1 N La Saga della linea
- 9erminale

gl fine di tutto il nostro esplor 342 tiamo per chiudere il cerchio, Abbiamo iniziato la nostra analisi dello
Sord r.omar(’ al punto da dove siamo svilu.ppo animale trattando la fecondazione. E concluderemo i nostri
partiti P studi sullo sviluppo individuale prendendo in esame la gametogenesi,
Eseoprirlo per i@ prima volta. che comprende i processi di formazione dello spermatozoo e dell'uovo. Oltre
I. 5. Eruior (1942) a formare il proprio corpo, un individuo animale deve mettere da parte le cel-
lule che forniranno il materiale e le istruzioni per generare gli organismi della
Quando lo spermatozoo penetra nel- generazione successiva. Le cellule germinali assicurano la continuita della vita da
[ono, entra in un sistema cellulare una generazione all’altra, e gli antenati mitotici delle nostre cellule germinali
che ha git raggiunto un certo grado di risiedevano un tempo nelle gonadi di rettili, anfibi, pesci e invertebrati.
rganizazione. In molti animali, come gli insetti, i nematelminti e i vertebrati, si ha una
ErnsT HADORN (1955) separazione netta e precoce delle cellule germinali dai tipi cellulari somatici.

In diversi altri phyla di animali (e in tutto il Regno vegetale) tale divisione
non esiste. In queste specie, che comprendono cnidari, platelminti e tunicati,
le cellule somatiche possono facilmente diventare cellule germinali anche in
organismi adulti. Gli zooidi, le gemme e i polipi di molti phyla di invertebrati
testimoniano la capacita delle cellule somatiche di dare origine a nuovi individui
(Liu e Berrill 1948; Buss 1987).

Negli organismi in cui esiste una linea germinale distinta, che si separa
dalle cellule somatiche precocemente nel corso dello sviluppo, le cellule ger-
minali non si originano nelle gonadi. I loro precursori, 1e__gellule germinali
primordiali (primordial germ cells, PGC), hanno origine altrove € migrano
rielle gonadi quando queste si sviluppano. Il primo passo della gametogenesi
comporta quindi la formazione delle PGCeilloro ingresso nella cresta genitale,

allorché si forma la gonade. La trattazione della gametogenesi comprendera:
. laformazione de]'plasma germinale e la determinazione delle cellule ger-
minali primordiali; o
la migrazione delle PGC nelle gonadi in via di swluppf);

il processo della meiosi e le sue variazioni nella formazione di spermatozoi

e uova;
il differenziamento dello spe

il controllo ormonale dellam

rmatozoo e dell’uovo;
aturazione dei gameti e dell’ovulazione,

nale e la determinazione

w1 || plasma germ! minali primordiali

delle cellule ger

. - riproduzione sessuata si originano da]l'lll}igne di gameti

Tutti gli organism! ?’T{) iti i gameti derivano dalle cwir;g‘aa Tpritordiali
spérUT@FO?QQC_HQ¥Q"'lilzzatfi;in laboratorio (come rane, R m;rini),
In molti orgam'sml.utll ordiali sonospecificate in modo autonomo da deter-
e cellule germineli PUOSICCR oo, che vengono poi ripatit in cellule

niinanti citoplasma
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FIGURA 16.1 Distribuzione del plasma germinale neila
segmentazione di zigoti di Parascaris (A) normali e (B)
centrifugati. (A) Il plasma germinale viene normalmente
mantenuto nel blastomero pit vegetativo, come & dimostrato
dall’assenza di riduzione cromosomica in questa particolare
cellula. In tal modo, allo stadio di 4 blastomeri, I'embrione
possiede una sola cellula staminale per la formazione dei

specifiche nel corso della segmentazione. Tuttavia, evidenze
sperimentali indicano che, nella maggior parte delle specie
(incluse le salamandre e i mammiferi), le cellule germinali
sono specificate da interazioni tra cellule vicine (Extravour
e Akam 2003). Nelle specie in cui la determinazione delle
cellule della linea germinale ¢ effettuata mediante la loca-
lizzazione autonoma di proteine e mRNA specifici, questi
componenti citoplasmatici sono indicati collettivamente

con il nome di plasma germinale.

e Determinazione delle cellule germinali
nei nematodi

Gli esperimenti di Boveri su Parascaris Theodor Boveri

(1862-1915) fu il primo a osservare i cromosomi di un or-

ganismo durante il suo intero sviluppo. Nel corso di que-
sta osservazione, egli scopri un aspetto affascinante dello
sviluppo del nematode Parascaris acquorum (precedente-
mente conosciuto come Ascaris megalocephala). Questo
nematode possiede soltanto due cromosomi per cellula
aploide, il che consente I'osservazione minuziosa dei sin-
goli cromosomi. Il piano di segmentazione della prima
divisione embrionale & insolito, in quanto & equatoriale ¢
separa la meta animale dello zigote dalla meta vegetativa
(Figura 16.14). Piu bizzarro, tuttavia, & il comportamento
dei cromosomi nella successiva divisione di questi due
blastomeri. Le estremita dei cromosomi del blastomero
animale si frammentano in dozzine di parti immediata-
mente prima che la cellula sj divida, Questo fenomeno &
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Cellula staminale

Cellule staminall

gameti, (8) Quando il primo piano di segmentazione & spostato
di 90 gradi mediante centrifugazione, tutte e due le cellule
risultanti contengono plasma germinale e nessuna delle due va
incontro a riduzione cromosomica. Dopo la seconda divisione
di segmentazione, queste due cellule danno origine alle cellule
staminali germinali. (Tratta da Waddington 1966.)

detto riduzione cromosomica, perché permane soltanto
una parte del cromosoma originale. Quando i cromosomi
si frammentano vengono perduti numerosi geni, che non
sono inclusi nei nuclei di nuova formazione (Tobler et al.
1972; Miller et al. 1996),

Nel frattempo, nel blastomero vegetativo, i cromosomi
restano normali, Durante la seconda divisione di segmenta-
zione, la cellula animale si divide lungo un piano meridiano,
mentre la cellula vegetativa si divide ancora lungo un piano
equatoriale. Tutte e due le cellule prodotte dal blastomero
vegetativo hanno cromosomi normali; tuttavia, i cromo-
somi della cellula piii vicina al polo animale si frammentan©
prima della terza divisione di segmentazione. In tal modo
allo stadio di 4 blastomeri, una sola cellula, quella situata al
polo yegetativo, possiede una serie completa di geni. Nelle
divisioni di segmentazione successive, da questa linea pu
vegetativa sono emessi nuclei con cromosomi ridotti fing
allq_ stadio di‘16 blastometi, quando vi sono soltanto ue
cellule don cromosomi non ridotti, Uno di questidue blasto-
;m,“ da origine alle cellule germinali; 'altro subisce fT‘ﬁ“e
cznl' :;lluzmne cromos'omica.e forma altre cellule somaflcat‘:
; osomirestano integri soltanto nelle cellule desti™
i’rma'm lalinea germinale, Se cosi non fosse, l'i”formazwbc
bellfptlca degenererebbe da una generazione all‘altra- no
f)(;l ,l{]e che hanno subito la riduzione cromosomica dan

gine alle cellule somatiche.

Boveri & stato defini _ ‘ ,
’ ni 4 . ndi o
dell'embriologi to I'ultimo dei gra

soddisfatto dj

sservaton

+ Non
aeilpri . - perimentatori N
il primo dei grandi sperimen dell’i“tcm

avere osservato la conservazione
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16.2 |nibizion'e della trascrizione nei precursori
Hﬁe cellule germinali di C. elegans. La fotografia mostra
e

(ipridazione in situ del’'mRNA per la B-galattosidasi, espresso

ol controllo del promotore pes-10. Il gene pes-10 & uno
soi ormi geni espressiin C. elegans. Il blastomero P che da
gﬁgme alle cellule germinali (all'estremita destra dell'embrione)
qon trascrive questo gene. (Tratta da Seydoux e Fire 1994; per
gentile concessione di G. Seydoux.)

corredo cromosomico nei precursori delle cellule germi-
nali, si domando se una specifica regione del citoplasma
proteggesse dalla riduzione i nuclei in essa contenuti. Se
cosi fosse stato, qualunque nucleo che si fosse trovato in
questaregione avrebbe dovuto rimanere in condizioni non
ridotte. Nel 1910, Boveri mise alla prova questa ipotesi,
centrifugando uova di Parascaris immediatamente prima
dell'inizio della segmentazione. Questo trattamento cam-
biava |'orientamento del fuso mitotico. Se il fuso si forma
perpendicolarmente al suo orientamento normale, en-
trambi i blastomeri risultanti dovrebbero contenere parte
del citoplasma vegetativo (Figura 16.1B). Boveri osservo che,
dopo la prima divisione, nessuno dei due nuclei presentava
fiduzione cromosomica. Tuttavia, la divisione successiva era
¢quatoriale, rispetto all’asse polo animale-polo vegetativo, e
iblastomeri animali risultanti andavano tutti e due incontro
ariduzione cromosomica; questa non aveva luogo, invece,
tei due blastomeri vegetativi. Boveri trasse la conclusione
“h‘f il citoplasma vegetativo contiene un fattore (o pit fat-
tori) che protegge i nuclei dalla riduzione cromosomica e
determina Je celfule germinali.

