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SOMMARIO 

Il 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-proteasoma dipendente allôinterno del pathway ERAD 
(Endoplasmic Reticulum Associated Degradation). Recentemente è 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 cerebrale, valutando il ruolo della proteina nellôambito delle cellule 
staminali neurali (Neural Stem Cells, NSCs) e vagliando la sua relazione con il 
signaling di Notch. 
Si ¯ dimostrato che durante lôembriogenesi, lôespressione di mSEL-1L è ubiquitaria, 
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 
dentato, le uniche ñnicchieò neurogeniche dellôadulto in cui permane una 
popolazione di NSCs indifferenziate e quiescenti. Eô stato in seguito provato che 
lôespressione di mSEL-1L assume una funzione imprescindibile nel dirigere e 
garantire un armonico differenziamento delle NSCs, in quanto la deplezione della 
proteina è associata a differenziamento precoce delle stesse che promuove 
lôimpoverimento del pull dei progenitori neurali sia in vivo che in vitro. In particolare, 
in vivo lôassenza di mSEL-1L compromette la corticogenesi, poiché stravolge il 
corretto succedersi delle fasi neurogeniche ed astrogliogeniche, con conseguente 
alterazione sia della popolazione staminale residua che della sua progenie 
differenziata. La similarità 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-immunoprecipitazione hanno evidenziato unôinterazione tra le due 
proteine, mentre studi di espressione proteica hanno mostrato unôinibizione 
dellôintero signaling di Notch-1 associata alla de-regolazione di mSEL-1L. 
Lôespressione della forma nucleare attivata del recettore, cos³ come quella dei suoi 
principali effettori finali HES-1 e HES-5 vengono significativamente inibite in 
seguito alla deplezione totale e/o parziale di mSEL-1L, promuovendo lôerronea 
sovra-regolazione del fattore trascrizionale Neurogenina-2 (NGN-2) e la 

conseguente attivazione dellôespressione del marcatore neuronale bIII-Tubulina. Le 
principali proprietà delle NSCs essenzialmente governate dal pathway di Notch, 
quali il self-renewal, il differenziamento, la proliferazione ed addirittura la stessa 
vitalità cellulare sono drasticamente compromesse dalla mis-regolazione di mSEL-
1L. Inoltre, nei modelli murini recanti la delezione in omozigosi di mSEL-1L è stato 
riscontrato un difetto vasculogenico e soprattutto angiogenico estremamente 
significativo durante lo sviluppo embrionale, anchôesso probabilmente imputabile 
allôalterazione dei segnali mediati da Notch. 
Il controllo dellôespressione di mSEL-1L è dunque di primaria importanza per 
consentire il corretto sviluppo embrionale ed è quindi necessario che i suoi livelli 
proteici vengano monitorati da meccanismi particolarmente sofisticati durante il 
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differenziamento. Eô emerso, infatti, che mSEL-1L è abbondantemente espressa 
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 (NEPs), fino 
ad arrivare a quello di tripotenza (NSCs), essa deve essere silenziata per garantire 
il differenziamento terminale delle NSCs. Eô stato possibile dimostrare che il 
meccanismo di regolazione dellôespressione proteica di mSEL-1L è di tipo post-
trascrizionale, essendo mediato dallôazione del mmu-miR-183. Questo microRNA, 
la cui espressione viene indotta durante il differenziamento sia in vitro che in vivo, 
è in grado di regolare negativamente mSEL-1L, così come altre proteine a cui è 

associata unôimportante funzione nellôambito della staminalità, quali la b1-Integrina 
e Bmi-1. Differentemente, la de-regolazione del mmu-miR-183 induce lôincremento 
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 
unôelevata espressione proteica, sebbene in presenza di un quantitativo di 
messaggero inferiore.  
In conclusione, questa ricerca ha evidenziato un ruolo di mSEL-1L ERAD-
indipendente nellôambito della biologia delle NSCs, un ruolo essenziale nel 
garantire il corretto sviluppo embrionale e lôomeostasi dellôintero organismo. La 
proteina emerge quindi come una sorta di ñorologio molecolareò, in grado di 
regolare il passaggio da uno stato di staminalità ad uno differenziato solo al 
momento opportuno. I dati qui presentati potrebbero offrire un ottimo punto di 
partenza per lôelaborazione di specifiche strategie terapeutiche contro patologie 
degenerative e per applicazioni in medicina rigenerativa. 
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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 ñnichesò in which a population of undifferentiated and quiescent NSCs 
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 

bIIIïTubulin 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 ñmolecular clockò that can drive the transition from 
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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LISTA SIMBOLI 

