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SOMMARIO

I gene SEL-1L codifica per una proteina coinvolta nel processo di
retrotraslocazione dei polipeptidi non correttamente conformati dal lume del reticolo
endoplasmico al citoplasma, laddove vengono degradati attraverso un
meccanismo ubiquitina-pr ot eas o ma di pendente all dinter
(Endoplasmic Reticulum Associated Degradation). Recentemente &€ emerso che la

proteina murina mSEL-1L (murine SEL-1L) riveste un ruolo essenziale durante lo

sviluppo embrionale, in quanto la sua delezione in omozigosi risulta letale durante

la mid-gestation, alterando la corretta organogenesi. Questo modello transgenico ci

ha permesso di indagare il contributo di mSEL-1L nel differenziamento e nello
sviluppo cerebral e, valutando il ruol o de
staminali neurali (Neural Stem Cells, NSCs) e vagliando la sua relazione con il

signaling di Notch.

Si = dimostrato che durant e | 6EHmhhigiuitarigoe nes i |,
accentrandosi specificamente nelle regioni cerebrali ventricolari, densamente

popolate da progenitori neurali. Con il procedere dello sviluppo, i livelli proteici di

MSEL-1L si riducono significativamente, consentendo la rilevazione di rarissime

cellule esprimenti la proteina esclusivamente nelle regioni ventricolari e nel giro

dent at o, I e uni che fini cchieo neur ameni c he
popolazione di NSCs indifferenziate e qui e
| 6espr essi o-blLeassuhie una SuBEdione imprescindibile nel dirigere e

garantire un armonico differenziamento delle NSCs, in quanto la deplezione della

proteina € associata a differenziamento precoce delle stesse che promuove

| 6i mpoveri mento del pull dei progenitor.i ne
in vivo | 06as-4lecommomalte la coBidogenesi, poiché stravolge il

corretto succedersi delle fasi neurogeniche ed astrogliogeniche, con conseguente

alterazione sia della popolazione staminale residua che della sua progenie
differenziata. La similarita di questo modello transgenico con i mutanti di Notch ci

ha indotto a studiare il possibile coinvolgimento di mSEL-1L con tale pathway.

Analisi di co-i mmunopreci pitazione hanno evidenzi a

proteine, mentr e studi di espressione prc
del Il i ntero s i -fj rasstciata calla die-regddpidne i MSEL-1L.
Lébespressione della forma nucleare attivat a
principali effettori finali HES-1 e HES-5 vengono significativamente inibite in
seguito alla deplezione totale e/o parziale di mSEL-1 L , promuovendo | &
sovra-regolazione del fattore trascrizionale Neurogenina-2 (NGN-2) e la
conseguente attivazione del | 0edlpTubrlmalicone de

principali proprieta delle NSCs essenzialmente governate dal pathway di Notch,

quali il self-renewal, il differenziamento, la proliferazione ed addirittura la stessa

vitalita cellulare sono drasticamente compromesse dalla mis-regolazione di mSEL-

1L. Inoltre, nei modelli murini recanti la delezione in omozigosi di mMSEL-1L & stato

riscontrato un difetto vasculogenico e soprattutto angiogenico estremamente
significativo durante | o sviluppo embriona
all dalterazione dei segnali. medi ati da Notc
I controll o dell-bleé gungees di ipronara imgadrtanza &t L
consentire il corretto sviluppo embrionale ed & quindi necessario che i suoi livelli

proteici vengano monitorati da meccanismi particolarmente sofisticati durante il



di fferenziament o. E® ellme mbbandanteémanteaesptessa ¢ h e
nelle cellule staminali embrionali (Embryonic Stem Cells, ESCs) murine, permane

durante il loro indirizzamento in vitro a progenitori neurali (Neural Progenitors,

NEP) e si mantiene stabile nelle NSCs radial glia-like da esse derivate, mentre la

sua espressione proteica viene inibita durante la loro maturazione finale in neuroni,

astrociti ed oligodendrociti. Dunque, se da un canto la proteina non viene intaccata

passando da uno stato di pluripotenza (ESCs), ad uno di multipotenza (NEPSs), fino

ad arrivare a quello di tripotenza (NSCs), essa deve essere silenziata per garantire

il di fferenziamento terminale delle NSCs.
meccani smo di regol azione dellLédisippmpastssi one
trascrizional e, e s e deldomu-miR-883. Nuesto micrtdRNA a z i o

la cui espressione viene indotta durante il differenziamento sia in vitro che in vivo,

e in grado di regolare negativamente mSEL-1L, cosi come altre proteine a cui é
associata unodéi mport ant e aminafitz qualineebl-mtegrifiadé a mb i t
e Bmi-1. Differentemente, la de-regolazione del mmu-miR-1 8 3 i nduce | 6i nc
dei livelli proteici di mSEL-1L nelle NSCs derivate dalla corteccia telencefalica degli

embrioni con un solo allele funzionale del gene (MSEL-1L HET), garantendo

unbel evat a espressione proteica, sebbene i
messaggero inferiore.

In conclusione, questa ricerca ha evidenziato un ruolo di mSEL-1L ERAD-

indi pendent e nell éambito del | a bi ol ogi a d
garantre il corretto sviluppo embrionale e | 6o0omec¢
proteina emerge qui ndi C 0 me una sorta di

regolare il passaggio da uno stato di staminalita ad uno differenziato solo al
momento opportuno. | dati qui presentati potrebbero offrire un ottimo punto di
partenza per | 6el aborazione di specifiche
degenerative e per applicazioni in medicina rigenerativa.



ABSTRACT

The gene SEL-1L codifies for a protein involved in the retrotranslocation of
misfolded peptides from the lumen on the endoplasmic reticulum to the cytoplasm,
where they are degraded by the ubiquitin-proteasome mechanism in the ERAD
(Endoplasmic Reticulum Associated Degradation) pathway.

Recently, it was found that the murine protein mSEL-1L (murine SEL-1L) plays an
essential role during embryonic development, since its homozygous deletion is
lethal during mid-gestation, altering the correct organogenesis. This transgenic
model allowed us to investigate mSEL-1L contribution in differentiation and brain
development in vivo and to study its role in neural stem cell (NSC) biology in vitro,
focusing on its relationship with Notch signaling.

