteine omologhe. (C, D) Nei LA
topi privi del gene caspasi-9, la normale apoptosi neuronale !F_EP;{

non puo avvenire e si osserva un'iperproliferazione dei neuroni
cerebrali. (C) Un embrione di topo di tipo selvatico allo stadio
di sei giorni. (D) Un embrione di topo allo stesso stadio, in cui
manca il gene caspasi-9. Il cervello ingrandito si estende sopra
il muso e gli arti sono ancora palmati. (A, B tratte da Adams e

Cory 1998; C, D, tratte da Kuida et al. 1998.)

(C) caspasi-9 +/+ (normale)

cocorticoide) o la perdita d’adesione a una matrice. Cia-
scuno dei due tipi di informazione puo attivare le protei-
ne CED-3 o CED-4, oppure inattivare le molecole CED-9.
Nei mammiferi, gli omologhi della proteina CED-9 sono i
membri della famiglia Bcl2 (che comprende Bcl2, Bcl-X| e
proteine simili; Figura 15.41B). Le analogie funzionali so-
no cosi accentuate che, se si inserisce un gene BCL2 uma-
no attivo nel genoma dell’embrione di C. elegans, esso im-
pedisce la morte cellulare che avrebbe normalmente luo-
go (Vaux et al. 1992).

Lomologo di CED-4 nei mammiferi & il fattore di atti-
vazione delle proteasi apoptotiche Apafl (apoptotic protease
activating factor 1) che, in modo dipendente dal citocromo ¢ (rilasciato dal mitocon-
drio, N.d.T.) prende parte all‘attivazione degli omologhi di CED-3 nei mammiferi,
ossia le proteasi caspasi-9 e caspasi-3 (vedi Figura 15.41B; Shaham e Horvitz 1996;
Cecconi et al. 1998; Yoshida et al. 1998). L'attivazione delle caspasi provoca I'auto-
digestione della cellula, in quanto le caspasi sono potenti proteasi che digeriscono
la cellula dal suo interno, demolendo proteine cellulari e frammentando il DNA.

Mentre i nematodi con apoptosi deficitaria causata dall’assenza di CED-4 so-
novitali (nonostante abbiano il 15% di cellule in pit dei vermi di tipo selvatico), i
topi che presentano mutazioni con perdita della funzione della caspasi-3 o della
€aspasi-9 muoiono durante il periodo perinatale, per un vistoso eccesso di accre-
Scimento del sistema nervoso (Figura 15.41C,D; Jacobson et al. 1997; Kuida et al.
1996, 1998). 1 topi omozigoti per delezioni mirate di Apafl presentano anomalie
Craniofacciali ugualmente gravi, accrescimento eccessivo del cervello e pliche in-
¥erdigitali (Ceccon; et al., 1998;Yoshida et al. 1998).

Lasoprawivenza neuronale dipendente dall’attivita
diafmorte Per apoptosi di un neurone durante lo sviluppo non & causata da alcun
etto evidente nel neurone stesso. Anzi, prima di morire, i neuroni si sono dif-

ferenzia s
f21ati e hanno mandato con successo i loro assoni a bersaglio. Piuttosto, pare

(B) Neuroni di mammifero

Membrana \

intracellulare

‘ Caspasi-9
Y

| Caspasi-3 |

o

(D) caspasi-9 /- (knockout)

W WEBTOPIC 15.7 &

Utilita dell’apoptosi

Lapoptosi interviene in numerosi processi

nel corso dello sviluppo. Questo web topic
esplora i ruoli dell’apoptosi nello sviluppo
delle cellule germinali di Drosophila e durante
Ia formazione degli occhi nei pesci cavernicoli

non vedenti,
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W WEB TOPIC 15.8 @

Lo sviluppo dei comportamenti:
perseveranza e plasticita

La correlazione di certe connessioni neuronali
con specifici comportamenti costituisce

uno degli aspetti pid affascinanti della
neurobiologia dello sviluppo.