¶ aNSC: activated Neural Stem Cell 
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¶ CNPasi: 2', 3'-ciclico nucleotide 3'-fosfodiesterasi 
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¶ Dvl: Dishvelled 

¶ ECL: Enhanced Chemiluminescence 

¶ ECM: ExtraCellular Matrix 

¶ EDTA: EthyleneDiamineTetraacetic Acid 

¶ EGF: Epidermal Growth Factor 

¶ ERAD: Endoplasmic Reticulum Associated Degradation 

¶ ESC: Embryonic Stem Cells 

¶ FBS: Fetal Bovine Serum 

¶ FC: Frontal Cortex 

¶ FGF: Fibroblast Growth Factor 

¶ FZ: FrieZzled 

¶ GFAP: Glial Fibrillary Acidic Protein 

¶ h: Ore 

¶ HCPs: High CpG density Promoters 

¶ HER: Hairy-Enhancer of split-Related gene 

¶ hES NSC: Neural Stem Cell derived from Human Embryonic Stem Cell 

¶ HES: Hairy and Enhancer of Split 

¶ HET: Heterozyous 

¶ HEY: Hes-related with YRPW motif 

¶ HGF: Hepatocyte Growth Factor 

¶ HIS: Istitidina 

¶ HRP: Horseradish Peroxidase 

¶ KO: Knock-Out 

¶ LCPs: Low CpG density Promoters 

¶ LIF: Leukemia Inhibitory Factor 

¶ LV: Lateral Ventricle 

¶ MA: Mantle 

¶ MBD: Methyl Binding Proteins 

¶ miRNA: microRNA 

¶ mSEL-1L: murine mSEL-1L 

¶ MZ: Marginal Zone 

¶ NB: NeuroBlast 
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¶ NE: Neural Retina 

¶ NECD: Notch Extracellular Domain 

¶ NEP: NEural Progenitor 

¶ Ngn: Neurogenin 

¶ NGN: New Generated Neurons 

¶ NICD: Notch Intracellular Domain 

¶ nIPC: neurons Intermediate Progenitor Cell 

¶ NRCs: Nucleated Red blood Cells 

¶ NSC: Neural Stem Cell 

¶ oIPC: oligodendrocytes Intermediate Progenitor Cell 

¶ Pb: Paia di basi 

¶ PBS: Phosphate Buffered Saline 

¶ PcG: Polycomb Group  

¶ PDGF: Platelet-Derived Growth Factor 

¶ PECAM-1: Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 

¶ PEDF: Pigment Epithelium-Derived Factor 

¶ PFA: Paraformaldeide 

¶ PM: PBS, Milk 

¶ PMT: PBS, Milk, Tween20 

¶ PRC:  Polycomb Repressor Complex 

¶ qNSCs: quiescent Neural Stem Cells 

¶ qRT-PCR: quantitative Real Time PCR 

¶ RAM: RBP-J-associated molecule 

¶ RBP-J: Recombinant Signal Sequence-Binding Protein Jk 

¶ Rest: Repressor Element 1-Silencing Transcription factor 

¶ RG: Radial Glia 

¶ R-NSCs: Rosette Neural Stem Cells 

¶ RPE: Retinal Pigment Epithelium 

¶ RT-PCR: ReverseTtranscriptase PCR 

¶ SCF: Stem Cell Factor 

¶ SDF-1: Stromal Cell-derived Factor-1 

¶ SGZ: SubGranular Zone 

¶ Shh: Sonic HedgeHog 

¶ shRNA: short hairpin RNA 

¶ siRNA: short interference RNA 

¶ Smo: Smoothened 

¶ SNC: Sistema Nervoso Centrale 

¶ snoRNA: small nucleolar RNA 

¶ SNP: Single Nucleotide Polimorfism 

¶ SVZ: Sub Ventricular Zone 

¶ TAD: Transactivation Domain 

¶ TD: Tempo di Duplicazione 

¶ TM-NICD: TransMembrane Notch Intracellular Domain  

¶ TMT: Trimetilina 

¶ TrxG: Trithorax Group 

¶ UTR: Untraslated Region 
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¶ VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 

