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RIASSUNTO

Le cellule staminali mesenchimali (MSC) rappresentano una piccola popolazione di cellule della
componente non ematopoietica del midollo osseo. Le MSC sono cellule staminali adulte
multipotenti dotate sia di proprieta immunoregolatorie, che di un potenziale neurotrofico. Tali
proprietd le rendono un promettente strumento terapeutico sia per la cura di malattie
neurodegenerative, sia per il miglioramento, ad esempio, di danni ischemici provocati a seguito di
traumi cerebrali, come gia riportato in alcuni recenti studi preclinici. Sebbene i meccanismi con cui
le MSC agiscono sono ancora in gran parte sconosciuti, &€ stato ipotizzato che esse possano agire
sia attraverso trans-differenziazione verso cellule del sistema nervoso centrale (SNC), sia
attraverso il rilascio di sostanze neurotrofiche andando a cooperare e regolare i processi di neuro-
sviluppo e di riparazione in seguito a danni tissutali. Lo studio svolto si & focalizzato sulle capacita
neurotrofiche delle MSC, impiegando un modello sperimentale che prevede I'utilizzo di colture
cellulari primarie di ratto per valutare gli effetti esercitati dalle MSC su neuroni ippocampali e sugli
oligodendrociti. A tale scopo é stato utilizzato un sistema di co-coltura in vitro che impedisce un

contatto diretto tra i diversi tipi cellulari presi in esame.

L'analisi degli effetti che le MSC svolgono a livello neuronale (i) sulla sinaptogenesi ippocampale,
(i) sul riciclo delle vescicole sinaptiche e (iii) sulla loro attivita elettrica (indice del grado di
funzionalita dei neuroni) hanno mostrato che le cellule staminali sono in grado di supportare in
modo diretto ed efficiente la funzionalita neuronale alterando il rapporto tra presinapsi eccitatorie e
inibitorie. Tale variazione genera colture neuronali che mostrano un’aumentata segnalazione di
tipo inibitorio. Le nostre osservazioni dimostrano infatti che le MSC aumentano selettivamente le
presinapsi ippocampali GABAergiche e determinano una piu alta espressione del cotrasportatore
per il cloro (KCC2), responsabile a livello dei neuroni del ruolo inibitorio svolto dalle sinapsi
GABAergiche. Questi dati correlano inoltre con un effettivo aumento della trasmissione inibitoria
misurata mediante registrazioni elettrofisiologiche (configurazione patch clamp) di correnti, che
mostrano un aumento sia in termini di frequenza che di ampiezza degli impulsi inibitori generati dai
neuroni. La diminuzione di sinapsi GABAergiche nelle nostre colture sia dopo il trattamento con un
bloccante (K252a), che riconosce in maniera non selettiva tutti i recettori tirosin chinasici (TrK) per
le neurotrofine, che dopo l'utilizzo di uno scavenger piu selettivo per il ligando specifico del
recettore TrKB, ci hanno permesso di individuare nel brain derived neurothrophic factor (BDNF)

una delle molecole potenzialmente coinvolte negli effetti regolatori mostrati dalle MSC.

Il coinvolgimento di questa specifica neurotrofina € stato ulteriormente supportato anche da una

valutazione quantitativa tramite test ELISA da cui & emersa una concentrazione maggiore di BDNF



nei terreni di coltura in cui i neuroni erano stati posti in co-coltura con le MSC rispetto ai terreni

delle co-colture di controllo tra astrociti € neuroni.

| risultati fin qui ottenuti indicano che l'aumentata espressione del BDNF, verosimilmente
correlabile ad altri fattori trofici rilasciati dalle MSC, inducono sia una sopravvivenza neuronale
dipendente dagli effetti indiretti che queste svolgono sugli astrociti, sia una regolazione diretta
dell'attivita neuronale che determina un’aumentata trasmissione GABAergica nelle culture
ippocampali prese in esame. Questo potrebbe suggerire uno dei possibili meccanismi con cui le
MSC cooperano nei processi di riparazione del SNC.

Da recenti lavori pubblicati in letteratura emerge, inoltre, che le MSC sono in grado di migliorare
anche il decorso clinico di patologie demielinizzanti e promuovere la riparazione dei tessuti
attraverso meccanismi immunologici ed effetti neuroprotettivi favorendo il reclutamento di cellule
precursori degli oligodendrociti. Partendo da queste evidenze siamo andati a verificare se e come
le MSC, grazie alle loro proprieta immunologiche e neurotrofiche, fossero in grado di supportare la
sopravvivenza degli oligodendrociti (OL) e dei loro precursori e partecipare attivamente alla
regolazione dei loro processi di proliferazione e mielinizzazione. Attraverso I'immunomarcatura, sia
in immunocitochimica che in Western blotting, di proteine specifiche del lineage oligodendrocitico
tipicamente utilizzate come marcatori delle diverse fasi di proliferazione, differenziazione e
maturazione (in particolare, la glicoproteina di membrana 04, il proteoglicano NG2 e la proteina
basica della mielina MBP), si € visto che le MSC sono in grado di prolungare la fase proliferativa e
di anticiparne il differenziamento. Inoltre abbiamo indagato sul possibile meccanismo molecolare
alla base di questi fenomeni concentrandoci sugli effetti mediati dai recettori Trk. Le neurotrofine
infatti sono descritte come una componente importante delle fasi di sviluppo e maturazione degli
oligodendrociti. A tal proposito siamo andati a osservare se ci fossero dei cambiamenti nello stato
di fosforilazione della MAPKinasi ERK, poiché questa chinasi € uno degli effettori attivati
dall'interazione tra le neurotrofine e i loro recettori. Risultati preliminari mostrano che negli OL in
co-coltura con le MSC, ERK risulta molto piu fosforilata in confronto ai livelli registrati su OL in co-
coltura con astrociti, suggerendo una maggiore attivazione delle vie di segnalazione legate a

questa proteina e un conseguente coinvolgimento delle neurotrofine negli effetti osservati.

Resta comunque da chiarire se tale aumento nella fosforilazione di ERK sia da attribuire almeno in
parte all’attivazione dei recettori specifici per le neurotrofine come TrKA, TrKB o TrKC. Questi dati,
sebbene in una fase iniziale di uno studio che richiede una piu approfondita indagine anche di altri
meccanismi molecolari, suggeriscono che le MSC sono in grado di agire positivamente anche sulla
regolazione della proliferazione e maturazione degli OL e, se aggiunti a quelli ottenuti sulla
regolazione della sinaptogenesi, rendono queste cellule un modello interessante per
l'identificazione di molecole coinvolte nello studio delle potenziali vie utilizzate dalle MSC nello

svolgere le loro funzioni di supporto sul SNC in processi neuroprotettivi.



ABSTRACT

Bone marrow-derived mesenchymal stem cells (MSCs) account for a small population of cells of
the non-hematopoietic component of bone marrow. MSCs are multipotent stem cells endowed
with neurotrophic potential combined to immunological properties, making them a promising
therapeutic tool for neurodegenerative disorders. Although the mechanisms by which they act are
still largely unknown, trans-differentiation, paracrine and autocrine actions have been
hypothesized. Here we focus on the study of the effects exerted by rat MSCs on CNS neurons and
oligodendrocytes by using a simplified in vitro co-culture system that precludes any direct contact

between different cell types.

The analysis of hippocampal synaptogenesis, synaptic vesicle recycling and electrical activity show
that MSCs by themselves, efficiently support morphological and functional neuronal differentiation.
Our observations demonstrate that MSCs selectively and directly increased hippocampal
GABAergic presynapses and inhibitory transmission. In fact, this increment correlated to a higher
expression of the potassium/chloride KCC2 cotransporter and to an enhancement of both the
frequency and the amplitude of mIPSC and sIPSC. The decreased of GABA synapses following
the treatment with a widely used Trk-neurotrophin receptor blocker, K252a, and the more specific
TrkB receptor bodies prompt for the involvement of the brain derived neurotrophic factor (BDNF) in
mediating such effects. The involvement of this neurotrophin is also strengthened by test ELISA on
the culture medium collected from MSC-neuron co-cultures in which an higher BDNF concentration

was detected, when compared to astrocyte-neuron co-cultures.

The results obtained indicate that MSC-secreted factors induce glial-dependent neuronal survival
and directly trigger an augmented GABAergic transmission in hippocampal cultures, highlighting a

new effect by which MSCs could cooperate in CNS repair.

Additionally, MSCs have been described to improve the clinical course of some demyelinating
pathologies and to promote tissue repair through immunological mechanisms and neuroprotective
effects. Following these evidences we performed in vitro and in vivo experiments to assess
whether MSCs exert their actions through the support of oligodendrocytes (OLs), the myelinating
CNS cells, and participate in the regulation of their proliferation and maturation. Through the
analysis of specific proteins typically used as markers of the different stages of proliferation,
maturation and differentiation (specifically, the membrane glycoprotein O4, the proteoglycan NG2
and myelin basic protein MBP, respectively), it has been noticed that MSCs are capable to prolong
the proliferation phase of OPCs and also to anticipate OL differentiation, with respect to standard

astrocyte/OL co-cultures. Moreover we investigated a possible molecular mechanism underlying
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these phenomena focusing on neurotrophin pathways. Trk receptors activation was analyzed in
order to find out a possible role of neurotrophins in MSC-mediated effects on OLs, as it happens in
neuronal cultures. We focused on the changes in the phosphorylation level of ERK (Extracellular
signaling-regulated kinases), one of the activated effectors by TrK receptors. Our observations
show that, in OLs co-cultured with MSCs, ERK is highly phosphorylated with respect to
astrocyte/OL co-cultures, suggesting a MSC-induced activation of the pathways regulated by this
protein. These data, although preliminary, suggest that MSCs positively act on the regulation of
proliferation and maturation of OLs and, due to the observed effects on the regulation of
synaptogenesis (see above), make these cells an interesting model for the identification of
molecules involved in MSC neuroprotective processes. This may open new therapeutic
approaches in the treatment of neurodegenerative diseases involving not only a synaptic
imbalance, as it happens in various forms of epilepsy, but also in demyelinating diseases. Thus, in
this research project, we aimed at characterising the molecular mechanisms underlying MSC
actions that could participate in the recovery of neurological disorders or demyelinating

pathologies.
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1 LECELLULE STAMINALI

1.1 Definizione e classificazione base delle cellule staminali

Le cellule staminali sono cellule indifferenziate che partecipano al mantenimento della
corretta omeostasi cellulare. Queste cellule sono in grado di dividersi sia in maniera
simmetrica (“divisione espansiva”), producendo due cellule figlie identiche fra loro e alla
madre, sia in maniera asimmetrica (“divisione differenziativa”), dando origine ad una
cellula figlia identica alla madre e a una cellula figlia progenitrice in grado di differenziare
in uno o piu tipi cellulari.
Non esistono a oggi dei precisi parametri morfologici o funzionali in grado di identificare in
modo univoco e tramite una specifica classificazione una popolazione di cellule staminali,
ma ci si puo basare solo sulla combinazione delle loro caratteristiche di proliferazione e
differenziamento in seguito a determinati stimoli e capacita di autorinnovamento.
Queste cellule vengono inoltre classificate in base alla loro capacita di differenziare in
diversi tipi cellulari.
Sulla base di questa classificazione possiamo trovare cellule staminali definite (Fig. 1):

- Totipotenti:
queste cellule hanno la capacita di differenziare in qualsiasi tipo cellulare e potenzialmente
di ricreare, da sole, un embrione. Si tratta di cellule staminali derivate dalla fusione del
gamete femminile e maschile (cellula uovo e spermatozoo), quindi rappresentate,
innanzitutto, dallo zigote e successivamente dalle cellule prodotte nelle prime divisioni
mitotiche. Si puo parlare di cellule totipotenti fino alla quarta divisione dello zigote, dopo la
guale le cellule cominciano ad assumere delle caratteristiche differenti a seconda del tipo
di foglietto embrionale che formeranno.

- Pluripotenti:
sono in grado di differenziare in tutti i tipi cellulari dei tre foglietti embrionali, quindi in tutte
le cellule di un organismo adulto fatta eccezione per gli annessi extra-embrionali.

- Multipotenti:
Queste cellule possono dare origine a svariate linee cellulari appartenenti a diversi tessuti
anche in base al differente livello di multipotenza che sono in grado di esprimere. Non

esiste infatti un unico grado di multipotenza, ma differenti linee di staminali possono avere



dei potenziali di differenziamento maggiori o minori a seconda del tessuto in cui risiedono
e delle funzioni a cui sono preposte.

- Unipotenti:
Sono le cellule staminali maggiormente presenti nellorganismo adulto e hanno la
peculiarita di dare origine a una sola linea cellulare. Queste cellule sono infatti

comunemente deputate al solo mantenimento dellomeostasi di uno specifico tessuto.

LE CELLULE STAMINALI
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Fig 1: potenzialita differenziative delle cellule staminali nei vari stadi dello sviluppo
[Immagine rivista sulla base di The National Institutes of Health (NIH), http://www.nih.gov/health/infoline.htm]

1.1.1 Cellule staminali embrionali

Le cellule staminali embrionali (ESC, embrionic stem cell) sono le uniche cellule staminali
pluripotenti conosciute e sono localizzate all'interno della massa cellulare della blastocisti,
stadio precoce dello sviluppo embrionale. Una delle problematiche legate alle possibilita di
ricerca e utilizzo di queste cellule risiede nella necessita di sacrificare 'embrione di
provenienza per poterle isolare, sollevando notevoli problemi di natura etica all'interno
della comunita scientifica. Va pero tenuto in considerazione che le ESC sono tra le cellule
staminali dotate della piu ampia potenzialita di sviluppo e di differenziamento, essendo in
grado di dare origine a qualsiasi tipo cellulare dellorganismo derivante dai tre foglietti
embrionali. Questa loro capacita differenziativa le ha rese oggetto di intensivi studi volti a


http://stemcells.nih.gov/ExternalLinkDictionary/www.nih.gov/health/infoline.htm

trovare un loro possibile utilizzo terapeutico con la finalita di poter curare numerose
patologie, tra cui ad esempio il diabete di tipo | (Pan and Wright, 2011) o alcune malattie
neurodegenerative (Di Giorgio et al., 2007, Kim et al., 2012). Sfortunatamente, qualsiasi
terapia basata sull'utilizzo di ESC comporta notevoli rischi di formazione di tumori e
teratomi a partire dalle cellule trapiantate, proprio in virtu del loro stato altamente
indifferenziato, della loro elevata capacita proliferativa e delle scarse attuali conoscenze
dei loro processi di regolazione. Nonostante si stiano ottenendo dei risultati promettenti in
studi preclinici utilizzando sia modelli in vitro che modelli animali e sia stata prodotta una
cospicua serie di lavori scientifici sul differenziamento e trapianto delle ESC, esistono
impedimenti di tipo tecnico, procedurale e di biosicurezza che stanno mettendo
parzialmente in discussione il progresso della sperimentazione in questa direzione.
Oltretutto in seguito a trapianti di cellule staminali embrionali umane (hESC) si sono
registrati dei fenomeni di rigetto da parte del sistema immunitario ospite (Brustle et al.,
1997, Gruen and Grabel, 2006).

1.1.2 Cellule staminali adulte

Le cellule staminali somatiche o adulte (ASC, Adult Stem Cell) sono cellule presenti sia nei
tessuti fetali dopo la gastrulazione che nei tessuti adulti. Rispetto alle ESC, le ASC sono
caratterizzate da un ridotto e piu specifico potenziale proliferativo e differenziativo.

Durante lo sviluppo fetale le ASC hanno il compito di generare le cellule mature del
tessuto in cui risiedono, garantendo il suo accrescimento fino al raggiungimento del pieno
sviluppo dell’organismo. In eta adulta esse invece si localizzano in specifici microambienti,
definiti nicchie tissutali, dove restano in uno stato di quiescenza o di limitata attivita fino a
guando non vengono riattivate in risposta a diversi stimoli.

Le cellule staminali adulte possono essere isolate da diversi organi o tessuti di organismi
adulti, quali midollo osseo (Bianco and Robey, 1999), sangue (Domen and Weissman,
1999), epidermide (Gandarillas and Watt, 1997), intestino (May et al., 2008), pancreas
(Lechner and Habener, 2003), fegato (Sell, 1990), cornea (Wu et al., 2001), muscolo
(Seale and Rudnicki, 2000), cervello (Davis and Temple, 1994), tessuto adiposo (da Silva
Meirelles et al., 2006), placenta (In 't Anker et al., 2004) e altri ancora. Inoltre, alcuni tipi di
ASC possono essere prelevate dal sangue del cordone ombelicale (Erices et al., 2000) e
dal liquido amniotico (De Coppi et al., 2007). A supporto dei potenziali applicativi di queste

cellule, negli ultimi anni, in molti reparti di maternita &€ prassi conservare una piccola quota



di staminali dal cordone ombelicale, in previsione di un loro futuro utilizzo da parte dei

pazienti, nel caso in cui si arrivasse a standardizzare un maggior numero di protocolli
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Fig 2: differenti destini
differenziativi delle cellule staminali
adulte.

terapeutici che ne prevedano I'utilizzo.
Una volta “innescate” da svariati processi infammatori
e chemiotattici causati da danni tissutali o cambiamenti
le ASC

produrre sia una progenie ad elevato tasso mitotico, in

fisiologici dell’organismo, ricominciando a
grado di prevenire I'esaurimento del pool di cellule
staminali, sia a dar origine a tutti i tipi cellulari dello
specifico tessuto di appartenenza.

Queste cellule, per la loro presenza in specifici tessuti
e le loro potenzialita differenziative anche in eta adulta,
hanno la capacita di garantire il corretto mantenimento
di importanti funzioni fisiologiche ma la loro funzione e
sempre stata limitata all’esclusivo mantenimento
dell'integrita strutturale e funzionale del tessuto stesso
di appartenenza.

Inoltre, studi che hanno valutato il comportamento di
gueste cellule hanno portato a considerare che la loro
segregazione durante 'embriogenesi possa progredire
in una sola e unica direzione e che una volta
intrapreso un preciso destino differenziativo siano
impossibilitate a invertire tale processo rendendo
impossibile la modificazione del loro destino verso
lineage cellulari diversi (Fig.2).

ultimi - anni invece emerse forti

Durante gli sono

evidenze sperimentali che dimostrano la capacita di

alcune cellule staminali adulte di acquisire un’identita funzionale diversa da quella che

solitamente mostrano durante lo sviluppo embrionale, differenziando in fenotipi maturi non

riscontrabili nel tessuto o nell’organo d’appartenenza dando origine a fenomeni definiti di

plasticita fenotipica o trans-differenziamento (Karaoz et al., 2011, Huang et al., 2012).



1.1.3 Dai fenomeni di trans-differenziamento alle cellule staminali “indotte”

Come precedentemente accennato, alcune cellule staminali adulte mostrano un’elevata
capacita nel differenziare in tipi cellulari non solo appartenenti a tessuti diversi da quelli in
Cui esse stesse solitamente risiedono e svolgono i loro ruoli di regolazione omeostatica,
ma anche originati da foglietti embrionali distinti. Il fenomeno del trans-differenziamento
avviene grazie a una ri-programmazione genetica che modula [attivazione o la
soppressione di geni essenziali, definiti “master genes”, essenziali per permettere a
queste cellule di modificarsi esprimendo un nuovo fenotipo.

Alla fine degli anni novanta alcuni studi basati su analisi di biologia molecolare hanno
dimostrato che cellule staminali ematopoietiche, trapiantate in topi con gravi patologie
muscolari, erano in grado di migrare attraverso il circolo sanguigno nelle aree degenerate,
andare incontro a differenziamento miogenico e partecipare, cosi, alla rigenerazione delle
fibre danneggiate (Ferrari et al., 1998). Tale plasticita &€ stata inizialmente ricondotta a
fenomeni di “memoria ontogenetica” nel tentativo di giustificare un comune sviluppo da
parte di cellule staminali aventi la medesima origine. Gia negli anni successivi sono pero
stati descritti fenomeni di trans-differenziamento di cellule staminali derivanti da differenti
foglietti embrionali, come descritto in un modello murino in cui le staminali neurali, la
componente staminale del SNC, trapiantate in topi irradiati erano in grado di ripopolare le
nicchie proprie delle staminali ematopoietiche all'interno del midollo osseo, dando origine
sia ai precursori immaturi del sangue, sia alle cellule mature della linea mieloide e linfoide
(Bjornson et al., 1999). A queste prime evidenze nel corso degli anni si sono aggiunte
molte altre osservazioni a supporto delle potenzialita trans-differenziative di altre linee di
cellule staminali, come le mesenchimali (Bossolasco et al., 2005, Leong et al., 2012).
Questi esempi, e altre numerose evidenze riportate in letteratura, supportano la capacita
di alcune cellule staminali adulte di trans-differenziare implementando e modificando
quelle che sono le definizioni base di multi- e pluri-potenzialita tipiche delle staminali.

Le migliori prospettive terapeutiche e applicative che possono nascere dai fenomeni di
trans-differenziamento devono per0 ancora essere affiancate da una piu profonda
conoscenza sia dei meccanismi che stanno alla base della loro regolazione sia dei
fenomeni che innescano i processi di modulazione di master genes coinvolti.

Sulla base della sempre piu ampia conoscenza dei master genes preposti alla regolazione
delle cellule staminali, sono inoltre stati eseguiti degli studi volti a individuare il corredo di

geni attivati in linee cellulari non staminali, in modo da indurle a esprimere un differente
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fenotipo che possa o dare origine a cellule staminali pluripotenti (Kim et al., 2008, Tat et
al., 2010) o esprimere proteine e meccanismi di interazione differenti che rendano queste
cellule utili in possibili applicazioni terapeutiche.

L’ingegnerizzazione di queste cellule ha dato origine a quelle che vengono chiamate
“cellule staminali pluripotenti indotte” (iPSC).

Le iPSC si ottengono in seguito alla riprogrammazione di cellule staminali somatiche di
pazienti attraverso l'introduzione di particolari fattori trascrizionali, come per esempio, c-
Myc, Klf4, Oct4 e Sox2 (Woltjen et al., 2009). Un esempio che si puo riportare € quello dei
fibroblasti endometriali umani, che sono stati “riprogrammati” in cellule dotate di
caratteristiche molto vicine a quelle delle staminali, acquisendo la capacita di differenziare
in cellule di tipo neuronale, adipocitico e osteocitico (Chen et al., 2012) L'utilizzo di queste
cellule staminali apre una nuova prospettiva in quanto offrirebbe la possibilita di sviluppare
protocolli terapeutici mirati in base alle esigenze e alle caratteristiche geniche dei singoli
pazienti, creando la prospettiva di eseguire un trapianto di cellule geneticamente identiche
a quelle del paziente riducendo notevolmente i rischi legati a fenomeni di rigetto. L’'unica
considerazione da fare sul loro utilizzo & che non si € ancora in grado di avere un pieno
controllo delle iIPSC che attualmente presentano alta similarita, sia molecolare che
funzionale, con le cellule staminali embrionali lasciando aperto il problema del controllo

delle loro potenzialita teratogeniche e tumorali (Liras, 2010).

1.2 Le cellule staminali mesenchimali (MSC)

La linea cellulare staminale presa in esame in questa tesi e quella delle cellule staminali
mesenchimali che verranno quindi analizzate piu nel dettaglio.

Le cellule staminali mesenchimali (MSC) appartengono a una popolazione eterogenea
costituita da cellule staminali e da progenitrici con caratteristiche di pluripotenza, sono
infatti in grado di differenziare nelle linee cellulari del mesoderma, come per esempio
osteoblasti (Haynesworth et al., 1992, Donzelli et al., 2007), adipociti (Justesen et al.,
2002), condrociti (Johnstone et al., 1998), cellule muscolari scheletriche (Wakitani et al.,
1995) e cardiache (Makino et al., 1999), ma anche di differenziare in cellule di origine
embrionale differente quali cellule epiteliali e in alcuni studi ne viene descritto il potenziale
trans-differenziamento verso un lineage neuronale (Liu et al., 2009, Caplan and Correa,
2011). Le cellule staminali mesenchimali risiedono soprattutto nel midollo osseo, ma sono
state anche isolate a partire da tessuto adiposo, dal fegato e da tessuti fetali. Come tutte
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le staminali adulte in seguito a specifici stimoli si spostano dalle nicchie di appartenenza
per raggiungere il tessuto bersaglio nel quale vanno incontro a un processo di
differenziamento in modo da poterne rinnovare le cellule o sostituire le cellule danneggiate
(Uchida et al., 2007).

1.2.1 Fenotipizzazione e isolamento delle MSC

Il midollo osseo di un adulto contiene quattro tipi distinti di cellule staminali deputate a
differenti funzioni che costituiscono una popolazione cellulare eterogenea e di difficile
isolamento tramite parametri morfologici. Questa popolazione cellulare contiene le cellule
staminali ematopoietiche (HSC, Hematopoietic Stem Cell), le cellule precursori endoteliali
(EPC, Endothelial Precursor Cell) (Reyes et al., 2002), le cellule staminali mesenchimali
(MSC), anche definite cellule stromali del midollo osseo, e una sotto-popolazione di MSC
costituita dalle cellule progenitrici multipotenti adulte (MAPC, Multipotent Adult Progenitor
Cell). Queste cellule sono anche in grado di dar origine, in vitro e in particolari condizioni di
crescita, a sottotipi cellulari riconducibili per alcune caratteristiche ad astrociti,
oligodentrociti e neuroni (Jiang et al., 2002).

| primi tentativi di isolamento e di caratterizzazione delle MSC sono stati fatti all’'inizio degli
anni settanta (Luria et al., 1971) e a oggi, pur avendo raccolto un cospicuo numero di
informazioni, la loro caratterizzazione € ancora oggetto di studi sempre piu approfonditi. Le
MSC, guando isolate e poste in coltura, hanno un tempo medio di replicazione (population
doubling) che varia dalle 12h alle 60h, in base al metodo di isolamento utilizzato, alla loro
densita iniziale nel midollo osseo e all’eta del donatore. Durante le fasi di crescita nel loro
stato indifferenziato le MSC mostrano una morfologia fusiforme, simile a quella dei
fibroblasti e durante la loro espansione in vitro danno origine a colonie.

Proprio a causa delle loro caratteristiche morfologiche e funzionali il primo nome coniato
per questo tipo di cellule e stato quello di fibroblasti del midollo osseo o fibroblasti-unita
formanti colonie (CFU-f), successivamente sostituito dal termine di cellule stromali del
midollo osseo (BMSC), cellule staminali scheletriche.

Solo dopo svariato tempo si € arrivati alla loro attuale definizione di cellule staminali
mesenchimali (MSC) ben definita dalla societa internazionale per la terapia cellulare
(ISCT, International Society for Cellular Therapy) che ha cercato di colmare |‘assenza di
una definizione comune (Dominici et al., 2006). La ISCTT ha proposto una terminologia

standardizzata in modo da uniformare lo scambio di informazioni tra gruppi scientifici ed
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evitare aspettative poco realistiche sulle potenzialita di queste cellule staminali: il termine
cellule stromali mesenchimali dovrebbe definire, in generale, la popolazione eterogenea di
cellule isolate da midollo osseo che mostrano una capacita rigenerativa tessutale, senza
alcun riferimento alle possibili implicazioni biologiche e terapeutiche; il termine cellule
staminali mesenchimali, invece, dovrebbe essere riservato alla sottopopolazione
omogenea di cellule stromali che mostrano piu elevate caratteristiche rispondenti alla
classificazione delle cellule staminali sopra riportata (par. 1.1).