;elegans Nel nematode Caenorhabditis elegans, il precut-
enrte dell;% linea germinale ¢ il blastomero P4. 1 g.r:an.uli P
is 1400 in questa cellula e si dimostrano de_c151v1 nel-
i itla a divenire il precursore della linea germinale (vedi
Vegru-r ? 5_'4_5)-1 componenti dei granuli P comprendono di-
oo Mibitori della trascrizione e proteine di legame a.l-
N&nA' frale quali le omologhe delle proteine\(as?: Piwie

98 di Drosophila, delle cui funzioni si trattera pitiavant!
ey asakiet 5], 1998; Seydoux e Strome 1999; Subrama'maln
5,1 10Ux 1999). Inoltre, come gia discusso nel Capitolo

'3ma germinale di C. elegans contiene la p.rotema'

. *he inibisce 1a fosforilazione della RNA polimerast
edendo in questo modo la trascrizione delle cellule
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della linca germinale (Ghosh e Seydoux 2008). Cio € im-
portante per impedire che la linea germinale si differenzi
}n CCHl'J,]Q somatiche e affinché essa non inizi il suo dif-
¢renziamento prima della scomparsa di PIE-1 nelle fasi
emb“?nali Successive, Fino ad allora, i nuclei delle cellule
della linea germinale sono silenti (Figura 16.2). E possibile
g queste proteine del plasma germinale si aggreghino in
granuli P solamente nelle cellule P1-P4. Le proteine MEX-5
e PAR-1 inibiscono la stabilita dei granuli P nelle restanti
cellule somatiche (Brangwynne et al. 2009).

Q Vedi SITO WEB 16,1

Determinazione del sesso nella linea germinale
di C. elegans

Germline sex determination in C, elegans

Q Vedi SITO WEB 16.2

Meccanismi di riduzione cromosomica
Mechanisms of chromosome diminution

® Determinazione delle cellule germinali

negli insetti

In Drosophila, le PGC si formano come gruppo di cellule,
denominate cellule polari, al polo posteriore del blasto-
derma in fase di cellularizzazione. Questi nuclei migrano
nella regione posteriore alla nona divisione nucleare esono
circondati dal plasma polare, un insieme complesso di
mitocondr], Fibrille e granuli polari (Figura 16.3; Mahowald
1971a,b; Schubiger e Wood 1977). Se si impedisce ai nuclei
delle cellule polari di raggiungere il plasma polare; non si
formano cellule germinali (Mahowald et al. 1979).

Le cellule polari sono responsabili della formazione
delle cellule staminali della linea germinale, ciascuna

(&)

FIGURA 16.3 Il plasma polare di Drosophila. (A) Immagine

al microscopio elettronico di granuli polari ottenuti dalla
frazione particolata di cellule polari di Drosophila. (B) Immagine
al microscopio elettronico a scansione di un embrione di
Drosophila, immediatamente prima che sia completata la
segmentazione. Le cellule polari sono osservabili a destra nella
figura. (Fotografie per gentile concessione di A. P. Mahowald.)
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’/ -
nte per produrre un’al

delle uali si divide asimmetricamc ' oy
9 lia differenziata deno

tra cellula staminale c una cellula fig i
minata cistoblasto. 1 cistoblasti vanno incontro a qua :
L tiche con citocinesi incomplete formando
divisioni mitotiche con citocinesi incomple o
un gruppo di 16 cellule collegate tra loro da ponlti clto} ‘1‘ ‘
smatici chiamati canali anulari. Soltanto le ‘{“"“.‘“‘.'lcfr“
posseggono quattro interconnessioni sono capact didi ti—
renziarsi in oocili ¢, fra queste due, una soltanto divcl} a
I'uovo. Le restanti 15 cellule divengono cellule nutricl
(Figura 16.4). N
A quanto pare, ]a collula destinata a diventare 'oocita ¢
quella che risiede nella parte pitt posteriore della camera
dell’ wovo, l'ovariolo, che comprende I'intero clone d1’16
cellule. Tuttavia, poiché le cellule nutrici sono collegate all’o-
ocita tramite i canali anulari, I'intero complesso puod essere
visto come un‘unica unitd funzionale in grado di produrre
un solo uovo. Le cellule nutrici producono numerosi RNA
¢ numerose proteine che, alla fine, vengono trasportate fino
al citoplasma dell’cocita attraverso i canali anulari.

(A)

Oogonio —_

Cistoblasto

1
in divisione

Fusoma 4(‘\‘%

Cisti
o = @ a 2 cellule

B. M. Mechler.)

Canali
anulari

Altre due divisioni

Cellule

FIGURA 16.4 Formazione di 16 cistoci
un ovariolo adulto, che mostra la seque
piu giovani (germarium, -a) maturano. (B)
formano i cistociti (cistoblasti). Le cellule sono rappresentate schematicamente, come
se si dividessero su un unico pian
<taminale e un oogonio che & determinato a formare i cistociti. Quando I'cogonio
si divide, il centriolo di un cistocita figlio (contraddistinto dal numero 1) trattiene il
fusoma (in rosso), che si accresce pero attraverso il canale anulare in direzione della
sua cellula sorella mitotica. La freccia punta verso la cellula a partire dalla quale il
fusoma si accresce, indicandone la polarita. Dopo altre tre divisioni mitotiche, si
forma il clone di 16 cellule. Se il trasporto intracellulare fosse coordinato dal fusoma,
il trasporto di MRNA e proteine sarebbe cos! diretto verso il cistocita numero 1,

che potrebbe in tal modo diventare |'oocita. (C) Sezione di cisti germinali ove sono
visibili | canali anulari (colorati in giallo). In questa immagine, I'actina & colorata in
rosso. (D) S_ezione attraverso il centro di tre cisti germinali, che mostrai diversi livell
qu maturazione dell'oocita. L'actina & colorata in verde, il DNA nucleare & colorato
in rosso (A, tratta da Ruohola etal. 1991; B, tratta da Lin e Spradling 1995; C, per
gentile concessione di S. E. Roulier e S. Beckendorf; D, per gentile concessione di

Oocita
AN

el
] componenti del plasma polare S0NOrespon by .
gpecificazione di que’ste cellu'le Verso 1.1 destino Pl el

¢ dell’inibizion¢ dell'espressione genica somaticz” ingl,

interno. Queste cluc:.‘ funznom POtreb}Dero eSSGECO o
late, in quanto I'inibizione della trascrizione genic, Sfre.
bra essere cgsenziale per la determinazione deje Celel i
germinali (vedi Santos e‘L?hmarm 2004).Unodej com Ule
nenti del plasma polare c.1 mRNA del gene germ cal[_leo'
[gel, privo di cellule ger_mmall (dal fenotipo risultange dals18
sua inattivazione sperimentale, N.d.T.)]. Questo o N
scoperto da Jongens e colla_boratori (-1992)’ quandoing,.
sero mutazioni in Drosophila e selezionarono le femng E
chenon avcvnno”nipotini”. Partirono dal Presupposto . }?e
se una femmina non poneva plasma polare funzionae nellz
sue uova, poteva comunque avere dei figli, ma quest; .
rebbero stati sterili (essendo privi di cellule germinaj)
gene gel di tipo selvaticg e tra§critto nelle cellule “Utr.ici
dell’ovariolo del moscerino, € il su0 MRNA 2 trasportag
nell’uovo. Una volta nell’uovo, & trasportato nella parte pil

ti interconnessi in Drosophila. (A) Schema di
nza dell'cogenesi via via che le cisti germinali
Divisione delle cellule staminali che

o. |l cistoblasto si divide per produrre un‘altra cellula
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Tipo selvatico (normale)

(A)

udale e i colloca in guello che diverra i]
Questo messaggero viene tradotto in pro
primi stadi della segmentazione (Figura 16,
wdificata da gel entra nel nucleo ed & essenziale per la for-
mazione delle cellule polari. I moscerinj con mutazioni di
questo gene sono privi di cellule germinali (Figura 16.5B).
Tigene gel codifica una proteina dell'involucro nucleare che
impedisce la trascrizione genica ed & inoltre importante
per la specificazione delle cellule polari (Leatherman et
al.2002). Geni omologhi di 8¢l sono stati isolati nelle ce]-
lule germinali di topi e di esseri umani e anche j] gene Gl
murino € in grado di reprimere la trascrizione; individui di
sess0 maschile che presentano mutazioni del gene GCL
possiedono spermatozoi anomali e sono spesso sterili (Nili
etal. 2001; Kleiman et al. 2003).