¶ VZ: Ventricular Zone 

¶ WT: Wild-Type 
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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 proprietà imprescindibili di una cellula staminale sono il self-
renewal, ossia la capacit¨ di rigenerarsi e perpetuarsi verosimilmente allôinfinito, e 
la sua potenzialità, la prerogativa di differenziare in un fenotipo specializzato e 
maturo. Tali caratteristiche vengono preservate grazie alla possibilità 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 proprietà staminali ed una differenziata. Si tratta di 
meccanismi che fisiologicamente governano il processo duplicativo delle cellule 
staminali, ma la regolazione dellôuna e dellôaltra modalit¨ replicativa costituisce 
ancora oggi una delle più affascinanti tematiche oggetto di studio da parte della 
biologia cellulare. Molti dei pathways necessari nel self-renewal sono anche 
coinvolti nel controllo della proliferazione, dellôapoptosi e del differenziamento. 
Basti pensare alla famiglia dei fattori trascrizionali p53 e p73, ben caratterizzata in 
passato per le importantissime funzioni rivestite nellôambito del ciclo cellulare, del 
riparo del DNA, della tumorigenesi, ma oggi centrale nello studio delle cellule 
staminali. In particolare ¯ stato provato che lôattivazione dellôoncosoppressore p53 
possa ostacolare lôespansione delle cellule staminali, limitando il self-renewal ed 
inibendo la divisione simmetrica [1]. Ciò comporta una grave disfunzione, infatti, 
qualora una cellula staminale ne origini due completamente mature o perda la sua 
capacità duplicativa, viene meno il processo di self-renewal, con conseguente 
impoverimento ed eventuale deplezione del pull staminale [2]. Differentemente, la 
perdita della funzionalità di p53 è stata associata ad unôincrementata divisione 
simmetrica [3]. Inoltre, la deplezione di p73 è stata correlata alla drastica riduzione 
dei progenitori neurali in vivo, connessa ad una degenerazione pressoché totale 
delle ñnicchieò di cellule staminali dellôadulto [4].  
 
Le cellule staminali possono essere classificate a seconda della loro potenzialità, 
quindi in base alle loro specifiche proprietà differenziative (Figura 1): 

¶ totipotenti, dal latino totus (ñil tuttoò), poiché virtualmente in grado di 
generare tutti i tipi cellulari embrionici ed extra-embrionici (zigote); 

¶ pluripotenti, dal latino plurimus (ñmoltissimiò), ossia generate dalle cellule 
totipotenti e capaci di originare cellule appartenenti ai tre diversi foglietti 
germinativi (endoderma, mesoderma ed ectoderma). Si tratta delle cellule 
dellôinner cell mass della blastocisti [5]; 

¶ multipotenti, dal latino multus (ñmoltoò), quando possono produrre fenotipi 
cellulari maturi differenti, ma comunque ben definiti; 

¶ oligopotenti, dal greco oligos (ñpocoò), se danno vita a pochi tipi cellulari 
differenziati; 

¶ unipotenti, dal latino unus (ñuno soloò), nel momento in cui producono un 
solo tipo cellulare maturo, ma, essendo dotate di self-renewal, sono 
comunque ritenute cellule staminali [6].  
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Figura 1. La potenzialità delle cellule staminali. A seconda della capacità 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 fa, Ram¸n y Cajal sosteneva lôimpossibilit¨ del sistema nervoso 
centrale (SNC) di rigenerarsi una volta terminato il processo di sviluppo e 
differenziamento [7]. La neurobiologia e la medicina molecolare sono state a lungo 
dominate dal cosiddetto ñdogma di Cajalò, fino a quando le ricerche scientifiche 
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 particolari ñnicchieò del cervello adulto. Si tratta di cellule in grado di rigenerarsi, 
auto-rinnovarsi e perpetuarsi nel tempo, grazie alla loro specifica proprietà di self-
renewal. Unôaltra prerogativa fondamentale delle NSCs ¯ la loro multipotenza, 
ossia la capacità di originare una progenie differenziata appartenente ad uno dei 
tre fenotipi neurali terminalmente differenziati (Figura 2): neuronale, a cui è legata 
la funzionalità del sistema nervoso, astrocitario ed oligodendrogliale, il cui ruolo è 
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 multipotenzialità che consente loro di 
maturare anche in astrociti ed oligodendrociti (fase gliogenica) [8]. I meccanismi 