We have shown that during embryogenesis, mSEL-1L expression is ubiquitous in
the developing brain with high levels detected in the ventricular regions, densely
populated by neural progenitors. As development proceeds, mSEL-1L protein
levels significantly decrease, allowing the detection of rare cells still expressing the
protein only in the ventricular zones and in the dentate gyrus, the only adult
neurogenic Anichesd in which a popul a
is retained. It has been subsequently proved that mSEL-1L expression plays as
essential role in directing and ensuring a harmonious NSC differentiation, as the
protein deletion is associated with an early cellular differentiation that determines
the progenitor pull depletion, both in vivo and in vitro. In particular, mSEL-1L
absence in vivo compromises the corticogenesis, because it affects the correct
sequence of neurogenic and astrogliogenic phases, altering both the residual stem
cell population and its differentiated progeny. The similarity of this transgenic model
with Notch mutants led us to investigate the possible involvement of mSEL-1L with
this pathway. Co-immunoprecipitation analysis has revealed an interaction
between these two proteins, while expression studies have shown a specific
inhibition of Notch-1 signaling associated to mSEL-1L down-regulation. The
expression of the nuclear activated form of the receptor, as well as that of its main
effectors HES-1 and HES-5, are significantly inhibited when mSEL-1L is totally or
partially depleted, promoting an erroneous up-regulation of the transcriptional
factor Neurogenin-2 (NGN-2) and the following increase of the neuronal marker
b7 Tubulin expression.

The main NSC properties primarily governed by Notch pathway, such as self-
renewal, differentiation, proliferation and cell survival, are drastically affected by
MSEL-1L misregulation. Moreover, mSEL-1L deficient mouse models show
significant vasculogenic and angiogenic defects during embryonic development,
probably due to an alteration of Notch signaling.

The proper control of MSEL-1L expression is therefore of paramount importance to
enable the correct embryonic development, as well as its regulation during
differentiation by specific and sophisticated mechanisms. In fact, it has emerged
that mSEL-1L is abundantly expressed in mouse embryonic stem cells (ESCs) and
is maintained stable through their in vitro differentiation into neural progenitors
(NEPs) first, and then into radial glia-like NSCs, while its expression is inhibited
during their final maturation into neurons, astrocytes and oligodendrocytes. So, the
protein is not affected by passing from a state of pluripotency (ESCs), to
multipotency (NEPs), up to tripotency (NSCs), but it must be silenced to ensure
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NSC terminal differentiation. In fact, it has been demonstrated that mSEL-1L
expression is regulated in a post-transcriptional way by mmu-miR-183. This
microRNA, whose expression is induced during differentiation both in vitro and in
vivo, is able to negatively regulate mSEL-1L, as well as other proteins with an
important function in stemness, such as b-Integrin and Bmi-1. Differently, mmu-
miR-183 down-modulation can promote an increase in the protein levels in NSCs
derived from the telencephalic cortex of embryos with only one mSEL-1L functional
allele (mSEL-1L HET), ensuring a high protein expression, although in presence of
a reduced quantity of its messenger.

In conclusion, this research has highlighted an ERAD-independent role of mSEL-
1L concerning NSC biology, a role that is essential to guarantee the proper
embryonic development and the homeostasis of the whole organism. Therefore,
the protein appears as a sort of Amol
a stemness state to a differentiate one, only when it is appropriate. The data here
presented may provide a good starting point for the development of specific
therapeutic strategies for degenerative pathologies and for regenerative medicine
applications.
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1 ERAD: Endoplasmic Reticulum Associated Degradation
1 ESC: Embryonic Stem Cells

9 FBS: Fetal Bovine Serum
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9 FGF: Fibroblast Growth Factor

9 FZ: FrieZzled

91 GFAP: Glial Fibrillary Acidic Protein

9 h: Ore

9 HCPs: High CpG density Promoters

9 HER: Hairy-Enhancer of split-Related gene
9 hES NSC: Neural Stem Cell derived from Human Embryonic Stem Cell
9 HES: Hairy and Enhancer of Split
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9 HEY: Hes-related with YRPW motif

1 HGF: Hepatocyte Growth Factor
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9 HRP: Horseradish Peroxidase
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9 LCPs: Low CpG density Promoters

9 LIF: Leukemia Inhibitory Factor

9 LV: Lateral Ventricle
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1 MBD: Methyl Binding Proteins

9 miRNA: microRNA

9 mSEL-1L: murine mSEL-1L
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9 NB: NeuroBlast



9 NE: Neural Retina

9 NECD: Notch Extracellular Domain
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1 nIPC: neurons Intermediate Progenitor Cell

9 NRCs: Nucleated Red blood Cells
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INTRODUZIONE

1. Le cellule staminali

Le cellule staminali rappresentano un particolare sottotipo cellulare altamente
indifferenziato in grado di originare sia una progenie di cellule figlie con le stesse
caratteristiche della cellula madre, che una popolazione altamente differenziata.
Dunque, le due proprieta imprescindibili di una cellula staminale sono il self-
renewal, ossia |l a capacit”™ di rigenerar si e pe
la sua potenzialita, la prerogativa di differenziare in un fenotipo specializzato e
maturo. Tali caratteristiche vengono preservate grazie alla possibilita di effettuare
sia la divisione simmetrica, attraverso cui la cellula staminale origina due cellule
figlie indifferenziate, che la divisione asimmetrica, mediante la quale la cellula
madre ne produce una con proprieta staminali ed una differenziata. Si tratta di
meccanismi che fisiologicamente governano il processo duplicativo delle cellule
staminal i, ma | a regolazione dell duna e d:¢
ancora oggi una delle piu affascinanti tematiche oggetto di studio da parte della
biologia cellulare. Molti dei pathways necessari nel self-renewal sono anche

coinvol ti nel controllo della proliferazioc
Basti pensare alla famiglia dei fattori trascrizionali p53 e p73, ben caratterizzata in
passato per l e i mportantissime funzioni ri
riparo del DNA, della tumorigenesi, ma oggi centrale nello studio delle cellule
staminali. Inpart i col are =~ stato provato che | 6atti
possa ostacolare | 6espansi one sdlferédnéwal et el | ul

inibendo la divisione simmetrica [1]. Cid comporta una grave disfunzione, infatti,
gualora una cellula staminale ne origini due completamente mature o perda la sua
capacita duplicativa, viene meno il processo di self-renewal, con conseguente
impoverimento ed eventuale deplezione del pull staminale [2]. Differentemente, la
perdita della funzionalita di p53 € st ata associata ad unédinecr
simmetrica [3]. Inoltre, la deplezione di p73 é stata correlata alla drastica riduzione
dei progenitori neurali in vivo, connessa ad una degenerazione pressoché totale
dell e Anicchied didulie[é]l | ul e staminal. del | 6a

Le cellule staminali possono essere classificate a seconda della loro potenzialita,
quindi in base alle loro specifiche proprieta differenziative (Figura 1):