Il primo metodo utilizzato per l'isolamento e I'espansione in vivo delle MSC a partire da
estratti cellulari del midollo osseo si basa sulla loro tendenza ad aderire su superfici in
plastica.

Questo metodo, sebbene sia tra quelli ancora maggiormente utilizzati, mostra
I'inconveniente di dare origine a colture cellulari eterogenee, a causa dell’inevitabile
contaminazione da parte di cellule ematopoietiche; inconveniente che pero si esaurisce
con i primissimi passaggi in vitro, dopo i quali la componente ematopoietica, che cresce
preferenzialmente in sospensione, si riduce drasticamente (Kassem et al., 1993, Rickard
et al.,, 1996). Sono stati fatti anche studi per cercare di mettere a punto metodiche piu
specifiche che permettano di ottenere una popolazione di MSC piu omogenea, sfruttando,
ad esempio, anticorpi in grado di selezionare in modo specifico i precursori del midollo
osseo (anticorpi diretti contro gli antigeni CD133, CD90, N-CAM) (Bossolasco et al., 2005)
elo le cellule staminali (anticorpi contro I'antigene Stro-1) (Simmons and Torok-Storb,
1991).

Anche la crescita e la loro espansione in vitro su piastre appositamente trattate in
condizioni di bassa percentuale di siero ha inizialmente dato buoni risultati sul loro
isolamento, permettendo inoltre di isolare in modo piu specifico le MAPC, anche se
attualmente questa tecnica é stata soggetta a critiche procedurali e quasi totalmente
abbandonata (Reyes et al., 2001, 2009).

Un'ulteriore tecnica di selezione si basa sulla parziale conoscenza fenotipica delle MSC:
sapendo che queste cellule sono CD45 e la glicoforinaA (GlyA), si possono eseguire
purificazioni che sfruttano I'esclusione o selezione negativa utilizzando anticorpi anti-CD45
e anti- GlyA in modo da selezionare ed eliminare dalla coltura tutte le cellule positive per
questi marcatori e quindi sicuramente non MSC (Bossolasco et al., 2005).

Le tecniche di immunoisolamento o immunoesclusione sono molto interessanti e precise

nel loro utilizzo, ma purtroppo, ad oggi, non esistono marcatori di superficie che possano
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identificare le MSC in maniera specifica ed inequivocabile, quindi la loro caratterizzazione

trova, in letteratura, poca consistenza e univocita.

L’'unico modo per poter caratterizzare in modo affidabile una cultura di MSC prevede

quindi l'utilizzo combinato di differenti approcci che rispondano a tutti i parametri descritti

sopra e che sono stati approvati da un apposito comitato scientifico che ne ha sancito la

validita:

- cellule aderenti alla plastica in condizioni standard di coltura.

- cellule negative per marcatori di superficie quali CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79 0
CD19 e HLA-DR, ma positive per CD105, CD73 e CD90.

- cellule capaci di autorinnovarsi e differenziare in osteoblasti, adipociti e condrociti in
vitro.

Negli ultimi anni si sono ben definiti anche i protocolli da utilizzare per il differenziamento

in vitro delle MSC garantendo una piu precisa caratterizzazione di queste ultime.

E stato visto che le MSC in presenza di p-glicerolo-fosfato, acido ascorbico,

desametasone e siero fetale bovino sono in grado di differenziare in senso osteogenico

dando origine a noduli ossei con una matrice extracellulare mineralizzata contenente

idrossiapatite (Haynesworth et al., 1992, Piek et al., 2010)

Invece il differenziamento adipogenico delle MSC viene indotto aggiungendo al medium di

coltura desametazone, insulina, isobutilmetilxantina e indometacina; in queste condizioni

infatti le MSC sono in grado di generare adipociti e vacuoli ricchi di lipidi (Majumdar et al.,

2000, Ninomiya et al., 2010).

Il differenziamento condrocitico viene infine indotto utilizzando matrice di supporto

tridimensionale in presenza di un medium di coltura senza siero e I'aggiunta di specifici

membri della famiglia di TGF- . In queste condizioni le MSC cambiano morfologia e

iniziano a sintetizzare componenti specifici della matrice extracellulare come il

glicosamminoglicano (Worster et al., 2001, Alves da Silva et al., 2010).

1.2.2 Il midollo osseo e le altre fonti per I'isolamento delle MSC

Il midollo osseo rappresenta la fonte piu utilizzata e universalmente riconosciuta per
I'isolamento delle MSC. Particolari periciti dei sinusoidi midollari, infatti, chiamati cellule
reticolari avventizie, rappresenterebbero i corrispettivi piu probabili delle MSC in vivo
(Jones and McGonagle, 2008). Tale ipotesi € sostenuta da due precedenti considerazioni:
le MSC derivate dal midollo osseo esprimono marcatori specifici tipici dei periciti, qual
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CD146 e 3G5 (Brachvogel et al.,, 2005) e inoltre le cellule reticolari avventizie sono
considerati elementi critici per il supporto mieloide, in grado di differenziare direttamente in
adipociti e generare osteoblasti in vivo (Shi and Gronthos, 2003).

Oltre che da midollo osseo, pero, sono state isolate MSC con caratteristiche biologiche
simili a quelle derivate dal midollo osseo anche da molti altri organi e tessuti (tessuto
adiposo, aorta, vena cava, cervello, rene, glomerulo renale, fegato, polmoni, muscoli,
pancreas, milza, timo) e quindi riconducibili tutte alla stessa famiglia (da Silva Meirelles et
al., 2006). Una cosi vasta distribuzione all'interno dell’organismo suggerisce una possibile
relazione tra le differenti popolazioni di MSC, sia in termini di funzioni, che di derivazione a
seguito dello sviluppo embrionale. Tale estensione del compartimento delle MSC e stata
descritta come una riserva di cellule indifferenziate per rispondere alle richieste del tessuto
a cui appartengono, ma che al contempo da la possibilita alle MSC, dotate di grandi
capacita migratorie, di acquisire differenti caratteristiche fenotipiche locali assicurando una
pil ampia potenzialita di innovamento di molti tessuti.

In considerazione del fatto che la frequenza e la capacita differenziativa di tali cellule
sembra ridursi al crescere dell’eta dell'individuo (In 't Anker et al., 2004), diventa
promettente la possibilita poter isolare MSC a partire da differenti tessuti fetali, in modo da
poterne sfruttare al massimo il loro potenziale staminale. Tra questi tessuti fetali il piu
utilizzato é il cordone ombelicale (Jang et al., 2006), ma vi sono anche sangue, fegato,
midollo osseo e polmoni fetali (Campagnoli et al., 2001, Fan et al., 2005).

1.3 Le MSC e un loro possibile contributo al sistema nervoso centrale: |l

trans-differenziamento.

Per giustificare gli effetti neuroprotettivi (si veda par.1.5) che sono stati descritti in
letteratura a carico delle MSC, si pensa che questi possano essere dovuti, in parte, a una
loro capacita di differenziare a favore di un fenotipo neuronale, sostituendo in tal modo i
neuroni danneggiati. A tal proposito, i primi studi effettuati sul sistema nervoso centrale
(SNC) sono stati compiuti su modelli animali in vivo al fine di verificare la sopravvivenza,
I'integrazione e il differenziamento delle MSC, una volta trapiantate in zone danneggiate
del SNC.

Studi pilota hanno dimostrato che MSC murine iniettate nel SNC di topi neonati sono in
grado di mimare il comportamento dei progenitori neurali, partecipando a molteplici

meccanismi del normale sviluppo cerebrale, come la migrazione attraverso il proencefalo
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e il cervelletto (senza distruzione della normale architettura del SNC), la proliferazione e
un possibile differenziamento in astrociti e neuroni (Kopen et al., 1999). Il differenziamento
delle MSC verso un lineage neuronale é stato suggerito dall’espressione di proteine gliali,
come la proteina fibrillare acida della glia (GFAP, Glial Fibrillary Acidic Protein), e
neuronali, come quelle che compongono i neurofilamenti a livello delle regioni dello striato
e dell’ippocampo. Sono stati svolti anche studi di localizzazione di queste cellule dopo |l
trapianto di MSC ingegnerizzate in modo da esprimere una proteina fluorescente come la
GFP (Green Fluorescent Protein), per una piu facile individuazione. Attraverso questi
esperimenti si € visto che l'infusione endovenosa di MSC murine marcate con GFP in topi
adulti irradiati determina, a livello cerebrale, lo sviluppo di cellule derivate dal donatore ed
esprimenti proteine astrogliali e neuronali (Brazelton et al., 2000). Altri lavori hanno
dimostrato che il trapianto di MSC, nel cervello di topi a cui era stato provocato un infarto
cerebrale focale, garantisce la sopravvivenza di un numero rilevante di cellule trapiantate
in grado di persistere a lungo nella parte sana del cervello ospite, per poi migrare nella
regione lesionata e probabilmente differenziare in neuroni o astrociti (Chen et al., 2001a,
Lee et al., 2003).

Purtroppo in sistemi sperimentali in vivo risulta difficile seguire con precisione il destino
differenziativo e la localizzazione di MSC trapiantate, quindi & diventato cruciale verificarne
la plasticita fenotipica e comprenderne i meccanismi mediante studi in vitro.

Evidenze scientifiche iniziali sul trans-differenziamento hanno riportato che solo una
piccola porzione di MSC murine e umane potrebbe essere indotta ad esprimere marcatori
tipici di neuroni immaturi (0.5%), in particolare nestina (proteina dei filamenti intermedi
espressa nei precursori neurali) e Neu-N (proteina nucleare specifica dei neuroni), nonché
di cellule gliali (1%), come GFAP, quando messe in coltura in presenza del fattore di
crescita epidermico (EGF, Epidermal Growth Factor) e di acido retinoico (RA) o di una
combinazione del fattori neurotrofici come il BDNF (Brain Derived Growth Factor) e RA (Lu
et al., 2006). Sono stati messi a punto anche dei protocolli specifici in grado di indurre
circa I'80% di MSC di ratto e umane a differenziare in cellule esprimenti caratteristiche
neuronali, utilizzando un terreno costituito da DMEM (Dulbecco’s minimal essential
medium) e diverse combinazioni di f-mercaptoetanolo (BME), dimetilsulfossido (DMSO) e
idrossianisolo butilato (BHA). Le MSC trattate in questo modo esprimevano proteine
neuronali quali Neu-N, NF-M (neurofilamenti M) e Taul (proteina neurofibrillare specifica
degli assoni che ha un ruolo chiave nellassemblamento dei microtubuli cerebrali) (Jiang et
al., 2010).
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Nonostante tutti i dati fin qui forniti mostrino una serie di evidenze piuttosto solide e
convincenti, una buona parte dei ricercatori che lavorano su queste cellule nutre, tuttora,
seri dubbi sulle reali potenzialita trans-differenziative delle MSC. Le obiezioni mosse piu
frequentemente riguardano il fatto che la plasticita fenotipica attribuita a queste cellule
venga dedotta, quasi esclusivamente, sulla base di evidenze di tipo morfologico o
antigenico e che I'ambiente esterno, attraverso il rilascio di fattori neurotrofici, giochi
invece un ruolo fondamentale nel differenziamento neurale delle staminali mesenchimali.
Attualmente, inoltre, non ci sono solide evidenze che dimostrano, dal punto di vista
funzionale, tramite registrazioni di correnti o specifiche risposte a stimoli, la reale identita
neuronale delle MSC aventi le caratteristiche che hanno portato i ricercatori a definirle

cellule trans-differenziate.

1.3.1 Studi in vitro che non supportano il trans-differenziamento neurale delle MSC

Nonostante i numerosi studi precedentemente citati che mostrano il potenziale trans-
differenziamento delle MSC in tipi cellulari neurali, i risultati ottenuti e la loro
interpretazione non ha portato a una conferma inequivocabile di questo fenomeno e infatti
parallelamente ci sono numerosi studi che sostengono lincapacita di queste cellule di
trans-differenziare verso un lineage neuronale.

Per quanto riguarda gli studi in vitro, le principali critiche sono rivolte ai metodi utilizzati per
promuovere il differenziamento neurale e per identificare la biologia delle cellule
differenziate.

Molti gruppi hanno, infatti, dimostrato che I'esposizione ad agenti chimici riducenti o
antiossidanti, causano un elevato aumento dei livelli intracellulari di cAMP, forzando le
MSC ad adottare una morfologia simil-neurale e a esprimere varie proteine neurali, tra cui
nestina, GFAP, Blll-tubulina e catena pesante del neurofilamento (NF-H). Questa
condizione pero risulta essere di natura reversibile e con delle tempistiche che discordano
con un reale processo fisiologico che potrebbe avvenire all'interno delle MSC trapiantate
in vivo (Neuhuber et al., 2004). L'utilizzo di questi agenti ossidanti promuove inoltre il ritiro
del citoplasma cellulare attraverso la distruzione della rete di actina nelle MSC dando alle
cellule una morfologia simile ai neuroni, ma senza generare una crescita spontanea di
neuriti, come avviene nei neuroni. Inoltre i risultati ottenuti sottoponendo le MSC ad agenti
che inducono uno stress cellulare quali detergenti, alto pH, alta concentrazione di cloruro

di sodio, sono riscontrabili anche sottoponendo altri tipi cellulari allo stesso trattamento:
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anche i fibroblasti e i cheratinociti, infatti, mostrano un fenotipo simil-neurale una volta
messi a contatto con le stesse sostanze ossidanti (Lu et al., 2004).

Anche a livello del loro profilo proteico e di geni attivati si e visto che le MSC sottoposte a
trattamenti che ne inducono il trans-differenziamento attivano dei geni e esprimono delle
proteine differenti rispetto a quanto riscontrato nelle cellule neuronali (Bertani et al., 2005,
Davydova et al., 2009, Fox et al., 2010).

Da queste osservazioni € ragionevole pensare che la morfologia simil-neurale mostrata
dalle MSC e imputabile agli effetti citotossici degli agenti impiegati, piuttosto che a un loro
reale trans-differenziamento.

Tralasciando gli aspetti morfologici, anche I'espressione di specifiche proteine neuronali e
stata in parte criticata, in quanto i marcatori presi in considerazione non mostrano un
elevato grado di specificitd. La nestina, ad esempio, non & espressa solo nel tessuto
neurale, ma anche in diversi tessuti mesodermici, quali il muscolo (Sejersen and Lendahl,
1993) e I'endotelio durante il loro sviluppo. Analogamente proteine come la GFAP e i
neurofilamenti sono espressi dai condrociti della cartilagine fibrosa ed elastica e in alcuni
fibroblasti in vari tessuti connettivi (Hainfellner et al., 2001).

Va inoltre sottolineato che I'espressione di alcune proteine neurali da parte delle MSC non
puo essere una prova sufficiente del loro differenziamento in neuroni. Bisogna, infatti,
tenere in considerazione che a causa della loro elevata eterogeneitd molecolare e
funzionale, le MSC, e alcune cellule in cui esse solitamente differenziano, sono in grado di
esprimere un’ampia gamma di proteine regolatorie riscontrate anche nei neuroni. E’ infatti
risaputo che gli osteociti mostrano l'espressione di recettori del glutammato, principale
neurotrasmettitore eccitatorio, inclusi i recettori ionotropici N-metil-D-aspartato (NMDA) e
che I'antagonista farmacologico di tali recettori inibisce il riassorbimento osseo (Chenu et
al., 1998). E stato anche dimostrato che cellule stromali del midollo osseo sono in grado di
esprimere catecolamine, neuropeptidi (Maestroni, 2000) e canali del calcio voltaggio
dipendenti simili a quelli presenti nei neuroni (Preston et al., 1996).

Risulta quindi facile contestare che I'espressione di proteine neuronali sia da addurre a
fenomeni di trans-differenziamento, ma che tale espressione potrebbe essere
semplicemente ricondotta all’attivazione errata di specifici master genes presenti nelle
MSC e deputati ad altre funzioni biologiche che solitamente si verificano nei lineage

cellulari propri del differenziamento di queste staminali.
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1.3.2 Le MSC trans-differenziate danno origine a neuroni funzionali?

Come detto, una delle critiche maggiori sui fenomeni di trans-differenziamento delle MSC
risiedono nella loro reale capacita di originare cellule che non solo siano morfologicamente
affini ai neuroni e ne esprimano delle proteine caratteristiche ma che siano anche in grado
di mostrare una funzionalita paragonabile.
Sono ormai ben riportati in letteratura dei criteri essenziali per poter identificare
inequivocabilmente neuroni differenziati funzionali (Reh, 2002):

)] devono essere cellule post-mitotiche;

i) devono essere cellule polarizzate con un singolo assone e molteplici dendriti;

i) devono generare scariche di potenziali d’azione;

iv) devono comunicare con altri neuroni e/o tipi cellulari attraverso sinapsi,

mediante il rilascio di neurotrasmettitori e I'espressione dei relativi recettori

postsinaptici.

A partire dal 2001 sono stati condotti studi che hanno cercato di mettere a punto analisi
elettrofisiologiche per testare la funzionalita di questi “putativi’ neuroni. Tuttavia, tali cellule
non erano in grado di generare potenziali d’azione ed erano assenti correnti di Na* e di K*
voltaggio-dipendenti, cosi come recettori per i neurotrasmettitori funzionali (Kohyama et
al., 2001, Hung et al., 2002, Park et al., 2011). Questi studi elettrofisiologici hanno inoltre
dimostrato che il potenziale di membrana a riposo di tali cellule simil-neuronali era piu alto
rispetto ai neuroni maturi funzionali e che non si verifica un innalzamento delle
concentrazioni di Ca®" intracellulare indotto da glutammato o da alte concentrazioni di K*
paragonabile a quello registrato nei neuroni.

Anche nei rari casi in cui si € registrata un’attivita elettrica nelle colture trans-differenziate,
il potenziale d'azione generato ha indotto solo una modesta depolarizzazione della
membrana, che non mostra segni di recupero, né la capacita di generare potenziali
d’azione ripetuti (Wislet-Gendebien et al., 2005, Jiang et al., 2010).

Pertanto, facendo riferimento ai 4 criteri sopraelencati, risulta difficile confermare in pieno
le abilita di trans-differenziamento delle MSC in quanto mancano da verificare, nei
“putativi” neuroni, due caratteristiche peculiari, ovvero la formazione di sinapsi e la
generazione di scariche di potenziali d’azione (Jackson et al., 2007, Somoza et al., 2008,
Montzka et al., 2009).
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1.3.2 Una possibile alternativa al trans-differenziamento: la fusione cellulare

Un’ipotesi proposta per spiegare la plasticita fenotipica delle MSC che non prevede il loro
trans-differenziamento, presuppone il verificarsi di eventi di fusione tra le cellule estratte
dal midollo osseo e i neuroni maturi del tessuto dell’ospite. La fusione cellulare non € un
fenomeno raro, infatti, si verifica gia durante il normale sviluppo tissutale, ad esempio nella
formazione di cellule muscolari scheletriche cosi come degli osteoclasti dellosso e delle
cellule giganti a partire dai fagociti mononucleati. Le MSC sono gia note come cellule in
grado di andare incontro a fusione cellulare: in condizioni stringenti le MSC murine sono
infatti in grado di fondere spontaneamente con le ESC, adottando il fenotipo di queste
ultime mantenendo in parte la loro identita di staminale mesenchimale (Terada et al.,
2002).

Studi basati sul sistema di ricombinazione Cre-Lox, dimostrano che cellule derivanti dal
midollo osseo trapiantate in topi precedentemente irradiati, fondono spontaneamente con
cellule del Purkinjie nel cervelletto, ma anche con gli epatociti del fegato e con fibre
muscolari cardiache, dando origine a cellule plurinucleate (Alvarez-Dolado et al., 2003).
Ulteriori analisi hanno dimostrato, utilizzando MSC marcate con GFP, che il loro trapianto
in topi irradiati dava origine, dopo alcuni mesi, a cellule del Purkinjie dell’ospite GFP
positive e caratterizzate dalla presenza di piu nuclei (Weimann et al., 2003, Wright et al.,
2011).

Da questi studi sembrerebbe che la fusione sia un evento piu probabile rispetto all’evento
differenziativo quando le MSC sono trapiantate in ospiti irradiati, rendendo necessari
ulteriori studi prima di poter comprendere appieno il destino delle MSC una volta

trapiantate in un sistema complesso come il SNC.

1.4 Le proprieta immunomodulatorie delle cellule staminali mesenchimali

Oltre alla loro principale funzione di supporto dell’ematopoiesi, le MSC mostrano anche un
coinvolgimento nella regolazione del sistema immunitario, come dimostrato da recenti
studi (Uccelli et al., 2012a).
Sebbene i meccanismi che regolano I'azione immunomodulatoria delle MSC non siano
ancora del tutto chiari, sono stati individuati alcuni tratti fenotipici di queste staminali che
possono far pensare ad un loro coinvolgimento nei fenomeni di inflammazione e aprono
quindi nuove prospettive terapeutiche per queste cellule.
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E stato infatti dimostrato che le MSC sono in grado di inibire la proliferazione dei linfociti T
e B bloccandone il ciclo cellulare a livello della fase di transizione GO/G1 (Jones et al.,
2007), e delle cellule natural killer (NK), attraverso diversi meccanismi come la produzione
di specifici fattori solubili e I'interazione cellula-cellula.

E stato infatti osservato che in presenza di MSC e aggiungendo al medium di coltura le
interleuchine IL-2 e IL-5, le cellule NK interrompevano la propria proliferazione e
bloccavano la produzione di interferone- gamma (INF- y), (Kassis et al., 2011).
Sembrerebbe inoltre che le MSC siano in grado di interferire con il differenziamento, la
maturazione e la funzione delle cellule dendritiche mediante il rilascio di fattori solubili
come IL-6 e M-CSF (Corcione et al., 2006).

Infine, & stato dimostrato che le MSC se messe a contatto con ambienti in cui sono in atto
processi inflammatori, esprimono costitutivamente sulla superficie cellulare bassi livelli
delle molecole del complesso maggiore di istocompatibilita di tipo | (MHC-I). Ad avvalorare
queste considerazioni va considerato anche il fatto che le MSC sono in grado di
proteggere i tessuti danneggiati rilasciando molecole antinflammatorie e antiapoptotiche
(Le Blanc and Ringden, 2007).

Queste potenzialita immunomudulatorie richiedono una piu attenta indagine sui loro
meccanismi d’azione negli effetti benefici che queste svolgono a livello del SNC, aprendo
nuove prospettive sui meccanismi molecolari che ne stanno alla base.

Le proprieta immunomodulatorie mostrate da queste cellule sono in ogni caso oggetto di
intensi studi e recentemente si sono aperte delle prospettive per un loro utilizzo in terapia

per la cura di malattie in cui € presente una forte componente infiammatoria (par 1.6).

1.5 Le MSC e un loro possibile contributo al sistema nervoso centrale: MSC

come mediatori trofici.

Oltre a differenziare in risposta a stimoli tissutali, mostrando delle modificazioni dipendenti
dall’ambiente esterno, le MSC loro volta di rispondono e modificano 'ambiente circostante,
attraverso la sintesi di un ampio spettro di fattori di crescita e citochine, in grado di
influenzare sensibilmente le dinamiche cellulari locali. A causa di queste loro
caratteristiche le MSC hanno destato I'attenzione di numerosi ricercatori e studiosi, in
guanto sono anche in grado di fornire un supporto trofico alle cellule vicine, anche in aree

distinte dal tessuto di appartenenza (Chen et al., 2001b).
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Nel midollo osseo le MSC sono in grado di secernere citochine di tipo ematopoietico come
IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-14 e IL-15, svolgendo un importante compito nel facilitare la
crescita delle cellule staminali ematopoietiche e favorendone i processi di ematopoiesi
(Bouffi et al., 2010).

Le MSC, soprattutto in condizioni di danno tissutale e di infammazione, sono in grado di
superare la barriera ematoencefalica, cosi da raggiungere e cooperare al ripristino della
zona cerebrale danneggiata da eventi ischemici, danni meccanici o inflammazioni (Guan
et al., 2004, Chao et al., 2009). Questa loro capacita migratoria in seguito a specifici
stimoli era stata dimostrata in precedenti esperimenti effettuati su ratti, in cui era stato
indotto un danno cerebrale tramite occlusione arteriosa (MCAO, Middle Cerebral Artery
Occlusion), modello sperimentale dell’ictus cerebrale. In queste condizioni si e visto che la
loro somministrazione per via endovenosa, tanto quanto il loro trapianto direttamente nel
sito di danno, portava ad un complessivo miglioramento del quadro clinico, sia rispetto ai
livelli di inflammazione, che di riparazione tissutale, senza per0 dare un’indicazione
precisa sui loro meccanismi d’azione (Chen et al., 2001b).

Esistono evidenze che anche a livello del SNC, le MSC sembrerebbero in grado di agire
da mediatori trofici (Park et al., 2010). Dalla letteratura risulta che queste cellule sono in
grado di rilasciare determinati fattori che contribuiscono al recupero di tessuti danneggiati
e solitamente sono rilasciati direttamente dalle cellule del SNC, come gli astrociti, gli
oligodendrociti o i neuroni stessi.

Alcune tra queste molecole sono per esempio il fattore di crescita dell’endotelio vascolare
VEGF, il quale permette di minimizzare il danno celebrale indotto da ischemia riducendo la
formazione delledema e il volume della zona lesionata (Lutton et al., 2012). Altri fattori
secreti dalle MSC sono bFGF, BDNF e NGF (Choi et al., 2010), il cui rilascio da parte delle
MSC viene incrementato, in vitro, dalla presenza di un terreno condizionato da estratti
cerebrali danneggiati. Queste evidenze suggeriscono la presenza di precisi meccanismi di
regolazione in risposta a definiti stimoli extracellulari a cui le MSC rispondono regolando la
produzione di specifiche molecole (Chen et al., 2002).

E’ altresi improbabile che la produzione di neurotrofine sia da sola in grado di mediare tutti
gli effetti imputabili alle MSC, in quanto esse sono in grado di produrre altre molecole,
come per esempio fattori coinvolti nell’induzione della crescita neuritica, molecole che
facilitano I'adesione delle cellule neuronali, molecole che guidano lo sviluppo assonale e

recettori per i neurotrasmettitori in grado di completare il panorama delle molecole che
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potrebbero essere alla base degli effetti trofici svolti da queste cellule (Crigler et al., 2006b,
Boregowda and Phinney, 2012).

Infine, un possibile effetto del trattamento con MSC di topi cerebralmente lesionati
potrebbe coinvolgere il potenziamento della risposta degli astrociti reattivi a lungo termine:
il maggior reclutamento e l'aumentata proliferazione di tali astrociti potrebbe essere
coinvolto, ad esempio, nella rigenerazione assonale della zona sottoventricolare (Li et al.,
2005).