Cellule stamilali oligo - o multipotenti  

http://www.biophylaxis.com/en/pages/stemglossary.php
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che governano così 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.  

 
Figura 2. Self-renewal e differenziamento delle NSCs. Ogni NSC può 

mantenere inalterata la sua capacità di duplicarsi allôinfinito, generando una 
progenie di cellule dotate delle sue stesse proprietà. Tuttavia, sotto specifici 

segnali e definiti stimoli, essa può 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. 
 

1.2 La scoperta delle NSCs nellôadulto 

Le prime evidenze circa lôesistenza di cellule dotate di capacit¨ proliferative nel 
SNC vennero esposte da Altman [9] e successivamente avvallate da Kaplan, il 
quale osservò la neogenesi di neuroni nel bulbo olfattivo e nel giro dentato 
dellôippocampo di ratto [10]. Una curiosa ed interessante scoperta venne effettuata 
negli anniô80, quando si documentò la capacità dei neuroni di rigenerarsi negli 
uccelli durante la stagione dellôaccoppiamento [11]. Indubbiamente, il pi½ grande 
contributo alla scoperta delle NSCs adulte è da attribuirsi a Reynolds [12], il quale 
prov¸ lôesistenza di cellule con caratteristiche propriamente staminali nel cervello 
adulto, in prossimità dei sistemi ventricolari [13]. Inoltre è stato dimostrato che la 
neurogenesi nel SNC adulto, intesa come generazione di nuovi neuroni in grado di 
integrarsi nei circuiti preesistenti, tende a diminuire con lôinvecchiamento [14-15], 
causando probabilmente la perdita di specifiche abilit¨ cognitive associata allôet¨ 
avanzata [16].  
Tali interessantissime scoperte hanno modificato drasticamente lôidea che qualsiasi 
danno apportato al SNC fosse irreversibile, aprendo il varco allôipotesi che lôesiguo 
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numero di NSCs persistenti nellôadulto potesse riparare le alterazioni subentrate, 
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, quali il Parkinson e lôAlzheimer, contribuendo alla 
patogenesi stessa di tali morbi. Differentemente, nel caso di lesioni acute del SNC, 
come lôictus, i progenitori neurali intensificano la loro proliferazione attivando la 
neurogenesi in modo da contribuire al recupero del danno [17]. Eô come se le 
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 dôAmerica, il Giappone ma anche lôEuropa 
rappresentano le sedi in cui si sono svolte e continuano ad espletarsi le principali 
attività di ricerca volte a delucidare la funzione delle NSCs (Figura 3 B).  
 

 

 
 

Figura 3. Pubblicazioni scientifiche nel settore delle Cellule Neurali Staminali 
A) Nel corso degli ultimi 40 anni, ma particolarmente dellôultimo decennio, le 
pubblicazioni scientifiche che trattano specificamente le principali tematiche 
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inerenti le NSCs sono cresciute esponenzialmente. B) La maggiore densità di 
pubblicazioni relative alle NSCs si registra negli Stati Uniti dôAmerica, nel Giappone 
e nellôintera Europa. Figure tratte dalla pagina web http://www.gopubmed.org. 