1 totipotenti, dal latino totus ( fii | , poiché tvictalnente in grado di
generare tutti i tipi cellulari embrionici ed extra-embrionici (zigote);
1 pluripotenti, dal latino plurimus ( Aimol t i ssi mi 6), ossia ge.l

totipotenti e capaci di originare cellule appartenenti ai tre diversi foglietti
germinativi (endoderma, mesoderma ed ectoderma). Si tratta delle cellule
d e ihnler&ell mass della blastocisti [5];

1 multipotenti, dal latinomultus ( Aimol t 00) , quando possono
cellulari maturi differenti, ma comunque ben definiti;

1 oligopotenti, dal greco oligos ( fi p 0 seodanng vita a pochi tipi cellulari
differenziati;

1 unipotenti, dal latihounus ( Auno sol oo0) , npgoducan@ume nt o i
solo tipo cellulare maturo, ma, essendo dotate di self-renewal, sono
comungue ritenute cellule staminali [6].
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Figura 1. La potenzialita delle cellule staminali. A seconda della capacita di
generare fenotipi cellulari maturi diversificati, le cellule staminali possono essere
denominate totipotenti, pluripotenti, multipotenti, oligopotenti o unipotenti. Figura
tratta dalla pagina web http://www.biophylaxis.com/en/pages/stemglossary.php e

modificata

1.1 Le cellule staminali neurali

Circa 80 anni f a,
centrale (SNC) di rigenerarsi una volta terminato il processo di sviluppo e
differenziamento [7]. La neurobiologia e la medicina molecolare sono state a lungo
domi nate dal cosiddetto Adogma di
hanno portato alla scoperta di particolari cellule staminali, le cosiddette cellule
staminali neurali (NSCs), che si trovano non solo nel sistema nervoso durante il
suo sviluppo embrionale, ma che risiedono e vengono racchiuse in numero limitato
in particol ar i Ainicchieo del
auto-rinnovarsi e perpetuarsi nel tempo, grazie alla loro specifica proprieta di self-

renewal. Undaltra prerogativa f on dltigotenza,l e

ossia la capacita di originare una progenie differenziata appartenente ad uno dei
tre fenotipi neurali terminalmente differenziati (Figura 2): neuronale, a cui € legata
la funzionalita del sistema nervoso, astrocitario ed oligodendrogliale, il cui ruolo &
quello di supportare la funzione neuronale. Tuttavia, nelle prime fasi dello sviluppo
embrionale, le NSCs differenziano esclusivamente in neuroni (fase neurogenica),
acquisendo solo in un secondo tempo la multipotenzialita che consente loro di
maturare anche in astrociti ed oligodendrociti (fase gliogenica) [8]. | meccanismi

5

cervell o adulto.

Ram, n y Capidiema revasdé ene v a

Cajal o,

Si

del


http://www.biophylaxis.com/en/pages/stemglossary.php

che governano cosi finemente lo sviluppo neurale, bilanciando accuratamente la
proliferazione ed il differenziamento verso uno specifico fenotipo neurale maturo,
derivano da una ben articolata fusione di segnali sia extra- che intra-cellulari che
verranno analizzati nei seguenti capitoli introduttivi.

Cell Lineage

Self renewing

NECs

Early
progenitor cells
NPCs

Neurogenesis Glicgenesis

v

MNeuron Astrocyte Oligodendrocyte

Figura 2. Self-renewal e differenziamento delle NSCs. Ogni NSC puo
mantenere inalterata la sua capacita di duplicarsial | 6i nf i ni t o, gener e
progenie di cellule dotate delle sue stesse proprieta. Tuttavia, sotto specifici
segnali e definiti stimoli, essa puo differenziare, originando cellule progenitrici ed
infine tipi cellulari maturi, quali neuroni, astrociti o oligodendrociti. Figura tratta dalla
pagina web http://www.humansfuture.org/genetic_engineering_stem_cells.php.htm

e modificata.
12 La scoperta dell e NSCs nell dadulto
Le prime evidenze <circa | d6esistenza di cel

SNC vennero esposte da Altman [9] e successivamente avvallate da Kaplan, il
quale osservo la neogenesi di neuroni nel bulbo olfattivo e nel giro dentato

del |l 6i ppocampo di ratto [10]. Una curiosa ¢
negl i anni 680, enmdla capagita dei newtomicdu rigenerarsi negli
uccel li durante | a stagione dell daccoppiam

contributo alla scoperta delle NSCs adulte & da attribuirsi a Reynolds [12], il quale

prov, | 6esi st en z aterigtiche propriatante stamiali mel ceevell@ t

adulto, in prossimita dei sistemi ventricolari [13]. Inoltre & stato dimostrato che la
neurogenesi nel SNC adulto, intesa come generazione di nuovi neuroni in grado di

integrarsi nei circuiti preesistenti, tende a di mi nuire con-19,08i nv ec

causando probabil mente |l a perdita di speci
avanzata [16].

Tal i interessantissime scoperte hanno modi f
danno apportato al SNC fosse i rreversi bil e, aprendo il V 3
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Publications

numero di NSCs persistenti nel |l 6adul to

fornendo una nuova progenie di cellule funzionalmente attive. Sembra, tuttavia,
che le NSCs non riescano a farsi carico del processo neurogenico in alcune
patologie neurodegenerative, qual.i il
patogenesi stessa di tali morbi. Differentemente, nel caso di lesioni acute del SNC,

pot

Par k

come | d6ictus, i pr o g e hilorooproliferariamel att@dndo lai nt en s

neurogenes:i in modo da <contribuire al
NSCs quiescenti nel SNC si riattivassero dopo una lesione acuta, ma non durante
uno stato di neurodegenerazione cronica.

La potenziale applicazione clinica delle cellule staminali neurali ha dato un grande
impulso alla ricerca nel settore, come testimonia la crescita esponenziale del
numero di pubblicazioni scientifiche in merito, soprattutto negli ultimi dieci anni
(Figura 3 A). Gli Stati Uniti dd Amer i ca, il Gi appon
rappresentano le sedi in cui si sono svolte e continuano ad espletarsi le principali
attivita di ricerca volte a delucidare la funzione delle NSCs (Figura 3 B).