Unaseconda proteina che si trova nel plasma polare di
Drosophila (e che si localizza nei granuli polari) & il compo-
nente del granulo polare (polar granule component, Pgc).
LmRNA Pgc & parte del plasma polare originale e li viene
tadotto. La proteina Pgc reprime la trascrizione, e lo fa
(come PIE-1 in C. elegans) impedendo la fosforilazione
della RNA polimerasi II (Martinho et al. 2004; Hanyu-
N_akamura etal. 2008; vedi Figura 2.7). Senza questo evento
di fosforilazione, I'RNA polimerasi non pud trascrivere
dleun gene. Se il gene materno Pgc & mutato, le cellule
*aminali inizianc a esprimere i geni caratteristici delle
tellyle Somatiche vicine,

. -Materza serie di componenti del plasma polare & co-
itagai determinanti del gruppo posteriore. Una pro-
ting mportante dj questo gruppo & Oskar (vedi CapiFolo
le 20che V'espressione dell'mRNA oskarin sedi ecitoglchg
cheinuclej g quelle regioni formino cellule germmalx:
agz}ia ?OrmaZione delle cellule germinali; soqo;necessag
poloe ! gen.i che delimitano I’espressione di Oskar entrtoal
1997.p0.5te”°re (Ephrussi e Lehmann 1992; Newma.rk eI 5
gy '®chmann et al. 2002). Oskar risulta essere, {;}('J'trle.::
Fagor ¢ Mitante della formazione delle cellule germinali:
' fai}lnta di ulteriore mRNA oskar nell’oocita determina,
& OSI' - formazione di altre cellule germinali. I:e‘funglon;
deg) ! consistono nella localizazione delle proteine ;
RN Necessari alla formazione delle cellule germinali

plasma polare.
teina durante j
5A); la proteina
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Mutante

o FIGURA 16.5 Localizzazione

dei prodotti del gene germ
cell-less nella parte posteriore
dell'uovo e dell'embrione. Si pud
osservare I'mRNA gc/ nel polo
posteriore di embrioni all'inizio
della segmentazione prodotti
da femmine di tipo selvatico (A),
ma non negli embrioni prodotti
da femmine mutanti con difetto
di gc/ (B). La proteina codificata
dal gene gc/ & presente nelle
cellule germinali, allo stadio

di blastoderma cellulare, degli
embrioni prodotti da femmine
di tipo selvatico, ma non negli
embrioni delle femmine mutanti
(frecce). (Tratta da Jongens et al.
1992; per gentile concessione di
T. A. Jongens.)

(come germ cell-less) al polo posteriore (Ephrussi e Lehmann
1992; Snee e Macdonald 2004y,

Uno degli RNA localizzati da Oskar & il messaggero

{tanos))il cui prodotto & essenziale per la formazione del

segmento posteriore e per la specificazione delle Cellule
germinali. Le cellule polari che sono prive di Nanos non
migrano nelle gonadi e non diventano gameti. Mentre Gcle
Pgcsono importanti nella regolazione trascrizionale, Nanos
€ invece essenziale nell'inibire la traduzione di alcuni mes-
saggeri. Negli embrioni privi di Nanos, le cellule della linea
germinale di solito muoiono; ma se la morte cellulare viene
in qualche modo inibita, le cellule della linea germinale pos-
sono diventare cellule somatiche (vedi Capitolo 6). Nanos
€ quindi in grado di impedire che le cellule polari attivino
il percorso che conduce alla formazione delle cellule soma-
tiche (Hayashi et al. 2004).

Unaltro deglimRNA posteriori codiﬁ@a}ng pro-
tei_rlg_che@ga_l’,RNA: Gli mRNA di questa proteina sono
presenti nel plasma germinale di molte specie.e”Vasa &
importante per dare inizio al differenziamento-delle cel-
lule'germinali @ alla meiosh(Ghabrial Schiipbach 1999).
Altre due proteine leganti gli acidi nucleici, Riwi%e la sua
parente stretta Aubergine, si trovano nel plasma polare.
Anch’esse hanno la capacita di reprimere la trascrizione.
Piwi diventera importante successivamente nel definire la

cellula polare come cellula staminale nella gonade (Cox et
al. 1998;. Megosh et al. 2006).

1 Siritiene che Piwi sia necessaria per il mantenimento delle cellule
staminali e per la loro proliferazione in tutti i Regni degli eucarioti.
Oltre a essere attivi nelle cellule staminali germinalj, i geni Piwi sono
espressi anche nelle cellule staminali totipotenti di planaria e degli
anellidi rigeneranti. Inibendo I'espressione del gene Pirwi negli adulti
del verme piatto, si blocca la sua rigenerazione (Reddien 2004). Piwi
viene anche espresso nelle cellule staminali somatiche della medusa
ed & regolato positivamente immediatamente prima del loro trans-
differenziamento. L'espressione continua e contenuta dj Piwi nelle
cellule differenziate delle meduse ¢ alla base della loro capacita di
rimodellare cosi profondamente il proprio corpo (Seipel et al, 2004).
Piwi potrebbe anche essere responsabile del mantenimento delle
cellule staminali tra i Regni: due geni Piwi della pianta Arabidopsis
sono cruciali nel mantenere attiva la proliferazione del meristema di
radice e gemma (Bohmert et al. 1998; Moussian et al, 1998).
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enti del plasma polare che
Lehmann 2004). Per esem~
esenti transitoriamente
hi e Okada (1989)

Esistono numerosi compon
conosciamo poco (vedi Santos €
pio, i ribosomi mitocondriali sono Px
nel plasma polare di Drosophila. Kobayas D
hanno dimostrato l'importanza dei compone.antl mi osb _ n;
mostrando che l'iniezione di RNA mitoconf:]nale. inem nt(i)va
generati da uova irradiate da raggi ultravioletti cor}sen N
Joro di recuperarela capacita di formare cellule polar. EP g
sibile che alcuni fra gli mRNA del plasTna Polare ven.gan .
tradotti da questi ribosomi mitocondrial_l. Imb.endo la 51r.1teSI
proteica di questi ribosomi, si impedisce infatti la produzioné

della proteina Gel (Amikura et al. 2005).

Q Vedi SITO WEB 16.3
Il plasma polare degli insetti

The insect germ plasm

o Determinazione delle cellule germinali
negli anfibi e nei pesci

Rane La localizzazione citoplasmatica dei determinanti
delle cellule germinali & stata osservata anche negli em-
brioni di molti vertebrati. Bounoure (1 934) dimostro come
la regione vegetativa delle uova di rana fecondate conte-
nesse materiale con proprieta tintoriali simili a quelle del
plasma polare di Drosophila. Egli riusci anche a seguire
questo citoplasma corticale nelle poche cellule dell’en-
doderma presuntivo che sarebbero normalmente migrate
nella cresta genitale. Trapiantando cellule marcate geneti-
camente di un embrione in un altro embrione, diun ceppo
con marcatura differente, Blackler (1962) dimostro come
queste cellule fossero i precursori delle cellule germinali
primordiali.

1l plasma germinale degli anfibi & costituito da granuli
germinali e da una matrice che li circonda. Contiene molti
degli RNA e delle proteine (compresi gli RNA delle sub-
unita maggiore e minore dei ribosomi mitocondriali) che
si trovano nel plasma polare della Drosophila e sembrano
reprimere la trascrizione e la traduzione (Kloc et al. 2002),
I primi movimenti del plasma germinale negli anfibi sono
stati analizzati accuratamente da Savage e Danilchik (1993),
che marcarono il plasma germinale con un colorante fluo-
rescente. I due ricercatori osservarono come il plasma ger-
rr}inale delle uova non fecondate fosse costituito da minute
"15(_)1e”, ancorate alla massa del tuorlo in prossimita della
S A ey
durante la rotazione corticale immedigfaiwa e uoro
P '€ : mente dopo la

econdazione. Dopo la rotazione, le isole si staccano dall
massa'del tuorlo e cominciano a fondersi traloro e a migrar:
verso il polg vggetatlvo. La loro aggregazione dipende dai

microtubuli e il loro spostamento verso il polo vegetati

dipende da una proteina simile alla chinesina cgh o
agire da motrice per il movimento del plasma e
(Robb et al. 1996; Quaas e Wyli germinale

. ylie 2002). Savage e Danilchj
(1993) scoprirono che la luce UV impedisce le = lk
della superficie vegetativa e inibisce la migrazi S
sma germinale al polo vegetativo. Inoltre, gli Snelel pla-

. , , 8ll omologhj i
Xenopus dei messaggeri Nanos e Vasa sono specifi oS
localizzati nella regione vegetativa (Figura lpé 6l ;am.ente
et al. 1995; Tkenishi et al. 1996; Zhou e King 1 996 ) .Orrlstall

germinale nel polo vegetativo
L'ibridazione in situ dell’mRNA Xcat2
di nanos nello Xenopus) consente di visualizzare
gione corticale vegetativa di embrioni
lla quarta (in basso) divisione di
Tratta da Kloc et al. 1998; fotografia per

gentile concessione di L. Etkin.)