 

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 la cellula figlia differenziata migri radialmente allôesterno della regione 
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 
allôinizio della neurogenesi, sono le pi½ abbondanti nel cervello in fase di sviluppo e 
fungono da riserva di cellule staminali. Esse, infatti, non solo hanno un 
fondamentale ruolo di ñimpalcaturaò per i nuovi neuroni, ma producono in seguito 
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. I 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 
tardive dello sviluppo. Eô molto interessante sottolineare che queste cellule 
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 la gliogenesi e la neurogenesi lungo la vita dellôindividuo. Esse derivano 
da cellule RG e nel periodo post-natale si convertono in NSCs ñastrocytic-likeò [19]. 
Eô interessante notare come la dimensione e la complessit¨ della corteccia 
cerebrale siano aumentate durante lôevoluzione, fino ad arrivare allôacquisizione da 
parte dei mammiferi della neocorteccia. Essa è 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 è quello più profondo, costituito dai neuroni più vecchi, mentre il primo strato 
è quello più esterno ed è formato dai neuroni più giovani [21] (Figura 4 A).   
La neurogenesi a livello della corteccia cerebrale è 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 è un processo che si protrae nel 

http://www.gopubmed.org/
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tempo, infatti, se da un canto i primi neuroni si sviluppano già 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 lôarea corticale esterna. Nelle prime fasi della corticogenesi, la corteccia 
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 [21] (Figura 4 C). Allôinizio della neurogenesi i progenitori 
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 più 
profondi della corteccia [25]. 

 

 
 

Figura 4. Struttura della neocorteccia e suo sviluppo. A) La corteccia cerebrale 
¯ formata da sei diversi strati che, andando dallôinterno allôesterno, sono costituiti 
da neuroni più giovani.  B) Nei primi stadi dello sviluppo embrionale, la corteccia 
cerebrale è costituita dalla cosiddetta preplate, sostenuta alla base dalla VZ e da 

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

C 

B 

A 

A 
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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 è 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 è stimolato solo successivamente, durante la late-gestation 
ed il periodo  perinatale [8,26] (Figure 5 A e B) ed è molto interessante notare che 
effettivamente sussista uno specifico switch fra la potenzialità neuronale e quella 
gliale; infatti, quando le NSCs acquisiscono la capacità gliogenica, perdono la 
proprietà neurogenica [27]. Il corretto sviluppo embrionale prevede dunque che la 
neurogenesi preceda sempre la gliogenesi e ciò viene garantito attraverso specifici 
determinanti sai intra- che extra-cellulari, quali per esempio citochine, fattori 
trascrizionali e regolatori epigenetici. Per esempio, lôespressione dei fattori pro-
neurali basic Helix-Loop-Helix (bHLH) è 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 lôampliamento dei progenitori gliali [29]. La gliogenesi stessa 
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 lôassociazione fra STATs, SMAD-1 e 
P300/CBP, sono in grado di promuovere la maturazione astrogliale [30]. Tuttavia, il 
LIF non riesce a sostenere lôastrogliogenesi nelle prime fasi dello sviluppo 
embrionale, poiché gli STAT-binding element allôinterno del promotore del 
principale marcatore astrocitario GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) sono 
cospicuamente metilati e ciò ne inibisce la trascrizione [27]. Tuttavia, nelle fasi più 
tardive dellôembriogenesi, il promotore viene demetilato e la regolazione 
trascrizionale operata dal LIF pu¸ diventare effettiva [31], garantendo unôelevata 
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], eventualmente mediato anche dallôazione di altri fattori 
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. I 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). I progenitori 
degli oligodendrociti (oligodendrocytes Intermediate Progenitor Cells, oIPCs) 

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 
termine della corticogenesi, nellôadulto si distingueranno la VZ, la SVZ, la zona 
ñmantelloò (Mantle, MA) e la regione marginale (Marginal Zone, MZ). Tratto da 
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 La nicchia delle NSCs 

Un concetto particolarmente interessante, ma ancora scarsamente esplorato, è 
quello della ñnicchiaò che, come precedentemente accennato, ¯ un microambiente 
fondamentale nel preservare la staminalità 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 

B 

A 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kriegstein%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Alvarez-Buylla%20A%22%5BAuthor%5D
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sviluppo embrionale, può essere mantenuto anche nellôorganismo adulto per poter 
eventualmente fronteggiare nuovi stimoli neurogenici. 
Una delle principali evidenze circa lôesistenza di tali nicchie deriva dalla 
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 
proprietà, il self-renewal è inibito ed è promosso un differenziamento gliale [34-35].  