A Topic: neural stem cells
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inerenti le NSCs sono cresciute esponenzialmente. B) La maggiore densita di
pubblicazioni relative alle NSCs si r
e nell dintera Europa. Fhttg/wwwegogubned.drge

1.3 Il differenziamento delle NSCs e la corticogenesi

Durante lo sviluppo cerebrale, la neurogenesi nel mammifero prende avvio con la
formazione del neuroectoderma, il quale si sviluppa nella piastra neurale che a sua
volta si conforma a dare origine al tubo neurale. Tali strutture sono sostenute da
una popolazione piuttosto eterogenea, costituita dai cosiddetti progenitori neurali
(NEPs) [18]. In vivo tali cellule danno luogo ad una divisione simmetrica a livello
della Zona Ventricolare (Ventricular Zone, VZ), in modo da costituire un cospicuo
pull di progenitori. Successivamente, le NEPs si dividono asimmetricamente, in
modo che | a cellula figlia differenzi
ventricolare. Queste cellule sono le artefici della prima fase di neurogenesi nel tubo
neurale, producendo successivamente sia le cellule della glia radiale (Radial Glia,
RG) che i progenitori basali (Basal Progenitors, BPs). Le cellule RG, generatesi
all dinizio della neurogenesi, s disdluppoese
fungono da riserva di cellule staminali. Esse, infatti, non solo hanno un
fondamentale ruol o di Ai mpal caturao p
una progenie di cellule differenziate. Le cellule RG si dividono sia simmetricamente
che asimmetricamente, ma il loro potenziale differenziativo risulta meno spiccato di
quello delle NEPs, essendo non sempre orientato alla tripotenza, quanto piuttosto
alla bipotenza o addirittura alla unipotenza. | progenitori basali sono
prevalentemente concentrati nella regione sub-ventricolare (Sub Ventricular
Zone, SVZ) e possono derivare sia dalle NEPs che dalle cellule RG nelle fasi

gl
a

st
I

a

tardive del I o sviluppo. EO6 mol t o i nteress

possono effettuare una sola divisione simmetrica, generando 2 neuroni e
raramente alcune riescono ad effettuare una seconda mitosi originando in tutto 4
neuroni, fungendo, in definitiva, da specifica riserva neuronale. Nel cervello del
mammifero adulto, le cellule progenitrici multipotenti persistono nella SVZ e nella
regione sub-granulare (Sub Granular Zone, SGZ) del giro dentato, potendo

garantire |l a gliogenesi e |l a neurogenesi
da cellule RG e nel periodo post-n at al e s i ¢ o n vastrodyteiked i[nl N|S.Cs

Eo interessante notar e cCome | a di mensi

cerebrale siano aumentate durante | 6evol

parte dei mammiferi della neocorteccia. Essa € caratterizzata dalla presenza di
zone cito-architettoniche ben distinte che si articolano in sei diversi strati, ciascuno
contraddistinto dalla sua organizzazione e composizione cellulare [20]: il sesto
strato € quello piu profondo, costituito dai neuroni piu vecchi, mentre il primo strato
e quello piu esterno ed e formato dai neuroni piu giovani [21] (Figura 4 A).

La neurogenesi a livello della corteccia cerebrale € un processo finemente regolato
in cui i progenitori neurali differenziano in neuroni destinati a specifici strati corticali,
i quali vengono divisi principalmente in due grandi sottogruppi, gli interneuroni,
che occupano diversi strati corticali ed utilizzano solitamente il neurotrasmettitore
GABA, ed i neuroni di proiezione, che utilizzano il glutammato come
neurotrasmettitore [22]. La neurogenesi corticale & un processo che si protrae nel

one
uzi
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tempo, infatti, se da un canto i primi neuroni si sviluppano gia durante la mid-
gestation, gli ultimi neuroni della corteccia si generano nel periodo peri-natale.
Verosimilmente, durante lo sviluppo embrionale tutti i neuroni del SNC derivano
dalle cellule dal lume del tubo neurale, dalla VZ, particolarmente dalle cellule RG
[23]. Via via che lo sviluppo procede, i neuroni differenziatisi a partire dalle NSCs
che popolano la VZ, smettono di dividersi e abbandonano tale regione, migrando
verso | 6area <corticale esterna. Nel |l e
appare molto sottile e corrisponde alla preplate, al di sotto della quale si
distinguono la VZ ed una zona intermedia, la SVZ (Figura 4 B). In seguito, le
cellule destinate a popolare il sesto strato, migrano verso la preplate, la quale va a
costituire la marginal zone e la subplate. La successiva neogenesi neuronale
comporta la loro migrazione attraverso la subplate, appena sotto la marginal zone,
nella cortical plate [ 2 1] (Figura 4 C). Al l 6ini z
multipotenti della VZ prediligono la divisione simmetrica, ma successivamente
effettuano la divisione asimmetrica, in modo da generare non solo neuroni post-
mitotici, ma anche progenitori intermedi della SVZ [24]. Questi ultimi daranno
origine ai neuroni degli strati superiori mediante una divisione simmetrica
terminale, mentre i neuroni differenziatisi dalla VZ costituiranno gli strati piu
profondi della corteccia [25].

B Wild-type cortex: preplate stage

Preplate

Intermediate
zone

A Pial surface

Ventricular

il zone

Youngest
feurens C Wild-type cortex: cortical plate stage

Layer 171l

Marginal
zone

Cortical
plate

Subplate

Intermediate
zone

Oldast

feurans Ventricular

one

White matter tracts

Figura 4. Struttura della neocorteccia e suo sviluppo. A) La corteccia cerebrale
-~ formata da sei diversi strati che,
da neuroni piu giovani. B) Nei primi stadi dello sviluppo embrionale, la corteccia
cerebrale & costituita dalla cosiddetta preplate, sostenuta alla base dalla VZ e da

una zona intermedia, o SVZ. C) In seguito, la migrazione dei neuroni neo-

prir

i o de

andan:



differenziati, porta alla creazione, della subplate, della cortical plate, e della
marginal zone a partire dalla preplate. Tratto da Gilmore and Herrup, 1997 [21].