sia il tessuto bersaglio a regolare il numero degli assoni che lo innervano seletti-
vamente, e che lo faccia sostenendo la sopravvivenza esclusiva di alcune sinapsi.
Un recente studio, condotto sui neuroni motori che innervano I'arto, esemplifi-
ca come la sopravvivenza neuronale sia dipendente dall’attivita neuronale (Hua
et al. 2013). In questo studio, manipolando il sistema di guida assonale, gli assoni
dei motoneuroni vengono erroneamente guidati verso cellule del muscolo dell’ar-
to inappropriate; in queste condizioni, i motoneuroni sopravvivono nonostante
Ierrore nella selezione del bersaglio, poiché sono in grado di formare sinapsi. Al
contrario, quando i motoneuroni non sono in grado di identificare le cellule mu-
scolari che costituiscono il loro bersaglio nell’arto di topi privi del gene Frizzled-3
(un recettore di Wnt/PCP), essi non formano sinapsi e di conseguenza vanno in-
contro ad apoptosi (Figura 15.42, Hua et al. 2013). Questi risultati indicano che la
formazione delle sinapsi € fondamentale per la sopravvivenza neuronale e che le
cellule bersaglio (in questo caso cellule muscolari) devono fornire un segnale al-
le cellule presinaptiche che promuova la sopravvivenza. Qual é questo segnale di
sopravvivenza?

e Sopravvivenza differenziale dopo 'innervazione: il ruolo dei fattori
neurotrofici
1 tessuto bersaglio regola il numero degli assoni che si innervano, limitando la
fornitura di neurotrofine. Le neurotrofine, oltre al ruolo di fattori chemiotrofi-
ci descritto in precedenza, regolano la sopravvivenza di sottogruppi differenti di
neuroni (Figura 15.43). L'NGF, per esempio, & necessario per la sopravvivenza dei
neuroni simpatici e sensoriali. Se si trattano embrioni di topo con anticorpi anti-
NGF, il numero dei neuroni ganglionari simpatici del trigemino e di quelli spinali
si riduce al 20% del valore dei controlli (Levi-Montalcini e Booker 1960; Pearson
et al. 1983). Inoltre, I'asportazione dei tessuti bersaglio di questi neuroni provoca
la morte dei neuroni che li avrebbero innervati ed esiste una buona correlazione
tra la quantita di NGF secreto e la sopravvivenza dei neuroni che innervano tali
tessuti (Korsching e Thoenen 1983; Harper e Davies 1990). Al contrario, BDNF,
un’altra neurotrofina, non agisce sui neuroni simpatici o sensoriali, ma e capace
di sottrarre i neuroni motori fetali alla morte cellulare che si verifica normalmen-
te, e alla morte cellulare indotta dall’asportazione dei loro tessuti bersaglio. I ri-
sultati di questi studi in vitro sono stati confermati da esperimenti di inattivazio-
ne genica, nei quali la delezione di particolari fattori neurotrofici provoca la per-
dita solo di alcuni sottogruppi neuronali (Crowley et al. 1994; Jones et al. 1994).
 fattori neurotrofici sono prodotti in modo continuativo nell’adulto e la loro
perdita puo causare malattie debilitanti. Il BDNF e necessario per la sopravviven-
za di un particolare sottogruppo di neuroni dello striato (una regione del cervel-
lo coinvolta nella modulazione dell’intensita dell’azione coordinata dei muscoli,
come i movimenti, I'equilibrio, la marcia) e permette loro di differenziarsi e sin-
tetizzare il recettore della dopamina. Il BDNF e stimolato in questa regione del
cervello dalla huntingtina, una proteina che e mutata nella corea di Huntington.
Fra le cause di questa malattia, si osserva una diminuita produzione di BDNE,
che porta alla morte dei neuroni striatali (Guillin et al. 2001; Zuccato et al. 2001).
Le conseguenze sono una serie di alterazioni cognitive, movimenti muscolari in-
volontari e infine la morte. Due altre neurotrofine, il fattore neurotrofico deriva-
to dalla glia (GDNF, di cui abbiamo discusso precedentemente a proposito della
migrazione della cresta neurale) e il fattore neurotrofico conservato della dopa-
mina (conserved dopamine neurotrophic factor, CDNF), favoriscono la sopravvi-
venza di un altro gruppo di neuroni, i neuroni dopaminergici del mesencefalo, la
cui degenerazione & tipica nel morbo di Parkinson (Lin et al. 1993; Lindholm et
al. 2007). Questi neuroni inviano assoni allo striato, la cui capacita di rispOﬂde'
re al segnale dopaminico dipende dal BDNF. Si stanno testando farmaci cheat-
tivino i fattori neurtrofici come agenti terapeutici contro il morbo di Parkinson €
di Alzheimer (Youdim 2013).
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[ISEI¥TREY Analisi degli assoni dei motoneuroni “in stallo” e della morte
cellulare neuronale in topi in cui & stato inattivato il gene Frizzled-3. (A)
Immunoistochimica su un embrione integro di topo (whole-mount) per la proteina
Neurofilament, che marca tutti gli assoni. (B) Immagini rawvicinate delle proiezioni
assonali nella zampa posteriore, visualizzate con un anticorpo diretto contro i
neurofilamenti (NF); gli assoni sono stati differenzialmente pseudocolorati, in funzione
della loro profondita lungo I'asse dorso-ventrale dell'arto. Topi eterozigoti per Fz3
presentano normali proiezioni dei nervi dorsali, mentre topi privi del gene Fz3 mostrano
la perdita a diversi livelli dei nervi dorsali (sono mostrati qui due esempi). Le traiettorie
assonali dei motoneuroni LMC, (nervi dorsali) sono estratte e illustrate nell'immagine
sottostante per mettere in evidenza la riduzione delle proiezioni assonali distali verso