1.4.1 La regione subventricolare 
La SVZ è una delle nicchie maggiormente studiate ed è localizzata a livello delle 
pareti dei ventricoli laterali. La superficie ventricolare è 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 è 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 NSCs dellôadulto. La 
parete laterale del ventricolo è 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 astrociti. Le cosiddette ñcellule amplificanti 
transientementeò (Figura 6, cellule di tipo C), originatesi attraverso divisione 
asimmetrica dalle cellule B, proliferano molto rapidamente ed originano neuroblasti 
migranti. 
Durante la neurogenesi nellôadulto, i progenitori neurali residenti nella SVZ migrano 
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]. 
 

 
 

Figura 6. Rappresentazione grafica della SVZ nei roditori adulti. La SVZ è una 
porzione del cervello situata lungo le pareti laterali dei ventricoli laterali. Essa è 

costituita da una popolazione cellulare altamente eterogenea e rappresenta un sito 
fondamentale per la neurogenesi dellôadulto. Figura tratta da Garz·n-Muvdi and 

Quiñones-Hinojosa, 2009 [38]. 
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La SVZ è 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 proprietà 
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 neurali derivanti dalla SVZ [12]. Inoltre, lôHGF 
(Hepatocyte Growth Factor), prodotto da cellule Nestina-positive, provvede al 
mantenimento delle NSCs [40]. Il PEDF (Pigment Epithelium-Derived Factor), 
secreto dalle cellule endoteliali della nicchia neurogenica è stato identificato come 
un fattore critico per la comunicazione fra il sistema vascolare e le NSCs [42] 
(Figura 7). In particolare, esso inibisce lôespressione del gene pro-neurale Mash-1, 
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), 
riescono a ñcomunicareò con le NSCs, supportando la neurogenesi [44] (Figura 7). 
Il self-renewal delle NSCs è 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 secrezione di altri fondamentali fattori, quali lôSCF 
(Stem Cell Factor), e lôSDF-1 (Stromal Cell-derived Factor-1), anchôessi in grado di 
modulare il comportamento dei progenitori neurali della nicchia (Figura 7). I vasi 
sanguigni allôinterno della SVZ esprimono sia la laminina che il collagene IV, due 
importantissimi componenti della matrice extracellulare, che possono sia 
influenzare lôadesione cellulare che modulare specifici pathways, in modo da 
conferire alla nicchia le sue specifiche proprietà [45] (Figura 7). 
 

 
 

Figura 7. I regolatori della nicchia neurogenica nellôadulto.  Diversi fattori 
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 La regione subgranulare 
Unôaltra nicchia neurogenica nellôadulto ¯ rappresentata dalla SGZ, situata nel giro 
dentato dellôippocampo (Figura 8 A), costituita da un numero ridotto di NSCs, 
principalmente racchiuse nellôilo. Le NSCs adulte site in questa regione sono in 
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 
dallôespressione di Nestina, SOX-2 e GFAP, popola la SGZ (Figura 8 B). Sussiste 
comunque 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, NGNs) [46] (Figura 8 B). 
 

 
 Figura 8. Illustrazione grafica delle principali sedi neurogeniche del cervello 
murino adulto. A) Sia la  SVZ che la SGZ sono dotate di potenziale neurogenico 
nellôadulto. B) La SGZ è 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 nellôadulto, sia che avvenga nella SVZ o nella SGZ, ¯ 
particolarmente suscettibile ai differenti stimoli ambientali o condizioni fisiologiche 
dellôintorno cellulare. Il differenziamento neurale ¯ tuttavia piuttosto stereotipato, 
consentendo la generazione di interneuroni inibitori granulo-periglomerulari nei 
bulbi olfattivi o neuroni granulari eccitatori nel giro dentato [46]. La capacità 
neurogenica ¯ pesantemente alterata durante lôinvecchiamento cellulare; ¯ noto, 
infatti, che la diminuzione dei fattori di crescita, lôabbassamento dei livelli della 
telomerasi, così 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 le principali prestazioni del cervello, quali lôapprendimento e la 
memoria [46]. Una sfida degli ultimi anni è appunto indagare gli effetti che la 
prematura perdita delle nicchie neurogeniche può comportare a livello della 
memoria, favorendo lôinsorgenza delle patologie neurodegenerative. 
 