Lo sviluppo del SNC é sottoposto ad un controllo molto stringente per quanto

concerne il corretto susseguirsi degli eventi da un preciso punto di vista spazio-

temporale. Inizialmente le NSCs sono effettivamente prive della loro multipotenza,

originando esclusivamente una progenie neuronale durante la mid-gestation. Il
differenziamento gliale € stimolato solo successivamente, durante la late-gestation

ed il periodo perinatale [8,26] (Figure 5 A e B) ed € molto interessante notare che
effettivamente sussista uno specifico switch fra la potenzialita neuronale e quella

gliale; infatti, quando le NSCs acquisiscono la capacita gliogenica, perdono la

proprieta neurogenica [27]. Il corretto sviluppo embrionale prevede dunque che la
neurogenesi preceda sempre la gliogenesi e cid viene garantito attraverso specifici
determinanti sai intra- che extra-cellulari, quali per esempio citochine, fattori
trascrizional! e regol atori epigenetitci. P
neurali basic Helix-Loop-Helix (bHLH) & in grado di sopprimere il potenziale

gliogenico dei precursori neurali durante la neurogenesi [28]. Inoltre, bassi livelli di

FGF-2 sono connessi al differenziamento neuronale, mentre la sua elevata
espressione consente | 6ampliamento dei prog
prevede la sua tempistica interna, in quanto gli oligodendrociti, generati dalla

porzione ventrale del proencefalo, si differenziano nel periodo post-natale e quindi,

a livello della corteccia cerebrale, la gliogenesi inizialmente corrisponde ad un
differenziamento esclusivamente astrocitario. Il pathway di JAK-STAT, attivato

dalla citochina LIF (Leukemia Inhibitory Factor), e le proteine BMPs (Bone
Morphogenetic Proteins), attraverso | 6associ adieone f
P300/CBP, sono in grado di promuovere la maturazione astrogliale [30]. Tuttavia, il

LI F non ri esce a sost eneilne fasi dells tsvilupmp!l | 0 gen
embrionale, poiché gli STAT-binding element al | 6i nt er no del pro
principale marcatore astrocitario GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) sono
cospicuamente metilati e cid ne inibisce la trascrizione [27]. Tuttavia, nelle fasi piu
tardive del |l 6embri ogenesi, il promotor e !
trascrizionale operata dal LI'F pu, di vent a
espressione della GFAP. Per quanto concerne lo sviluppo oligodendrogliale, i

bHLH OLIG-1 e OLIG-2, espressi durante lo sviluppo, sembrano giocare un ruolo

molto importante [32], eventual mente medi e
trascrizionali differenzialmente espressi nel tempo e nello spazio.
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Figura 5. Il differenziamento delle NSCs in vivo. A) Inizialmente le NSCs si
dividono simmetricamente, mentre successivamente, mediante divisione
asimmetrica, producono neuroni. | progenitori si allungano e si convertono in
cellule della RG, le quali originano nuovi neuroni direttamente o a partire dai
progenitori intermedi (neurons Intermediate Progenitor Cells, nIPCs). | progenitori
degli oligodendrociti (oligodendrocytes Intermediate Progenitor Cells, olPCs)
vengono prodotti a partire dalle cellule RG, mentre gli astrociti e gli oligodendrociti
maturi compaiono solo nel periodo neonatale. Alcune cellule RG si convertono in
cellule ependimali, mentre altre generano astrociti della SVZ (cellule di tipo B). Al
terminedel | a corticogenesi, nel |l 6adul to

fimantell od (Mantl e, MA) e | a regione
Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009 [33]. B) Le tre principali tipologie di cellule
neurali mature vengono generate in vivo secondo una tempistica ben precisa che
prevede nel ratto dapprima la neurogenesi, secondariamente la astrogliogenesi ed
infine il differenziamento oligodendrogliale. Tratto da Sauvageot and Stiles, 2002
[26].

1.4 Lanicchiadelle NSCs

Un concetto particolarmente interessante, ma ancora scarsamente esplorato, €
guel | onicdlédd! & hie , come precedentemente

fondamentale nel preservare la staminalita delle NSCs, mediante interazioni
intracellulari, segnali trasmessi dalla matrice extracellulare (Extracellular Matrix,
ECM) oppure modulati da specifici fattori solubili. In tal modo, il pull di progenitori
neurali, preziose e rare NSCs rimaste in uno stato indifferenziato anche dopo lo
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sviluppo embrionale, pud essere mantenuto anche nell@rganismo adulto per poter
eventualmente fronteggiare nuovi stimoli neurogenici.

Una del | e principald@i evidenze circa I
considerazione che, nel caso di trapianti di NSCs, esse possono proliferare
solamente in regioni neurogeniche integrandosi perfettamente nel circuito
preesistete, mentre, qualora il trapianto venga effettuato in aree prive di tali
proprieta, il self-renewal € inibito ed & promosso un differenziamento gliale [34-35].

1.4.1 Laregione subventricolare

La SVZ & una delle nicchie maggiormente studiate ed e localizzata a livello delle

pareti dei ventricoli laterali. La superficie ventricolare & formata da uno strato di

cellule ependimali, costituite da corpi basali e lunghe ciglia nella porzione apicale

(Figura 6, cellule E1 ed E2), creando una barriera fisica fra il parenchima cerebrale

e il fluido cerebrospinale. La SVZ é popolata anche da astrociti GFAP-positivi

(Figura 6, cellule B1 e B2) che, grazie alle loro estensioni, rimangono in contatto

con il ventricolo e sembrano rappresentare le vere e proprie NSCsdel | 6adul t o.
parete laterale del ventricolo & il sito in cui avvengono le interazioni cellula-cellula,

mentre i neuroblasti migranti (Figura 6, cellule di tipo A) vengono separati dal
tessuto striatale grazie agli a fficantio c i t i
transientementeo (Figura 6, cellule di ti
asimmetrica dalle cellule B, proliferano molto rapidamente ed originano neuroblasti

migranti.

Durante | a neurogenesi nel | 6 adwmlSVYZanjgramno pr oge
attraverso il flusso rostrale fino a raggiungere i bulbi olfattivi, laddove differenziano

in diversi sottotipi neuronali ed anche in oligodendrociti del corpo calloso. In un

solo giorno, ben 30-60000 nuovi neuroni vengono generati nel bulbo olfattivo dei

roditori [36-37].

(@)
(¢}
(%)

“‘ ‘ g "‘ Lateral &
Q_‘ i I\\' ,J entricle [

Cell types in the subventricular zone (SVZ)

[M E1 Ependymal . B1 Astrocyte

E2 Ependymal B2 Astrocyte

Type C . Type A

Figura 6. Rappresentazione grafica della SVZ nei roditori adulti. La SVZ & una
porzione del cervello situata lungo le pareti laterali dei ventricoli laterali. Essa &
costituita da una popolazione cellulare altamente eterogenea e rappresenta un sito
fondament ale per | a neurogenesi-Muddtdnd 6 adul t
Quifiones-Hinojosa, 2009 [38].
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La SVZ é ricca di diversi fattori solubili che consentono il mantenimento del suo

potenziale neurogenico. Nello specifico, le cellule ependimali producono il Noggin,

un potente antagonista del BMP che regola il differenziamento neurale. Questo

fattore solubile consente il mantenimento del pull staminale, prevenendo il
differenziamento e garantendo la proliferazione degli astrociti con proprieta

staminali [39-40]. Come riportato nella Figura 7, i mitogeni EFG (Epidermal Growth