il plesso. (C) Sezioni trasversali del midollo spinale, marcate per le diverse popolazioni

dei motoneuroni e per alcune cellule che stanno andando incontro ad apoptosi, come
indicato dalla marcatura per la caspasi-3 (in verde, immagini sulla destra). | topi privi del
gene Frizzled-3 (immagini in basso) mostrano una riduzione dei marcatori specifici per

i neuroni motori, Islet1/2 (in rosso) e Foxp1 (in verde, nelle immagini a sinistra), insieme

a un aumento della morte cellulare, specialmente nelle colonne motorie. (D) Lo schema
descrive il fenotipo associato alla perdita del segnale frizzled-3/PCP. A un iniziale “stallo”
dei motoneuroni destinati all’arto dorsale, fa seguito la morte cellulare. (A-C, tratte da
Hua et al. 2013; D, tratta da Yung e Goodrich 2013.) ’

(B) Arto posteriore (inferiore)

Fz3*- Fz37-
A

M Dorsale
‘} Intermedio
M Ventrale

NF

!

| Prossimale

Nervo dorsale

(C) (D) TIPO selvatico (norma]e) il fenotipo Fz37- di “stallo”
W Isletl/2 induce morte cellulare
B DAPI p 7 S —
T — LMCL ¥
4 | — LMCM

Fz3*~

Fz37-




—

554 15 Le cellule della cresta neurale e la specificita assonale

Effetto di NGF
e BDNF sull’accrescimento
assonale. Effetti dell’NGF
(in alto) e del BDNF (in basso)
sull’accrescimento degli assoni
di (A) gangli simpatici, (B) gangli
spinali, (C) gangli nodosi (della
percezione del gusto). Sebbene
sia NGF che BDNF esercitino un
moderato effetto stimolante
sull’accrescimento assonale dei
gangli della radice dorsale, il
ganglio simpatico risponde in
modo drammatico all'NGF e quasi
per nulla al BDNF; il contrario vale
per il ganglio nodoso. (Tratta da
Ibafez et al. 1991.)