1.6 Potenziali utilizzi clinici delle MSC

Le MSC possono essere considerate, come gia detto, cellule che possono essere
indirizzate nel loro differenziamento verso una specifica linea cellulare a seconda delle
condizioni del microambiente che le circonda. Queste caratteristiche aprono svariate
prospettive nel loro uso terapeutico, come il supporto della rigenerazione tissutale, la
correzione di patologie ereditarie e I'attenuazione dell’infiammazione cronica (Liu et al.,
2009).

Sono gia stati eseguiti trapianti con MSC in pazienti affetti da patologie cardiovascolari
(Abdelwahid et al., 2011) e immunologiche (Yi and Song, 2012), mentre sono in corso
studi preclinici su modelli animali per il loro utilizzo in malattie neurodegenerative
(Freedman and Uccelli, 2012, Morando et al., 2012, Park et al., 2012, Uccelli et al., 2012a,
van Velthoven et al.,, 2012). Il loro piu consapevole impiego necessita pero di una
maggiore comprensione dei meccanismi d’azione per prevedere effetti a lungo termine nel
paziente, accentuando quelli positivi e tenendo sotto controllo eventuali effetti collaterali
negativi. Tra i possibili rischi in cui si potrebbe incorrere durante il trapianto delle MSC si

potrebbero verificare (Parekkadan and Milwid, 2010):

)] un differenziamento imprevisto delle MSC, ovvero un loro differenziamento
ectopico;
1)) effetti immunosoppressivi che potrebbero determinare una perdita delle capacita

di controllo immunitario dell’organismo nei confronti di agenti patogeni;

i) la promozione di una crescita tumorale causata dal differenziamento in cellule
tumorali, dal rilascio di fattori che promuovono la proliferazione delle cellule
circostanti in modo sregolato o dalla riduzione apportata alle difese immunitarie

dell’ospite.
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Alcuni studi individuano nella segnalazione paracrina svolta dalle MSC un buon
meccanismo d’azione che da solo potrebbe giustificare gli effetti terapeutici svolti da
queste cellule. A tale proposito, alcuni di questi studi hanno dimostrato come l'iniezione
diretta delle molecole secrete dalle staminali mesenchimali possa portare dei benefici
paragonabili a quelli ottenuti con I'utilizzo diretto di queste cellule senza incorrere in tutte le
problematiche legate al loro trapianto (Parekkadan and Milwid, 2010). E da tenere in
considerazione, pero, il fatto che tali cellule rilasciano sia dei fattori in modo costitutivo,
indipendentemente dall’ambiente in cui si trovano, sia altri fattori che dipendono dalla
segnalazione dellambiente extracellulare in cui sono localizzate, richiedendo una
profonda conoscenza dell’ambiente in cui esse si localizzaranno.

Va, infatti, tenuto in considerazione che l'instaurarsi di una comunicazione bidirezionale tra
le MSC e le cellule limitrofe regola il rilascio di specifici fattori trofici a seconda delle
esigenze e del microambiente che si viene a creare (Collino et al., 2011).

Per tutti questi motivi, le staminali mesenchimali sono oggetto di svariati studi nel tentativo
di migliorarne I'impiego clinico, sfruttando le loro diverse funzioni fisiologiche al fine di
regolare vari processi tra cui, ad esempio, 'immunomodulazione, la promozione della
proliferazione delle cellule epiteliali e della neovascolarizzazione dei tessuti ischemici.
Come recente applicazione, inoltre, sono stati pubblicati studi per l'uso clinico delle
staminali mesenchimali come sistema di trasporto dei farmaci nell’organismo. Esse, infatti,
attraverso le loro proprieta migratorie, in seguito a stimoli chemiotattici, sono in grado di
raggiungere il tessuto di interesse una volta iniettate nel paziente, come gia discusso, e
una loro specifica ingegnerizzazione potrebbe renderle un promettente veicolo per il
trasporto o la produzione di specifiche sostanze. Per poter portare a termine questo tipo di
studi, pero, € necessario approfondire la attuali conoscenze anche relative alle proprieta
farmacocinetiche delle MSC, come recentemente commentato in letteratura (Parekkadan
and Milwid, 2010).
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2 | NEURONI

Il sistema nervoso si suddivide in due parti funzionali distinte: il sistema nervoso centrale
(SNC) e il sistema nervoso periferico (SNP).

Mentre il SNP & preposto alla raccolta e all'invio degli stimoli provenienti dalla periferia
dellorganismo e dallesterno, il SNC & quella parte deputata alla ricezione,
all’elaborazione e all'immagazzinamento di tali stimoli nonché all'invio di risposte funzionali
verso la periferia dell’organismo. Il SNC & costituito a sua volta da due parti: I'encefalo,
racchiuso all'interno della scatola cranica, e il midollo spinale contenuto nel canale
vertebrale. In entrambe troviamo la presenza di due distinte parti funzionali: la sostanza
grigia e la sostanza bianca. La prima &€ composta da cellule nervose disposte su sei strati
(che vanno a formare la corteccia cerebrale), mentre la sostanza bianca e formata
dallinsieme delle fibre nervose che dalla superficie dell’encefalo si dirigono verso il resto
del corpo, o che mettono in comunicazione tra loro parti dei due emisferi o di uno stesso
emisfero.

I SNC e costituito da unita cellulari chiamate neuroni, che si combinano con altre cellule
deputate al loro supporto e al loro controllo chiamate cellule gliali, gli astrociti e gli
oligodendrociti. Si calcola che ogni individuo possieda circa 30 miliardi di neuroni: queste
cellule hanno la fondamentale caratteristica di poter generare, ricevere, condurre ed

elaborare segnali.

2.1 Brevi accenni sulla neurogenesi

Il sistema nervoso a livello embrionale ha origine in una regione dell’ectoderma (lo strato
piu esterno del disco embrionale) chiamata neuroepitelio e il suo sviluppo € regolato da
segnali biochimici provenienti dai due foglietti embrionali adiacenti, in particolare dal
mesoderma. Durante lo sviluppo, l'ectoderma si inspessisce formando una placca
neuronale, i cui bordi successivamente si avvolgono su se stessi dando cosi origine al
tubo neurale, che sara la base della spina dorsale e dell’encefalo. All'interno del tubo
neurale i neuroni sono generati nella cosiddetta zona di proliferazione (che circonda il
ventricolo centrale del cervello embrionale) dal differenziamento di cellule precursori

chiamate neuroblasti (Sakai and Wakamatsu, 2005). A supporto della formazione e della
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corretta ridistribuzione dei neuroni neoformati si riscontra la presenza di specifiche cellule
gliali radiali, presenti principalmente durante queste prime fasi del neurosviluppo, che ne
garantiscono la corretta rilocazione nelle zone di interesse (Hunter-Schaedle, 1997, Pinto
and Gotz, 2007). Durante lo sviluppo del cervello embrionale le cellule gliali radiali
garantiscono infatti un preciso posizionamento dei neuroni che va dall'interno all’esterno: i
primi neuroni generati migrano negli strati piu interni della placca neurale, mentre quelli
generati successivamente si posizionano in strati piu superficiali. Durante, o
immediatamente dopo questa migrazione, inizia il processo di differenziamento (o
maturazione) neuronale, con I'emissione, dal corpo cellulare, delle lunghe estensioni
citoplasmatiche, i neuriti, destinati a diventare assoni e dendriti. E’ interessante
sottolineare che le cellule gliali radiali, pur essendo principalmente riscontrabili nelle prime
fasi dello sviluppo, sono state studiate anche come un possibile strumento per migliorare i
processi di riparazione del SNC, in cervelli adulti, dopo danno ischemico inducendo il
differenziamento di cellule staminali embrionali in questo specifico lineage (Liour and Yu,
2003).

2.2 Caratteristiche morfologiche del neurone e sviluppo di modelli in vitro

| neuroni sono cellule altamente specializzate e polarizzate, costituite da diverse regioni
subcellulari capaci di svolgere differenti funzioni. La loro principale caratteristica € quella di
essere in grado di rispondere a stimoli fisici e chimici mediante modificazioni della
concentrazione di ioni sui due lati della membrana plasmatica. Sono anche in grado di
produrre segnali sotto forma di variazioni di potenziale elettrico (trasduzione), di condurre
segnali dal punto di insorgenza ad altre parti della cellula e di trasmettere segnali ad altre
cellule mediante le sinapsi.

A livello morfologico il neurone si divide in domini strutturalmente e funzionalmente distinti,
ovvero il corpo cellulare (soma), i dendriti e I'assone (Fig. 3), a cui si aggiungono dei
sottodomini piu specializzati e meno identificabili a livello macroscopico come i terminali
assonali (o pre-sinaptici), i compartimenti post-sinaptici, posti sui dendriti, e i nodi di
Ranvier, presenti sullassone e derivanti da una stretta sinergia tra il neurone e gli
oligodendrociti. Oltre che a livello morfologico, i vari domini che compongono il neurone
mostrano una caratteristica composizione di organelli citoplasmatici e componenti della

membrana plasmatica che li rende in grado di svolgere funzioni diversificate garantendo
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anche differenti modalita nel prender contatto con altri tipi cellulari (Bartlett and Banker,
1984a, b).
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Fig. 3: Schema dei domini strutturali che caratterizzano il neurone.

Per definire in modo preciso le varie fasi di maturazione delle cellule neuronali, sono state
allestite colture cellulari, al fine di seguire in vitro lo sviluppo morfologico anche di singoli
neuroni. Durante le prime fasi di sviluppo dei neuroni posti in coltura, € impossibile
discriminare i processi in fase di formazione, pertanto € stato coniato in termine neuriti per
riferirsi, in generale, ad assone e dendriti (Bray, 1973).

Lo studio dei neuriti e una loro piu precisa distinzione in dendriti ed assoni, ha preso
consistenza in seguito a esperimenti condotti agli inizi degli anni ottanta grazie alla messa
a punto di un metodo di coltura in vitro che consentisse di poter lavorare su colture di
cellule neuronali pressoché pure (Banker and Cowan, 1977, Bartlett and Banker, 1984a).

Il modello sperimentale proposto da Banker e colleghi si basa sull’allestimento di una co-
coltura, definita “a sandwich”, che consiste nel piastrare neuroni, derivati dall'ippocampo
embrionale di ratto, su vetrini pre-trattati che vengono posti in presenza di un monostrato
di cellule gliali. Queste ultime vengono utilizzate come supporto trofico permettendo una
comunicazione tra le due popolazioni cellulari mediante il rilascio di fattori solubili nel
terreno di coltura che condividono garantendo la sopravvivenza del neurone per diversi
giorni in queste condizioni di crescita.

Il modello proposto consente inoltre di avere una popolazione di neuroni con una bassa
contaminazione da parte di cellule gliali, sia a causa dei terreni in cui sono mantenuti,
specifici per i neuroni, che per il tipo di estrazione delle cellule neuronali utilizzato:

prelevando I'ippocampo da embrioni al diciottesimo giorno di gestazione la componente
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astrocitaria € molto ridotta. La possibilita di poter disporre di neuroni isolati e pressoché
privi di cellule gliali contaminanti ha consentito di effettuare analisi dettagliate mediante
tecniche di microscopia ottica ed elettronica per rilevare le principali differenze
ultrastrutturali e morfologiche presenti nei neuriti. A livello morfologico si € infatti osservato
che i dendriti cresciuti in questo tipo di co-coltura, mostrano un inspessimento vicino al
corpo cellulare (dendriti prossimali), man mano che si allontanano dal soma del neurone il
loro diametro si assottiglia fino a raggiungere circa i 0.5 ym (dendriti distali). Per tutta la
lunghezza del dendrite € inoltre possibile apprezzare la presenza a livello citoplasmatico di
poliribosomi, probabilmente deputati a garantire una veloce sintesi di nuove proteine
indispensabili per il corretto funzionamento dei terminali sinaptici presenti sui dendriti.

Per quanto riguarda I'assone invece, questo mostra prolungamenti decisamente piu estesi
e piu sottili rispetto ai dendriti, hanno un diametro uniforme e sono privi di ribosomi. |
processi neuronali, inoltre, differiscono nella composizione della membrana plasmatica,
nella presenza di componenti sinaptici in grado di ricevere o trasmettere le informazioni
(Bartlett and Banker, 1984b) e anche nella composizione del loro citoscheletro (Shaw et
al., 1985, Caceres et al., 1986). A livello assonale infatti i microtubuli hanno tutti 'estremita
positiva rivolta verso la sua terminazione mostrando un preciso orientamento, mentre nei
dendriti non si riscontra un orientamento preferenziale del citoscheletro.

Attraverso una loro caratterizzazione basata su analisi della loro funzionalita e stato
postulato che le colture ippocampali sviluppano dendriti, cosi come avviene in situ, che
svolgono un ruolo esclusivamente post-sinaptico di ricezione degli stimoli, mentre gli
assoni hanno il compito di propagare gli stimoli rielaborati dal neurone mostrando quindi

una funzionalita pre-sinaptica (Schierwagen, 1990, Hirschberg et al., 1996).

2.2.1 Caratterizzazione dei differenti stadi di sviluppo neuronale in vitro

Al fine di una migliore comprensione dello sviluppo dei neuroni € importante identificare
con precisione la sequenza temporale degli eventi responsabili della trasformazione
morfologica dei neuroni ippocampali, da neuroblasti apolari a cellule polarizzate con
distinti processi.

Per quanto riguarda i neuroni ippocampali, il tipo di neuroni che verra poi preso in esame
durante gli esperimenti mostrati in questa tesi, questa caratterizzazione si basa su
osservazioni realizzate a partire dalla fine degli anni ottanta, e tuttora ritenute valide, che

scandiscono con precisione le varie modificazioni che queste cellule subiscono durante |l
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loro sviluppo inserendo tali cambiamenti su una scala temporale ben definita (Dotti et al.,
1988, Bradke and Dotti, 2000, Kaech and Banker, 2006).

Lo sviluppo dei neuroni ippocampali pud essere suddiviso in 4 fasi fondamentali (Fig. 4): i)
formazione di lamellipodi; ii) sviluppo di processi minori; iii) formazione e sviluppo
dell’assone; iv) crescita dei dendriti. Dopo la formazione dell’assone (iii) e lo sviluppo dei
dendriti (iv), si assiste alla maturazione e al consolidamento di tali processi (fase v) che
richiede un tempo variabile a seconda del metodo di coltura e dello stato di salute del

neurone.

(i): formazione di lamellipodi

| neuroni ippocampali posti in coltura dopo estrazione e dissociazione meccanica hanno
un aspetto sferico, privi delle caratteristiche morfologiche tipiche del neurone maturo.
Dopo alcune ore, queste cellule sono in grado di aderire al substrato utilizzato (plastica o
vetro pretrattato) e cominciano a mostrare delle strutture appiattite lungo i loro bordi,
definite lamellipodi.

Successivamente i lamellipodi si raggruppano in regioni piu discrete alla periferia cellulare.
Dal momento che tali strutture non sono riscontrabili in neuroni in fase di formazione in
situ, la loro comparsa in coltura potrebbe essere considerata come un adattamento
adottato dalle cellule neuronali in risposta a una crescita su un substrato artificiale e

bidimensionale.

(ii): sviluppo di processi minori

Successivamente, dai lamellipodi si generano corti e distinti processi che, in poche ore,
raggiungono i 10-15 ym di lunghezza. Questi processi mostrano un’elevata motilita pur
non evidenziando differenze significative attraverso la loro analisi microscopica.
Dall'osservazione delle loro sezioni trasversali, questi processi minori appaiono cilindrici e
spesso dotati di coni di crescita a livello delle terminazioni. E’ frequente la formazione di
prolungamenti transitori tra i lamellipodi e i processi minori, che risultano appiattiti e piu

espansi a livello prossimale, ma che acquistano I'aspetto di neuriti a livello distale.

(iii):_formazione e crescita assonale
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Dopo circa 24 ore dalla comparsa dei processi minori si assiste ad un netto
differenziamento di uno di essi che inizia a crescere con una velocita 5-10 volte maggiore
rispetto agli altri, definendo quello che in seguito sara il processo che dara origine
all’assone.

La comparsa di questo prolungamento permette di individuare il momento in cui si puo
cominciare a definire il neurone “polarizzato” (entro i primi 2 giorni in coltura)(Witte and
Bradke, 2008, Stiess and Bradke, 2011). L’assone neoformato mostra inoltre numerose e
sottili protrusioni per tutta la sua lunghezza, denominate filopodi e possiede alla sua
estremita un inspessimento del citoplasma definito cono di crescita.

E’ inoltre importante sottolineare che tutti i processi minori emessi dal neurone durante le
prime fasi di crescita possiedono la capacita intrinseca di diventare assone. Solo a seguito
di precisi stimoli interni al neurone viene stabilitd definitivamente l'identita assonale e i

rimanenti prolungamenti perdono tale potenzialita.

(iv): crescita di dendriti

Tutti i processi minori che la cellula non ha destinato alla crescita assonale subiscono uno
sviluppo di tipo dendritico.

Questa loro specializzazione avviene circa 4 giorni dopo la piastratura, come confermato
da studi effettuati in situ (Nowakowski and Rakic, 1979).

| dendriti inoltre possono mostrare due differenti tempistiche di crescita: alcuni crescono
con una velocita paragonabile a quella assonale, mentre altri mostrano uno sviluppo molto

piu rallentato nel tempo.

La formazione di sinapsi funzionali derivanti dall'interconnessione tra dendriti e neuroni
posti in coltura avviene solo dopo il settimo giorno di sviluppo.

E’ inoltre importante sottolineare che la polarizzazione e la crescita dei neuriti sembra
essere un processo intrinseco dello sviluppo neuronale basato sull’organizzazione interna
della cellula stessa. Questo € stato documentato grazie a osservazioni effettuate in in
vitro, che mostrano come la presenza di specifici segnali esterni puo solo partecipare alla
modulazione della crescita neuronale, ma non € in grado di bloccarne completamente lo
sviluppo morfologico (Akoev et al., 1992, Spencer et al.,, 1998, Koshimizu et al., 2009,
Neukirchen and Bradke, 2011).
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Fig. 4: Caratterizzazione morfologica dello sviluppo neuronale durante i primi giorni di coltura

2.3 La comunicazione tra i neuroni: le “sinapsi”

L’unita funzionale attraverso cui i neuroni comunicano e sono in grado di propagare gli
stimoli sono le sinapsi.

Con il termine sinapsi si indicano le giunzioni intercellulari altamente specializzate, che
possono essere, secondo la definizione di Gray sia asimmetriche (tipiche delle sinapsi
glulamatergiche), che simmetriche (tipiche delle sinapsi GABAergiche) , caratterizzate da
una stretta apposizione tra membrana plasmatica pre-sinaptica (appartenente a un
neurone) e post-sinaptica (appartenente a un neurone adiacente), separate da uno spazio
di 20-30 nm che prende il nome di fessura sinaptica e nel quale avviene il rilascio e
'eventuale ricaptazione degli specifici neurotrasmettitori. La componente pre-sinaptica,
deputata al rilascio di neurotrasmettitori & localizzata a livello dellassone, sul quale si
formano rigonfiamenti del citoplasma definiti compartimenti pre-sinaptici o bottoni sinaptici.
Tali bottoni sono caratterizzati da un elevato numero di mitocondri, dalla presenza di
clusters di vescicole contenenti neurotrasmettitori, definite vescicole sinaptiche e tutta una
serie di proteine di membrana e strutture cellulari piu complesse che garantiscono il
corretto indirizzamento e posizionamento della presinapsi verso le zone di contatto

dendritiche della post-sinapsi.
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I compartimento post-sinaptico, si distingue tra sinapsi eccitatorie e inibitorie ed ¢
caratterizzato dalla presenza di recettori che legano specificatamente i neuromodulatori,
una volta che questi vengono rilasciati nello spazio sinaptico.

Tali contatti si formano in corrispondenza di piccole protrusioni citoplasmatiche,
denominate spine, generalmente presenti sui dendriti periferici dei neuroni formanti il
bottone sinaptico (De Camilli and Takei, 1996, Saheki and De Camilli, 2012). Le spine
sono strutture tipiche delle sinapsi glutamatergiche e mostrano una precisa
caratterizzazione in base alla loro forma (tipo I, 1l e Ill) e alle funzioni svolte dalle pre-
sinapsi che le contattano (Hering and Sheng, 2001).

In alcuni casi sono stare descritte a livello cerebrale delle sinapsi dendro-dendritiche e
asso-assonali, la cui funzione non e tuttora stata chiarita, anche se si presume possano
svolgere delle funzioni di fine regolazione sulla risposta generata dal singolo neurone
(Sloper and Powell, 1978, Campbell et al., 2009).

In linea generale quindi si pud riassumere il meccanismo di trasmissione del segnale tra
diversi neuroni nel seguente modo: a seguito di uno specifico stimolo (tipicamente la
generazione di un potenziale d’azione elettrico), il neurone tramite la pre-sinapsi rilascia
nello spazio sinaptico, il suo neurotrasmettitore attraverso le vescicole sinaptiche; una
volta rilasciati, i neurotrasmettitori si legano a specifici recettori posti sulla membrana post-
sinaptica trasmettendo informazioni che, una volta raccolte e processate dal neurone post-
sinaptico, generano [Iattivazione di specifiche vie di segnalazione che possono
determinare l'ulteriore propagazione (segnale eccitatorio) oppure linibizione (segnale

inibitorio) del segnale, generando cosi la risposta finale nell’organismo,.

2.3.1 La formazione dei contatti tra i neuroni: la sinaptogenesi

Con il termine sinaptogenesi si individuano tutti quei processi messi in atto dal neurone
per creare e stabilizzare in modo altamente strutturato il punto di contatto con un altro
neurone. Una volta che si instaura il contatto tra i due neuroni, attorno al sito di adesione
sulla membrana circostante si assiste allaccumulo delle proteine deputate al corretto
funzionamento della sinapsi. Nella formazione del terminale sinaptico intervengono anche
le cellule della glia, in particolar modo gli astrociti, che consentono la corretta
strutturazione, funzionamento e stabilizzazione della stessa (Fig. 5) (Bolton and Eroglu,
2009, Colon-Ramos, 2009).
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Fig. 5: Schema delle sviluppo di una sinapsi e coinvolgimento degli astrociti per la stabilizzazione della
stessa.

La scansione temporale che definisce la formazione delle sinapsi, soprattutto a livello
ippocampale, mostra come inizialmente avvenga un precoce sviluppo delle sinapsi
GABAergiche rispetto a quelle glutamatergiche. Da questo momento in poi la formazione e
il imodellamento delle sinapsi diventa un processo continuo che perdura per tutta la vita
dellindividuo. Nell'organismo adulto infatti si osserva la continua formazione di contatti
transienti tra gli assoni e i dendriti che, una volta trovato il corretto equilibrio in base al tipo
di attivitd neuronale svolta e a specifici stimoli esterni, si consolidano esprimendo sia i
componenti pre- che post-sinaptici specifici per la trasmissione GABAergica o

glutamatergica (Kuzirian and Paradis, 2011).

2.3.2 L’interazione con gli astrociti nella stabilizzazione e funzionalita delle sinapsi: la

sinapsi tripartita

Nellultimo decennio si & evidenziata una cooperazione delle cellule gliali nella
stabilizzazione e nel corretto funzionamento della sinapsi, individuando negli astrociti la
terza componente coinvolta. E’ ormai comune considerare che le funzioni cerebrali
derivino da una stretta sinergia tra 'azione combinata di neuroni e glia: oltre allo scambio

di neurotrasmettitori, infatti, si € visto che gli astrociti, posti in stretta vicinanza della
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sinapsi, partecipano allo scambio di informazioni cooperando attivamente nella
regolazione dell’attivita sinaptica (Halassa et al., 2007).

All'interno degli astrociti, durante I'attivita sinaptica, si registrano infatti variazioni dei livelli
di calcio e l'incremento intracellulare di questi ioni genera delle segnalazioni tra astrociti
(onde di calcio). Tale aumento puo verificarsi sia spontaneamente anche in assenza di
attivitd neuronale sostenuta: questo fenomeno evidenzia 'esistenza di una comunicazione

tra gli astrociti e i neuroni (Fig.6) (Perea et al., 2009).

Pre-sinapsi Post-sinapsi

Fig. 6: Riproduzione schematica di una sinapsi tripartita con il coinvolgimento dell’astrocita
[Immagine rieditata da fonte internet]

La presenza di vari recettori per i neurotrasmettitori presenti sulle membrane degli astrociti
(si veda par. 3.3), suggerisce uno dei possibili i meccanismi tramite i quali la funzionalita
sinaptica modula i livelli di calcio intracellulare: questa segnalazione coinvolge numerose
cellule astrocitarie adiacenti, grazie alle comunicazioni intercellulari ottenute tramite gap
junction che sono in grado di propagare gli stimoli derivanti da una singola sinapsi attiva,
come dimostrato attraverso numerosi studi che utilizzano I'imaging in vivo delle cellule
(Nadkarni and Jung, 2007).

Gli astrociti sono in grado, a loro volta, di rilasciare diverse molecole neuroattive, quali il

glutamato, la D-serina, il GABA, 'ATP, I'adenosina, le prostaglandine, e peptidi che sono
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in grado di modulare la risposta fisiologia neuronale e sinaptica. Tale comunicazione viene
definita “gliotrasmissione” (Zorec et al., 2012).

Tuttavia, sono stati realizzati esperimenti in vitro, che mostrano come non tutte le sinapsi
che si formano sono poste a stretto contatto con cellule gliali o sono in grado di rispondere
ad uno stimolo da parte degli astrociti, portando a presumere che questa struttura tripartita
non sia propria di tutti i tipi di sinapsi (Perea et al., 2009).

La comprensione degli eventi cellulari che regolano la sinapsi tripartita e il ruolo degli
astrociti nella comunicazione tra neuroni e glia resta ancora un campo di studio aperto che
potrebbe portare nel prossimo futuro alla scoperta di meccanismi molecolari utili alla

comprensione e alla modulazione della trasmissione sinaptica (Santello et al., 2012).

2.3.3 Funzionalita delle vescicole neurosecretorie

Il rilascio di neurotrasmettitore a livello della sinapsi € regolato dalla presenza di vescicole
neurosecretorie, che si possono suddividere in due distinte tipologie: le vescicole
sinaptiche (VS) e le grandi vescicole a contenuto elettron-denso (LDCV, large dense core
vesicles). Entrambe sono sottoposte a processi di esocitosi finemente regolati, ma
differiscono tra loro sia per il contenuto, sia per il sito e la modalita di rilascio dello stesso.
Le LDCV sono vescicole del diametro di 70-200nm, solitamente deputate al rilascio di
peptidi neuromodulatori, fattori di crescita e alcuni trasmettitori classici come le
monoammine (De Camilli and Jahn, 1990).