Factor) ed FGF (Fibroblast Growth Factor) sono fattori di crescita essenziali per la

regolazione del self-renewal e, almeno in vitro, sono capaci di stimolare la
proliferazione dei progenitori neuHGE | i de
(Hepatocyte Growth Factor), prodotto da cellule Nestina-positive, provvede al
mantenimento delle NSCs [40]. || PEDF (Pigment Epithelium-Derived Factor),

secreto dalle cellule endoteliali della nicchia neurogenica € stato identificato come

un fattore critico per la comunicazione fra il sistema vascolare e le NSCs [42]
(Figura 7). I n particol are, e sngurale Mash-b,i s ce |
mentre determina un incremento dei livelli di SOX-2 e degli effettori del pathway di

Notch, HES-1 ed HES-5 [43]. Anche le cellule endoteliali rivestono un ruolo molto

importante, poiché, secernendo il BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor),
rescono a ficomunicareo con | e NSCs, support a
Il self-renewal delle NSCs & promosso anche dal LIF, dal VEGF (Vascular

Endothelial Growth Factor) e dal PDGF (Platelet-Derived Growth Factor),
appositamente secreti dalle cellule endoteliali (Figura 12). Il sistema vascolare

della nicchia partecipa alla secreiFone di
(Stem Cell Factor) , SBF-1I(Stromal Cell-derived Factor-1), anchbéessi i n
modulare il comportamento dei progenitori neurali della nicchia (Figura 7). | vasi
sanguigni all dinter no lamninka ehe iBodlageaesiy, diemo n o s
importantissimi componenti della matrice extracellulare, che possono sia
influenzare | 6adesi one c elpathwaysrie moddhda modul
conferire alla nicchia le sue specifiche proprieta [45] (Figura 7).

Putative NSC
Pericyte

Ependymal cell

Proposed EC-derived ECM components

factors Endothelial cell

LIF, VEGF, FGF-2, Laminin,

BNDF, PDGF, SCF, collagen IV o= 3
PEDF. SDF-1, EGF, Transit-amplifying cell

Neuroblast

L J
N Extracellular matrix

Figura 7. I regol atori del |l a ni c cDiversifattore ur ogen i
solubili secreti da cellule ependimali ed endoteliali, provvedono al mantenimento
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del potenziale neurogenico della SVZ. Figura tratta e modificata da Goldberg and
Hirschi, 2009 [45].

1.4.2 Laregione subgranulare

Unbdaltra niemndltiaa nreddrbagul t o SGZ, sitaapamel gire e nt at
dentato dell 6i ppocampo (Figura 8 A), costi
principal mente racchiuse nell dil o. Le NSCs
grado di proliferare, intraprendere uno specifico destino cellulare, maturare,

migrare ed eventualmente integrarsi nel circuito neuronale pre-esistente. In

particolare, una piccola componente di NSCs quiescenti (QNSCs), caratterizzate

dal |l 6espr essi on- e GHAP, Nopda lda SGZ (FigusatB)B). Sussiste

comungue una popolazione di NSCs attive (aNSCs), in grado non solo di effettuare
self-renewal, ma anche di originare astrociti, neuroblasti (NBs) e nuovi neuroni

(New Generated Neurons, NGNSs) [46] (Figura 8 B).
B
' O % )
j o ;
=

A m
gqNSC aNSC NB NGN

Figura 8. lllustrazione grafica delle principali sedi neurogeniche del cervello
murino adulto. A) Siala SVZ che la SGZ sono dotate di potenziale neurogenico
nel | 6 8da$GZe costituita da NSCs che, in seguito ad attivazione (aNSCs),
generano NBs e NGNs. Figura tratta da Ma et al., 2009 [46] e modificata.

La neurogenesi nell éadul t o, si a che avyve
particolarmente suscettibile ai differenti stimoli ambientali o condizioni fisiologiche
dell i ntorno <cellul are. I di fferenziamento

consentendo la generazione di interneuroni inibitori granulo-periglomerulari nei
bulbi olfattivi o neuroni granulari eccitatori nel giro dentato [46]. La capacita
neurogenica @ pesantemente alterata durante | 0i
infatti, che | a di minuzione dei fattori di cres.
telomerasi, cosi come i cambiamenti dei modulatori del ciclo cellulare [47] possano
influenzare negativamente la rigenerazione delle NSCs. In definitiva, le NSCs
adulte non solo contribuiscono al mantenimento del tessuto neurale, ma
garantiscono anche | e principald:@i prestazi on
memoria [46]. Una sfida degli ultimi anni & appunto indagare gli effetti che la
prematura perdita delle nicchie neurogeniche puo comportare a livello della
memoria, favorendo | dinsorgenza delle patol

1.5 Le NSCs invitro

I grandi ssi mi passi a v aeltat hiologia ecalllilarez haeno i nel
consentito di riprodurre in vitro lo specifico processo di restrizione neurale che si
osserva in vivo, utilizzando come punto di partenza le ESCs [48]. Nella Figura 9
vengono riassunte le principali tipologie di NSCs ottenute mediante coltura
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cellulare, indicando la loro derivazione e gli autori responsabili del loro isolamento.
Nello specifico, per primi, Evans e Kaufman [49] furono in grado di stabilire una
metodica colturale per la propagazione in vitro delle cellule embrionali staminali
pluripotenti, direttamente derivate dalla blastocisti murina. A partire da queste,
| 6acquisi zione di undidentit”™ neurale
condizioni colturali [50].

Opportunamente, le ESCs possono originare direttamente le NEPs che, benché
caratterizzate dalla ritenzione di alcuni marcatori tipici delle cellule embrionali,
mostrano un profilo atigenico gia affine a quello delle NSCs. Le NEPs cosi ottenute
sono fondamentalmente caratterizzate da una vita transiente, in quanto, si
convertono rapidamente in una popolazione di cellule prive delle caratteristiche

pri

ifvestigiali o delle ESCs, la cui cresci

esogena di FGF-2. Recentemente Chambers ed i suoi collaboratori [51] hanno
ottenuto una popolazione di NEPs completamente neuralizzate partendo da ESCs
umane, inibendo appositamente il pathway governato dai fattori TGF-b/SMAD.

t

mi

a

Un nuovo tipo di N S Cs ;NSCs)hai causa deka pdéculiares et t e 0

direzione radiale con cui le cellule si dispongono durante la crescita, puo essere
derivato sia in vitro attraverso un opportuno protocollo colturale a partire dalle
ESCs, che in vivo direttamente dalla piastra neurale [52]. Una popolazione di

Airosetteod propagabi | iata pttenuta dauESG9 uméane ritp o

hESNSCs) [53] e ha rivelato unbéestrema

sottopopolazioni diverse con caratteristiche sia ventrali-mesencefaliche che tipiche
del midollo spinale.