(B) Radice dorsale

(C) Ganglio nodoso (gusto)

BDNF |

IL PROSSIMO PASSO DELLA RICERCA

Il campo della neurobiologia dello sviluppo ha fatto grandi passi avanti nell'iden-
tificazione dei numerosi fattori fondamentali alla base della connettivita neurale.
Dai fattori di trascrizione essenziali nella specificazione del destino delle cellule
neuronali ai recettori della guida assonale, richiesti per la specificita del bersaglio,
fino all’apparato meccanico presente allinterno del cono di crescita e ai segnali
guida secreti, fra cui i fattori di sopravvivenza, stiamo iniziando a capire veramente
come si sviluppi un circuito nervoso. Gli scienziati stanno mettendo insieme solo
ora i tasselli del puzzle dei vari circuiti, per ottenere una visione a pit1 livelli dello
sviluppo neuronale. Ogni neurone invia i suoi assoni da un bersaglio intermedio
a un altro e quindi alla destinazione finale. F raro che si conosca con esattezza la
sequenza completa dei meccanismi di guida che regolano l'intero percorso diuno
specifico neurone, per non parlare della rete di molteplici connessioni. Tuttavia,
grazie a recenti progressi nell’acquisizione microscopica i vivo delle cellule, studi
di imaging di questo tipo risolveranno alcuni dei misteri delle dinamiche di con-
tatto cellula-cellula nel cammino degli assoni. Vai sul sito web Eyewire per aiuta-
re, giocando, un cervello a connettersi (http://eyewire.org/explore).

@ CONSIDERAZIONI FINALI SULLA FOTO DI APERTURA

L'immagine mostra le cellule della cresta neurale craniale mentre popolano gli archi
faringei di un embrione di pesce zebra (zebrafish) di 42 ore, che esprime la molecola
GFP controllata dal promotore fli1a. Si tratta di una visione laterale, con il polo anteriore
dell'embrione posto a sinistra. | primi due principali flussi apportano cellule della cresta
neurale alle principali cartilagini dell’apparato boccale, mentre i flussi piu posteriori
contribuiscono alle strutture degli “archi branchiali” e delle branchie. Le cellule della
cresta neurale craniale svolgono un ruolo fondamentale nella costruzione dello scheletro
craniofacciale, ossia consentono la generazione del muso di un pesce, di un topo o del
volto di un essere umano. Solo di recente abbiamo iniziato a comprendere come le
cellule della cresta neurale craniale si muovano mediante un meccanismo di migrazione
collettiva, descritto in questo capitolo. Il modellamento degli archi faringei, ottenutod
partire dalla cresta neurale craniale, puo sembrare complicato ma esiste un modo con cul
puoi letteralmente toccare con mano queste strutture. Questa immagine é stata onenutfl
con un microscopio confocale a scansione laser e, come tale, possiede in sé informazion!
tridimensionali. Puoi visitare il sito Web per lo scambio di stampe tridimensionali dell'NI
(http://3dprint.nih.gov/discover/3dpx-001506), scaricare il file degli archi faringei di
questo embrione transgenico di zebrafish 42 ore dopo la fecondazione [tg(fli 1a:EGFP)L

e usarlo per stamparne un piccolo modello in 3D, che potrai tenere tra le mani.
(Microfotografia e modello tridimensionale generato e fornito dal laboratorio del D&
Barresi; Barresi et al. 2015.)
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1.

La cresta neurale € una struttura transitoria. Le

sue cellule migrano dando origine a numerosi tipi

cellulari differenti. Il percorso che una cellula della

cresta neurale intraprende dipende dall’ambiente
extracellulare che incontra.

e Le cellule della cresta neurale del tronco possono

migrare dorso-lateralmente per diventare

melanociti e cellule dei gangli delle radici dorsali.

Esse possono anche migrare in direzione ventrale,

per dar luogo a neuroni simpatici e parasimpatici

nonché a cellule della porzione midollare della
ghiandola surrenale.

Le cellule della cresta neurale craniale entrano negli

archi faringei per dar luogo alle cartilagini della

bocca e alle ossa dell’orecchio medio. Esse formano
anche le ossa del processo fronto-nasale, le papille
dei denti e i nervi cranici.

e Le cellule della cresta neurale cardiaca entrano nel
cuore e formano il setto (una parete di separazione)
tra I'arteria polmonare e l'aorta.