Queste vescicole vengono assemblate direttamente a livello del trans-Golgi network e,
quindi, a livello del soma rendendo il loro trasporto e il loro rilascio al terminale pre-
sinaptico un evento relativamente piu lento rispetto a quanto osservato per i
neurotrasmettitori non peptidici, come vedremo in seguito (Kelly and Grote, 1993, Park
and Kim, 2009). Inoltre le LDCV, non si localizzano solo a livello delle porzioni di
membrana in cui si verifica il rilascio e la ricaptazione dei neurotrasmettitori, dove
avvengono i reali scambi di informazioni tra i neuroni, ma spesso svolgono la loro azione
di rilascio anche in prossimita della membrana pre-sinaptica, piu lateralmente rispetto alla
giunzione sinaptica.

A differenza delle LDCV, le VS, compongono un apparato secretorio altamente
specializzato caratterizzato da strutture vescicolari con un diametro di 25-50nm,
responsabili del rilascio rapido di neurotrasmettitori non peptidici nello spazio

intersinaptico.
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Le VS solitamente sono raggruppate in clusters, localizzati a livello del bottone sinaptico e,
tramite specifici stimoli, vanno incontro a cicli di fusione sulla membrana e rilascio nello
spazio sinaptico (esocitosi) o di ricaptazione da parte della sinapsi stessa attraverso la
formazioni di invaginazioni della membrana e la conseguente formazione di vescicole di
riciclo (endocitosi). Ad ogni ciclo, tali vescicole si svuotano e vengono localmente rifornite
di neurotrasmettitori, sfruttando sia i meccanismi di endocitosi, che la presenza dei
poliribosomi presenti in prossimita delle sinapsi e deputati alla neosintesi del
neurotrasmettitore (De Camilli and Takei, 1996, Martin, 1997).

Tra le popolazioni di VS si possono riconoscere due sottopopolazioni funzionalmente
distinguibili in base alla velocita di rilascio dei mediatori chimici durante I'attivazione della

sinapsi (Rosenmund and Stevens, 1996, Amaral and Pozzo-Miller, 2012):

(i): vescicole pronte al rilascio, (RRP, Readily Releasable Pool of Vesicles), sono

vescicole immediatamente disponibili al rilascio del neurotrasmettitore, localizzate a
stretto contatto con le zone attive;

(i) vescicole di riserva: (riserve pool of vescicles), che hanno una localizzazione piu

distale rispetto al sito di rilascio. Queste vescicole intervengono nella segnalazione

principalmente durante prolungate stimolazioni andando a integrare le RRP.

| fattori che controllano il traffico vescicolare dal pool di riserva a quello di immediato
rilascio sono poco conosciuti, soprattutto a causa della mancanza di adeguati modelli di
studio. Ci sono comunque evidenze che supportano una diretta correlazione tra il numero
di vescicole contenute nellRRP, la probabilita di rilascio del neurotrasmettitore e la
plasticita sinaptica sia a lungo che a breve termine (Tyler et al., 2006, Lee et al., 2010).

Le VS possiedono un corredo proteico di membrana specifico, che comprende sia
proteine deputate alla regolazione dei processi di eso-endocitosi, che di regolazione
dell’attivita sinaptica come la sinaptofisina | e |IlI, la sinapsina I, Il e |ll, la
sinaptobrevina/VAMP | e I, la sinaptotagmina | e Il (coinvolte nel corretto rilascio del
neurotrasmettitore anche in base a processi calcio-dipendenti) e rab3A coinvolta nel
corretto reindirizzamento delle SV dopo I'endocitosi. (Sudhof, 1995, Newell-Litwa et al.,
2008).

Queste proteine sono presenti durante tutte le fasi di sviluppo neuronale e una loro

specifica localizzazione a livello presinaptico si verifica in seguito alle fasi di maturazione
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del neurone dove si assiste alla formazione di regioni con una maggiore concentrazione di

gueste proteine che andranno poi a formare la sinapsi (Fletcher et al., 1991).

2.3.4 | trasportatori vescicolari

Per consentire il corretto rilascio di neurotrasmettitori a livello della sinapsi, le VS devono
essere opportunamente “riempite” con specifici neurotrasmettitori, per poter garantire le
adeguate risposte fisiologiche. Il trasporto dei neurotrasmettitori dal citoplasma neuronale,
dove vengono sintetizzati all'interno delle vescicole stesse, viene compiuto da specifiche
proteine della membrana vescicolare. Questo processo non € passivo, ma dipende da un
gradiente elettrochimico di ioni H*, generato dalla pompa protonica vacuolare (ATPasi)
presente sulla membrana delle VS. L’accoppiamento dell’idrolisi di ATP citoplasmatico al
trasporto di ioni H" allinterno delle vescicole, consente lo scambio di protoni luminali,
precedentemente accumulati all'interno delle VS, con i rispettivi neurotrasmettitori
citoplasmatici (Schuldiner et al., 1995, Fei et al., 2008).

Dal momento che a livello del SNC sono presenti svariati neurotrasmettitori in grado di
innescare una serie di risposte differenti, anche a livello vescicolare possiamo distinguere

differenti tipi di trasportatori responsabili del “riempimento” delle VS:

(1) la famiglia dei trasportatori specifici per acetilcolina (vAch) e per le monoammine
(VMAT), che riconoscono serotonina, adrenalina, noradrenalina, dopammina e
istidina;

(i) la famiglia di trasportatori ad alta affinita per il glutamato (vGlut);

(i)  la famiglia di trasportatori specifici per il GABA, acido y-amminobutirrico,
(VGAT).

2.3.4.1 Trasportatori vescicolari del glutamato e dell’acido y-amminobutirrico

All'interno di questa tesi verranno presi in considerazione soprattutto i trasportatori per il
glutamato e il GABA, in quanto rappresentano i principali neurotrasmettitori utilizzati dal
SNC per la propagazione degli stimoli eccitatori e inibitori.

Il glutamato si puo legare a tre distinti trasportatori vescicolari, inizialmente identificati
come membri della famiglia dei trasportatori del fosfato inorganico dipendenti da Na* e
solo successivamente e stata evidenziata la specificita funzionale per il glutamato (Ni et

al., 1994, Aihara et al., 2000).
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Esistono tre differenti trasportatori ad oggi conosciuti per il glutamato: vGlutl(Aihara et al.,
2000), vGlut2 (Bai et al., 2001)e vGlut3 (Fremeau et al., 2002).

Questi trasportatori non differiscono tra loro per il profilo e la cinetica di legame con il
glutamato, ma le differenze maggiori risiedono nella specifica distribuzione tissutale a
livello del SNC. Nel cervello adulto infatti vGlutl e vGlut2 mostrano una localizzazione
complementare: il primo e distribuito prevalentemente a livello della corteccia cerebrale,
cerebellare e dell'ippocampo, mentre il secondo soprattutto a livello del ponte, del talamo
e del midollo spinale (Herzog et al., 2001, Varoqui et al., 2002).

Va inoltre sottolineato che a livello dellippocampo, del cervelletto e in parte minore a
livello della corteccia, durante lo sviluppo postnatale si assiste a uno switch d’espressione
dei trasportatori del glutamato da vGlut2 a vGlutl . L’espressione di vGlutl subisce, infatti,
un drastico incremento dei livelli di espressione dopo la nascita, diventando l'isoforma
predominante nelle regioni teleencefaliche solo dopo la seconda settimana postnatale.
Infine, a differenza degli altri due trasportatori sopra citati, I'espressione di vGlut3 &
predominante a livello dei neuroni serotoninergici e colinergici e delle terminazioni
GABAergiche, suggerendo un suo possibile ruolo allinterno di una trasmissione
glutamatergica non convenzionale (Fremeau et al., 2002, Schafer et al., 2002).

Per quanto riguarda il trasporto vescicolare del GABA, I'organismo sfrutta un trasportatore,
definito vGat, il cui isolamento e la successiva caratterizzazione sono avvenuti pressoché
contemporaneamente sia in C. elegans (Mclintire et al., 1997) che in un modello murino
(Sagne et al., 1997). Esso non e solo implicato nel trasporto del GABA, ma presenta
anche degli alti livelli di affinita per la glicina, caratteristica che lo rende il principale
trasportatore di neurotrasmettitori inibitori a livello cerebrale (Mclntire et al., 1997, Sagne
et al., 1997, Bedet et al., 2000). In letteratura comunque non risulta del tutto chiaro se
esistano due distinti trasportatori vescicolari selettivi per i due neurotrasmettitori inibitori o

se vGat sia 'unico preposto a questo tipo di funzione (Charlton et al., 2008).

2.4 Molecole coinvolte nella postsinapsi

2.4.1 La sinaptogenesi glutamatergica

Gia poche ore dopo la comparsa dei primi contatti deputati alla formazione della sinapsi, a
livello pre-sinaptico avviene il rilascio di neurotrasmettitori specifici che, a seguito del loro
riconoscimento a livello post-sinaptico, innescano la sintesi e la strutturazione della post-
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sinapsi glutamatergica. Il complesso di proteine deputato al corretto funzionamento della
post-sinapsi viene trasportato sottoforma di complessi proteici preassemblati a livello
citoplasmatico contenenti molecole specifiche come PSD-95, GKAP e Shank la cui
espressione e affiancata dalla localizzazione in membrana dei recettori ionotropici per |l
glutamato (GLU-R), i recettori AMPA e quelli NMDA (Kuzirian and Paradis, 2011).

Il differenziamento sinaptico verso una segnalazione glutamatergica € un processo
regolato dal coinvolgimento di svariate molecole che indirizzano e modulano il
funzionamento della sinapsi.

Non esistono delle proteine che si possano definire indispensabili per la specificazione
glutamatergica, in quanto € basato su un bilanciamento di interazioni tra differenti proteine,
ma il legame che si instaura tra la neuroligina post-sinaptica e la neuressina pre-sinaptica
gioca sicuramente un ruolo importante nello sviluppo di queste sinapsi, se
opportunamente affiancato dalla comparsa di altre proteine come efrinaB (Irie et al., 2005),
Narp (neuronal activity-regulated pentraxin)(O'Brien et al., 2002), Wnt-7a (Lucas and
Salinas, 1997), il legame tra la trombospondina e il suo specifico recettore (Eroglu et al.,
2009). Tali interazioni sono affiancate inoltre da quelle che coinvolgono anche altre
molecole di adesione meno specifiche per questo tipo di sinapsi (Ziv and Garner, 2001).
Neuressina e neuroligina sono due classi di proteine transmembrana all'interno delle quali
sono state individuate numerose molecole di adesione trans-sinaptica deputate alla
corretta strutturazione e identita funzionale della sinapsi (Lise and El-Husseini, 2006,
Shapiro et al., 2007).

All'interno della famiglia delle neuroligine, la neuroliginal & I'isoforma deputata alla
promozione della maturazione funzionale delle sinapsi glutamatergiche, mentre la
neuroligina2 agisce in modo piu specifico a livello di quelle GABAergiche. Inoltre, oltre a
stabilizzare il contatto sinaptico le neuroligine sono in grado di modulare la localizzazione
sinaptica di specifici neurotrasmettitori o recettori (Kuzirian and Paradis, 2011).

Per quanto riguarda altre molecole coinvolte, possiamo ricordare ad esempio che I'efrina
B, legandosi al suo recettore tirosin chinasico (EphB) promuove la formazione di
complessi recettoriali NMDA per il glutamato. Anche Narp, una molecola solubile espressa
da una popolazione di neuroni ippocampali e del midollo spinale, appartiene alla classe di
proteine coinvolte in questo sviluppo agisce in senso positivo sulla localizzazione in
clusters dei recettori AMPA (Ziv and Garner, 2001).
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2.4.2 La sinaptogenesi GABAergica

Proprio come riportato per la formazione delle sinapsi glutamatergiche, anche le sinapsi
GABAergiche si formano nell’arco di poche ore dopo i primi contatti instaurati tra due
neuroni coinvolgendo, oltre a tutta una serie di molecole comuni con le sinapsi
glutamatergiche, una serie di proteine differenti.

A livello GABAergico giocano un ruolo preponderante proteine come la neuroligina2, le
semaforine della classe4 e i fattori di crescita dei fibroblasti (FGF), che vengono
riconosciuti a livello post-sinaptico e sono tre le molecole coinvolte nel differenziamento
delle sinapsi GABAergiche (Terauchi et al., 2010).

Il fattore neurotrofico cerebrale (BDNF), gioca invece un ruolo fondamentale nella
sinaptogenesi sia glutamatergica che GABAergica, come verra successivamente discusso
piu nel dettaglio (par 2.6.1), insieme ad alcuni fattori trofici rilasciati dagli astrociti,
importanti per la formazione e per lo sviluppo di entrambi i tipi di sinapsi (Kuzirian and
Paradis, 2011).

2.4.3 Le sinapsi GABAergiche modificano la loro risposta funzionale durante la

maturazione

L’attivazione dei recettori GABAergici nei neuroni maturi genera un’iperpolarizzazione
cellulare a seguito del legame con i suoi recettori specifici, determinando I'ingresso di ioni
CI' nel neurone e generando cosi il classico effetto inibitorio promosso dalla segnalazione
GABAergica. Nei neuroni immaturi, pero, il GABA, agendo attraverso i medesimi recettori,
determina una depolarizzazione con conseguente azione eccitatoria. Tale fenomeno
dipende da un differente gradiente di ioni cloro e potassio a livello intracellulare che viene
regolato da specifici co-trasportatori ionici espressi sulla membrana del neurone. Durante
lo sviluppo embrionale, e nelle prime fasi postnatali, | neuroni esprimono
preferenzialmente il co-trasportatore per gli ioni sodio, potassio e cloro (NKCC1),
causando un incremento della concentrazione intracellulare di cloro. Per questo motivo,
I'attivazione dei recettori GABA provoca una fuoriuscita di ioni CI" dalla cellula verso
'ambiente extracellulare secondo gradiente di concentrazione inducendo una
depolarizzazione della cellula.

Durante le fasi di maturazione si assiste invece a una diminuzione dell’espressione di

NKCC1 e a un sensibile aumento del co-trasportatore degli ioni cloro e potassio, KCC2.
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Quest'ultimo, trasportando in modo attivo gli ioni CI" e K* all’esterno della cellula mantiene
la concentrazione di CI intracellulare piu bassa. In questo caso, I'attivazione dei recettori
ionotropici per il GABA, e la conseguente apertura, determina l'ingresso netto di cloro nei
neuroni, iperpolarizzazione e quindi un effetto finale di tipo inibitorio (Fig.7) (Kuzirian and
Paradis, 2011).
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Fig. 7: Espressione di NKCC1 e di KCC2 durante lo sviluppo (a) e sui neuroni maturi (b), con conseguente
cambiamento del flusso di cloro in seguito all’attivazione dei recettori GABA

La corretta modulazione temporale dei due co-trasportatori € di cruciale importanza
durante lo sviluppo del SNC in quanto una precoce o tardiva espressione del KCC2
potrebbe danneggiare il delicato equilibrio tra segnalazione di tipo eccitatorio e inibitorio e
che nell’adulto caratterizza una “circuiteria neuronale” funzionalmente efficiente (Lee et al.,
2005, Zhu et al., 2008, Horn et al., 2010).

2.5 | recettori post sinaptici responsabili della trasmissione eccitatoria e

inibitoria

2.5.1 | recettori glutamaterqici

Il neurotrasmettitore principalmente deputato alla segnalazione eccitatoria a livello
cerebrale e sicuramente il glutamato. Questo agisce tramite interazione con diversi tipi di
recettori post-sinaptici sia ionotropici che metabotropici.
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Tra i recettori ionotropici, denominati iGIUR, troviamo tre distinti recettori che rispondono in
modo selettivo al N-metil-D-aspartato (NMDA), allacido a-ammino-3-idrossi-5-metil-4-
isoazolepropionico (AMPA) e al 2-carbossi-3-carbossimetil-4-isopropenil pyrrolidine
(Kainato) (Oswald, 2004, Kew and Kemp, 2005, Petralia, 2012).

Tutti i recettori di questa famiglia mostrano una struttura comune caratterizzata da quattro
diverse subunita dotate di un dominio N-terminale extracellulare, seguito da un primo
dominio transmembrana, un dominio che non attraversa la membrana ma contribuisce alla
creazione di un poro per il passaggio di ioni, e da altri due domini transmembrana ai quali
fa seguito una corta coda citoplasmatica. Il sito di legame per il glutamato € localizzato in
una tasca tra la regione extracellulare N-terminale e il loop extracellulare tra i domini
transmembrana due e tre (Fig.8) (Kew and Kemp, 2005).

Dominio
extracellulare

PSRN
s

Dominio
intracellulare

Fig. 8: Struttura di un tipico recettore ionotropico con i suoi differenti domini

Per quanto riguarda la famiglia dei recettori NMDA, essa € costituita da sette differenti
subunita funzionali che si assemblano in modo differente generando risposte distinte.
Studi funzionali e di elettrofisiologia hanno evidenziato che questi recettori per essere
funzionali devono essere composti almeno da 4 subunita funzionali, due di tipo NR1
leganti la glicina, modulatore allosterico, e due di tipo NR2 leganti il
glutamato.L’attivazione di questi recettori richiede I'occupazione contemporanea sia dei
due siti per la glicina che di quelli per il glutamato (Mori and Mishina, 1995).

| recettori AMPA sono invece una famiglia di recettori composti da quattro subunita,
codificate da geni separati e che si assemblano per formare un tetramero eterodimerico.

Una caratteristica di questi recettori € che la presenza della subunita GluR2 nel tetramero
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lo rende permeabile al calcio: i recettori AMPA privi di questa subunita consentono infatti il
passaggio del calcio.

| recettori Kainato, invece, sono formati da due famiglie correlate, una composta dalle
subunita GIUR5-7 e laltra dalle KA-1 e KA-2. Anche questi recettori funzionano come
complessi omodimerici o eterodimerici di quattro subunita consentendo il passaggio di
specifici ioni in seguito alla loro attivazione e in particolar modo gli ioni Ca* e K* (Kubo
and Ito, 2004, Kew and Kemp, 2005).

Al contrario dei recettori precedentemente descritti, i recettori metabotropici (mGIuR) del
glutamato non svolgono la loro funzione attraverso l'attivazione di un poro che consente la
permeabilita cellulare a ioni, ma sono associati a proteine G e svolgono la loro funzione
attivando una cascata di secondi messaggeri che ne trasducono il segnale.

Ad oggi se ne sono identificati otto membri, divisi in tre gruppi sulla base dell’omologia di

sequenza, al secondo messaggero ad essi associato e alla loro farmacologia:

(1) il gruppo | (mGIluR1 e mGIuR5),
(i) il gruppo Il (mGluR2 e mGIuR3)
@ii) il gruppo lll (mGluR4, mGIuR6, mGIuR7, mGIuRS).

In particolare, i recettori appartenenti al primo gruppo sono associati alla fosfolipasi C
(PLC) tramite G¢/G11, mentre quelli del gruppo Il e Il sono accoppiati a Gi/G, e sono
responsabili dell’inibizione dell’attivita dell’adenilato ciclasi.

Ad eccezione del recettore mGIuR6 espresso solo a livello della retina, tutti gli altri sono
ubiquitariamente espressi in tutto il SNC, sia sui neuroni che sugli astrociti.

A livello neuronale, i recettori del primo gruppo sono tipicamente post-sinaptici e svolgono
la reale funzione di trasmissione dell'informazione, mentre quelli del secondo e terzo
gruppo sono soprattutto localizzati a livello pre-sinaptico, e hanno il compito di regolare il
rilascio di neurotrasmettitori (Zakharenko et al., 2002).

Tutte le isoforme dei recettori mGIuR sono classificate come recettori a sette domini
transmembrana accoppiati a proteine G. Questi presentano un dominio N-terminale
extracellulare deputato al legame con il glutamato e sette segmenti transmembrana che,
insieme alla loro coda carbossi-terminale modulano I'attivazione della proteina G. |l
dominio C-terminale gioca inoltre un ruolo importante nella regolazione dell’attivita di
questi recettori tramite I'interazione con proteine specifiche come la calmodulina (Fig.9)
(Scheschonka et al., 2008).
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A, Glutamato
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Fig. 9: Struttura di un tipico recettore metabotropico per il glutamato con i suoi differenti domini
[Immagine riedita da fonte internet]

A livello funzionale questi recettori sono attivi solo quando formano dei complessi
omodimerici: in assenza di ligando, i domini extracellulari dei due recettori sono
fisicamente separati, mentre, in seguito al legame con l'agonista, essi modificano la loro
conformazione attivando le varie vie di trasduzione del segnale ad essi associate

(Yanagawa et al., 2011).

2.5.2 | recettori GABAergici

| recettori che a livello sinaptico legano il GABA si suddividono in due classi: quelli
ionotropici, inseriti nella sottofamiglia dei recettori GABAa, € quelli della sottofamiglia
recettoriale dei metabotropici, i GABAg.

| recettori ionotropici GABAx mediano la trasmissione neuronale inibitoria tramite la
regolazione del passaggio del cloro attraverso la formazione di un canale integrato a livello
della membrana plasmatica nelle regioni post-sinaptiche (Sieghart, 2000). Questi recettori
svolgono le loro funzioni formando dei complessi pentamerici costituiti da diverse subunita,
le quali danno origine a un complesso multirecettoriale funzionale solo quando
opportunamente combinate tra di loro (Fig. 10). La forma piu diffusa a livello sinaptico é |l
pentamero contenente due subunita a, due subunita B e una subunita y nelle loro diverse
varianti. In particolare il recettore pit comunemente espresso € il pentamero aif,yo2,

seguito dalla combinazione azB3y2 € asBsya.
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Fig. 10: Schema di un tipico complesso pentamerico di un recettore ionotropico GABAergico nello stato
attivo (sinistra) e inattivo (destra)

L’espressione dei diversi sottotipi di complessi recettoriali € specifica e ben caratterizzata
per specifiche regioni cerebrali, nelle quali le varie combinazioni svolgono la stessa
funzione primaria di scambiatori ionici, ma possono dar luogo a segnalazioni secondarie
piu finemente regolate, dovute a modificazioni conformazionali dei recettori attivati e alla
differente attivazione di effettori a livello citoplasmatico o in membrana (Luscher and
Keller, 2004, Tretter and Moss, 2008, Kuzirian and Paradis, 2011).

La classe dei recettori metabotropici GABAg, invece, segnala a livello post-sinaptico
attraverso le proteine G, e G;j, le quali attivano diverse vie trasduzione del segnale, come
I'attivazione dei canali ionici permeabili al potassio o I'inibizione dell’adenilato ciclasi con la
conseguente diminuzione dell’attivazione della protein chinasi A (PKA).

A differenza dei recettori ionotropici GABA,, i recettori GABAg si distinguono solo in due
sottofamiglie: GABAg: e GABAg: (Fig.11).

GABA,R1 GABAR2

H,N

_-GABA/bacloten
o

Canali al K*

postsinaptici

Fig. 11: Schema dei due recettori metabotropici GABAergici con l'indicazione di alcuni effetti da loro
mediati

| recettori GABAg post-sinaptici non sono espressi propriamente a livello della zona attiva,
ma a livello di siti extrasinaptici e vengono attivati solo dal rilascio di elevate quantita di

GABA (Bettler and Tiao, 2006). Nei neuroni ippocampali piramidali I'attivazione dei
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recettori GABAg pud avere come conseguenza l'iperpolarizzazione delle cellule post-
sinaptiche, la quale differisce da quella indotta dai recettori GABAA ed € necessaria per
regolare I'attivita neuronale. Altri recettori GABAg sono stati identificati anche a livello dei
terminali pre-sinaptici delle sinapsi glutamatergiche e degli assoni GABAergici. Questi
recettori pre-sinaptici possono svolgere numerose funzioni di regolazione della
segnalazione nervosa attraverso specifici meccanismi molecolari come la regolazione dei
canali per il potassio e indirettamente limitando il rilascio di neurotrasmettitore (Bormann,
2000, Kuzirian and Paradis, 2011).

2.6 Il coinvolgimento di fattori trofici nello sviluppo neuronale sinaptico:

I'azione svolta dalle neurotrofine

All'interno dei processi che regolano il corretto sviluppo morfologico e funzionale del
neurone va sicuramente presa in considerazione una classe di molecole molto ampia: le
neurotrofine.

Queste molecole, rilasciate sia dal neurone stesso che dalle cellule gliali circostanti, hanno
la capacita di interagire con il neurone attivando diversi processi e modulandone sia la
crescita che la plasticita sinaptica.

Le neurotrofine appartengono alla famiglia dei fattori di crescita e tra le piu importanti
possiamo citare il nerve growth factor (NGF), il brain derived growth factor (BDNF), la
neurotrofina 3 (NT3) e la neurotrofina 4/5 (NTy5). Queste molecole espletano la loro attivita
attraverso un legame ad elevata affinita con la famiglia dei recettori chinasici legati alla
tropomiosina (TrK): in particolare, 'NGF lega preferenzialmente TrkA, il BDNF e I'NT4s
legano TrkB, mentre I'NT3 si lega a TrkC. L’attivazione dei recettori TrK pud portare a un
rapido cambiamento della struttura e della funzione di proteine locali o, se il segnale e
propagato fino al nucleo, puo andare a modulare I'espressione genica del neurone. Il
legame della neurotrofina al suo specifico recettore ne provoca la dimerizzazione e
I'autofosforilazione, attivando una cascata di segnali intracellulari tra cui, ad esempio,
I'attivazione della via delle protein-chinasi attivate da mitogeno (MAPK) e l'attivazione di
ERK 1 e 2 (Chao, 2003). Tutte le neurotrofine, sia nella loro forma matura, sia nello stato
precursori molecolari immaturi (pro-neurotrofine), legano anche il pan neurotrophic
receptor p75 (p75NTR). Tale interazione pud portare a differenti eventi coinvolti nella
sopravvivenza neuronale, morte cellulare e mielinizzazione, sia in base al tipo di

neurotrofina che vi si lega, sia in base allo stato del p75 stesso: questo recettore infatti puo
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formare complessi dimerici con gli altri recettori Trk andando a modificare il tipo di risposte
generate.

Come detto, all'interno del sistema nervoso, le neurotrofine partecipano a diversi processi,
tra i quali apoptosi cellulare, formazione dei dendriti, rilascio di neurotrasmettitori e
plasticita sinaptica.

Nello specifico, il BDNF e il NT3, hanno un ruolo chiave nella crescita, nel rimodellamento
e nella stabilita di neuriti ippocampali, corticali e cerebellari intervenendo anche nella
regolazione del bilancio netto della trasmissione neuronale in senso inibitorio 0 eccitatorio
(Frerking et al., 1998, Drake-Baumann, 2005, Jacobi et al., 2009). Studi condotti su colture
di neuroni ippocampali embrionali hanno, inoltre, evidenziato che queste neurotrofine non
solo regolano in modo positivo il numero di connessioni sinaptiche, ma che sono anche in
grado di incrementare il numero di VS giustapposte alle zone attive (Tyler and Pozzo-
Miller, 2001). A livello delle sinapsi eccitatorie, i BDNF sembra promuovere la
maturazione dei terminali pre-sinaptici e il turnover delle VS glutamatergiche e generare
anche un aumento della frequenza delle correnti post-sinaptiche eccitatorie in miniatura
(mEPSC) (Rutherford et al., 1998).