1.5 Le NSCs in vitro 

I grandissimi passi avanti realizzati nellôambito della biologia cellulare hanno 
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 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hirschi%20KK%22%5BAuthor%5D
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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, 
lôacquisizione di unôidentit¨ neurale primitiva pu¸ essere stimolata mediante definite 
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 già affine a quello delle NSCs. Le NEPs così ottenute 
sono fondamentalmente caratterizzate da una vita transiente, in quanto, si 
convertono rapidamente in una popolazione di cellule prive delle caratteristiche 
ñvestigialiò delle ESCs, la cui crescita ¯ fortemente dipendente dallôaggiunta 
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.  
Un nuovo tipo di NSCs, chiamate ñrosetteò (R-NSCs) a causa della peculiare 
direzione radiale con cui le cellule si dispongono durante la crescita, può 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 
ñrosetteò propagabili per lungo tempo ¯ stata ottenuta da ESCs umane (lt-
hESNSCs) [53] e ha rivelato unôestrema plasticit¨ differenziativa, potendo originare 
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 possibilità 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 proprietà funzionali diverse, ha consentito di portare alla 
luce scoperte dapprima impensabili. Eô tuttavia essenziale ricordare che la 
propagazione in vitro rappresenta comunque un sistema isolato e spesso 
artificioso, in quanto privo dellôarchitettura tridimensionale del tessuto, cos³ come 
dellôinstaurarsi di interazioni fra cellule eterogenee fra loro e fra le cellule e la 
matrice extracellulare. Ecco perché è molto spesso fondamentale lavorare 
simultaneamente su specifici modelli in vivo, in modo da avere costantemente un 
riferimento parallelo alla realtà più 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. I 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 proprietà delle NSCs (self-renewal vs 
differenziamento) le pongono continuamente ad un bivio: impedire lôuscita dal ciclo 
cellulare ed il conseguente differenziamento o evitare una crescita incontrollata e la 
possibile formazione di tumori. Eô indispensabile ricercare i punti critici in questo 
fine bilanciamento per poter comprendere la regolazione dei più 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 è esposta al fluido 
ventricolare, la parte basale comunica con lô ECM, mentre le regioni laterali sono a 
diretto contatto lôuna con lôaltra [56]. Gli specifici segnali provenienti da questo 
intorno possono dunque modulare propriamente il self-renewal ed il 
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 è altamente conservato in tutto il regno animale ed è essenziale 
nei processi di embriogenesi, carcinogenesi, differenziamento, definizione della 
polarità cellulare, migrazione, apoptosi ma anche per la regolazione dei normali 
processi fisiologici che garantiscono la funzionalit¨ della cellula nellôadulto. In 
particolare, nellôambito nelle NSCs, questo signaling promuove e garantisce 
lôidentit¨ delle cellule della glia radiale e di quelle neuroepiteliali. Infatti, la 
deplezione di una delle principali componenti di tale pathway, la beta-catenina, 
determina un differenziamento neuronale precoce, mentre lôespressione della sua 
forma attivata incrementa significativamente la popolazione di precursori neurali 
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[57]. Artefice della regolazione dellôintero pathway è appunto la proteina multi-
funzionale beta-catenina, responsabile non solo della stabilizzazione del 
citoscheletro e delle giunzioni intercellulari, ma anche dellôattivazione di questa 
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 così una serie di fenomeni a valle. In assenza di tale interazione, la forma 
citoplasmatica della beta-catenina viene fosforilata grazie allôazione specifica del 

macro-complesso Axina/APC/GSK3b/CK1a, per poi essere riconosciuta 

dallôubiquitin ligasi b-TrcP ed essere sottoposta a degradazione ubiquitina-
dipendente. Quando il pathway di Wnt è invece attivo, il recettore Fz, a sua volta 
recluta lôeffettore citoplasmatico Dvl (Dishevelled). In seguito a fosforilazione, Lrp 
lega lôAxina, impedendo dunque la fosforilazione e la conseguente degradazione 
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 è essenziale per 
indurre il differenziamento neuronale, stimolando lôespressione del gene pro-
neuronale Neurogenina 1 (Ngn1) [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 di stabilire lôintorno idoneo, affinch® Wnt 
espleti lôuna o lôaltra funzione. 
 