FIGURA 16.6 Plasma
dell’'embrione di rana.
(I'omologo
il messaggero nellare
alla prima (in alto) e
segmentazione. (

Zebrafish In zebrafish, il plasma germinale forma unastrut-
tura densa caratterizzata da granuli polari, mitocondri, ed
mRNA concentrati. Due di questi mRNA sono Vasa e Nanos.
Questi messaggeri sono forniti dalla madre e sono asso-
ciati ai solchi che dividono inizialmente 'uovo (Yoon et al.
1997). UmRNA Vasa e altri componenti del plasma germi-
nale formano una struttura compatta che viene ereditata
da una soltanto delle cellule figlie a ogni divisione. Cosi,
durante le fasi finali della segmentazione (allo stadio di
circa 1000 cellule), solo quattro cellule contengono il plasma
8.91'minale.Tuttavia, dopo questo stadio, il plasma germinaie
viene distribuito uniformemente a ogni divisione cellulare;
generando quattro gruppi di cellule germinali primordiall
(vedi Figura 16.12).

® Determinazione delle cellule germinali
nei mammiferi

Negli insetti, nelle rane, nei nematodi e nelle mosche e
Cellul.e germinali sono determinate dal materiale conteft
nel citoplasma dell'uovo. Tuttavia, nei mammiferi g
Eiis :t; ok plasff}a germinale evidente. Le cellule gc{)n;;
Ha 10 Invece indotte nell’embrione (Wakahard o
yashi et al. 2007). '
Posgfig?()io’ulf cf"llule germinali si formano nella rcg;O"“
epiblasto ? =433 11?]as'to, al punto d'incontro ra o B)
st stria primitiva e allantoide (Figura 1 '-~'n’1‘1]c
Posterioreglo.rv1 € prende il nome di epiblasto Prgiblxt“"'
embrionalpomhe € vicina (prossima) all'ectoder™ - jor¢
dell’ernbri;e e alla fine si trovera nella parte P 05GC e
topo non SOHe' Le cellule che danno luogo alle fle altr®
cellule dell’en% quindi intrinsecamente diverse a g
minale gpe %1 laSt.O € non contengono nessun P ol ostE”
Hore Venp cifico. Piuttosto, le cellule del]'epib.!as'w el
~ "ehgonoindotte dal tessyto extraembrionalé: e
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Mesoderma
eXtraembrionale

4 Posteriore
Ectoderma

extraembrionale

(C)

-~ Gemma

dell'allantoide
—_—

T Cellule
Epiblasto germinalj

Primordja];
(PGC)

\Endoderma

viscerale

Stria Primitiva

FIGURA 16.7 Specificaz{one emi
mammiferi. (A) Nlell‘embnone Sji.t
extraembrionale inducono e vicj
precursori delle PGC e mesoder

grazione delle

Opo, segnali BMP (in azzurro) da||*
ne cellule dell'epipg ) dall'ectoderma

cellule germinali pPrimordiali nej

Durante |5
Ore. (B)
ella stria

queste cellule vanno a stabilirsi nell'epiblasto posteri

enbrionale, esse emergono dalla Parte posteriore g
delle PGC esprimono anche Prgm 14
primitiva (corrispondente circg g sett

: I'espressione de gene
per la proteina f Iuorescgnte verde) @ mostrata dalla colorazi
freccia mostra I'espressione nelle PG el mesoderma extra
P, posteriore. (A, B, tratte da Hogan 2002; C, tratta da Yam
concessione di M. Saitou.)

all’ectoderma extraembrionale2,
Questo avviene durante |a gastrulazione (intorno al giorng
embrionale 6,5 nej topi), prima ghg si stabiliscranori _foglietti
embrionali (Figura 16.7C; Pfister et al. 2007; Yamaji et al.
2008; Ohinata et al. 2009).

Leproteine della famiglia BMP inducono I'espressione
di blimp1 e Pram14 in

un piccolo gruppo di circa sei cellule

nun embrione di topo a 6,5 giorni. Blimp1 & un regola-.
‘ore trascrizionale che reprime l'espressione dei geni di
fipo Somatico, mentre attiva quei geni (per esempio,.Son
¢ Vanog) associati alla condizione di pluripotenza. Blimp1
8tiva anche i determinante della linea germinale Nanos3,
I Protegge le cellule germinali dall’apoptosi durant_e. la
%0 migrazione (Tsuda et al. 2003). Prdm14 aiu.ta a stabﬂm\e
& Pluripotenza anche grazie all’attivazione di $0x2, ed'e
ONdamenta]e per le modificazioni della cromatina che. si-
“Zieranng Poiil genoma delle cellule germinali (Yamaji et
al'2008). Le cellule che esprimono blimp1 e Prdm14 hanno
®stino limitatg e possono dare origine solo alle cellule
SMingl; (Saitou et al. 2002; Ohinata et al. 2005). _—
3 Mecessita dell’induzione delle cellule germinali &

ot imostrata grazie a esperimenti di trapianto 1c]h zo;:
2.1 tessuto, dalle porzioni distali dell’epiblasto a(sluzste
C'One Prossimale posteriore dell’epiblasto stes;O-u 030,
oo CiN effetti davano luogo a PGC (Tam e Zho e g g6
>l come cellule dell’epiblasto in coltura, GISPO? e del-
F,"alli_wm € BMP4, Quando PGC da colture di cel uqchile,

eplblastO, Provenienti da un individuo di sesso mas

: » pill poste-
riQrélesta induzione puod avvenire solamente nella regsll%n;rgcespso e
trand ’epiblasto; antagonisti di BMP bloccano que
O€neljy Parte anteriore dell’epiblasto stesso-

Sto (circolett; viola) a divenj
ma extraembrionale. ) Cfire

gastrulazione (freccia),
Al settimo giorno

I : primitiva, | recursori
e blimp1 (in rosso). (C) i ;
ispo IMO giorno dellg sviluppo embrionale
sono colorati in bianco (con DAP1) e Prdm14 (fuso con || gene
one fluorescente verde. La

-embrionale, A, antericre;
ajietal, 2008, per gentile

). I nucle

venivano trasferite in tubuli se
matozoi vitali in grado di
et al. 2009).

miniferi, producevano sper-
fecondare oociti dj topo (Ohinata

® Llipotesi del genoma inerte

Come indicato sopra, unode

gli eventi principali nella speci-
ficazione delle cellule germ

inali sembra sia una repressione
essione genica. Secondo questa ipotesi, le

4

P
Sutasurya 1981; Wylie 1999; Cinalli et al.2008). Tale repres-
sione della trascrizione si osserva nelle cellule germinalj dj

diverse specie, di mammiferi, moscerini, rane e nematodi
(vedi Figura 16.2). Nel topo, le cellule ¢

germinali vanno in-
contro a modificazioni estese della cromatina (Seki et al.

2007), che le rendono trascrizionalmente inerti nell'em-
brione di 8,5 giorni (appena iniziano la migrazione). Molti
dei componenti nel plasma germinale (quali Gel, Pgc, Piwi
e Nanos in Drosophila, e PIE-1in C. elegans) agiscono inj-
bendo sia la trascrizione che la traduzione (Leatherman et
al. 2002; de las Heras et al. 2009). Molte di queste proteine
si trovano in tutto il Regno ani1na¥e. E.interessante notare
che, quandole cellule germm:fmh almfnah sopo separate c%e.dle
cellule somatiche negli embl_'lom di u?celh. di topo o di in-
setto, esse sono spesso specificate all ester}m del corpo in
via di sviluppo propriamente 'L'ietto‘ I"rob:qbllme.me, questo
esilio in unasortadi “enclave extmmnbngnale 150!;\ le cel-
Jule germinali primordiali dalla cascata di trasduzane de!

egmale paracrino che ha luogo nelle cellule somatiche dj
i b i ne (Dickson 1994). Una volta che la repressione
e C’m rlO'sqione genica somatica viene messa in atto, le
e inali possono ritornare nell’embrione e inj-
C?HUI'L; g'erm'lo verso le gonadi. La migrazione delle cellule
;2§:n:;?§§1ra I'argomento successivo di questo capitolo.
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Le cellule germinali primordiali e le cel-
lule staminali embrionali sono entrambe
caratterizzate dalla loro capacita di
generare ogni tipo cellulare nell’em-
brione. Le cellule staminali embrionali
(ES) derivano dalla massa cellulare in-
terna della blastocisti dei mammiferi e
si ritiene siano I'equivalente funzionale

Pluripotenza,
embrionali

dell’embrione. Un'interessante di'ffe-'
renza interspecifica tra cellule staminali
embrionali umane e murine consiste nel
fatto che le cellule ES umane contribu-
iscono al trofoblasto, mentre le cellule
£S murine non lo fanno (Xu et al. 2002).