L’interazione tra il BDNF e il suo specifico recettore Trk (TrkB) mostra pero anche la
capacita di modulare e potenziare i meccanismi inibitori cerebrali: il BDNF é infatti in grado
di promuovere la crescita di rami assonali GABAergici e di aumentare la formazione di
contatti sinaptici inibitori a livello dell’ippocampo, corteccia e cervelletto in vivo e in vitro
(Marty et al., 2000, Seil and Drake-Baumann, 2000, Yamada et al., 2002a).

Resta pertanto complesso assegnare al BDNF un ruolo specifico, ma sembra piuttosto
che questa neurotrofina sia in grado di partecipare attivamente a moltissimi processi

neuronali anche contrapposti tra di loro.

2.6.1 Azione del BDNF sui terminali GABAerdici

I BDNF, attraverso I'attivazione di TrkB, incrementa a livello presinaptico I'espressione
della decarbossilasi dell’acido glutammico (GAD), responsabile della sintesi del GABA, e |l
rilascio e l'internalizzazione del GABA stesso.

A livello post-sinaptico invece esso interviene promuovendo la crescita e I'arborizzazione
dendritica e lincremento del numero dei cluster di recettori presenti agendo anche
sull’attivazione e la regolazione di alcuni fattori trascrizionali come CREB (Jin et al., 2003,
Sanchez et al., 2006, Kwon et al., 2011).
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Utilizzando topi BDNF' & stata infatti riscontrata una riduzione dei terminali inibitori
(Aguado et al., 2003a), mentre la somministrazione esogena di questa neurotrofina o
I'utilizzo di animali che sovraesprimono il BDNF causa un aumento nel numero delle
sinapsi GABAergiche e della trasmissione inibitoria (Studer et al., 1996, Frerking et al.,
1998, Jo, 2012).

E’ anche interessante sottolineare come una prolungata e frequente stimolazione
neuronale promuova la sintesi e in rilascio di BDNF e come, di contro, questa neurotrofina
possa promuovere il potenziamento a lungo termine (long term potentiation, LTP),
indicando un suo ruolo chiave non solo nella formazione, ma anche nella stabilizzazione e
nella regolazione della funzionalita delle sinapsi GABAergiche (Lu et al., 2008, Diogenes
et al., 2011, Mei et al., 2011).

Anche il rilascio di BDNF da parte degli astrociti sembra coinvolto nel’aumento del numero
di terminali pre-sinaptici delle sinapsi inibitorie, aumentando i livelli di sinaptofisina e del
trasportatore vescicolare del GABA (v-GAT) (Elmariah et al., 2005b).

2.6.2 1l coinvolgimento dei neurosteroidi nella reqolazione dello sviluppo delle sinapsi

Come accennato, esiste una vasta serie di molecole coinvolte nella regolazione sinaptica.
Tra queste troviamo i neurosteroidi, ritenuti importanti modulatori dei processi di
formazione e rimodellamento delle sinapsi GABAergiche.

E’ stato recentemente dimostrato, ad esempio, che la produzione di estradiolo a livello
ippocampale € in grado di modulare la trasmissione GABAergica: durante il neurosviluppo
infatti, esso € in grado di potenziare i segnali generati I'attivazione del GABA, mentre
nell’ippocampo adulto promuove la formazione di un maggior numero di terminali sinaptici
inibitori e modula inoltre la formazione delle spine sui dendriti dei neuroni eccitatori
(Wojtowicz et al., 2008, Wojtowicz and Mozrzymas, 2010).

Effetti di potenziamento sulla trasmissione inibitoria GABAergica sono stati visti anche in
pazienti che fanno abuso di steroidi e anabolizzanti, nei quali si assiste all'insorgenza di
stati di depressione o ansia, riconducibili a uno squilibrio tra la trasmissione eccitatoria e
inibitoria a livello del SNC, come dimostrato da studi su modelli murini in cui la
somministrazione di questi steroidi causa un aumento della trasmissione inibitoria
(Oberlander and Henderson, 2012).

L’utilizzo di queste molecole & stato considerato anche come possibile trattamento di

malattie del SNC, come I'epilessia del lobo temporale (TLE) dove, si assiste a uno
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squilibrio nella trasmissione neuronale a favore della componente eccitatoria. La
comprensione dei meccanismi d’azione e l'utilizzo dei neurosteroidi in modelli animali
suggerisce che queste molecole potrebbero essere in grado di ripristinare, almeno in
parte, il corretto bilancio della trasmissione degli impulsi nervosi in pazienti affetti da TLE
(Biagini et al., 2009, Joshi et al., 2011).

Queste informazioni suggeriscono un importante ruolo dei neurosteroidi a livello della
regolazione delle sinapsi GABAergiche, ampliando lo spettro delle molecole che devono
essere analizzate per una migliore comprensione dei meccanismi che stanno alla base

della modulazione dei segnali prodotti dal SNC.
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3LECELLULE GLIALI

Le cellule gliali rappresentano la popolazione cellulare piu abbondante a livello del SNC.
Esse sono circa 30 volte piu numerose rispetto ai neuroni e sono cellule deputate al
supporto della funzionalita neuronale tramite il loro coinvolgimento nei processi di
migrazione, stabilizzazione dei contatti sinaptici e trasmissione degli impulsi nervosi
attraverso i processi di mielinizzazione degli assoni.
La prima caratteristica riscontrata in queste cellule & quella di supporto, da cui ne deriva
anche il nome (dal greco glia=colla).
Un piu approfondito studio delle loro funzioni ha permesso di dividere le cellule gliali in due
classi principali:
(1) Le cellule della microglia
Sono cellule di derivazione mesodermica che originano in zone esterne rispetto
al SNC e che solo in seguito, tramite processi di migrazione cellulare, vanno a
localizzarsi e a svolgere le loro funzioni all'interno dello stesso.
Tipicamente queste cellule hanno un ruolo fondamentale durante i processi di
inflammazione, attivandosi ad esempio in caso di lesioni, infezioni o danni
ipossici. Si pensa che questi tipi cellulari vadano incontro ad attivazione nel
corso di numerose patologie, fra cui la sclerosi multipla, la demenza da AIDS e
in numerose altre forme neurodegenerative croniche come il morbo di Parkinson
e la malattia di Alzheimer (Crews and Masliah, 2010, Qiao et al., 2012).
(i) Le cellule della macroglia
Questa classe delle cellule gliali € composta dai due tipi cellulari che sono

predominanti nel SNC: gli oligodendrociti e gli astrociti.

3.1 Gli Astrociti

Queste cellule mostrano una morfologia ben caratterizzata e sono riconoscibili anche
attraverso I'espressione di specifiche proteine.

Nello specifico gli astrociti si possono suddividere in due sottotipi differenti in base alla loro
morfologia e localizzazione anatomica. Il primo sottotipo € quello degli astrociti
protoplasmatici (o di tipo 1), situati nella materia grigia e caratterizzati da numerosi
prolungamenti corti e spessi. Questi creano delle interazioni sia con i vasi sanguigni
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(creando uno dei pochi punti di interscambio tra il sistema circolatorio e quello nervoso) sia
con le sinapsi svolgendo un ruolo di stabilizzazione e regolazione della loro funzionalita
(par 2.4.2). Il secondo sottotipo di astrociti invece € quello degli astrociti fibrosi (o di tipo II),
localizzati prevalentemente nella materia bianca e caratterizzati da numerosi
prolungamenti sottili e lunghi. Questo sottotipo, oltre che a mantenere un contatto con |l
sistema circolatorio, interagisce con i nodi di Ranvier svolgendo anche in questo caso

funzioni di supporto strutturale e funzionale. (Sofroniew and Vinters, 2010).

3.2 Caratteristiche generali degli astrociti

La formazione e la corretta strutturazione delle cellule della macroglia ha inizio durante le
fasi tardive dellembriogenesi, dopo la formazione dei foglietti embrionali e del tubo
neurale e prosegue per tutto il periodo neo e post natale (Wang and Bordey, 2008).

In particolare, astrociti generano a partire dalla glia radiale, localizzata nella zona
ventricolare embrionica e dai progenitori della zona sub ventricolare radiale nonché in
minor parte da specifici precursori gliali.

Nello specifico, gli astrociti protoplasmatici originano dalla glia radiale embrionica e, in
minor misura, dai progenitori intermedi provenienti dalla zona subventricolare neonatale,
mentre gli astrociti fibrosi derivano principalmente dai progenitori della zona
subventricolare neonatale.

Va inoltre sottolineato che gli astrociti continuano a rinnovarsi e a modellare la struttura di
sostegno deputata al supporto dei neuroni durante tutta le vita dell’individuo (Freeman,
2010).

Come accennato nel paragrafo introduttivo, gli astrociti hanno il compito di garantire una
corretta citoarchitettura a livello del SNC e di prendere contatto sia con i neuroni,
regolandone in parte la funzionalita sinaptica, che con i vasi sanguigni, creando anche in
guesto caso un sistema in grado di fare da tramite tra il circolo sanguigno e il SNC.

Queste loro proprieta sono garantite da una fitta rete di interconnessioni tra gli astrociti
mediante gap junction, giunzioni della membrana plasmatica che consentono la
comunicazione e il passaggio di numerose molecole biologicamente importanti, come i
nucleotidi, gli zuccheri, gli amminoacidi, i piccoli peptidi, il cAMP, il calcio e l'inositolo
trifosfato (fino a un massimo di 2 KDa).

La corretta comunicazione intercellulare € considerata di vitale importanza per coordinare

le attivita elettriche e biochimiche di ciascuna cellula in relazione a quelle adiacenti,
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equilibrando le loro concentrazioni ioniche intracellulari e regolandone I'attivita (Magistretti
and Ransom 2002).

Oltre alla comunicazione tramite gap junction, le cellule gliali comunicano anche con i
neuroni attraverso molecole rilasciate nello spazio extracellulare modulando le
concentrazioni ioniche e la presenza di specifiche sostanze neuromodulatorie o trofiche
nello spazio extracellulare adiacente al neurone. A loro volta gli astrociti sono influenzati
dai segnali rilasciati dai neuroni adiacenti grazie alla presenza sulla loro membrana di
recettori, inclusi quelli specifici per i neurotrasmettitori, per le varie molecole segnalatorie
presenti nello spazio sinaptico (Ben Achour and Pascual, 2012).

Sulla membrana degli astrociti sono infatti presenti: recettori metabotropici associati a
proteine G, recettori che rispondo a specifici fattori di crescita, chemochine e steroidi.
Sono inoltre presenti recettori coinvolti nella regolazione dello sviluppo degli astrociti stessi
e nella risposta a danni neuronali (Magistretti and Ransom 2002).

Un’ulteriore caratteristica importante degli astrociti € che sono le uniche cellule, a livello
cerebrale, a contenere il glicogeno, considerata un’importante molecola di riserva
energetica (Dinuzzo et al., 2012).

Infine, un'altra proprieta importante che caratterizza gli astrociti € data dalla presenza,
sulla loro membrana cellulare, di diversi canali voltaggio dipendente, selettivi per il calcio,
per il potassio e per il sodio. L’attivazione dei canali voltaggio-dipendente risulta
importante per la comunicazione sia tra gli astrociti stessi, che tra gli astrociti e le cellule
neuronali. L’aumento del calcio, ad esempio, €& indotto dall'interazione tra I'astrocita e i
neurotrasmettitori. come il glutammato. che possono essere rilasciati sia durante I'attivita
neuronale sia da parte degli astrociti stessi.

Infine, il calcio puo essere responsabile della propagazione di segnali agli astrociti vicini
(Sofroniew and Vinters, 2010) attraverso “onde di calcio” che vengono trasmesse da una
cellula all’altra e che possono modulare la funzionalita di astrociti posti anche a distanza

rispetto allo stimolo di origine.

3.2.1 Marcatori molecolari tipicamente utilizzati per l'identificazione degli astrociti

A livello sperimentale sono state individuate diverse proteine specifiche che caratterizzano
gli astrociti e che vengono spesso utilizzate per la loro identificazione e caratterizzazione.
Tra i marcatori molecolari comunemente utilizzati (sebbene alcuni di questi non siano

esclusivamente espressi in queste cellule) ci sono la proteina fibrillare acida della glia
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(GFAP) (Martin et al., 1991), la glutamina sintetasi, S100 (Antunez et al., 1991) e i
trasportatori gliali del glutamato.

Tra queste la GFAP é sicuramente la proteina piu utilizzata come marcatore astrocitario.
Questa proteina viene tipicamente utilizzata per poter identificare gli astrociti in
immunoistochimica anche se la sua espressione non pud essere correlata a tutti gli
astrociti in quanto spesso non é rilevabile in tessuti del SNC sano, dal momento che molti
astrociti non esprimono sufficienti livelli di questa proteina. Inoltre, la GFAP non e
espressa in tutto il citoplasma degli astrociti ed & assente in molti prolungamenti sottili non
permettendo quindi una marcatura dell’intera struttura della cellula.

Per questi motivi una completa caratterizzazione di queste cellule richiede ['utilizzo
contemporaneo di marcatori diversi in modo da avere una panoramica piu precisa della

distribuzione di queste cellule (Sofroniew and Vinters, 2010).

3.3 Funzioni di supporto al SNC svolte dagli astrociti

Queste cellule sono tipicamente implicate in una vasta serie di processi che garantiscono
il corretto funzionamento del SNC (Fig. 12) come la promozione della maturazione
neuronale, la stabilizzazione e la regolazione dell’attivita sinaptica, il mantenimento di un
corretto microambiente extracellulare vitale per i neuroni e la regolazione dell’angiogenesi
(Wang and Bordey, 2008); inoltre alcune loro disfunzioni comportano la progressione di
specifiche patologie, come riportato per le forme familiari della sclerosi laterale amiotrofica
(Diaz-Amarilla et al., 2011).

Fig.12 Rappresentazione schematica delle principali funzioni svolte dagli astrociti.
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3.3.1 Coinvolgimento deqli astrociti nello sviluppo neuronale

Durante lo sviluppo neuronale queste cellule svolgono un ruolo chiave, supportando e
modulando l'indirizzamento assonale verso le zone di contatto con altri neuroni: questa
funzione viene svolta grazie alladesione dei prolungamenti assonali con la matrice
extracellulare che & anche in grado di regolarne la lunghezza. (Webb et al., 2001, TC et
al., 2011)

Gli astrociti sono essenziali anche per la formazione e la funzionalita delle sinapsi nascenti
attraverso il rilascio di molecole segnale, come il fattore di crescita nervoso (NGF), il
fattore neurotrofico cerebrale (BDNF), la neurotrofina 3 (NT-3), il fattore di crescita dei
fibroblasti (FGF), o la famiglia delle trombospondine, che sono in grado di controllare la
maturazione, la sopravvivenza dei neuroni. In caso di danno cerebrale, intervengono
anche nel rimodellamento delle giunzioni sinaptiche attraverso il rilascio di segnali che
inducono I'espressione del complemento C1q, in modo da stimolare la loro eliminazione
da parte della microglia (Vaccarino et al., 2007, Wang and Bordey, 2008, Sofroniew and
Vinters, 2010).

3.3.2 Coinvolgimento degli astrociti nel’omeostasi delle sinapsi

Data la stretta vicinanza e l'interazione diretta con i neuroni, gli astrociti sono in grado di
partecipare al mantenimento del’lomeostasi dei fluidi e dei livelli di pH extracellulari,
indispensabile per la corretta funzionalita sinaptica. Queste funzioni sono svolte grazie alla
modulazione delle concentrazioni di ioni, neurotrasmettitori e molecole regolatorie che
vengono rilasciati nello spazio intersinaptico durante questi processi di segnalazione
(Wang and Bordey, 2008, Sofroniew and Vinters, 2010).

Inizialmente si riteneva che gli astrociti svolgessero principalmente un ruolo di sequestro
dei neurotrasmettitori a livello della fessura sinaptica (Balazs et al., 1997) e solo negli
ultimi anni si @ invece visto come queste cellule siano anche in grado di rilasciare
direttamente alcuni neurotrasmettitori, come il GABA o il glutammato, rendendo ancora piu
importante il loro ruolo a livello sinaptico (Hamilton and Attwell, 2010).

Per quanto riguarda la loro azione sulle sinapsi di tipo eccitatorio, la sintesi di glutammato
neuronale, si sa che esso puo derivare dal metabolismo del glucosio a livello del soma,
ma diversi esperimenti rivelano che il principale precursore del glutammato rilasciato nella

zona attiva e rappresentato dalla glutammina rilasciata dagli astrociti e ricaptata tramite un
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trasportatore specifico dai neuroni, supportando ulteriormente i ruoli funzionali descritti a
carico di queste cellule (Fig. 13) (Torgner and Kvamme, 1990, Magistretti and Alonso,
2002, Sershen, 2012).

Il glutamato rilascio viene rimosso dalla zona attiva principalmente dagli astrociti adiacenti.
Negli astrociti esso viene convertito in glutammina attraverso I'enzima glutammina
sintetasi, localizzato soprattutto a livello dei prolungamenti astrocitari che circondano le
sinapsi glutamatergiche. La glutamina viene a sua volta rilasciata a livello della
terminazione sinaptica e ricaptata a livello pre-sinaptico dai neuroni permettendo la sintesi
di nuovo glutamato per implementare il pool di neurotrasmettitore vescicolare (Chaudhry
et al., 2002, Sidoryk-Wegrzynowicz et al., 2011).

'
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Fig. 13 Coinvolgimento degli astrociti nella sintesi e rimozione del glutammato a livello sinaptico: ciclo

glutammato-glutammina.

Anche a livello delle sinapsi inibitorie gli astrociti giocano un ruolo importante, svolgendo le
stesse funzioni descritte per le sinapsi glutamatergiche (Le Meur et al., 2012).

In definitiva queste cellule sono essenziali, non solo per la sintesi, ma anche per la
rimozione dei neurotrasmettitori, GABA e glutammato, rilasciati nello spazio sinaptico. In
particolare, essi esprimono numerosi trasportatori ad alta affinita per il glutamato e |l
GABA, localizzati vicino allo spazio sinaptico.

In assenza di questi meccanismi di regolazione delle concentrazioni di neurotrasmettitori a
livello sinaptico, da parte degli astrociti, si verrebbero infatti a creare degli effetti citotossici
e dannosi per i neuroni (Magistretti and Alonso, 2002, Wang and Bordey, 2008).

55



3.3.3 Coinvolgimento deqli astrociti nella regolazione del metabolismo del SNC

Gli astrociti sono in grado di contribuire attivamente alla regolazione del metabolismo del
SNC anche attraverso il contatto con i vasi sanguigni.

Attraverso la presenza di numerosi trasportatori per il glucosio, queste cellule hanno il
compito trasportare nel sistema nervoso il glucosio presente nel sistema circolatorio, in
modo da garantire i metaboliti energetici alle varie popolazioni neuronali. Il trasporto di
glucosio dal sistema circolatorio verso il SNC & correlato con l'attivita dello stesso: piu
intensa & I'attivita neuronale, piu gli astrociti interagiscono con i vasi sanguigni garantendo
il trasporto del glucosio e un adeguato supporto metabolico (Sofroniew and Vinters, 2010).
Recentemente, lo studio dei meccanismi attraverso cui gli astrociti forniscono un supporto
energetico ai neuroni ha portato alla luce nuove molecole, oltre al glucosio, importanti a
tale scopo (Dinuzzo et al., 2012). E noto ad esempio che gli astrociti rappresentano la
principale fonte di glicogeno del SNC e recenti evidenze hanno proposto l'uso di questa
riserva energetica come valido sostegno dell’attivita neuronale durante episodi di
ipoglicemia e periodi di elevata attivita (Matsui et al., 2012). Anche in questo caso i livelli di
glicogeno assorbito a livello sanguigno e rilasciato nel SNC sono influenzati dall’attivita
neuronale e dalle concentrazioni di neurotrasmettitori ricaptate dagli astrociti stessi
(Sofroniew and Vinters, 2010). Infine, alcuni lavori sembrerebbero supportare un
meccanismo attraverso il quale, durante i periodi di ipoglicemia, le riserve di glicogeno
degli astrociti vengono convertite in lattato, il quale e trasferito ai neuroni adiacenti, dove
viene utilizzato in condizioni anaerobiche come fonte energetica. (Wang and Bordey,
2008).

3.4 Gli oligodendrociti

Gli oligodendrociti (OL) appartengono alla macroglia e sono localizzati principalmente a
livello della sostanza bianca del cervello. Queste cellule durante il loro sviluppo vanno
incontro a maturazione attraverso degli stadi sequenziali ben caratterizzati che prevedono:

(1) Origine dei precursori degli OL (OPC) dalle cellule del neuroepitelio

(i) Migrazione attraverso il SNC verso la corretta localizzazione

(i) Proliferazione

(iv)  Differenziamento in OL maturi
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L’ultima fase di differenziamento verso la completa maturazione coincide con la capacita
di produrre la mielina, deputata ad avvolgere I'assone e responsabile della trasmissione
saltatoria degli impulsi nervosi (Jackman et al., 2009). In realta nel SNC sono presenti
anche degli OL che non producono mielina, detti “OL satellite”, che sembrano essere
strettamente coinvolti nella regolazione del microambiente in cui risiedono i neuroni
(Takasaki et al., 2010).

3.4.1 Oligodendrogenesi e origine dei precursori degli oligodendrociti (OPC)

Gli OL nell’adulto sono localizzati sia a livello del midollo spinale che del cervello, ma
seguono diversi processi di maturazione e migrazione.
Nel midollo spinale, gli OL presenti derivano da un pool di OPC appartenenti a regione
specializzata e localizzata a livello della zona ventricolare ventrale o in minor parte (10-
15%) dalle aree dorsali del midollo spinale (Lu et al., 2002, Cai et al., 2005).
A livello cerebrale, invece, si ritrovano tre popolazioni distinte di OPC che differiscono tra
loro per la zona di origine dei loro precursori, ma che poi si dispongono in tutto il
telencefalo e la corteccia cerebrale (Kessaris et al., 2006):

(1) OPCL1: hanno origine dal’eminenza ganglionica mediale e dall’area anteriore

entopeduncolare del cervello anteriore ventrale.

(i) OPC2: originano a livello del’eminenza ganglionica laterale e/o caudale.

(i)  OPC3: Originano dalla corteccia postnatale.
Queste diverse linee di OPC pur ricoprendo tutte le zone del cervello, competono tra di
loro occupando delle zone specifiche. Va altresi sottolineato che in caso di un grave
danno sia di natura meccanica che infammatoria a una di queste popolazioni durante lo
sviluppo, le altre popolazioni di OPC sono in grado di sostituire in modo efficiente la
popolazione danneggiata garantendo una corretta funzionalita della regione cerebrale
interessata. Restano comunque ancora da chiarire i meccanismi alla base della
competizione e della compensazione selettiva di queste popolazioni (Bradl and Lassmann,
2010).

3.4.2 Meccanismi molecolari alla base della migrazione deqli OPC

La migrazione degli OPC dalle zone di origine € un processo fondamentale per la corretta

funzionalita del SNC, ma a oggi i meccanismi molecolari che regolano il processo di
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migrazione non sono ancora del tutto chiari, sebbene siano state individuate diverse
molecole coinvolte. Tra queste, la famiglia delle molecole di adesione calcio-dipendente
costituita dalle caderine ricopre un ruolo importante. Esse hanno una struttura modulare
che permette la loro interazione con altre proteine segnale, le catenine, deputate al
corretto indirizzamento degli OPC (Balsamo et al., 1996, Ninomiya et al., 2010, Thibault et
al., 2010).

Nel processo di migrazione degli OPC é stato anche descritto il coinvolgimento del fattore
di crescita di derivazione piastrinico (PDGF) e quello dei fibroblasti (FGF).

Il PDGF é costituito da un omodimero o eterodimero di due catene A e B codificate da due
geni diversi. Nel SNC il PDGF-A viene rilasciato dai neuroni e dagli astrociti, mentre |l
PDGF-B da cellule capillari endoteliali. | PDGF lega e attiva due recettori di superficie
PDGFRB e PDGFRa, ed e proprio il legame con questi ultimi a mediare la proliferazione
degli OPC (Fruttiger et al., 1999).

In particolare PDGF-A ha un’azione mitogenica sugli OPC e gioca un ruolo cruciale nel
processo di embriogenesi. Studi recenti hanno dimostrato che l'attivazione del recettore
per il PDGF-A sugli OPC (PDGFRa) porta all'attivazione di numerose vie di segnalazione,
tra cui la via di ERK con conseguente stimolazione della migrazione degli OPC (Sugimoto
et al., 2001, Frost et al., 2009).

Anche FGF ¢ un fattore coinvolto nella migrazione degli OPC e coopera in modo diretto
con il PDGF. In particolare la via attivata da FGF attraverso il suo recettore (FGFR)
innesca diverse vie di segnalazione intracellulare tra cui quelle indotte dalle chinasi
attivate da mitogeni (MAPK), dalla fosfolipasi C gamma (PLCy) e dalla fosfoinositide-3
chinasi (PIsK) che contribuiscono a garantire agli OPC la motilita necessaria per la
migrazione (Osterhout et al., 1997, de Castro and Bribian, 2005, Yun et al., 2010).

Oltre a molecole coinvolte nella promozione della migrazione degli OPC, sono state
individuate anche molecole che ne inibiscono la migrazione, come ad esempio la
chemochina CXCL1, espressa dagli astrociti della materia bianca, a livello del midollo
spinale. Le chemochine, oltre a bloccare la migrazione degli OPC, impediscono al fattore
chemiotattico PDGF di indurre tale processo, regolando la distribuzione spaziale degli OL
nel SNC (Tsai et al., 2002). Sempre in relazione al processo di migrazione degli OPC sono
state studiate alcune molecole chemiotropiche in grado di svolgere delle funzioni inibitorie
sulla migrazione di queste cellule come le netrine e le semaforine (Sugimoto et al., 2001,
Tsai et al., 2003).

58



Anche la tenascina-C ha un effetto inibitorio sulla migrazione degli OPC come descritto nel
ratto a livello della giunzione ottica nella retina e nel tratto finale del nervo ottico (Bartsch
et al.,, 1994). Questa proteina inibisce la migrazione degli OPC sia con un meccanismo
adesione-indipendente (Kiernan et al., 1996) che con un meccanismo adesione-

dipendente.

3.4.3 Molecole regolatorie coinvolte nelle proliferazione degli OPC

Al completamento dei processi di migrazione e il conseguente raggiungimento delle
corrette zone cerebrali gli OPC cominciano a proliferare, sia grazie a stimoli intrinseci che
a molecole presenti nel’ambiente circostante.

Anche in questo processo il PDGF sembra svolgere un ruolo importante: esperimenti
realizzati su topi transgenici PDGFA™, hanno rivelato che il fattore di crescita PDGF-A
regola i processi di divisione cellulare degli OPC e che la loro uscita dal ciclo cellulare si
verifica in seguito a una diminuzione del PDGF-A. Al contrario, una sua over-espressione,
in un modello di topi transgenici PDGFA*"
(Calver et al., 1998).

Inoltre PDGF-A, agendo in modo sinergico con il fattore di crescita basico fibroblastico

, induce una iperproliferazione degli OPC

(bFGF), promuove, attraverso una up-regolazione del recettore PDGFRa, la proliferazione
degli OPC (Robinson et al., 1998).