 
 

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 
allôuomo, riveste una notevole importanza nella regolazione della proliferazione 
cellulare, del differenziamento e particolarmente del self-renewal delle NSCs. 
Durante lo sviluppo, negli insetti Shh è fondamentale per il controllo della 
segmentazione e per la morfogenesi delle ali, mentre nei vertebrati determina 
lôasimmetria destra/sinistra e consente la corretta formazione dello scheletro, degli 
arti, della muscolatura, della pelle, degli occhi, dei polmoni, dei denti, del sistema 
nervoso e dellôintestino. Nellôorganismo adulto, invece, tale pathway garantisce la 
sopravvivenza del limitato pull di cellule staminali, eventualmente intervenendo 
nella rigenerazione e nel riparo tissutale [64]. Il ligando Shh è altamente espresso 
nel neuroepitelio durante lo sviluppo embrionale, ma anche nelle principali regioni 
neurogeniche dellôadulto [65-66]. Tuttavia, al fine di poter proficuamente attivare lo 
specifico segnale, è 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 è ottenuta in seguito 
allôaggiunta di una coda di colesterolo allôestremit¨ C-terminale e alla 
palmitoilazione allôestremit¨ opposta. Shh, così maturata, viene secreta dalla 
proteina Dispatched (Disp) ed è 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, è 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 
conversione di SmoB in SmoC. Lôindisponibilit¨ della forma attiva di Smo 
determina il processamento proteolitico dei fattori trascrizionali della famiglia Gli. 
Differentemente, in seguito allôinterazione con Shh, Ptch trasloca esternamente dal 
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 è stata dimostrata la sua azione nello stimolare la transizione dallo 
stato di ñcellula staminaleò in senso stretto al ñprogenitoreò vero e proprio, 
caratterizzato da una più rapida e intensa proliferazione [68]. 
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Figura 11. Il pathway di Shh.  Il ligando Shh, attraverso lôinterazione con Ptch, ne 
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 nellôambito delle NSCs ¯ quello di Notch, 
fondamentale per la definizione del fate della cellula ed altamente conservato in 
tutti gli organismi multicellulari. Da esperimenti di ñloss of functionò ¯ chiaramente 
emerso il fenotipo ñneurogenicoò determinato da tale gene, in quanto in grado di 
modificare il destino di cellule destinate a dar luogo allôepidermide, inducendole a 
creare tessuti neurali [69]. 
I 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 cellula ñricevente il segnaleò, mentre la cellula 
che lo trasmette, esprime appunto i suoi specifici ligandi. In seguito allôinterazione 
ligando-recettore, il dominio NECD viene rimosso mediante lôazione enzimatica di 
TACE (ADAM metalloprotease TNF-Ŭ converting enzyme) ed il complesso NECD-
ligando viene endocitato e riciclato/degradato dalla cellula che ha inviato il segnale. 
Il processamento di Notch continua ulteriormente, culminando in seguito ad un 

http://www.bnet.com/blog/drug-business/roche-developing-a-8220hedgehog-inhibitor-8221-for-cancer/3249
http://www.bnet.com/blog/drug-business/roche-developing-a-8220hedgehog-inhibitor-8221-for-cancer/3249
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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 può legarsi direttamente al DNA, ma eterodimerizza con la 
proteina RBP-J (Recombinant Signal Sequence-Binding Protein Jk), anche detta 
CSL, promuovendo lôattivazione dei suoi principali target, quali Myc, p21, la 
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 
reprimere lôespressione dei fattori trascrizionali bHLH pro-neuronali Mash1, 
Neurogenina-1 e Neurogenina-2, mantenendo dunque intatto lo stato di staminalità 
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 proteolitici allôinterno della cellula che culminano nel 
rilascio di una forma attiva nel nucleo, in grado di regolare specificamente 












































































































