Fattori di trascrizione associati

fasi iniziali della segmentaziq
la sua espressione diventi i, 52 % SNchg
tata alla ICM. Durante la gaggp 1 0
Oct4 & espressa solamenter‘ ol
cellule dell’epiblasto posteriOrIn Quellg
tigne diqno origine alle cellulee :
primordiali. In seguito, Octg germing;
solo nelle cellule germing]j ;
e, successivamente, negli o

. DSery,
PrIMorgiyy

della massa cellulare interna (ICM) dei  alla totipotenza : it (e
blastomeri (vedi Capitolo 8). Una delle  Nei mammiferi, il mantenimento di  16.8, vedianche Figura 8.1g) O(F'g“fa
migliori prove sperimentali a favore di  totipotenza e pluripotenza e stato cor- & piu visibile dopo che le cellmé ct4 Non
tale equivalenza & che, quandole cellule  relato all'espressione di tre fattoriditra-  hanno raggiunto i testicolj e Sgermlnali
staminali embrionali vengono iniettate  scrizione nucleari: Octd, Stat3 e Nanog  determinate a produrre glis ONO state
nella ICM di una blastocisti di topo, i (vedi Capitolo 8). Oct4 & un fattore di (Yeom et al. 1996; Pesce efe;matozoi
comportano come le cellule proprie della  trascrizione a omeodominio, espresso  Nanog & un altro fattore dj tr:' ]'9.93)‘
blastocisti e contribuiscono alle cellule  in tuttii nuclei dei blastomeri durantele  aomeodominio che sitrova nengrcnﬂmg
= ® ©

FIGURA 16.8 | :

la totipot_enzaﬂeLI aesc;;rs:z:?angic:gn'mRNA Octd & correlaty

fa:(t)?re di trascrizione Qct4 & co|;T§re cellule germing);. (X)OIT (B) nell'epib| .
rossoezgen;e mentre i nuclej di tutte°|én Vfrde N un anticor e (C) nell Pésm ROsteriore dell'embrione di dig,59om
colore gir;;gc)jg;di Propidio. La sowap,;gs'iﬂf; 2A0g Colorat; inpo c0|0razione cgnrglg'fanti dell’embrion:aogie1 0I tSOSi%mi. &D, gla
cellulare interna, ?;Tfél che Oct4 si trova soltanrzg (indicata da) ?regenZa dell prorlt’.corpi marcati (colore bruno) dimost@?
régione del Promot'on: (L;n transgene Octd/lacz rene”|a e tesncclo pOStnataleema-OCt4 nei nuclei di (D) spermatog® *

Ct4 appare espresso (in Co? ato dall fratte da Yeom & |e di (E) oociti dell'ovario postnatale (A—' .
Ore scurg) Otografie par QEnaléL%?,i; D-E, tratte da Pesce etal- 177

essione di H. R, Scholer.)

il
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pluripofeﬂti della blastocisti di topo, cos
enelle cellule ;tar_mn’all e nei tumori
co”e cellule germinali. L'espressione di
6’ " elevata nelle PGC di alcuni
naqbriOﬂi di topo (Hatano et z_al. 2005;
f’amaguchi etal. 2005).IEsper|menti di
inattivazione genica me@ante knockout
dicano COME Nanog sia fondamentale
rnl mantenimento della pluripotenza
delle cellule staminali_ ed es_pefimenti
qversi, di sovraespressione, dlmostrano
(ome un’eccessiva quantita di Nanog
snnulli 'esigenza dgl_segnale di Stat3
emantenga la trascrizione di Oct4 nelle
cellule ES (Chambers etal. 2003; Mitsui
etal. 2003).
siosserva la stessa pluripotenza e il me-
desimo profilo d'espressione di fattori di
trascrizione non solo nelle PGC, ma nei
due sistemi derivanti dalle PGC: colture
di cellule germinali embrionali e cellule
germinali tumorali chiamate teratocar-

cinomi.

Cellule germinali embrionali

Appena messe in coltura, le PGC so-
migliano alle cellule ES. Il fattore delle
cellule staminali aumenta la prolifera-
zione delle cellule germinali primordiali
migranti di topo coltivate in vitro e tale
proliferazione pud essere ulteriormente
aumentata aggiungendo un altro fat-
tore di crescita, il fattore di inibizione
della leucemia (feukemia inhibition fac-
tor, LIF), La durata della vita di queste
PGC pero & breve e ben presto le cellule
Muoiono. Ma se si aggiunge un a[tro
egolatore della mitosi, il fattore basico
di crescita del fibroblasti (Fgf2), si veri-
fica un cambiamento sorprendente. Le
@llule continuano a proliferare, produ-
®ndo cellule staminali embrionali pluri-
Potenti con caratteristiche paragonabil
4 Quelle della massa cellulare interna

Epiteliq

(Matsui et ; i
oo al, 1992; Resnick etal. 1992:

derivanti dalle pg¢ son Queste cellyle

germ (cells), EG)eh
lita di differenziarsi ina
dell'organismo.

E\Joef:rl 9G98,hl| 9ruppo di ricerca diretto da

| 3erhart (Shamblott et g 1998)
Icoltwb cellule EG umane, che‘furono
N grado di generare cellule differen-
zuqte’ql tutti e tre i foglietti embrionali
primitivi e che sono presumibilmente
totipotenti. Queste cellule potrebbero
essere utilizzate in applicazioni mediche
per generare cellule staminali nervose o
e.mopolietiche, che potrebbero poi ser-
Vire a rigenerare tessuto nervoso o tes-
suto del sangue danneggiati. Le cellule
EG sono spesso considerate cellule sta-
minali embrionali (ES) e non si conosce
la differenza delle loro origini.

tutti i tipi cellulari

Cellule del carcinoma embrionale
Che cosa accadrebbe se una tale cel-
lula divenisse maligna? In un tipo di
tumore, le cellule germinali diventano
cellule staminali embrionali, come le
PGC trattate con Fgf2 dell’esperimento
sopra ricordato. Questo tipo di tumore
prende il nome di teratocarcinoma. Sia
esso spontaneo o indotto spenmental-
mente, un teratocarcinoma contiene
una popolazione indifferenziata di cel-
lule staminali che ha propr_reta' biochi-
miche e di sviluppo straordma"rlalmerin;e

imili a quelle della massa cellulare in-
:grnr:a (G?aham 1977; vedi Parson 2004).
Inoltre, queste cellule s.tar'nlnah non sol-
tanto si dividono, ma s dlfferenufalr}o in
un‘ampia varieta di tessuti, tra cul gpu-i
telio intestinale e quello resplrgiltorilr:)éo
tessuti muscolare, nervoso, cartl|| alge €0
e osseo (Figura 16.9). Queste cefiu

R, | Cellule
\ ‘/ cheratinizzate

s

LA LINEA GERMINALE

minali pluripotenti indifferenziate sono
chiamate cellule del carcinoma em-
brienale [embryonal carcinoma (cells),
EC]. Una volta differenziate, queste cel-
lule non si dividono pid e quindi non
sono pit maligne. Questi tumori pos-
Sono dare origine alla maggior parte dei
tipi di tessuto dell’organismo (Stevens
e Little 1954; Kleinsmith e Pierce 1964;
Kahan ed Ephrussi 1970). Le cellule
staminali del teratocarcinoma imitano
dunque lo sviluppo iniziale dei mammi-
feri, ma il tumore che esse formano &
caratterizzato da uno sviluppo del tutto
casuale.

Nel 1981 Stewart e Mintz produssero un
topo da cellule in parte derivate da una
cellula staminale di teratocarcinoma.
Cellule staminali originatesi in un tera-
tocarcinoma di un ceppo di topi agouti
(con peli del mantello dalla punta gialla)
furono coltivate in vitro per diverse
generazioni cellulari e si osservd che
conservavano il corredo cromosomico
caratteristico del topo parentale. Singole
cellule staminali derivate dal tumore fu-
rono iniettate nelle blastocisti di topi
a mantello nero. Le blastocisti furono
poi trasferite nell'utero di una madre
adottiva e nacquero topi vivi. Alcuni di
questi avevano il mantello di due colori,
dimostrando come le cellule tumorali si
fossero bene integrate nell’embrione.
Questa &, di per s&, un'importante dimo-
strazione che il contesto tissutale & de-
cisivo per il fenotipo di una cellula: una
cellula maligna veniva resa non maligna.
La storia perd non finiva qui. Quando si
incrociarono questi topi chimerici con
topi che erano portatori dell'allele re-
cessivo delle cellule tumorali d'origine,
gli alleli delle cellule tumorali venivano
espressi in molti dei cuccioli. Cid sng_mﬁca
che le cellule tumorali maligne origina-
rie avevano prodotto molti, se non tutti,
dei tipi delle cellule somatiche normali
e avevano anche prodotto cellule ger-
minali normali e funzionalil Quando
questi topi (eterozigoti per i geni delle
cellule tumorali) venivano incrociati tra
loro, la generazione risultante compren-
deva topi omozigoti per un gran NUMero
di geni della cellula tumorale (Figura
16.10). Le cellule tumorali possono
quindi conservare la loro pluripotenza.