Durante il differenziamento in vitro, le ESCs possono essere indirizzate alla
generazione di una popolazione prevalentemente arricchita da cellule della RG
[54] o eventualmente costituita da NSCs pure [55].

In definitiva, la possibilitd di riprodurre in vitro i principali processi di
differenziamento e di sviluppo che si osservano in vivo nel cervello, ha fornito degli
strumenti preziosissimi alla ricerca scientifica, rivoluzionato le conoscenze in
questo settore della biologia. Riuscire a manipolare sottotipi cellulari differenti,
eventualmente dotati di proprieta funzionali diverse, ha consentito di portare alla
l uce scoperte dappri ma i mpensabili
propagazione in vitro rappresenta comunque un sistema isolato e spesso
artificioso, in quanto privo dellb ar chi t et tura tridi mensi

C

pl as

EO

o

n

del |l dinstaurar si di interazioni fra cel

matrice extracellulare. Ecco perché & molto spesso fondamentale lavorare
simultaneamente su specifici modelli in vivo, in modo da avere costantemente un
riferimento parallelo alla realta piu complessa e multifattoriale rappresentata da un
organismo.
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Figura 9. Rappresentazione di differenti tipologie di NSCs generabili in vitro e
del loro legame con le diverse fasi di sviluppo neuronale in vivo. | rettangoli
ombreggiati contrassegnano le popolazioni di NSCs che si possono ottenere
attraverso espansione medio-lunga in vitro. In parallelo sono indicati i relativi stati
di sviluppo corrispondenti alla condizione in vivo ed i principali autori che per primi
hanno descritto la tipologia cellulare rappresentata. Figura tratta da Conti e
Cattaneo, 2010 [19].

1.6 Il bilanciamento fra self-renewal e differenziamento

Le fondamentali ed antitetiche proprieta delle NSCs (self-renewal vs

di fferenziamento) | e pongono continuamente
cellulare ed il conseguente differenziamento o evitare una crescita incontrollata e la
possibile formazione di t avem punti critici Ehéqueston d i s p e

fine bilanciamento per poter comprendere la regolazione dei piu importanti
meccanismi cellulari, quali lo sviluppo, il differenziamento e la proliferazione. Nei
mammiferi, le cellule neuroepiteliali e quelle della glia radiale hanno una comune
morfologia epitelio-colonnare; la loro porzione apicale €& esposta al fluido
ventricolare,| a part e basal &€CM menuerld regni laterali sohoda
diretto contatto | &éduna con | 6altr guesfjo56] . (
intorno possono dunque modulare propriamente il self-renewal ed |l
differenziamento, promuovendo o disattivando importantissimi pathway, fra i quali

spiccano principalmente quelli governati da Wnt, Sonic hedgehog e Notch.

1.6.1 Il pathway di Wnt

Il pathway di Wnt é altamente conservato in tutto il regno animale ed & essenziale
nei processi di embriogenesi, carcinogenesi, differenziamento, definizione della
polarita cellulare, migrazione, apoptosi ma anche per la regolazione dei normali

processi fisiologici che garantiscono Il a funzionalit?®
particolare, nel | @uestb sighaling premubve e YaBabtisce
| 6identi t” del | e cellule del | a gl i a radi a

deplezione di una delle principali componenti di tale pathway, la beta-catenina,
determina un differenziamento neuronal e pr e
forma attivata incrementa significativamente la popolazione di precursori neurali
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[57] . Artefice del b aathway @ @ppantoilaopnogeinadneulti-l 6 i nt e

funzionale beta-catenina, responsabile non solo della stabilizzazione del

citoscheletro e delle giunzioni intercel

importante cascata del segnale (Figura 10). Le proteine codifcate dai geni Wnt
sono lipoproteine palmitoilate che fungono da ligandi per il recettore Fz (Frizzled),
attivando cosi una serie di fenomeni a valle. In assenza di tale interazione, la forma

citoplasmatica della beta-c at eni na vi ene f azorespecificaadela

macro-complesso  Axina/APC/GSK3b CKla, per poi essere riconosciuta
dal | 6ubi gWwiTtck red dsserg asesttoposta a degradazione ubiquitina-
dipendente. Quando il pathway di Wnt & invece attivo, il recettore Fz, a sua volta
r e c | effettare ditdplasmatico Dvl (Dishevelled). In seguito a fosforilazione, Lrp

l ega | 8Axi na, i mpedendo dunque |l a fosfori

della beta-catenina (Figura 10), la quale si addensa attorno al nucleo, per essere
poi traslocata al suo interno e stimolare la trascrizione dei suoi geni target [58].

Il pathway di Wnt promuove il self-renewal anche a livello post-natale [59],
mediante la diretta attivazione della ciclina D e dei fattori SOX-2 e Rest (Repressor
Element 1-Silencing Transcription factor) [60-62], favorendo dunque il self-renewal
dei precursori neurali. Tuttavia, durante lo sviluppo corticale, Wnt & essenziale per

indurre il di fferenzi amento neuronal-e

neuronale Neurogenina 1 (Ngnl) [63]. Esiste quindi una duplice e contrapposta
funzione del pathway di Wnt: durante le fasi iniziali dello sviluppo promuove il self-
renewal e la proliferazione, mentre successivamente stimola il differenziamento
neuronale. Risulta dunque fondamentale identificare quei fattori esogeni od

endogeni alla cellula che siano in grado

espleti l 6una o I 6altra funzione.

Adherin

Junctions @ = @I— sFRPs, WIF-1, Cer
<rel noni LRP5/6| uu_JFr'Zz|ed (Fz)

\

A
i \ +Wnt
g 4 Stability

\
<\
& Lef-1rTor

Figura 10. Il pathway canonico di Wnt. Il pathway di Wnt riguarda il complesso di
segnali cellulari che derivano dal legame delle proteine Wnt con i recettori di
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membrana appartenenti alla famiglia Frizzled, con conseguente variazione dei
livelli di beta-catenina nel nucleo. Figura tratta da Hoover and Muschler, 2005 [58].