Nel processo di proliferazione degli OPC ritroviamo anche un coinvolgimento delle
chemochine e del fattore di crescita insulinico | (IGF-I). In particolare e stato visto, in
esperimenti in vitro, che somministrazioni di IGF-I a OPC porta ad un aumento della
proliferazione di questi ultimi, attraverso [lattivazione delle vie di segnalazione,
fosforilazione-dipendente, mediate da Pl;K, MEK1 e Src (Cui and Almazan, 2007).

Anche una serie di inibitori trascrizionali sembrano essere coinvolti nella proliferazione di
queste cellule come ad esempio Hes5, Id4, e Tcf4. Questi fattori infatti, inibendo il
differenziamento, permettono agli OPC di continuare a proliferare andando a posticipare il
momento in cui le cellule escono dalla fase proliferativa del ciclo cellulare e iniziano il loro
processo maturativo (Nave, 2010).

Per mantenere un adeguato numero di OPC e inoltre necessario che venga finemente
regolato anche il loro processo di morte cellulare attraverso I'eliminazione dei precursori in
eccesso (Robinson et al., 1998); a questo proposito giocano un ruolo importante il fattore

TGFp (Trasforming Growth Factor) e TNFa (Tumor Necrosis Factor) (Arnett et al., 2001).
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3.4.4 Molecole reqolatorie coinvolte nelle maturazione degli OPC a OL

Al termine della fase di proliferazione gli OPC vanno incontro alla loro definitiva
maturazione in OL, attraverso un processo che prevede differenti fasi, ognuna identificata
dall’'espressione di marcatori biochimici specifici. Una caratterizzazione fatta in vitro
individua le cellule positive per la proteina O2-A, riconosciuta dall’ anticorpo monoclonale
A2B5, come gli OPC al piu alto stadio indifferenziato. Questi OPC, A2B5-positivi,
presentano una morfologia bipolare , differenziano in maniera costitutiva in OL, ma sono in
grado di dare origine anche ad astrociti di tipo Il se opportunamente stimolati da specifici
segnali extracellulari (Gard and Pfeiffer, 1990, Baracskay et al., 2007).

E’ importante comunque ricordare che una piccola popolazione di OPC resta presente
anche nei tessuti cerebrali adulti, garantendo un potenziale sistema di risposta a eventuali
insulti che si possono verificare a carico degli OL (Wolswijk et al., 1991).

La maturazione degli OPC é caratterizzata da modificazioni morfologiche e funzionali,
attivate da specifici segnali derivanti sia dagli OPC stessi, che dal microambiente nel quale
si localizzano. Subito dopo I'espressione di O2-A, gli OPC risultano positivi per |l
proteoglicano NG2, una proteina transmembrana (Trotter et al., 2010), che cooperando
con il recettore PDGFRa risulta coinvolta in diversi meccanismi di trasduzione del segnale
(Kucharova and Stallcup, 2010).

Lo stadio successivo di maturazione degli OPC coincide con la diminuzione dei livelli di
PDGF, precedentemente descritta (par 3.4.1), con una ridotta capacita migratoria e con
una modificazione morfologica caratterizzata da processi cellulari piu complessi e
ramificati. A questo stadio di maturazione le cellule vengono definite pre-oligodendrociti
(pre-OL) in quanto perdono la capacita di differenziare in astrociti di tipo 11, riducono i livelli
di espressione di NG2 e cominciano a esprimere una nuova proteina, O4, che e
localizzata sia a livello del corpo cellulare che di tutti i processi dei pre-OL (Sommer and
Schachner, 1981).

Una volta completato il processo di maturazione, i pre-OL vanno incontro a una nuova
fase in cui divengono OL immaturi, tipicamente positivi per [I'espressione del
Galactocerebroside (GalC).

In questo stadio gli OL necessitano anche del fattore di crescita IGF per garantire la loro

sopravvivenza (Barres et al., 1992).
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Solo al superamento di tutti questi differenti passaggi, in cui si assiste a diversi
cambiamenti morfologici, metabolici e del corredo proteico, si arriva a completamento
della maturazione di queste cellule e all’effettiva comparsa di proteine specifiche deputate
alla mielinizzazione.

Questa fase e caratterizzata dall’espressione di proteine tra cui la proteina proteolipidica
(PLP) (Bradl and Lassmann, 2010), 'adenomatous polyposis coli (APC), una proteina in
grado di regolare l'azione delle B-cetenine nei processi di proliferazione e adesione
cellulare e la proteina basica della mielina (MBP) (Bradl and Lassmann, 2010), una
glicoproteina che é strettamente coinvolta nei processi di mielinizzazione svolti da queste
cellule (Neshati et al.).

L’espressione e lo spegnimento delle proteine tipiche dei vari stadi di maturazione degli
OL e regolata da diversi fattori trascrizionali come Nkx2, Nkx6.2, Sox10, Oligl e Nkx2.2
che mostrano diversi siti di legame per i promotori di MBP e PLP e sembrano essere
coinvolti anche nella regolazione genica dell’espressione di NG2 e PDGFRa (Xu et al.,
2000, Qi et al., 2001, Stolt et al., 2002).

L’attivita di questi fattori trascrizionali inoltre sembra essere specifica per differenti
processi a seconda del grado di maturazione degli OL: Nkx2.2, ad esempio, viene
progressivamente down-regolato durante gli stadi finali del differenziamento per poi essere
nuovamente up-regolato durante la mielinizzazione, suggerendo un’espressione di tipo
bifasico che indica un suo coinvolgimento in processi funzionali che avvengono in tempi
differenti (Cai et al., 2010).

La fase di maturazione degli OL normalmente si conclude dopo 13 giorni dalla nascita
(P13) con la comparsa delle strutture della guaina mielinica sugli assoni (Fig. 14).

61



g 3 f 3 o401 204/01 : ¢ ;

fnez | o4 ¢ CNPIGaiC CNPIGaC 3 {MepPLP 3
Proteine espresse ¢ PGFGRa ! ECNPIGaIC% 3 MBP/PLP ZMAGMOG
§ 8§ ¢ 3 MAG/APC} MAG/MOGIAPC JARC :
AL wl  aasaaans . N 2 - gt g S /-t 3
NPC “Pre-oL OL immaturo OL mislinizzante oLt =5
¢ con il neurone
2
> —b R R -;‘4 e —> iy, .
Geniatfvati EB.5 (VZ) E12.5 (V) ~E14.5 e i
Olig2
Sox10 _——
Nkx2.2 ==
Nkx6.2

Olig1 = —

Fig. 14: Rappresentazione temporale della maturazione degli OL con I'attivazione dei fattori trascrizionali e

I’espressione di marcatori specifici dei singoli stadi di sviluppo.

L’attivazione e la regolazione dei processi di maturazione negli OPC & anche influenzata
da una serie di microRNA (miRNA), una superfamiglia di molecole di RNA a singolo
filamento di circa 20-24 nucleotidi che hanno la capacita di regolare diversi fattori
trascrizionali (Nave, 2010).

Attraverso studi eseguiti su topi transgenici in cui & stato bloccato il corretto
processamento di alcuni miRNA (MiRNA-219, miRNA-138 e miRNA 338), si & dimostrato
che un loro malfunzionamento causa, nel SNC, la perdita delle capacita mielinizzanti e, in
vitro, il blocco dei processi di differenziamento degli OPC. Questi studi hanno dimostrato,
in particolare, che il miRNA-219 inibisce direttamente I'espressione di PDGFRa, Sox6,
FoxJ3 e ZFP238, tutte proteine normalmente coinvolte nell’attivazione della proliferazione
degli OPC (Dugas et al., 2010) (Fig. 15).
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Fig. 15: Schema rappresentativo dell’attivazione e della regolazione dei miRNA-129 durante i processi di

maturazione degli OL.

3.5 La mielinizzazione: il principale compito funzionale degli OL

La funzione biologica peculiare e maggiormente studiata degli OL € sicuramente la
formazione della guaina mielinica attorno all’assone dei neuroni, processo che prende il
nome di mielinizzazione.

La guaina mielinica e una struttura lipoproteica costituita per il 30% da proteine e per il
70% da lipidi tra cui un’alta percentuale di colesterolo; questa struttura, integrando in
modo diretto con la membrana plasmatica dell’assone, garantisce la corretta conduzione
saltatoria degli impulsi nervosi trasmessi sottoforma di potenziale d’azione.

La proteina maggiormente coinvolta nella corretta formazione di questa struttura e la
mielina, prodotta dagli OL in base a specifici stimoli derivanti dal neurone e dal
microambiente circostante.

Gli OL selezionano gli assoni da mielinizzare non solo attraverso segnali chemiotattici, ma
anche in base al loro diametro, il quale deve essere di circa 0.2 pm.

Come accennato, quindi, si puo affermare che la mielinizzazione sia un processo che
prevede delle strette interazioni cellula-cellula tra i neuroni e gli OL e in particolare e stato
dimostrato che un’aumentata o ridotta attivita neuronale sia in grado di variare i livelli di

mielinizzazione degli stessi a carico degli OL (Tauber et al., 1980).
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Nel SNC l'innesco di un potenziale d’azione porta al rilascio di ATP e adenosina, i quali
sono in grado di mediare una vasta serie di risposte da parte sia degli astrociti che degli
OL. (Fig. 16). Nello specifico, l'adenosina inibisce la proliferazione degli OPC
stimolandone il differenziamento e successivamente inducendo la mielinizzazione (Spiegel
and Peles, 2006), mentre il rilascio di ATP da neuroni attivi non agisce direttamente sugli
OL, ma promuove il rilascio, da parte degli astrociti, del fattore LIF (leukemia inhibitory
factor) che induce la mielinizzazione da parte degli OL maturi (Ishibashi et al., 2009).

i é ATP/Adenosina

1
== #

o T—

Fig. 16: Schema dell’attivazione della mielinizzazione in seguito a rilascio di molecole da un neurone

attivato.

Tra le varie molecole che sembrano regolare negativamente la formazione della mielina
possiamo ricordare: (i) le molecole di adesione neuronale NCAM, coinvolte nei processi di
indirizzamento della crescita assonale e solo in seguito a una loro down-regolazione
hanno inizio i processi di mielinizzazione (Landmesser et al., 1990, Nait Oumesmar et al.,
1995); (ii) LINGO-1, una proteina transmembrana espressa sia sui neuroni che sugli OL
caratterizzata da porzioni ripetute di leucine e da un dominio per le immunoglobuline.
L’inibizione dell’espressione di LINGO-1 induce un aumento della mielinizzazione, mentre
una sua sovra-espressione ne determina l'inibizione (Mi et al., 2005); (iii) la famiglia delle
glicoproteine Notch di cui fanno parte quattro recettori (Notch 1-4) che sono coinvolti in
svariati processi cellulari, tra cui processi di mielinizzazione degli OL.

In particolare, gli OL esprimono il recettore Notchl sia nella fase di sviluppo che in quella

di maturazione. In risposta al legame con i suoi ligandi classici (Jaggedl e Delta) Notchl
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subisce un taglio proteolitico che attiva la traslocazione nel nucleo di un specifico dominio
responsabile della regolazione trascrizionale di diversi geni che svolgono un effetto
inibitorio sulla differenziazione degli OL e sulla mielinizzazione (Wang et al., 1998).

Va sottolineato perdo che Notchl svolge un’azione inibitoria solo duranti le fasi finali del
differenziamento degli OL: é stato infatti descritto che il legame con Jaggedl induce
I'espressione della proteina Hes5, la quale, bloccando la maturazione delle cellule Notch1
positive, promuove la migrazione degli OPC (Kondo and Raff, 2000) e che se attivato da
altri ligandi non specifici, come per esempio NB-3, Notchl pud anche avere affetti contrari
a quelli descritti precedentemente, stimolando la differenziazione degli OL (Cui et al.,
2004).

Tutti i processi che regolano la mielinizzazione svolgono le loro funzioni in una finestra
temporale piuttosto ristretta (12-18 ore), in cui si assiste alla formazione di diversi strati di
mielina attorno agli assoni inducendo gli OL ha una considerevole sintesi di proteine
specifiche quali MBP, PLP e DM20 (Ainger et al., 1993).

Nel sistema nervoso periferico (SNP) il processo di mielinizzazione non é svolto dagli OL
ma dalle cellule di Schwann (Mirsky and Jessen, 1996), che vengono regolate da altri
meccanismi molecolari come l'interazione tra la proteina neuronale neuregulina-1 (NGR1)
e il recettore gliale ErbB (Heermann et al., 2011).

Durante la mielinizzazione, si verifica anche la formazione di domini altamente
specializzati come i nodi di Ranvier, che consistono in corte interruzioni della guaina
mielinica posizionate ad intervalli precisi (circa 100 volte il diametro dell’assone).

I nodi di Ranvier presentano pressappoco la medesima struttura sia nel SNC che nel SNP,
pur conservando delle differenze (Fig. 17). Nel SNP, infatti, sono le cellule di Schwann a
garantire la mielinizzazione dell’assone con delle differenze peculiari. In primo luogo
queste cellule non prendono contatti con piu assoni, come succede a livello del SNC per
gli OL e a livello dei nodi di Ranvier si registra la presenza di da una lamina basale che va
a ricoprire i nodi. Lo spazio perinodale, posizionato tra 'axolemma e la lamina basale,
contiene inoltre i microvilli e la matrice flamentosa. Nel SNC invece, non c’é la lamina
basale e i nodi interagiscono con gli astrociti perinodali (Rumsey et al., 2009). | nodi di
Ranvier sono essenziali per mantenere una corretta conduzione della corrente saltatoria.
Studi recenti hanno dimostrato che la formazione dei nodi di Ranvier a livello del SNC
vede coinvolte diverse molecole e sembra essere influenzata non solo dalla presenza

degli OL ma anche dalle interazioni tra gli assoni e le cellule gliali.
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Fig. 17: rappresentazione schematica di un nodo di Ranvier.

3.5.1 Il coinvolgimento delle neurotrofine nella mielinizzazione

Le neurotrofine (NT), oltre che a regolare la funzionalita e lo sviluppo del neurone (par
2.6), sono ampiamente coinvolte anche nei processi di proliferazione e differenziamento
degli OL (Althaus et al., 2008).

Sulla membrana degli sono espressi i recettori TrK, la cui espressione varia a seconda del
loro stadio di maturazione, regolando gli effetti che le neurotrofine hanno su queste cellule.
In particolare e stato dimostrato, attraverso studi effettuati sia in vivo che in vitro, che gli
OL di ratto esprimono alti livelli di p75NTR nella fase di precursori e, al contrario, una sua
diminuita espressione durante le fasi finali della loro maturazione, quando queste cellule
prendono contatto con i neuroni. Inoltre sugli OL maturi non & presente il recettore TrKA,
indicando che questo €& coinvolto solo nelle prime fasi della loro maturazione, in cui,
viceversa, viene espresso. Durante lo sviluppo degli OL si assiste inoltre a una
modificazione nell’espressione di TrkC e di TrKB che, durante gli stadi finali di
maturazione, non sono piu espressi nella versione “completa” (definita full-lenght), ma
mostrano una loro forma troncata, data da modificazioni post-traduzionali di questi
recettori, che varia anche il tipo segnali intracellulari attivati rispetto alla loro forma nativa
(Kumar et al., 1993).

Durante il processo di mielinizzazione le NT agirebbero sia in modo diretto sugli OL, sia
attraverso [I'attivazione di specifici segnali assonali, determinando sugli assoni la
produzione di molecole coinvolte nell'interazione con gli OL per la regolazione del
processo di formazione della mielina (Voyvodic, 1989). Ad esempio NGF, agendo sul suo
recettore TrKA, da un lato agisce a livello neuronale promuovendo 'aumento del diametro
assonale, dall’altro inibisce la formazione della mielina da parte degli OL. Questo sta ad
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indicare che i livelli di NGF sono in grado di regolare sia i processi di sviluppo degli OL
durante le loro fasi di maturazione, che quelli di mielinizzazione, agendo su due
meccanismi regolatori differenti (Bisaz et al., 2009). Anche il BDNF e il suo recettore TrKB
sono coinvolti nei processi di mielinizzazione. E’ stato infatti visto che a livello del nervo
ottico di topi transgenici BDNF™ il diametro assonale e i livelli di espressione delle proteine
mieliniche risultavano piu bassi rispetto a topi controllo (lkeda et al., 2002, Tolwani et al.,
2004). Questa ridotta mielinizzazione é stata riscontrata anche in altre aree del SNC,
come l'ippocampo e la corteccia, nelle quali sia i livelli di mMRNA che quelli proteici di MBP
e PLP, comunemente utilizzati per caratterizzare i livelli di mielinizzazione, risultavano
ridotti nei topi BDNF™ (Cellerino et al., 1997). D’altro canto, un’over-espressione di BDNF,
in seguito ad iniezione intraventricolare, si traduce in un’accelerazione della
mielinizzazione e in un aumento del diametro assonale. Questo indica che il BDNF &
implicato nella regolazione sia della mielinizzazione che del diametro assonale (Cellerino
et al., 1997).

3.5.2 La rimielinizzazione deqli assoni dopo un danno neuronale

A seguito di traumi, danni ipossici o processi inflammatori nel SNC si assiste ad una
demielinizzazione dovuta alla morte degli OL con conseguente perdita della loro
funzionalita: questo fenomeno prende il nome di demielinizzazione.
La demielinizzazione puo essere suddivisa in:

(1) primaria
si verifica quando il danno interessa direttamente gli OL provocandone la conseguente
perdita funzionale.

(i) secondaria
questo tipo di perdita funzionale della guaina mielinica € un processo che si verifica in
seguito a risposte inflammatorie o a patologie che non coinvolgono direttamente gli OL,
ma piu spesso i neuroni, e che causano una riduzione del diametro assonale e una
conseguente diminuzione nei livelli di mielinizzazione.
Gli OL mielinizzanti hanno la capacita di stabilizzare il citoscheletro degli assoni attraverso
la produzione o la regolazione di proteine specifiche, come un’inadeguata espressione
delle proteine canale voltaggio dipendente per il sodio (Nav), proteggendo il SNC da
processi di demielinizzazione secondaria che spesso sono causati da un ridotto diametro

assonale o da una sofferenza cellulare a carico dei neuroni. Sembrerebbe infatti che una
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down-regolazione delle proteine coinvolte nei processi di sostegno nei confronti
dell’assone garantiti dalla presenza degli OL dia origine a una piu rapida degradazione
della mielina nei neuroni danneggiati (Piaton et al., 2010).

E stato visto, ad esempio, che la delezione del gene codificante per la proteina mielinica
PLP, in topi transgenici, causa una riduzione della guaina mielinica ed e correlata in modo
diretto a una successiva degenerazione assonale, indice della relazione bidirezionale che
esiste tra lo stato di salute degli OL e degli assoni con i quali prendono contatto. Lo stesso
vale per CNP, una proteina espressa negli OL a livello del soma e delle regioni non
compatte della mielina: topi transgenici Cnp1” sviluppano una patologia che determina
degenerazione assonale. Anche MAG, una glicoproteina associata alla mielina, & coinvolta
nei processi di regolazione del diametro e della struttura assonale e la sua mancanza
porta ad una disorganizzazione della zona periassonale. Si puo quindi concludere che una
vasta serie di proteine, localizzate sugli OL o rilasciate dagli stessi abbiano un ruolo
primario nella stabilizzazione della struttura degli assoni (Edgar et al., 2009).

Accanto ai processi di demielinizzazione appena descritti, i SNC ha sviluppato delle
capacita per rigenerare la mielina persa in seguito a traumi, danni ischemici o
inflammatori. Esistono infatti dei processi di rigenerazione della mielina che hanno lo
scopo di ripristinare le funzioni di protezione assonale e corretta trasmissione degli impulsi
nervosi garantite dagli OL attraverso la ricostruzione dell’'intera guaina mielinica a livello
degli assoni demielinizzati.

In seqguito alla demielinizzazione si verifica il reclutamento di una popolazione di OPC
adulti solitamente localizzati in specifiche aree del SNC in uno stato inattivo. Questi OPC
vengono attivati da molecole e segnali trofici rilasciati dalle cellule presenti nella zona
lesionata durante i processi di demielinizzazione dando oroigine a una rimielinizzazione
spontanea.

Questi segnali portano a un cambiamento morfologico e una up-regolazione
dell’'espressione di specifici geni in questi OPC come, per esempio, il fattore trascrizionale
Olig, proteine morfogeniche del midollo osseo, la chinasi Fyn, Nkx2.2 e altri geni coinvolti
nei normali processi di oligodendrogenesi (Zhao et al., 2009, Piaton et al., 2010). Queste
modifiche permettono agli OPC in stato quiescente di acquisire la capacita di rispondere ai
segnali indotti dal processo di demielinizzazione promuovendo la loro migrazione nelle
zone demielinizzate e permettendo I'interazione con agli assoni danneggiati. L’attivazione
di questi OPC, la loro migrazione e il ripristino della guaina mielinica prevede anche |l

coinvolgimento delle cellule della microglia, ma anche degli astrociti che ad esempio
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regolano i livelli di infiammazione (Olah et al., 2012) ma che possono anche aumentare la
permeabilita della barriera ematoencefalica, causando effetti negativi sui processi di
rimielinizzazione (Waubant, 2006).

La maggior parte dei fattori necessari agli OPC per la migrazione e la formazione dei
contatti con gli assoni durante la rimielinizzazione vengono poi down-regolati al
completamento di tale processo.

Se non si verificano tutte le condizioni favorevoli alla migrazione e maturazione degli OPC
inattivi, il processo di rimielinizzazione, che viene definita spontanea, pud non andare a
buon fine, causando la perdita della corretta conduzione del potenziale d’azione lungo gli
assoni e la conseguente comparsa di patologie neurodegenerative gravi.

Sono stati individuati tre meccanismi che sembrano regolare la corretta attivazione degli
OPC inattivi: il pathway di Notch, il pathway di Wnt e il pathway attivato dagli inibitori della
formazione della guaina mielinica, caratterizzando dei complessi funzionali sui quali si
potrebbe agire per modulare tali processi (Fancy et al., 2010).

Altre cause di una mancata rimielinizzazione possono essere individuate nell’esaurimento
della fonte degli OPC inattivi, necessari per il ripristino della mielina danneggiata o nel
blocco della loro migrazione verso le zone lesionate.

Dopo il reclutamento degli OPC verso le zone lesionate, avviene infatti anche
un’attivazione degli astrociti che formano una “cicatrice gliale” che blocca I'accesso alla
zona demielinizzata in modo da proteggerla da eventuali infezioni o da infiltrazioni da parte
di altri tipi cellulari. In caso di una richiesta continua e prolungata di OPC, la
cicatrizzazione dell’area danneggiata messa in atto dagli astrociti potrebbe contribuire a
una ridotta migrazione degli OPC e quindi bloccando i corretti processi di rimielinizzazione
(Miller and Mi, 2007).
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Le cellule staminali mesenchimali (MSC), staminali adulte dotate di caratteristiche
multipotenti, libere da problematiche di natura etica, sono diventate oggetto di un numero
sempre maggiore di studi volti a trovarne un potenziale utilizzo in terapia. Inoltre, sia in
modelli animali che in alcuni studi clinici e preclinici, le MSC hanno mostrato un ruolo
neurotrofico e neuroprotettivo a livello del SNC.

Per quanto si stiano portando avanti tuttora studi sul possibile trans-differenziamento di
queste cellule, numerosi gruppi di ricerca affermano, con dati sempre piu consistenti, che il
potenziale effetto riparativo e neuroprotettivo indotto dalle MSC, non sia tanto da attribuire
ad un loro differenziamento in neuroni o cellule gliali, quanto piuttosto al rilascio di una
serie di fattori neurotrofici e proteine neuroregolatorie solubili. Queste cellule
sembrerebbero infatti in grado di sostenere la sopravvivenza delle cellule neuronali e la
rigenerazione del tessuto leso attivando o amplificando i meccanismi classici che regolano
questi processi nel SNC.

Partendo da queste ultime evidenze, il nostro lavoro si pone come scopo quello di studiare
e caratterizzare gli effetti indotti dalle MSC su cellule del SNC, utilizzando un opportuno
sistema in vitro. Il modello sperimentale da noi utilizzato prevede che le MSC neuroni
ippocampali o oligodendrociti corticali, possano comunicare fra loro esclusivamente
attraverso il rilascio di fattori solubili.

Innanzitutto e stata eseguita una caratterizzazione delle colture primarie di MSC isolate
nel nostro laboratorio, passaggio indispensabile considerata I'eterogeneita fenotipica di tali
cellule.

Successivamente il nostro studio si &€ concentrato sull’osservazione e l'analisi degli effetti
indotti dalle MSC sulla sopravvivenza, lo sviluppo e la funzionalita dei neuroni, nonché
sulla sopravvivenza, lo sviluppo e la proliferazione degli oligodendrociti.

Di fatto, la ricerca da noi condotta ha consentito di acquisire interessanti informazioni sulla
capacita delle MSC di fornire un supporto trofico nei confronti di cellule di derivazione
embrionale differente dalla loro e di avviare I'individuazione dei meccanismi alla base degli
effetti indotti sulle cellule del SNC, anche attraverso lidentificazione di alcuni fattori
coinvolti.

Le informazioni ottenute in questo progetto rappresentano un buon punto di partenza per
chiarire le modalita attraverso cui le MSC sono in grado di sostenere le cellule del SNC e
di modulare alcuni dei processi essenziali al loro funzionamento. La comprensione di tali

meccanismi permetterebbe di caratterizzare al meglio gli effetti fino ad oggi descritti a
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carico delle MSC per meglio chiarire il loro ruolo in un possibile impiego nella cura di

patologie neurodegenerative.
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1. Colture cellulari

1.1 Estrazione e messa in coltura delle cellule staminali mesenchimali

Le cellule staminali mesenchimali (MSC) vengono prelevate dal midollo osseo dei femori e
delle tibie di una ratta adulta Sprague-Dowley.

Dopo aver ripulito le ossa dagli strati muscolari, si recidono entrambe le estremita di
femore e tibia per esporre il canale midollare. In seguito, si estrae e raccoglie il midollo in
una piastra Petri iniettando, nel canale midollare, del medium da coltura a-MEM (Lonza, Si
veda par. 3 dei Materiali e metodi) privo di siero tramite I'utilizzo di una siringa da insulina
con ago 21G ripetendo questa operazione per due o tre volte. Le cellule del midollo
estratte vengono ulteriormente dissociate meccanicamente e la risospensione cellulare
cosi ottenuta viene centrifugata a 150 x g per 10 minuti. Dopo aver scartato il surnatante, il
pellet viene risospeso e incubato per 5 minuti a temperatura ambiente in cloruro
d’ammonio (0.84% p/v, NH4CI) per lisare i globuli rossi rimasti e visibili come anello rosso
sopra il pellet. La lisi degli eritrociti viene bloccata aggiungendo a-MEM contenente il 20%
di ES-FBS, (20% v/v di siero fetale bovino certificato per cellule staminali embrionali,
Hyclone). Si ripete la centrifugazione a 150 x g per 10 minuti e si risospende il pellet in a-
MEM completo (si veda par. 3 dei Materiali e metodi). Tutte le cellule cosi ottenute
vengono piastrate in una fiasca da coltura mantenendole in incubatore a 37°C e in
atmosfera umidificata con il 5% di CO,. Dopo 48 ore dalla piastratura, si cambia il medium
di crescita e le cellule vengono fatte crescere in questo modo per 15 giorni sostituendo il
terreno ogni 3-5 giorni in modo da fargli raggiungere una confluenza tale da poter essere
raccolte e divise tramite trattamento con tripsina/EDTA 0.5 gr/L (Sigma).