FIGURA 16.9 Microfotografia di una
one di teratocarcinoma, che njostra
tipi cellulari differenziati.
(Tratta da Gardner 1982; fotograf:a d_:
C. Graham, péer gentlle concessione di

R. L. Gardner.)

sezl .
numerosi

.
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FIGURA 16.10 Protocollo per 1 *

produzione di topi i cui geni, in larga

misura, derivano da cellule tumorali. (o
Cellule staminali isolate daun
teratocarcinoma di topo sono inserite

in blastocisti di un ceppo murino
differente. Le blastacisti chimeriche sono
impiantate in una madre adottiva. Se

le cellule tumorali $i SN0 integrate in
una blastocisti, molte delle cellule del
topo che si sviluppa deriveranno dal
tumore. Se il tumore ha dato origine a
cellule germinali, il topo chimerico puo
essere incrociato con un topo normale
per produrre una generazione .1

topi appartenenti alla generazione Fy
dovrebbero essere eterozigoti per tutti

i cromosomi della cellula tumorale. Gli
incroci tra individui della F dovrebbero

prove chelecellule ES po Csg
a oogoni che entranopinS:-]agio Gar| ogg
tano le cellule adiacentiin StrL? 1€ reqf,,
a follicoli ovarici (HUbner et a|tt;’9 Simif
sono anche prove parallele ch'e 0 i
essere prodotte cellule ES ditg POssang
di differenziarsiin spermatoci'ﬁq' Pacj
di dar luogo a spermatozoj fUnZI-n
trapiantate nei testicoll (TOYOOLO”aHSe
2003). Se si vuole mettere a py dety
nuova strategia per curare mn&t%,na
studi di questo tipo devono essey it
ampiamente confermati ed estee‘pero
esseri umani. ol agli
¢ perfino possibile che cellule s
A ed EC abbiano un’origine com 5
nelle cellule PGC presuntive, ZWatJne
Thomson (2005) hanno ipotizzato she
le cellule ES siano in realta eqUiValeme‘
alle PGC e non alla massa cellulare in-|
terna. Non tuttii blastomeri della masss
cellulare interna possono infatti diven-
tare una cellula ES; Zwaka e Thomson
propongono che le cellule staminaliin
grado di propagarsi siano quelle che
si posizionano accanto al trofoblasto
nella futura regione prossimale poste:
riore dell’embrione. In altre parole, i
blastomeri che diventano cellule sta-
minali embrionali potrebbero essere
effettivamente cellule PGC presuntive.

Isolamento
delle cellule
staminali

Teratocarcinoma
maligno

0saico

Individuo della generazione I."l
che presenta cellule germinali
con geni di origine tumorale

Si genera un “nuovo ceppo’
quando vengono accoppiati
due individui della generazione Fy

Cellule germinali e cellule

produrre topi F2 omozigoti per alcuni
geni derivati dal tumore, & i topi della
generazione F, dovrebbero esprimere
molti geni della cellula tumorale. (Tratta

da Stewart e Mintz 1981 )

staminali: possibili interazioni

Un'idea che emerge da questi studi e
che alcune cellule discendenti dalle cel-
|ule pluripotenti (come le cellule del tera-

Sebbene questa ipotesi sia ancora priva
di conferme, ha il vantaggio di mettere
in relazione fra loro questi quattro tipi
di cellule pluripotenti.

I La migrazione delle cellule
__germinali_____

e Migrazione delle cellule germinali
in Drosophila

Nell'embriogenesi di Drosophila, le cellule germinali pri-
mordiali si spostano dal polo posteriore alle gonadi in un
modo simile alle cellule germinali dei mammiferi. La prima
fase di questa migrazione & passiva: le 30-40 cellule po-
lari \{engono atrovarsi nella parte posteriore dell’intestino
medio, a seguito dei movimenti della gastrulazione (Figur
‘l(?.] 1/‘\, B). Alle cellule germinali viene attivamente in‘?u:
dito di migrare in questa fase (Jaglarz e Howard 1994"3Li
et'al. 2003). Nella seconda fase, I’endoderma dcll’intest"
st'lmola\le cellule germinali ad attivare la migrazione o
f:llapedesi (ossia, con movimento ameboide) allraveper
il fondo cieco della parte posteriore dell'intestino m zﬁo
(Kunwar et al. 2003). Le cellule germinali migrano queinlc;)i

dall’endoderma verso il mesoderma viscerale. Nella terza
fase, le PGC si dividono in due gruppi, ciascuno dei quali
si unira all’abbozzo di una delle gonadi in via di sviluppo:
Nella quarta fase, le cellule germinali migrano nelle
gonadi, che derivano dal mesoderma |aterale dei pa*’
segfnfenti 10-12 (Warrior 1994; Jaglarz e Howard 197
B'r01hler et al. 1998). Questa fase comporta fenomeni 514
di attrazione che di repulsione cellulare. I prodotti del gene
wunen dirigono la migrazione delle PG C dall’en dodgrmﬂ
nel mesoderma e la loro divisione in due corren® (Fig
16.1}C-E). Il gene wunen & espresso nell'endoder‘mal ;
z?ﬁ?ltatameme prima della migrazione delle PG
: _essuti. che queste cellule evitano, e sem raave
unzione di respingere le cellule germinali. el tano
iocr;spoeg:a di funzione di questo gene: le P Ca;’f‘ZS:M;
il an , '
Sano et al, ZOgSE)t_ al. 1997; Hanyu-Nakamuf4 et )
col Lenzm\‘ﬂ' HGM-CoA riduttasi, codificat® dalcgg di
umbus, & importante per l'attrazione elle P
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o diretto contro la protejp, Vasa,

pticorP il plasma polare
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) e marca FIGURA 16,14

Migrazione delle cellule germinali
nell €mbrione dj p J

vedere | rosophila, Nella colonna dj sinistra, si pqo '
Moviment; € I plasma po are (germinale) colorato mediante anticorpi

cellularj Che rconoscong Vasa, una Sua componente proteica (inDé&
delle cellyle stata anche €sequita una colorazion

germinal; per |3 Proteina gn

Ségmenti; £ g F

9railed, al fine dj il

. elle cellule germinali. (A)Le
) Sl originano dal plasma polare, all'estremita
Posteriore delyr

uovo. (B) Movimenti passivi portano le PGC
nella parte POsteriore dell'intesting medio. (C) Le PGC s;
Ades] ZFa)OZIBIno attraverso l'gndoderma e nel mesoderma viscerale
allen doon;e Udale per Cf'apedésu. I prodo;to del gene wunen (wun),
. migrazior:;a ngl)resso nel'endoderma, réspinge le PGC, mentre il prodotto
| : attraversg o gene columbus (clb), espresso nel mesoderma caudale, le
S | g Y Vintesting attrae. (D-F) | mMovimenti del mesoderma portano le PGC nella
: }1 Posteriore régione compresa fra j| deci i [

© Posteriore | Adesione Drosophila da parte delle gonadi (Van Doren et al, 1998).
al mesoderma Questa proteina ¢ prodotta nelle cellule mesodermiche
L Cellule delle gonadi e, probabil
. precursori

mente, agisce come parte di una
a per produrre lipidi che 0 mo-
dulano Vattivita di un composto che attrae le cellule
germinali o agiscono direttam
(Ricardo e Lehmann 2009). N
funzione dell’uno o dell’altro

caso dall’endoderma e, seil gene columbuys viene espresso

in altri tessuti (come 1a catena nervosa), quest’ultimi at-
. tireranno le PGC. Nell'ultima fase, |a gonade si fonde e
Allineamento :

conil mesoderma  Si Struttura attorno a]

e cellule germinali, consentendo
della gonade loro di dividersi e di m

aturare in gametj (Figura 16.11F).
Questo passaggio richiede E-caderina (Jenkins et al. 2003).

Né le gonadi né le cellule germinali si differenziano
fino alla metamorfosi, Durante glj stadi larvali, sia le PGC
che le cellule somatiche delle gonadj sj dividono,
mangono relativamente indifferenziate. Al moment

via biosintetica richiest

el mutanti con perdita dj
gene, le PGC migrano a

ma ri-
Due correnti

. gonadica (Godt e Laski 1995;
ﬁil‘;l:ﬁif transizione, le PGC sj

gonade diventano cellule staminali germinali (Asaoka e :
Lin 2004), che si dividono asimmetricamente per produrre -
sia altre cellule staminali che un cistoblasto. I cistoblasti
si sviluppano, alla fine, in una camera ovarica (King 1970;
Zhu e Xie 2003, vedi Capitolo 6).