1.6.2 Il pathway di Sonic hedgehog
Il signaling di Sonic hedgehog (Shh), altamente conservato da Drosophila

all uomo, riveste una notevole importanza

cellulare, del differenziamento e particolarmente del self-renewal delle NSCs.
Durante lo sviluppo, negli insetti Shh & fondamentale per il controllo della
segmentazione e per la morfogenesi delle ali, mentre nei vertebrati determina

|l 6asi mmetria destral/sinistra e consente

arti, della muscolatura, della pelle, degli occhi, dei polmoni, dei denti, del sistema

nervoso e dell édintestino. Npathwa$p garagtisca la s mo

soprawvivenza del limitato pull di cellule staminali, eventualmente intervenendo
nella rigenerazione e nel riparo tissutale [64]. Il ligando Shh é altamente espresso
nel neuroepitelio durante lo sviluppo embrionale, ma anche nelle principali regioni
neur ogeni c h ¢65-686¢ Tuttalvia, dl dife digoter proficuamente attivare lo
specifico segnale, & necessario che Shh subisca specifiche modificazioni post-
traduzionali. Dapprima, la sequenza segnale N-terminale del precursore di 45 kDa
viene rimossa e successivamente, attraverso un taglio autocatalitico fra due residui
di cisteina altamente conservati, il dominio N-terminale responsabile del signaling
viene liberato. La proteina di 19 kDa effettivamente funzionale & ottenuta in seguito

all daggiunt a di una coda d-terminaleo lee allda er o |
pal mitoilazione al | ¢ ecsit mawnata,tviene cqrrpta sdlla .

proteina Dispatched (Disp) ed e libera di interagire con le proteine transmembrana
Patched (Ptch). Le diverse componenti del pathway di Shh sono molto abbondanti
nelle ciglia cellulari, ossia in quelle proiezioni della membrana cellulare presenti
negli eucarioti in genere in singola copia, coinvolte nella captazione di segnali
chimico-fisici e nella comunicazione. Smoothened (Smo), un altro elemento chiave
nella propagazione del signaling di Shh, & presente nella cellula in tre diversi stati:
SmoA (una forma inattiva internalizzata), SmoB (una variante in equilibrio con una
forma inattiva legata alle ciglia cellulari) e SmoC (la vera e propria forma attiva
derivante da SmoB). Alla base del ciglio primario della cellula, Ptch inibisce la

a

a (

(o]

Shh

conversione di Smo B in Smo C. Léindisponi l

determina il processamento proteolitico dei fattori trascrizionali della famiglia Gli.

Differentemente, in seguito alléinterazione con

ciglio primario e subisce una degradazione lisosomale. A questo punto, Smo si
converte nella forma attivata SmoC e, inibendo la PKA, CK1, e GSK3B, previene la
degradazione di Gli. In seguito, la forma attiva di tale fattore trascrizionale trasloca
nel nucleo promuovendo la trascrizione dei principali Shh-responsive genes [64]
(Figura 11).

Diverse evidenze scientifiche suggeriscono che questo intricato signaling possa
promuovere la proliferazione ed inibire il differenziamento postnatale nel cervelletto
[67] ed inoltre e stata dimostrata la sua azione nello stimolare la transizione dallo

stato di ficell ul a staminal eo0 i n senso

caratterizzato da una piu rapida e intensa proliferazione [68].
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I'A SMOH

Figura 11. Il pathway di Shh. 1 I | i gando Shh, attraverso | ¢

determina la degradazione lisosomale. Smo si converte in uno stato attivo (SmoC)
e, inibendo la PKA, CK1, e GSK3B, consente al fattore trascrizionale Gli di essere
appositamente processato, di essere traslocato nel nucleo e di attivare la
trascrizione di specifici geni. Figura tratta dalla pagina web
http://www.bnet.com/blog/drug-business/roche-developing-a-8220hedgehog-
inhibitor-8221-for-cancer/3249.

1.6.3 Il pathway di Notch

Un altro importantissimo pathway nel | 6 ambi t o del | e Notdlg Cs
fondamentale per la definizione del fate della cellula ed altamente conservato in

tutti gl i organi s mi mu | loss af &uhctiondl ar i ¢ h iDaar aensepn
emerso il fenotipo fineurogenicodo deter mina
modi ficare il destino di cell ul ecetidole i nat e

creare tessuti neurali [69].

| recettori Notch sono proteine transmembrana costituite da una porzione
extracellulare (Notch Extracellular Domain, NECD) contenente fino a 36 EGF-like
repeats essenziali per il binding agli specifici ligandi, un dominio transmembrana
(transmembrane, TM) ed una regione intracellulare (Notch Intracellular Domain,
NICD). Nei mammiferi sono stati identificati 4 diversi recettori Notch (Notch 1-4) e 5
differenti ligandi (DLL1, DLL3, DLL4, JAG1, JAG2). Il corretto processamento nel
reticolo endoplasmico e nel Golgi determina la formazione di un eterodimero
costituito dalla porzione NECD legata in modo non covalente alle regioni TM-NICD.

Notch =~ espresso sulla cosiddetta cel
chel o trasmett e, esprime appunto i suoi
ligando-r ecett or e, il domi ni o NECD viene

TACE (ADAM metalloprotease TNF-U c o nv e r t i) adgl cenplesgorhNECD-
ligando viene endocitato e riciclato/degradato dalla cellula che ha inviato il segnale.
Il processamento di Notch continua ulteriormente, culminando in seguito ad un
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secondo taglio proteolitico effettuato dal complesso enzimatico della g secretasi,
nel rilascio della regione NICD e nella sua traslocazione nel nucleo. Qui, la forma
attivata di NOTCH non puo legarsi direttamente al DNA, ma eterodimerizza con la
proteina RBP-J (Recombinant Signal Sequence-Binding Protein Jk), anche detta
CSL, promuovendo | 6 atintigalv target, cynak Myd,epPl, la u o i
famiglia dei fattori trascrizionali HES (Hairy and Enhancer of Split) e HEY (Hes-
related with YRPW motif) (Figura 12). Questi ultimi hanno un ruolo essenziale nel
repri mere | 6 e Sfqttarietmasciiziormale bHIcHe pro-neuronali Mash1,
Neurogenina-1 e Neurogenina-2, mantenendo dunque intatto lo stato di staminalita
della cellula. Nel momento in cui nel nucleo non sia presente la forma attivata di
Notch, RBP-J si associa ad un complesso corepressore, inibendo la trascrizione
dei geni target di Notch [70].

Figura 12. Il pathway di Notch. La corretta maturazione del recettore Notch
prevede una serie di processi proteol itici
rilascio di una forma attiva nel nucleo, in grado di regolare specificamente
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