Le cellule vengono poi divise una volta alla settimana per tre passaggi in modo da poter
purificare la coltura; raggiunto il terzo passaggio di divisione (P3), le MSC hanno raggiunto
una purezza di circa il 95% e sono pronte per essere utilizzate come coltura cellulare pura.
In seguito queste cellule vengono utilizzate fino al passaggio cellulare P6 al fine di evitare
che queste vadano incontro a modificazioni cellulari, come differenziamento spontaneo,

alterazioni cromosomiche e morfologiche.
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1.2 Estrazione e messa in coltura dei neuroni ippocampali

| neuroni utilizzati per gli esperimenti sono ottenuti dalla dissezione di ippocampi di
embrioni di ratto Sprague-Dowley (Charles River) prelevati al 18° giorno di gestazione
(E18). Dopo il sacrificio dell’animale il cervello viene estratto e mantenuto in un tampone di
soluzione salina Hanks, formato da EBSS, MgCl, e HEPES (HBSS) per i successivi
passaggi.

Gli ippocampi, una volta separati dalle cortecce e puliti dalle meningi, vengono incubati a
37°C per 15 minuti in HBSS contenente tripsina (2.5% gr/L) in modo da cominciare a
disgregare il tessuto digerendo i contatti cellula-cellula presenti negli ippocampi isolati.
Successivamente si lava la tripsina con dei tre lavaggi in HBSS. Al termine di questa prima
dissociazione enzimatica, si procede a una dissociazione meccanica in modo da ottenere
una sospensione cellulare omogenea priva di aggregati.

Le cellule cosi ottenute vengono piastrate ad una densita di 2,2-2,5 x 10® cell/lcm? su
vetrini copri-oggetto pre-trattati con poli-L-lisina (Img/mL, Sigma, St Louis, MO) e
mantenute in neurobasal addizionato con B27 e glutamato (si veda par. 3 dei Materiali e
metodi) per 4 ore in modo da favorirne I'adesione.

Al termine delle 4 ore viene eseguito un cambio medium completo per rimuovere il

glutamato dal terreno di coltura per evitare degli effetti tossici sulle colture.

1.3 Estrazione e messa in coltura deqli astrociti corticali

Le colture primarie di astrociti sono ottenute dalle cortecce cerebrali prelevate da ratti
Sprague-Dowley (Charles River) di due giorni post-natali (P2). Dopo il sacrificio
dell’animale, il cervello viene estratto e mantenuto in HBSS per i successivi passaggi nei
qguali viene eliminato il cervelletto e separati i due emisferi. Successivamente, dalle
cortecce isolate vengono asportate le meningi e gli ippocampi. Le cortecce vengono poi
dissociate meccanicamente e sottoposte a due incubazioni sequenziali in una soluzione
contenente HBSS, tripsina (2.5 gr/L) e DNAsi (0.001% p/v) a 37°C per una durata
complessiva di 30 minuti. Dopo inattivazione della tripsina e della DNAsi tramite I'aggiunta
di terreno gliale (si veda par. 3 dei Materiali e metodi), la risospensione cellulare viene
filtrata attraverso una membrana di nylon con pori di 80 pm di diametro, in modo da
rimuovere il tessuto non dissociato, e sottoposta a 10 minuti di centrifuga a 150 x g a

temperatura ambiente. Il pellet ottenuto viene quindi risospeso in terreno gliale, sottoposto
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a dissociazione meccanica piastrato sia in fiasche sterili, ad una densita di 2.5 x 10°
cellule per fiasca, sia in piastre Petri per colture tissutali (BD, Franklin Lakes, NJ), con una
densita di 0.5x10° cell/mL. Il terreno di crescita viene cambiato il giorno seguente alla

piastratura e successivamente una volta alla settimana.

1.4 Isolamento deqli oligodendrociti a partire dagli astrociti corticali

Gli oligodendrociti (OL) si preparano secondo le modalita seguite per gli astrociti cortical
da ratti P2, piastrate a una densita maggiore (1 x 10 cellule per fiasca). Queste co-colture
miste di cellule gliali comprendono precursori bipolari di OL e astrociti di tipo I, che
crescono al di sopra di un monostrato confluente di astrociti di tipo I. Dopo circa 15 giorni
dalla dissezione, quando gli astrociti hanno raggiunto una confluenza pari a circa I'80-90%
e gli OPC un’adeguata densita al di sopra del monostrato, si procede al distacco selettivo
degli OPC dal monostrato mediante agitazione meccanica per 16 ore a 320 rpm e alla
temperatura di 37°C. Le cellule che si sono staccate dal monostrato di astrociti vengono
raccolte e centrifugate a 200 x g per 10 minuti. Dopo una risospensione meccanica del
pellet ottenuto in terreno gliale (si veda par. 3 dei Materiali e metodi), le cellule vengono
piastrate ad una densita di 2 x 10* cellule/ cm? su vetrini copri-oggetto pre-trattati con poli-
D-lisina (Img/ ml, Sigma) e mantenute in terreno gliale, per favorirne I'adesione. Dopo 4
ore dalla piastratura viene eseguito un cambio medium completo con il terreno di crescita
specifico per gli OL (si veda par. 3 dei Materiali e metodi) che in seguito viene sostituito a

giorni alterni.

Tutte le procedure sugli animali sono eseguite in accordo con la direttiva 86/609/EEC della

Comunita Europea.

2 Allestimento delle co-colture cellulari

La maggior parte degli esperimenti svolti prevede la presenza di due linee cellulari
differenti, fisicamente separate tra loro, ma in comunicazione tramite fattori solubili
rilasciati dalle cellule nel comune medium di coltura. Tale co-coltura viene definita “a
sandwich” e segue il protocollo descritto da Banker e colleghi (Kaech and Banker 2006). In
questo caso, infatti, una linea cellulare & presente come monostrato sulla Petri da coltura,
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necessaria come supporto trofico per la linea cellulare piastrata sui vetrini appositamente
sterilizzati e dotati di spaziatori in paraffina in modo da garantire la separazione fisica tra le
due popolazioni cellulari. Come colture di supporto trofico si utilizzano dei monostrati di
astrociti o MSC a una confluenza di circa '80% sulle quali vengono posti dei vetrini con

adesi neuroni ipocampali o di oligodendrociti corticali (Fig.18).

Fig.18 Rappresentazione schematica della preparazione di una co-coltura . a. Preparazione del monostrato
di astrociti o di MSC; b. Preparazione dei vetrini con gli spaziatori di paraffina; c. Piastratura dei neuroni
ippocampali o degli oligodendrociti sui vetrini ; d. Capovolgimento dei vetrini con i neuroni sul monostrato
preparato precedentemente [immagine modificata da Kaech e Banker, (Kaech and Banker, 2006)].

Nel nostro caso le co-colture che utilizzano un monostrato di astrociti corticali sono state
considerate come co-colture di controllo, mentre quelle che utilizzano un monostrato di

MSC rappresentano la condizione sperimentale da analizzare.

2.1 Preparazione e utilizzo del medium condizionato

In alcuni esperimenti per valutare gli effetti svolti dalle molecole rilasciate dalle co-colture
nel medium di crescita, si & reso necessario I'utilizzo di medium derivante da co-colture
parallele.

Per medium condizionato (CM) si intende, infatti, il terreno in cui sono state mantenute le
co-colture che hanno quindi “condizionato” tale terreno con i fattori trofici rilasciati.

Le colture di neuroni o oligodendrociti, in assenza di monostrato cellulare di supporto,

sSono successivamente poste in tale medium.

77



In alcuni esperimenti, il medium condizionato € anche sottoposto a specifici trattamenti in

modo da bloccare in modo selettivo I'azione si specifici fattori solubili (par. 7)

3 Terreni utilizzati

(1) TERRENO PER | NEURONI IPPOCAMPALI
I neuroni ippocampali vengono mantenuti in coltura con Neurobasal (Invitrogen)
addizionato con B27 50X, streptomicina 100 pg/ml, penicillina 100 U/ml e glutammina 2
mM.
Nelle prime 4 ore dopo la piastratura, questo terreno viene addizionato con glutammato 25
HM.

(i) TERRENO PER GLI ASTROCITI
Gli astrociti corticali vengono mantenuti in coltura con il terreno gliale, costituito da
Minimum Essential Medium (MEM, Invitrogen), 10% v/v di siero di cavallo (Invitrogen),

glucosio 0.6% p/v , streptomicina 100 pg/ml e penicillina 100 U/ml.

(i) TERRENO PER LE CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI
Le MSC vengono mantenute in coltura con a- Minimum Essential Medium (a-MEM,
Cambrex) addizionato con il 20% v/v di siero fetale bovino certificato per cellule staminali
embrionali (ES-FBS, Hyclone), L-glutammina 2 mM (Sigma), streptomicina 100 pg/ml,
penicillina 100 U/ml e fungizone 250 pg/ml (Invitrogen).

(v) TERRENO PER GLI OLIGODENDROCITI
Gli OL vengono mantenuti in coltura in un terreno che ne garantisce la sopravvivenza e la
proliferazione costituito da DMEM- F12 (Sigma) addizionato con una soluzione contenente
Insulina (0.01 g/L), Transferrina (0,0.55 g/L) e Selenio (0.00067 g/L) (ITS Gibco, 1:100),
progesterone (10 ug/ml), putrescina (16 ug/ml) e 'ormone tiroideo T3 (40 ng/ml).

4 Sterilizzazione dei vetrini e preparazione deqli spaziatori di paraffina

La preparazione dei vetrini (24 mm di diametro, VWR) sui quali sono piastrate le colture di
neuroni ippocampali o oligodendrociti che andranno a costituire le co-colture richiede due

procedure differenti:
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(1) Sgrassatura e sterilizzazione dei vetrini per i neuroni:

Prima della piastratura dei neuroni ippocampali, si procede con la rimozione di ogni
possibile residuo di grasso presente sul vetrino attraverso un trattamento di 48 ore in acido

nitrico e una sterilizzazione e disidratazione da 5 ore a 180°C.

(i) Sterilizzazione dei vetrini per gli oligodendrociti:

Il giorno prima della piastratura i vetrini vengono immersi in etanolo al 100% per circa
10 minuti e poi passati su flamma di bunsen in modo da togliere tutti i residui di etanolo

e completare la loro sterilizzazione

Terminato il processo di sgrassatura e sterilizzazione per entrambe i tipi di vetrini preparati
si procede con I'applicazione degli spaziatori posizionando 4 piccole gocce di paraffina su
ogni vetrino, in modo da garantire la separazione della coltura cellulare piastrata sul
vetrino di almeno 1-2mm rispetto al monostrato cellulare utilizzato per la co-coltura. In
seguito i vetrini vengono irradiati con gli UV per almeno 30 minuti in modo da garantire
una completa sterilita.

| vetrini sui quali verranno piastrati i neuroni vengono ulteriormente trattati con I'aggiunta
per circa 16 ore di poli-L-lisina per agevolare I'adesione delle cellule neuronali (1Img/ml,
Sigma, St Louis, MO) disciolta in Buffer Borato 0.1 M, pH 8.5.

Al contrario, per agevolare I'adesione degli oligodendrociti i vetrini vengono pretrattati con
un’incubazione da 10 minuti in poli-D-lisina (1mg/ml, Sigma, St Louis, MO) sciolta in acqua

sterile bi-distillata.

5. Metodiche di analisi utilizzate

5.1 Citofluorimetria a flusso

Per I'identificazione di specifici marcatori di staminalita sono state eseguite delle analisi di
citofluorimetria a flusso come precedentemente riportato in letteratura (Foudah et al.,
2009).

Per queste analisi sono state utilizzate delle MSC a P4.
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Le cellule sono state sottoposte a trattamento con tripsina, centrifugate a 250 x g per 10
minuti e risospese in PBS contenente il 3% di FCS e lo 0.01% (p/v) di sodio azide.
Successivamente é stata fatta un’incubazione di 30 minuti a 4°C con gli anticorpi primari
diretti contro i marcatori scelti e successivamente sono stati aggiunti gli anticorpi secondari
fluorescenti.

Per I'analisi sono stati preparati anche dei campioni controllo trattati solo con gli anticorpi
secondari, in modo da identificare eventuali segnali aspecifici.

| campioni sono stati letti attraverso il FACScanto™ FlowCytometer (BD Biosciences)
dopo aver individuato la corretta finestra di acquisizione in base alle proprieta
morfologiche e di fluorescenza delle cellule. | dati ottenuti sono stati poi analizzati

attraverso un software dedicato (FACS Diva software, BD Biosciences).

5.2 Immunofluorescenza

Le cellule vengono fissate mediante incubazione per 20 minuti a temperatura ambiente
con paraformaldeide 40 g/L e saccarosio 40 g/L sciolti in tampone fosfato 0.12 M, pH 7.4 e
successivamente lavate con PBS.

Le cellule fissate vengono in seguito lavate prima con PBS a bassa concentrazione salina
(LS-PBS: NaCl 150 mM , tampone fosfato 10 mM, pH 7.2) e poi con PBS ad alta
concentrazione salina (HS-PBS: NaCl 500 mM, tampone fosfato 20 mM, pH 7.2).
Successivamente vengono permeabilizzate attraverso un incubazione da 20 minuti in
Gelatin Diluition Buffer (GDB: tampone fosfato KH2PO4 20 mM, gelatina 0.2% p/v, Triton
X-100 0.3% p/v, NaCl 0.45 M) che garantisce anche la saturazione dei siti aspecifici. A
questo punto, viene eseguita un’incubazione di 2 ore a temperatura ambiente con gl
anticorpi primari diluiti nel tampone GDB e, dopo dei lavaggi con HS-PBS, si procede con
I'incubazione di 1 ora a temperatura ambiente con gli anticorpi secondari coniugati con
specifici fluorocromi diluiti sempre in tampone GDB. Terminata l'incubazione, i campioni
vengono lavati prima con HS-PBS, incubate per 5 minuti con DAPI (4,6-diaminidino, 2-
fenilindiolo) 1uM, diluito in PBS e poi con LS-PBS. Al termine della marcatura delle cellule
con gli anticorpi desiderati, si procede con il montaggio dei vetrini sui vetri porta-oggetto
con una soluzione di glicerolo e PBS in rapporto 9:1. Le immagini ottenute dai campioni
sono state ottenute utilizzando un microscopio confocale Zeiss (LSM-710) collegato ad un

computer dotato del software per I'analisi delle immagini (Zeiss, Zen 2009).
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5.3 Analisi SDS-PAGE e Western immunoblotting

Questa tecnica consente di separare le proteine, estratte dai campioni di interesse, in
base al loro peso molecolare, attraverso una corsa elettroforetica su un gel denaturante di
poliacrilammide arricchito dal sodio dodecil solfato che denatura le proteine stesse.
Queste, vengono visualizzate attraverso anticorpi primari specifici, i quali sono riconosciuti
da anticorpi secondari che, nel nostro caso, sono coniugati con la perossidasi che ne
permette la rivelazione tramite la reazione con specifici substrati.

Le cellule sono raccolte in PBS, centrifugate, risospese in una soluzione di Tris-HCI 50
mM, pH 6.8, sottoposte a dosaggio proteico con il metodi di lettura BCA (Pierce) seguendo
le indicazioni della ditta produttrice e preparate per il caricamento su gel con I'aggiunta di
Laemmli Buffer (LB: Tris-HCI 300mM, pH 6.8, 5% SDS, 0.05% p/v di blu di bromofenolo) e
il ditiotreitolo 100mM (DTT). | gel di poliacrilammide utilizzati sono composti dal 10% di
acrilamide e addizionati con Temed (0,0005% v/v, BioRad) e ammonio persolfato (10%
p/v, BioRad). La corsa elettroforetica viene eseguita alla corrente costante di 20 mA/gel, a
80V. Dopo la corsa elettroforetica, le proteine sono trasferite su membrane di
nitrocellulosa (Hybond ECL, Amersham Pharmacia) utilizzando una cella semy-dry
(Biometra Fast-Blot) utilizzando un tampone di trasferimento composta da Tris base 25
mM, metanolo 10% v/v, pH 8.3. e applicando una corrente costante di 1.5 mA per ogni
cm? di superficie di gel da trasferire per due ore.

Al termine del trasferimento la nitrocellulosa viene incubata in una soluzione di bloccaggio
dei siti aspecifici (soluzione di blocking:5% latte in polvere magro, Marvel®, sciolto in
tampone Tris-HCI 20 mM, pH 7.5/NaCl 150 mM contenente 0.1% Tween 20, BioRad).

La nitrocellulosa viene poi lavata in TBS-T (Tris-HCI 20 mM, pH 7.5/NaCl 150 mM
contenente 0.1% Tween 20), a temperatura ambiente e incubata per 2 ore in soluzione di
bloccaggio contenente I'anticorpo primario di interesse. Dopo l'incubazione con I'anticorpo
primario, la nitrocellulosa viene lavata in TBS-T e incubata per 1,5 ore con un anticorpo
secondario coniugato a perossidasi (Pierce). La rilevazione del segnale viene effettuata

mediante chemioluminescenza con il Kit SuperSignal® West Pico (Pierce).

5.4 Test ELISA

Per quantificare i livelli di BDNF presenti nel medium delle co-colture, & stato usato il

BDNF Emax ImmunoAssay System (Promega) seguendo le indicazioni della ditta

81



produttrice. In breve questo sistema prevede la presenza di anticorpi monoclonali specifici
per il BDNF in grado di rilevare la presenza di questa neurotrofina attraverso un
successivo riconoscimento da parte di anticorpi secondari coniugati con la perossidasi,

grazie alla quale, dopo la reazione con il substrato cromogenico, viene quantificato |l

BDNF presente nei campioni (Fig.19).
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Fig.19 Rappresentazione schematica dei passaggi del test ELISA per quantificare il BDNF (Promega).

Prima di effettuare il test ELISA & necessario concentrare il medium per poter rilevare
anche piccole quantita di BDNF. Per fare questo, si utilizzano delle colonne specifiche
(Amicon Ultra0.5 ml, 3KDa, Millipor) in grado di concentrare la componente proteica

presente nel medium di almeno 10 volte.
| valori ottenuti dai pozzetti contenenti i campioni analizzati vengono poi rapportati ai valori

ottenuti da una curva standard letta in parallelo in modo da determinare le concentrazioni

di BDNF presente nel medium di coltura.

6 Anticorpi utilizzati

Per gli esperimenti condotti sono stati utilizzati i seguenti anticorpi primari:
e anticorpo monoclonale di topo diretto contro il trasportatore vescicolare dell’acido y-

ammino-butirrico (GABA), vGat, 1:100 per IF e 1:1000 per WB.(Synaptic Systems).
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anticorpo policlonale di coniglio diretto contro trasportatore vescicolare dell’acido
glutammico, vGlut-1, diluito 1:100 per IF e 1:1000 per WB (Synaptic Systems).
anticorpo policlonale di coniglio diretto contro la proteina fibrillare acida (GFAP)
diluito 1:200 per IF e 1:2000 per WB, (Dako)

anticorpo policlonale di coniglio diretto contro il co-trasportatore del cloro (KCC2)
diluito 1:100 per IF e 1:1000 per WB (Abcam)

anticorpo monoclonale di topo diretto contro lll-tubulina, diluito 1:150 per IF e 1:1000
per WB (Sigma).

anticorpo monoclonale di topo diretto contro NG2, diluito 1:100 (Abcam)

anticorpo monoclonale di topo diretto contro O4, diluito 1:100 (Millipore)

anticorpo monoclonale di topo diretto contro MBP, diluito 1:200 per IF e 1:1000 per
WB (Chemicon)

anticorpo monoclonale di topo diretto contro CD29 coniugato a PE-CY7 (clone
HMb1-1; Biolegend) diluito 1:100 per esperimenti di FACS

anticorpo monoclonale di topo diretto contro CD90 coniugato fluorescina (FITC)
(clone OX-7; Biolegend) diluito 1:100 per esperimenti di FACS

anticorpo monoclonale di topo diretto contro CD34 coniugato a PE (clone ICO115;
Santa Cruz) diluito 1:100 per esperimenti di FACS

anticorpo monoclonale di topo diretto contro CD45 biotinilato (clone OX-1;
Biolegend) diluito 1:100 per esperimenti di FACS

Per la rilevazione degli anticorpi primari utilizzati sono invece stati utilizzati i seguenti

anticorpi secondari:

anticorpo di capra contro IgG di topo coniugato ai fluorocromi Alexa Fluor 488 o
Alexa fluor 594 (Molecular Probes)

anticorpo di capra contro IgG di ratto coniugato al fluorocromo Alexa Fluor 488
(Molecular Probes)

anticorpo di capra contro IgG di coniglio coniugato con Alexa Fluor 594

(Molecular Probes)

anticorpo di capra diretto contro IgG di topo, coniugato con perossidasi

(Pierce), diluito1:10000

anticorpo di capra diretto contro IgG di coniglio, coniugato con perossidasi

(Pierce), diluito1:5000
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e streptavidina coniugata a PerCP (BD Pharmigen, Germany) diluito 1:100 per
esperimenti di FACS

7 Trattamenti sul medium delle co-colture

7.1 Trattamento con ArabinosideC (AraC)

L’ArabinosideC (AraC, Sigma-Aldrich) é stato aggiunto, alla concentrazione di 5 puM, sia ai
neuroni mantenuti in coltura con medium condizionato dalle co-colture di neuroni/astrociti
e neuroni/MSC, sia ai neuroni mantenuti nelle due condizioni di co-coltura dopo 3 e 7
giorni. Dopo 10 giorni sono state fissate le cellule e analizzate tramite
immunofluorescenza per determinare la percentuale delle cellule GFAP positive nelle varie
condizioni di coltura e co-coltura (vedi Risultati). Per ogni esperimento sono stati analizzati
10 campi.

Inoltre, 'AraC (Sigma-Aldrich) & stato aggiunto, alla concentrazione di 5 UM, ai neuroni
mantenuti in coltura con medium condizionato dalle co-colture di neuroni/astrociti e
neuroni/MSC dopo 3 e 7 giorni di coltura. Le cellule sono state fissate a 10 giorni di coltura
e sottoposte ad analisi di immunofluorescenza per determinare il numero dei neuroni vGat
positivi rispetto al totale delle sinapsi (vedi Risultati). Per ogni esperimento sono stati

analizzati 20 campi.

7.2 Trattamento con tripsina

Il medium condizionato da co-colture di neuroni/astrociti e neuroni/MSC é stato trattato
con tripsina (Sigma) 100 ng/ml per 1 ora e successivamente con l'inibitore della tripsina
della soia (trypsin soybean inhibitor, Sigma) alla medesima concentrazione per un’ora in
modo da inattivare I'azione dell’enzima.

Il terreno cosi trattato € stato aggiunto a colture di neuroni a 3 e 7 giorni di coltura e le

cellule sono state poi fissate a 10 DIV.

7.3 Trattamento con K252a

Le colture di neuroni sono state mantenute in presenza di K252a (Sigma-Aldrich) alla

concentrazione di 200 nM, a partire da 3 DIV e rinnovando il trattamento a 7 e 10 DIV.
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Dopo il trattamento le cellule sono state fissate a 7, 10 e 14 DIV e analizzate tramite
immunofluorescenza.

Per le colture di OL, il K252a é stato aggiunto sia a diverse concentrazioni (somministrato
in diversi esperimenti con dosi decrescenti da 200 nM fino a 0,1 nM), sia con differenti

tempistiche (somministrato sia dal giorno della piastratura che dopo 3 DIV).

7.4 Trattamento con TrkB-Fc

I TrkB-Fc (R&D System) € costituito da una proteina ricombinante costituita dalla
sequenza amminoacidica corrispondente al dominio extracellulare del recettore Trk B fusa
con la regione Fc dellimmunoglobulina, in grado di bloccare selettivamente I'effetto del
BDNF.

Questo scavenger e stato aggiunto al medium condizionato prelevato dalle co-colture di
neuroni/astrociti e neuroni/MSC, alla concentrazione di 10 nM, a partire da 3 DIV e
rinnovando il trattamento a 7 e 10 DIV. Le cellule sono state fissate dopo 10 e 14 giorni di

coltura e analizzate tramite immunofluorescenza.

8 Metodi utilizzati per 'analisi dei dati ottenuti

Per quantificare le presinapsi positive per vGlut-1 e vGat, rispettivamente marcatori delle
presinapsi eccitatorie e inibitorie, sono state acquisite immagini confocali analizzando le
intensita di fluorescenza emesse sia da vGlut-1 (in rosso), che da vGat (in verde),
prestando attenzione a mantenere costanti i settaggi di acquisizione tra i diversi
esperimenti. | valori di densita ottica totale ottenuti tramite il software Metamorph® nei
canali in rosso e in verde rappresentano, rispettivamente, la densita presinaptica
eccitatoria e inibitoria. | risultati sono mostrati come la percentuale delle sinapsi

GABAergiche (vGat) rispetto al totale delle sinapsi (vGat + vGlut-1).

L’analisi densitometrica delle bande ottenute tramite analisi di Western immunoblotting e

stata ottenuta utlizzando la plug-in
(http://rsb.info.nih.gov/ij).

gel analysis” del software Imaged
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9. Analisi statistiche

Tutti i risultati ottenuti sulle colture mantenute in presenza di MSC (o del CM) sono stati
normalizzati per quelli ottenuti da colture di controllo mantenute in presenza di astrociti ed
espressi come media + SEM dei vari esperimenti. La significativita statistica degli stessi &
stata calcolata applicando il t-test di Student, valutando come parametro di inclusione
p<0.05 (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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RISULTATI



1 Valutazione deqli effetti delle cellule staminali mesenchimali sui neuroni

ippocampali

La prima parte dei risultati ottenuti si e focalizzata sullo studio del ruolo che le MSC
svolgono nella regolazione della sinaptogenesi GABAergica su neuroni ippocampali posti
in coltura.

Per questi esperimenti sono stati utilizzati due modelli in vitro in cui i neuroni sono stati fatti
crescere in una co-coltura, definita a “sandwich”, e uno in cui sono stati mantenuti in
presenza di un medium condizionato da co-colture parallele.

Le co-colture analizzate sono composte da neuroni posti su un monostrato di MSC
paragonate a una condizione di controllo, nella quale i neuroni sono stati fatti crescere su
un monostrato di astrociti. Gli astrociti sono usati come parametro di controllo in tutti gli
esperimenti svolti, in quanto questo tipo di coltura simula una situazione piu vicina a quella
fisiologica in cui crescono e si sviluppano i neuroni. In entrambi i casi, i neuroni sono
piastrati su vetrini dotati di spaziatori di paraffina affinché le cellule comunichino tra loro
solamente tramite fattori solubili rilasciati nel terreno di coltura (si veda Materiali e Metodi,
par. 2), senza essere a diretto contatto.