Si sta appena iniziando a comprendere come le cellyle
staminali germinali conservino le loro proprieta staminalj
lescenza nella gonade (Gilboa e Lehmann 2004). Come accennato
dcgfae;;mde nell'Introduzione alla Parte I1], le cellule staminali devono

trovarsi in una “nicchia”che sostiene la loro proliferazione
e inibisce il loro differenziamento. Le cellule figlie che si
allontanano da questa nicchia iniziano il differenziamcnto.
Negli ovari, le cellule stm_ninali germinali sono adese al
cappuccio stromale, in cui vengono mantenute da fntt.ori
simili a BMP4 come Decapc‘mnplegic (Dpp).l La proteina
Dpp reprime il gene che codifica un fa‘tlc‘)rg d'l trascrizione
(bag-of-marbles, in italiano MSI\L‘Cthloldl biglie”, N.d.T), che
avvia 'oogenesi. Dpp non puh‘mgglungvre le cellule che
lasciano il cappuccio stromale. Senza Dpp e la sua repres-

e o
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(vista laterale)

sione di

di sviluppo che produce le 15
oocita (Chen e McKearin 2003;

Lecellule staminali della lin
connesse alle cellule dell’hub, che
adatto alle cellyle staminalj s
Proteina Unpareid, Unpaire
del segnale JAK-STAT ne
germinali (vedi Figura 3.

segnale

e
2 cellule 4c

somiti

(vi

bag-of-marbles, a cellula

JAK-STAT viene

€a

_.:\.v,!].b.wL--A“g-AGA DELLA Ll LN BmftaesnEmm
59 , |

llule

sta laterale)

germinaleinizia la cascaty

Viene in qualche modg j

cellule nutricj e j] singolo
Decotto e Spradling 2005),

germinale maschjle sono
creano un microambiente

ecernendo segnalj BMp ela
d attiva la vig di

lla linea de]le cellu
23). Se la via dj tras

trasduzione
le staming);
duzione del

.y

N
o

1000 cellule 4000 cellule
32 cellule

Anteriore Anteriore

2 somiti 8 somiti

; S(lm:ite le) (vista dorsale) (vista dorsale)
(vista latera

‘ ificazi igrazione delle cellule

FlGU'RIT' 1s.1§r;zfaissf$e(%llcg;:?anz?oen? irr;1 Is?tu dell’mRNA Vasa,
inaliin ze :

gﬁé%gstra I'accumulo di questo messaggero e dtzl IZI?J’Srme due
germinale lungo i piani di segmentazione, duran AL
divisioni dell'embrione di Danio rerio. ® Ol mov:msviluppo
plasma germinale durante la segmentazione (B) e lo s i dal ol
successivo (C). Gli embrioni allo stadio iniziale sono vis e
animale; altri punti di osservazione, se utilizzati, sono |(n i
plasma germinale rimane confinato in quattro grupp! 'Ip ente
colorati). Il movimento di talj gruppi cellulari @ probabler) i
causato da interazioni chimiche, sia attrattive che repu 'S“t/at'tica
Percorso verso la gonade & diretto dalla proteina chemio

, - da
Sdf1. (A, per gentile concessione di N. Hopkins; B.C, tratte
Yoon 1997))

differenziamen
cellul

le
icchin o e o duando si muovono all’esterno deLl casf
nicchie, si divigon, Per formare i gameti e (solo
delle femmine) le cellule nutrici.

® Migrazione delle minali
nef vertebrae e cellule ger

' g &1
Pesci Mentre la migrazione delle PGC in Droscphi" o
dotta sis da fattor ¢

B 4
nej ¢ o €Mmioattraenti che cherI'IIOII"EFI’e cG
onfrontl dei Precursori delle cellule germma }
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N FIGURA 16,1
N nella posizione

del blastocele Q. (D)

v di una blastula in an
] delle due cellule figli
(frecce)
gonadic

di zebrafish giungono alle gonadi mediante chemiotassi,
Utilizzando il messaggero Vasa come marcatore, Weidinger
ecollaboratori (1999) hanno descritto nei dettaglila migra-
zione dei quattro gruppi di PGC in zebrafish (Figura 16.12).
Questi gruppi di PGC seguono strade diverse, ma alla fine
del primo giorno di sviluppo (allo stadio di 1 somite), le
PGC si trovano suddivise in due gruppi distinti lungo il
margine del mesoderma del tronco. Da i, migrano poste-
tiormente nella gonade in sviluppo. In zebrafish, le cellule
germinali primordiali seguono un gradiente della proteina
Sdfl che viene secreta dalla gonade in via di sviluppo. 1l
fecettore per questa proteina & la proteina CXCR4, inserita
sulla superficie delle PGC (Doitsidou et al. 2002; Knaut
¢t al. 2003). Questo sistema chemiottattico di guida Sdf1/
XCR42 cruciale anche nella mi grazione dei linfociti e delle
llule progenitric emopoietiche. La perdita di CXCR4 dalle
PGCo di Sf1 dalle cellule somatiche ha come risultato

@ migrazione casuale delle cellule germinali primordiali
N zebrafigh

Anfibi 1 Plasma germinale degli anfibi anuri (rane e rospi)

b, 2coglie nello zigote attorno al polo vegetativo (vedi
o 16.6). Durante la segmentazione, questo _mate-'
® S Porta verso I'alto attraverso un citoplasma ricco di
Veorlo' Contrazion; periodiche della superficie delle cellzlc?
blagsitatwe.lo spingono lungo i solchi di se:gmentazxone 52
d trome.rl appena formati. Al termine cp questo proceizsi 0
alle *Sterimento, i plasma germinale si ritrova assct)c ato
lastC ®lule endodermiche che rivestono il pavimen DoixOn
1988-0CEIE (Figura 16.13; Bounoure 1934; Ressom e e
Cetal, 1993). Le PGC si concentrano nellaregi

’ O Tl
posterml’e dell'intestino larvale e, quando si formala cavita

b

3 Migrazione
c!e! plas_ma germinale (

ede lungo i solchj di segmentazione (

Cellula contenente plasma ge
afase mitotica. Si noti che il pla
€ piene di tuorlo. (E)
lungo il mesentere dorsale, che ¢
0. (A-C, tratte da Bounoure 193
E, tratta da Heasman etal. 1977, per ge

" §6.';:.'=: e S e, 5 :G‘\ﬁf;:‘— o
T— LASAGA DELLA MINALE 593 .

Plagma germinale
(D) &~
. ”

]

'_,,_.
NG
¥

I
\‘j;) >

¥

Fuso mitotico

del plasma germinale in Xenopus. (A-C) Cambiamenti

colorato) nell'embrione di rana ai primi stadi.
getativo dell'uovo non segmentato (A), il plasma
B), fino a localizzarsi nel pavimento
rminale, nella regione endodermica
sma germinale entra in una sola
Migrazione di due cellule germinali primordiali
onnette |a regione dell'intestino al mesoderma
4; D, per gentile concessione di A. Blackler;
ntile concessione degli autori.)

addominale, migrano lungo il lato dorsale dell'intestino,
dapprima lungo il mesentere dorsale (che connette I'in-
testino alla regione in cui si stanno for
mesodermici; vedi Figura 16.13E) e poilungo la parete ad-
dominale e nelle creste genitali, migrando attraverso questo
tessuto finché raggiungono le gonadi in via di sviluppo.