La formazione della cresta neurale dipende da

interazioni tra I'epidermide prospettica e la piastra

neurale. Fattori paracrini rilasciati da queste regioni
inducono l'attivazione di fattori trascrizionali che
spingono le cellule della cresta neurale a migrare.

La migrazione collettiva delle cellule della cresta

neurale e supportata dall'inibizione da contatto del

movimento e dall’attrazione reciproca instaurata

con le cellule che le guidano e precedono,

tutti comportamenti cellulari mediati da una

combinazione di livelli modesti di N-caderina, attivita

bipolare della GTPasi Rho e attrazione verso la
secrezione del fattore Sdf1.

Le cellule della cresta neurale del tronco migrano

attraverso la parte anteriore di ogni sclerotomo, ma

non attraverso la parte posteriore dello sclerotomo
stesso. Semaforine ed efrine, espresse nella parte
posteriore di ogni sclerotomo, impediscono la
migrazione delle cellule della cresta neurale.

Alcune cellule della cresta neurale si dimostrano

capaci di formare un ampio repertorio di tipi cellulari.

Altre cellule della cresta neurale possono essere

impegnate a seguire un determinato destino ancora

prima di migrare. La destinazione finale della cellula
della cresta neurale puo talvolta modificare la sua
specificazione.

Il destino delle cellule della cresta neurale cefalica &

in larga misura regolato dai geni Hox. Queste cellule

Possono acquisire il loro profilo d’espressione dei

geni Hox mediante interazioni con cellule vicine.

.I neuroni motori (o motoneuroni) sono specificati

In funzione della loro posizione nel tubo neurale. In

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

tale specificazione, prima che i loro assoni possano
estendersi in periferia, la famiglia di fattori di
trascrizione Lim svolge un ruolo fondamentale.

Il cono di crescita e I'organello locomotore dei
neuroni e riorganizza "architettura del proprio
citoscheletro in risposta ai segnali dell’ambiente. Gli
assoni possono raggiungere i loro bersagli in assenza
di attivita nervosa.

Alcune proteine generalmente permettono I’adesione
dei neuroni e forniscono substrati su cui gli assoni
possono migrare. Altre sostanze impediscono la
migrazione.

Alcuni coni di crescita riconoscono molecole che
sono presenti in aree molto specifiche, e sono quindi
guidati da queste molecole fino ai loro rispettivi
bersagli. s

Alcuni neuroni sono“tenuti a bada”da molecole
repulsive. Se deviano dal percorso verso il loro bersaglio,
queste molecole li respingono. Alcune molecole, come le
semaforine e Slit, sono selettivamente repulsive per un
particolare gruppo di neuroni.

Alcuni neuroni percepiscono i gradienti di una
proteina e sono guidati verso il loro bersaglio
seguendo questi gradienti. Le netrine e Shh possono
agire proprio in questo modo.

Cambiamenti nella ricettivita del cono di crescita nei
confronti di segnali attrattivi e repulsivi secreti dalla
linea mediana permettono agli assoni commissurali
di attraversare la linea mediana stessa e connettere i
due lati del sistema nervoso centrale.

La selezione di un bersaglio puo essere determinata
dalle neurotrofine, proteine prodotte dal tessuto
bersaglio che stimolano il particolare gruppo di
assoni che lo puo innervare. In alcuni casi, il bersaglio
elabora questi fattori in quantita sufficiente a
sostenere soltanto un singolo assone. Le neurotrofine
svolgono anche un ruolo nell’apoptosi di molti
neuroni.

Nella rana e nel pollo, le cellule ganglionari della
retina inviano assoni che si legano a regioni specifiche
del tetto ottico. Questo processo ¢ mediato da
numerose interazioni e la selezione del bersaglio e
mediata dalle efrine.

La formazione delle sinapsi ha una componente
dipendente dall’attivita neuronale. Un neurone attivo
puo impedire che altri neuroni formino sinapsi sullo
stesso bersaglio.

L'assenza di formazione di sinapsi e di attivita
neuronale puo portare all'induzione della morte
cellulare programmata o apoptosi, che innesca
I"attivazione a cascata degli enzimi proteolitici
caspasi, che distruggono la cellula.




	
	
	