Le PGC di Xenopus si Spostano emettendo un unico
filopodio e facendo

poi fluire in esso il loro citoplasma ricco
di tuorlo, mentre ritraggono la “coda”. In tale migrazione,
sembra probabile una guida per contatto, poiché sia le PGC
che la matrice extracellulare su cuj migrano sono orien-
tate nella direzione della migrazione (Wylie et al, 1979).
Ladesione e la migrazione delle PGC inoltre possono
essere inibite trattando il mesentere con anticorpi anti-
fibronectina di Xenopus (Heasman et al. 1981). 1l percorso
della migrazione delle cellule germinali sembra quindi es-
sere costituito, in queste rane, da una matrice extracellulare
orientata, contenente fibronectina. Le fibr
si spostano le PGC perdono la loro polari
che la migrazione & terminata. Mentre m
dello Xenopus si dividono circa tre volte
no circa 30 quelle che colonizzano le go
e Dixon 1975; Wylie e Heasman 1993),
divideranno ulteriormente formando le cellyle germinali,
Il meccanismo mediante il quale le PGC dj Xenopus sono
dirette alla gonade coinvolge una proteina CXCR4 presente
sullaPGC, cherisponde a un ligando Sdf1 lungo il percorso
di migrazione (Nishiumi et al.2005; Takeuchi et al. 201 0).11
sequestro dell'mRNA per CXCR4, otte
folini, ha come conseguenza una vis
PGC che raggiungono le gonadi, e I’
di Sdf1 ¢ in grado di deviare le PGC

mando gli organi

ille sulle quali
ta subito dopo
igrano, le PGC
n modo che sia-
nadi (Whitington

Queste cellule sj

nuto mediante mor-
tosa riduzione delle

espressione ectopica
in altre aree.
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Mammiferi Sulla base della differente colorazion® dei tes-
suti fissati, si & ritenuto per molto_tempo che
delle cellule germinali di topo migrassero a g
nel mesoderma extraembrionale e pot di rftomosr; e
brione attraverso I'allantoide (vedi Chiquoine ]19 ;minali
1957). Tuttavia, la possibilita di marcare le cellule ger i
primordiali ditopo conla proteina ﬂuor_esc«_:nte ve e
osservare lamigrazione di queste cellule in vivoha po o
riconsiderare il percorso seguito dalle cellule germulm2 ot
mammiferi (Anderson et al. 2000; Molyneaux et al. ;

Tanaka et. al. 2003). In primo uogo, le PGC dei-mammlfet:
che formano I'epiblasto posteriore migrano dlret.tamt.en.
steriore della stria primi=

' d dalla regione po
nielleRaauEnme ciiead [I'allantoide sarebbero

tiva, mentre le cellule che entrano ne : o :
destinate a morire. Le PGC si ritrovano pol nell’intestino

(Figura 16.14A) e, per quanto si muovano att.ivamante, non
possono pilt uscime fino a circa 9 giorni di sviluppo- Inque-
<ta fase esse escono dall'intestino, manon migrano ancora
verso le creste genitali; lo faranno solo il giorno seguente
(Figura 16.14B). A 11,5 giorni di sviluppo, le PGC entrano
nelle gonadi che si stanno formando. Nel corso di questa

(A) Migrazione delle PGC
verso lendoderma

Yall

/.\/\/ Allantoide

(B) Migrazione delle PGC nella gonade

Creste Somite

genitali

S

il

Intestino
anteriore

Mesentere
dorsale

Cloaca Mesonefro

Creste genitali

jule sono proliferate da una pq

llule alle 2500-5000 PGC prePolaz.

lone

migrazione le cel
sentj Nelj,

iniziale di 10-100 C.e
i a 12 giornt-
gonéglr:elle ?’IGC di Xenopus, le PGC dei mammjg,,.
strettamente associate alle Celh.lle sulle quali m;
si spostano mettendo filopodi sopra la superfigj, doie
cellule sottostanti. Queste cellul'e sono inoltre Capace' le.
penetrare nei monostratl cel!ulan e di migrare a“ravelr di
Jamine cellulari (Stott e Wylie 1?86), Non & ancor nOSO
con quale meccanismo 1&? PGC riconoscano itineray;, 0
questo viaggio- E probablle.che l'a fibronectina sia yp, iy
strato importanté per la migrazione del'le I.’GC (o
Constant et al.1991) e cellule germmah prive delle e
grine che agiscono da recettori per queste proteine g,
matrice extracellulare, non possono migrare nelle gonyg
(Anderson et al.1999). Nel periodo che trascorre dall lorg
specificazione al loro ingresso nelle creste genitali, le pg
sono circondate da cellule che secernono il fattore delle
cellule staminali (st cell factor, SCF), necessario per |,
mobilita e la sopravvivenza delle PGC. Inoltre, I'insieme
di cellule secernentl

i SCF migra con le PGC, formando yn,
“nicchia viaggiante”dj cellule che supportano il mantep;-
mento e il movimento delle PGC (Gu et al. 2009). Il mec-
canismo che provvede all’orientamento della migrazione

verso le gonadi resta perd ancora controverso (vedi Ara
et al. 2003; Molyneaux et al. 2003; Farini et al. 2007; Saga

2008).

Uccelli e rettili Nei rettili negli uccelli, le cellule germi-
nali primordiali derivano dalle cellule dell’epiblasto che
migrano dalla regione centrale dell’area pellucida verso
una zona di forma semilunare dell’ipoblasto, al margine
anteriore dell’area pellucida (Figura 16.15; Eyal-Giladi et
al. 1981; Ginsburg e Eyal-Giladi 1987). Questa _regione
extraembrionale & la semiluna germinale: qui le PGCsi

moltiplicano.
A differenza di quelle degli anfibi e dei mammifer le
PGC degli uccelli e dei rettili migrano nelle gonadi prin-

FIGURA 16.14 Percorso
migratorio delle cellule
germinali primordiali nel
topo. (A) All'ottavo giorno, '€
PGC stabilitesi nell'epiblast®
posteriore (vedi Figura 16.
migrano nell’endoderma
definitivo dell'embrione. La
foto mostra, nell'intestin®.
posteriore dell'embrione ¢! c
topo, quattro voluminose.
marcate per fosfatasi alcahna(.)
(B) Le PGC migrano attravers
I'intestino e, dorsalmenté: e
nelle creste genitali- (C) eali ’
colorate perla fosfatas! alca'”
penetrano nelle cresté gen
attorno all’'undicesim@ 9;4 erath
di sviluppo (A, tratta da 1057,
1978; C, tratta da Mmtzd Ji
per gentile concessioné e
autori.)
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15 La semiluna germinale de||’ i i
GURA 16.15 La sen _ = Gelllembrione g; oll
F;) Cellule germinali di un e€mbrione di pollg allo stadip d?str%

imitiva definitiva (stadio 4, circa 18 g + Colorate (jn viola)
oer1a proteina omologa di Vasa ne pol

llo. Le cellul iti
" el € positive al
colorazione soNo confinate nella semilung germinale, .

dpalmente tramite la corrente sanguigna (Figura 16.16).
Quando neila semiluna germinale s ivasi
gni (antericrmente rispetto alla futyr, regione della testa),
le PGC vi penetrano e sono tras

(Swift 1914; Nakamura et a], 2007),

Le PGC della semiluna germinale entrano nei vasi san-
guigni per diapedesi, un tipo di movimento ameboide co-
mune ai linfociti e ai macrofagi, che consente alle cellule di
insinuarsi tra le cellule endoteliali dej piccoli vasi sanguigni.
Inun qualche modo ancora sc

onosciuto, le PGC vengono
poiistruite a uscire dai vasi sanguigni e a entrare nelle go-
nadi (Pasteels 1953; Dubois 1969; Nakamura et al. 2007).

Prove sperimentali a favore dell’esistenza di un’azione che-
miotattica derivano da studi in cui PGC circolanti di pollo
érano state isolate dal sangue e coltivate tra un abbozzo di
gonade e altri tessuti embrionali (Kuwana et al. 1986), Le

PGC migravano in modo specifico negli abbozzi di gonade
nellarco di sole 3 ore di incubazione.

Lemolecole che le PGC di pollo usano per sostenere la
themiotassi sono le stesse del sistema chemiotattic'o S.dﬂ/'
CR4 gia identificate in zebrafish. Come imamnpfen, gl{
uccelli utilizzang solo chemiotassi durante le ultlme' fastl
*1a migrazione. Cosi, dopo aver lasciato i vasi sanguigni,
lePCG g pollo utilizzano gradienti di Sdf1 per raggiungere

FIGURA 16.16 Migrazione delle cellule germinali p”mord'a‘“
nell’embrione di pollo. (A) Immagine al micrgscoplo glettron co
*@nsione dj una PGC di pollo all'interno di un 'Caplnarc?bile
rlonale, durante I3 gastrulazione. La PGC & riconos
Perle sye grandi dimensioni e per i microvilli sulla su.:-xGC
“Unerficig (B) Dopo aver lasciato i vasi sanguigni, le Pf - a
"3rano nela regione di mesoderma intermedio che (;mbricni
Jonage, Queste immagini di colorazione, condotte su i contro
'In t, MOstrano le PGC di pollo (marcate con ant’ncgirl;"o
Drpteina Vasa) nella regione posteriore di embrio e
odio 14, 15 o 17. (A, tratta da Kuwana 1993, perggal 2007,
ONCessione diT. Kuvs;ana; B, tratta da Nakamura etal.
% gentile concessione di T. Takahiro).

(8) Maggiore in
germinale allo staq
bruno) nell'epiblas
(Tratta da Tsuneka
N. Tsunekawa.)

9randimento della regione della semiluna

i0 4, che mostra le cellyle germinali (di colore
to ispessito (Ia Parte anteriore & a destra).
Wa et al. 2000; per gentile concessione di

le gonadi (Stebler
Sdf1 vengono tra
stadio di svilupp

etal. 2004). Infatti, se le cellule secernenti
Piantate in embrioni di pollo ad avanzato
0, le PCG ne vengono attratte,

(B)

Scanned by CamScanner