Nel secondo modello utilizzato i neuroni ippocampali vengono mantenuti in assenza del
monostrato cellulare di supporto, ma in presenza di terreno di crescita condizionato
(medium condizionato, CM) prelevato da co-colture mantenute in parallelo. Nel medium
condizionato sono presenti tutti i fattori rilasciati dalle cellule in co-coltura, necessari per
garantire la sopravvivenza e il supporto trofico ai neuroni cresciuti senza monostrato. |
neuroni analizzati sono stati fatti crescere in coltura fino a un massimo di 14 giorni (DIV,

days in vitro) e tipicamente le analisi sono state effettuate a 7, 10 e 14 DIV.

1.1 Controllo dei marcatori tipici delle cellule staminali espressi dalle MSC in coltura

Le MSC utilizzate sono ottenute a partire da cellule estratte dal midollo osseo di tibia e
femore di ratti adulti secondo un protocollo noto e ampiamente utilizzato nella letteratura
scientifica (Lennon and Caplan, 2006).

Studi precedenti condotti nel nostro laboratorio hanno dimostrato che le MSC da noi
utilizzate dopo il loro isolamento e mantenimento in coltura sono in grado di differenziare
in alcune delle linee cellulari tipiche di queste staminali come gli adipociti e i condrociti

(Mauri et al., 2012).
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Per valutare se le MSC mantenessero il loro potenziale staminale durante la loro
espansione in vitro con un terreno che ne consente sia la sopravvivenza che |l
mantenimento delle loro capacita staminali, & stata eseguita un’analisi tramite
citofluorimetria a flusso (FACS) del profilo fenotipico delle MSC dopo 4 passaggi (P4).

Abbiamo quindi quantificato I'espressione di specifici marcatori, secondo quanto presente
in letteratura, come CD29 e CD90, per i quali le MSC nel loro stato indifferenziato risultano
generalmente positive, e CD34 e CD45, marcatori tipici della linea ematopoietica, che le
MSC non dovrebbero esprimere. Come atteso, I'analisi ha rivelato un’alta percentuale di
cellule positive per i marcatori CD29 e CD90 (95.2% e 94.8% rispettivamente) e la quasi
totale assenza di cellule positive per i marcatori CD34 e CD45 (0.2% e 0.3%

rispettivamente) (Fig.20).
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Fig. 20 Analisi al FACS effettuata su MSC estratte dal midollo osseo di tibia e femore di ratto adulto (P4). |
grafici mostrano i livelli di cellule positive per CD29 e CD90 (a e b), utilizzati come marcatori di staminalita, e
di CD34 e CDA4S5 (c e d), utilizzati per identificare I’eventuale contaminazione di cellule ematopoietiche. Nei
riquadri sono riportati i grafici del segnale registrato nei controlli isotipici utilizzati per settare i livelli di
soglia nell’analisi.

Questi dati dimostrano che le nostre condizioni di coltura garantiscono il corretto sviluppo

delle MSC, anche dopo 4 passaggi, senza alterarne il potenziale staminale.

1.1.2 Controllo dei marcatori delle cellule staminali espressi dalle MSC in co-coltura

Le MSC poste in co-coltura sono soggette a stimoli differenti rispetto a quelle cresciute
nelle condizioni di espansione, a partire dal medium stesso di coltura, ma anche per i
fattori trofici e i metaboliti rilasciati dai neuroni che potrebbero alterare l'identita fenotipica

delle MSC. Per accertarsi che questo non si verifica nel nostro modello sperimentale, per
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prima cosa €& stata eseguita un’analisi del profilo fenotipico tramite FACS sulle MSC
mantenute in presenza di neuroni per 3 e 10 giorni. Anche in questo caso e stata valutata
la percentuale di cellule positive per i marcatori CD29, CD90, CD34 e CD45.

L’analisi ha rivelato che, ad entrambi i tempi analizzati, le MSC mostrano un’elevata
positivita per i marcatori CD29 e CD90 (98.6% e 95.9% a 3 DIV e 95.5% e 98.8% a 10
DIV), mentre restano negative per I'espressione dei marcatori CD34 e CD45 (0.1% e 0.4%
a3 DIVe0.5%e0.7% a 10 DIV) (Fig.21).
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Fig. 21 Analisi al FACS effettuata su MSC mantenute in co-coltura con i neuroni per 10 giorni: i grafici relativi
a CD29 e CD90 (a e b) mostrano i livelli registrati per i marcatori di staminalita, CD34 e CD45 (c e d)
identificano al contrario la contaminazione da cellule ematopoietiche. | risultati ottenuti a 3 DIV sono del
tutto sovrapponibili a quelli mostrati.

Questi risultati indicano che le MSC, mantengono il loro potenziale staminale anche
quando poste in co-coltura con i neuroni almeno per 10 giorni, tempo in cui & stata
eseguita la gran parte degli esperimenti.

Come descritto nell’introduzione (par. 1.3) le cellule staminali mesenchimali mostrano un
potenziale di differenziamento multipotente e in alcuni studi si ritiene che esse, se poste
nelle corrette condizioni di crescita, siano in grado di trans-differenziare in cellule della
linea neuronale (Liu et al., 2009). Per dimostrare che le MSC, mantenute in co-coltura con
i neuroni non vanno incontro a un trans-differenziamento neuronale o gliale, é stata
eseguita un’analisi di Western immunoblotting su un lisato cellulare derivante da MSC
mantenute in co-coltura per 10 giorni, per valutare i livelli di espressione di due proteine
usate come marcatori per le cellule neurali: la proteina gliale acida fibrillare, tipicamente
espressa dagli astrociti (GFAP) (Fig. 22) e la Blll-tubulina, un marcatore specifico
neuronale (Fig. 23). Come controllo positivo sono stati utilizzati lisati proteici di astrociti
corticali provenienti dal monostrato delle co-colture di riferimento, mantenuti in presenza

dei neuroni per 10 giorni, o lisati di neuroni ippocampali.
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| risultati mostrano che la GFAP é rilevabile nel lisato ottenuto dagli astrociti, come atteso,
mentre & assente nel campione derivato dall’estratto proteico del monostrato di MSC (Fig.
22).

55kDa| s | GFAP

42kDa | wwww i | B-actina

Fig. 22 Analisi mediante Western immunoblotting dei livelli di espressione di GFAP in lisati cellulari di
astrociti corticali (controllo positivo) e MSC dopo 10 giorni di co-coltura con i neuroni. In basso & mostrata
la banda dell’actina utilizzata come standard di riferimento per normalizzare i dati sulla quantita di proteine
caricate.

Analogamente, la Blll-tubulina, & espressa nei lisati cellulari di neuroni, mentre € assente
nelle MSC (Fig. 23).
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Fig. 23 Analisi mediante Western immunoblotting dei livelli di espressione di Blll-tubulina su lisati cellulari
di neuroni ippocampali a 10 DIV (controllo positivo) e su lisati cellulari di MSC dopo 10 giorni di co-coltura
con i neuroni. In basso & mostrata la banda dell’actina utilizzata come standard di riferimento.

| dati ottenuti sono a favore di un mantenimento delle caratteristiche staminali delle MSC

anche quando poste in co-coltura con i neuroni.
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2 Le MSC potenziano la trasmissione GABAergica

Una prima analisi degli effetti delle MSC sui neuroni ippocampali posti in co-coltura aveva
dimostrato che queste cellule sono in grado supportarne la crescita sia dal punto di vista
morfologico, che funzionale in un modo del tutto paragonabile a quanto osservato nelle co-
coltura di controllo utilizzate (neuroni/astrociti), suggerendo un’interazione attiva tra le
MSC (Mauri et al., 2012).

Partendo da questi risultati, le indagini svolte si sono focalizzate sull’analisi della
formazione di sinapsi inibitorie ed eccitatorie in neuroni posti in co-coltura rispetto a quelli
posti in co-coltura con gli astrociti.

Per valutare eventuali differenze, neuroni posti in presenza di MSC o di astrociti sono stati
sottoposti a immunomarcatura utilizzando due anticorpi diretti contro i trasportatori
vescicolari per il glutamato (vGlut-1) e per il GABA (vGat), in modo da identificare in
maniera selettiva tutte le pre-sinapsi glutamatergiche e GABAergiche, rispettivamente
(Fig. 24).

su Astrociti su MSC

10 DIV

Fig. 25 Immagine rappresentativa di neuroni ippocampali a 10 DIV cresciuti in presenza di un monostrato di
astrociti (a) o MSC (b) e sottoposti a immunomarcatura utilizzando anticorpi diretti contro il trasportatore
vescicolare per il GABA (vGat, in verde) e contro il trasportatore vescicolare per il glutamato (vGlut-1, in

rosso); in blu sono evidenziati i nuclei mediante marcatura con il DAPI; barra di calibrazione: 20 um.

Da un’analisi semiquantitativa emerge che la percentuale delle sinapsi vGat-positive sul
totale delle sinapsi (VGAT+vGlutl) e piu alta nei neuroni mantenuti in co-coltura con le
MSC, rispetto a quanto ottenuto su neuroni cresciuti in co-colture di controllo (Fig. 26)
(incremento delle presinapsi vGat positive in neuroni mantenuti in co-coltura con le MSC:

282% = 8.14; 15 campi analizzati per esperimento; n=3 esperimenti indipendenti; p<0.01).
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Fig. 26: Analisi semi-quantitativa della densita ottica generata dalle sinapsi vGat-positive sul totale delle
sinapsi (vGat + vGlut-1), ottenuta da neuroni cresciuti sia su MSC (barra nera) che su astrociti.

Il valore delle co-colture di controllo & stato considerato come parametro di raffronto e impostato come

100% (barra bianca).

bY

L’aumento delle pre-sinapsi GABAergiche appena descritto € stato poi valutato anche
mediante la determinazione dei livelli di espressione di vGat in lisati cellulari di neuroni

ippocampali mantenuti nelle due condizioni di co-coltura a 10 e 14 DIV (Fig. 27).
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Fig. 27: Immagine rappresentativa del Western immunoblotting dei lisati cellulari di neuroni ippocampali
che mostra un’aumentata espressione di vGat nelle co-colture con MSC, rispetto alle co-colture con

astrociti; la banda della 311l tubulina & stata utilizzata come controllo dei livelli proteici totali caricati.

L’analisi densitometrica delle bande ottenute mediante Western immunoblotting, mostrano
un incremento statisticamente significativo dei livelli di espressione di vGat nei lisati
cellulari di neuroni mantenuti in co-coltura su monostrato di MSC, rispetto alla condizione
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di controllo, confermando i risultati precedenti. Inoltre, a 14 DIV si pud osservare un

ulteriore incremento di VGAT (Fig. 28).
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Fig. 28: Analisi densitometrica del segnale di vGat ottenuta su neuroni cresciuti sia su MSC (barra nera), che
su astrociti. Il valore delle co-colture di controllo & stato considerato come parametro di raffronto e

impostato come 100% (barra bianca (n=3, p<0.05: p<0.001).

2.1 Le MSC non variano la trasmissione glutamatergica nei neuroni in co-coltura

Oltre alle variazioni osservate per le sinapsi GABAergiche, € stata eseguita la stessa
analisi valutando se le MSC modulano anche |'espressione delle proteine vescicolari
glutamatergiche nelle co-colture o piuttosto se il loro effetto fosse specifico per le proteine
vescicolari di tipo inibitorio.

L’analisi &€ stata fatta su co-colture valutando i livelli di espressione di vGlut-1 tramite
immunofluorescenza, rapportando i livelli di segnale generati da questa proteina rispetto al

segnale generato dal totale delle sinapsi (vVGAT+vGlut, Fig. 29)
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Fig 29: (A) Immagine rappresentativa di neuroni ippocampali a 10 e 14 DIV cresciuti in co-coltura con
astrociti (pannelli di sinistra) o MSC (pannelli di destra) e sottoposti a immunomarcatura utilizzando
anticorpi diretti contro il trasportatore vescicolare per il GABA (vGat, in verde) e contro il trasportatore
vescicolare per il glutamato (vGlut-1, in rosso); in blu sono evidenziati i nuclei mediante marcatura con il
DAPI; barra di calibrazione: 20 um.

(B) Analisi semi-quantitativa della densita ottica registrata per le presinapsi positive per vGlut-1 sul totale
delle sinapsi (vGat + vGlut-1) misurata su neuroni cresciuti sia su MSC (barra nera) che su astrociti. Il valore
delle co-colture di controllo & stato considerato come parametro di raffronto e impostato come 100%

(barra bianca, n=3).

2.2 L’'aumento delle pre-sinapsi GABAergiche & un effetto diretto della comunicazione tra

neuroni e MSC

Dati precedenti del nostro laboratorio hanno dimostrato che le funzioni di supporto trofico
che le MSC svolgono sui neuroni sono mediati in modo indiretto dagli astrociti. Infatti €
'aumentata proliferazione delle cellule gliali sui vetrini di neuroni posti in co-coltura
promossa dalle MSC a svolgere questi effetti (Mauri et al., 2012).

Per valutare se anche l'aumento delle pre-sinapsi GABAergiche fosse dovuto a una
proliferazione delle cellule gliali indotta dalle MSC,le co-colture nelle diverse condizioni in
esame, sono state trattate aggiungendo al medium [larabinosideC (AraC, 5 pM), un
agente antimitotico in grado di bloccare la crescita delle cellule in proliferazione.

L’AraC e stato aggiunto per 7 giorni sia alle co-colture (MSC/neuroni e astrociti/neuroni,

Fig. 30, pannelli di sinistra), sia a neuroni mantenuti in assenza di monostrato cellulare di
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supporto, ma in presenza di medium condizionato dalle due co-colture mantenute in
parallelo (Fig. 30 pannelli di destra). Quest’ultimo trattamento & stato effettuato in modo da
garantire che gli effetti osservati fossero dovuti all’azione dell’Ara-C sulle colture di neuroni
e non da un suo effetto sui monostrati cellulari di supporto. Abbiamo, quindi, eseguito un
saggio immunicitochimico utilizzando anticorpi diretti contro la plll-tubulina, per
visualizzare i neuroni, e anticorpi diretti contro la GFAP espressa esclusivamente dagli
astrociti, allo scopo di quantificare la percentuale astrociti presenti nei campioni trattati con
AraC rispetto al controllo.

CO-COLTURE MEDIUM CONDIZIONATO

- AraC +AraC - AraC +AraC

su astrociti su astrociti

suMSC suMSC

Fig. 30: Immagini rappresentative dell'immunofluorescenza eseguita su neuroni controllo (-AraC) e trattati
(+AraC) con AraC a 10 DIV, mantenuti in co-coltura (pannelli di sinistra) e mantenuti in coltura con medium
condizionato(pannelli di destra). Gli astrociti sono stati marcati con anticorpi contro GFAP (verde), mentre i
neuroni con anticorpi contro la B-1ll tubulina (rosso). Barra di calibrazione 20 pm.

Il numero delle cellule gliali, GFAP positive, & stato valutato rispetto al numero totale di
cellule individuate tramite la marcatura con il DAPI. L’analisi semiquantitativa (Fig. 31)
mostra come, in presenza di AraC, si puo osservare una ridotta presenza di cellule gliali,
sia nelle co-colture (neuroni/MSC e neuroni/astrociti, pannello A), sia nelle colture
mantenute con il medium condizionato (Fig. 31 pannello B) rispetto al controllo:
percentuale delle cellule GFAP-positive normalizzate sul controllo in co-colture su astrociti
1.85 + 0.12 e su MSC 2.10 %= 0.09 e percentuale delle cellule GFAP-positive normalizzate
sul controllo in colture mantenute in medium condizionato da astrociti/neuroni 2.3 £ 0.11 e
da MSC/neuroni 1.95 + 0.05.
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Fig. 31 Analisi del numero delle cellule gliali valutate come numero di cellule GFAP positive sul totale delle
cellule nelle colture di neuroni ippocampali mantenuti per 10 giorni in co-coltura (A) o in medium
condizionato (B), sia in assenza che in presenza di AraC. | dati riportati rappresentano la media di tre
differenti preparazioni di neuroni ippocampali, 10 campi per preparazione; p<0,001

Dopo aver verificato che il trattamento con AraC é in grado di bloccare la crescita degli
astrociti dalle colture di neuroni, abbiamo valutato se I'incremento del numero dei terminali
presinaptici GABAergici indotto dalle MSC si riproponesse anche in neuroni fatti crescere
in medium condizionato in presenza dellagente antimitotico. | neuroni ippocampali,
mantenuti in coltura per 10 giorni nel medium condizionato da co-colture parallele di
neuroni/astrociti e neuroni/MSC, trattati con AraC 5uM sono quindi stati sottoposti a una
doppia marcatura utilizzando anticorpi contro vGat, e vGlut-1, per visualizzare il numero
delle sinapsi vGat positive sul totale (Fig. 32 A).

Dall’analisi semiquantitativa ottenuta da tre diversi esperimenti (15 campi analizzati per
esperimento) si osserva che, il numero dei terminali presinaptici GABAergici € maggiore
nei neuroni mantenuti in coltura con CM da co-colture di neuroni/MSC, rispetto a quelli
mantenuti con CM da co-colture di neuroni/astrociti, nonostante la quasi totale assenza di
cellule gliali in entrambi i campioni (percentuale delle sinapsi vGat positive su neuroni in
CM da co-colture di neuroni/MSC rispetto a quelle registrate su neuroni in CM da co-
colture di neuroni/astrociti: 264.4 + 50.8; p<0.05) (Fig. 32 B).
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Fig. 32: A: Immagine rappresentativa di neuroni in coltura con CM da co-colture di neuroni/MSC e da co-
colture di neuroni/astrociti a 10 DIV, dopo trattamento con AraC: i terminali presinaptici GABAergici sono
stati visualizzati grazie a un anticorpo anti vGat (verde) mentre i terminali presinaptici glutamatergici sono
stati visualizzati con anticorpo anti vGlut (rosso). Barra di calibrazione 20 pum.

B: Analisi semi-quantitativa della densita ottica registrata per le presinapsi vGlut-1 positive sul totale delle
sinapsi (vGat + vGlut-1) ottenuta dall’analisi di neuroni cresciuti sia su MSC (barra nera) che su astrociti. Il
valore delle co-colture di controllo e stato considerato come parametro di raffronto e impostato come

100% (barra bianca (n=3, p<0,05).
Questi dati confermano che le MSC promuovono un incremento del numero dei terminali
presinaptici GABAergici in neuroni ippocampali e che tale effetto si realizza tramite un

meccanismo d’azione diretto, non mediato dalle cellule gliali.

2.3 L’aumento delle pre-sinapsi GABAergiche si correla ad un aumento della trasmissione

inibitoria dei neuroni in coltura.

Per verificare se 'aumento dei terminali presinaptici GABAergici indotto dalle MSC fosse
correlato a una maggiore trasmissione inibitoria, abbiamo, per prima cosa,valutato i livelli
di espressione del co-trasportatore post-sinaptico neuronale per il K™ e il CI' (KCC2) che
regola i potenziali elettrochimici del cloro a livello neuronale. Durante le fasi di maturazione
dei neuroni il KCC2, e infatti coinvolto nella modificazione della loro funzionalita: la sua
espressione modifica la trasmissione neuronale prodotta dalle sinapsi GABAergiche da
una di tipo eccitatorio a una di tipo inibitorio tipica dei neuroni maturi (Ben-Ari et al., 1997,
Rivera et al., 1999, Hubner et al., 2001a).
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Attraverso un’analisi immunocitochimica abbiamo visto che I'espressione di KCC2, in
neuroni ippocampali a 14 DIV cresciuti su MSC, era maggiore rispetto a quella riscontrata
Su neuroni mantenuti su astrociti (Fig 33 A).

| livelli di espressione del KCC2 sono stati quindi analizzati attraverso un’analisi di
Western immunoblotting su lisati cellulari di neuroni a 14 DIV, mantenuti nelle due
condizioni di co-coltura. | risultati ottenuti mostrano che le MSC promuovono un aumento
dei livelli di KCC2 (Fig. 33 B e C; p<0.01), suggerendo che le sinapsi GABAergiche

formate mostrano un profilo per lo piu di tipo inibitorio.
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Fig 33: . (A) Immagini rappresentative del saggio immunoistochimico eseguito su neuroni ippocampali a 14
DIV mantenuti in co-coltura sia su monostrato di astrociti (a) che di MSC (b) marcati con un anticorpo
contro KCC2 (verde) e con un anticorpo contro vGat (rosso) in modo da marcare le pre-sinapsi
GABAergiche.

Dalle immagini e possibile apprezzare una maggiore marcatura di KCC2 sui neuroni cresciuti su MSC (b)
rispetto a quelli cresciuti su astrociti (a); barra di calibrazione: 20 pm.

(B) Western immunoblotting rappresentativo che mostra un aumentato livello di espressione di KCC2 sia

nei lisati cellulari di neuroni a 10 DIV che in quelli a 14 DIV mantenuti in coltura su MSC. La banda riferita
99



all’espressione della B-Ill tubulina e stata utilizzata come controllo per normalizzare i risultati ottenuti in
base al quantitativo di proteine caricate.
(C)Analisi densitometrica delle bande generate dai livelli di espressione di KCC2 normalizzate per i segnali

ottenuti dalla B-11l tubulina. (n=3; p<0,01).

Da ultimo sono state registrate le correnti post-sinaptiche inibitorie spontanee (sIPSCs) e
in miniatura (MIPSCs) attraverso analisi di voltage-clamp.

Queste analisi sono state fatte in collaborazione con il laboratorio di elettrofisiologia del
Prof. Toselli di Pavia, al quale sono state fornite le co-colture neuronali da analizzare.

Le registrazioni sia delle correnti spontanee (sIPSC, Fig. 34 A) che di quelle in miniatura
(mIPSC, Fig. 34 B) hanno confermato che le MSC sono in grado di indurre un aumento
della trasmissione inibitoria. Dall’analisi delle correnti eccitatorie & emerso inoltre che non
ci sono modificazioni funzionali in neuroni cresciuti su MSC rispetto a quelli cresciuti su
astrociti, indicando un effetto specifico delle MSC a carico della trasmissione inibitoria e
non di quella eccitatoria (SEPSC, Fig.34 C).
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Fig. 34: (A) Media delle ampiezze delle correnti spontanee inibitorie (sIPSC) registrate in neuroni cresciuti in
presenza di un monostrato di MSC (a 10 DIV, n=15, 21.5 + 2.8 pA, a 14 DIV, n=8, 44.0 £ 6.9 pA barre nere) o
di astrociti (a 10 DIV, n=15, 14.3 £ 2.1 pA, a 14 DIV, n=8, 21.7 + 2.1 pA, barre bianche).

(B) Media delle ampiezze delle correnti inibitorie in miniatura (mIPSC) registrate in neuroni cresciuti in
presenza di un monostrato di MSC (a 10 DIV, n=18, 17 + 1.5 pA, barre nere) o di astrociti (a 10 DIV, n=11,
12.6 + 1 pA, barre bianche).

(c) Media delle ampiezze delle correnti spontanee eccitatorie (SEPSC) registrate in neuroni cresciuti in
presenza di un monostrato di MSC (barre nere) o di astrociti (barre bianche) dove non si registrano
differenze statisticamente significative; i numeri ripostati tra parentesi sopra le barre dell'istogramma

indicano il numero di registrazioni eseguite per ogni singolo punto.
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2.4 ldentificazione di alcuni fattori rilasciati nel medium responsabili dellaumento della

trasmissione inibitoria GABAergica

Gli esperimenti fatti sulle colture di neuroni in medium condizionato suggeriscono che
I'incremento del numero dei terminali presinaptici GABAergici &€ dovuto a fattori solubili
presenti nel medium di coltura, il cui rilascio & probabilmente mediato dalle MSC.

Per studiare piu nel dettaglio questi fattori, il medium prelevato da co-colture di neuroni
posti su un monostrato di MSC o di astrociti & stato sottoposto a trattamenti specifici prima

di essere utilizzato come CM per le colture di neuroni che sono state in seguito analizzate.

2.4.1 Gli effetti delle MSC sulla sinaptogenesi GABAergica sono mediati dal rilascio di

proteine nel medium

Per valutare se gli effetti delle MSC sulle colture neuronali fossero dovuti a un rilascio di
proteine nel medium di coltura, il medium condizionato prelevato da entrambi i tipi di co-
colture e stato trattato con la tripsina (100 ng/ml), un enzima in grado di degradare le
proteine ad essa sensibili, prima del suo utilizzo nelle colture di neuroni (si veda Materiali e
Metodi par.7.3).

Le cellule neuronali sono quindi state fatte crescere per 10 DIV in presenza di CM trattato
con la tripsina ottenuto da co-colture parallele di neuroni/MSC o neuroni/astrociti, e in
seguito fissate e sottoposte a un saggio immunocitochimico per analizzate il numero di

sinapsi GABAergiche e glutamatergiche (Fig.35).
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- Tripsina + Tripsina

su astrociti

su MSC

Fig. 35: Immagini rappresentative dell'immunofluorescenza di neuroni di 10 DIV in coltura con CM da MSC
e da astrociti, in condizioni di controllo (-tripsina) o cresciuti un CM trattato con tripsina (+tripsina). |
terminali presinaptici GABAergici sono stati visualizzati grazie a un anticorpo anti vGat (verde) mentre i
terminali presinaptici glutamatergici sono stati visualizzati con anticorpo anti vGlut (rosso). Barra di
calibrazione 20 um.

L’effetto del trattamento & stato in seguito quantificato attraverso un’analisi della densita
ottica generata dai due canali (vGat, in verde + vGlut-1, in rosso) e i dati ottenuti da tre
esperimenti indipendenti hanno confermato che in presenza di CM sottoposto a
trattamento con tripsina si verifica una diminuzione dei terminali presinaptici GABAergici in
entrambi i tipi di cocoltura (Fig 36; percentuale delle presinapsi GABAergiche sul totale:
neuroni su astrociti: 31.6+2.3; neuroni su MSC: 28.7+3.8; p<0,001).
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Fig. 36: Analisi semiquantitativa del numero dei terminali presinaptici GABAergici positivi per vGat sul
totale (vGat + vGlut-1) in neuroni mantenuti per 10 giorni in coltura con medium condizionato con e senza
trattamento con tripsina. (n=3; 15 campi per esperimento; p<0,001)

A seguito del trattamento con tripsina si pud concludere che i neuroni in coltura in
presenza di CM mostrano una drastica riduzione del numero dei terminali presinaptici
GABAergici, suggerendo, pertanto, che alcuni fattori essenziali coinvolti nella formazione e

regolazione delle sinapsi inibitorie presenti nel terreno di coltura sono di origine proteica.

2.4.2 Le neurotrofine sono tra le proteine coinvolte in questi meccanismi.

Come menzionato nell'introduzione (par. 2.6) € noto che le neurotrofine (NT) sono
coinvolte nella regolazione della trasmissione inibitoria (EImariah et al., 2005b). Poiché in
letteratura e descritto che le MSC sono in grado di rilasciare NT e risultati precedenti
ottenuti nel nostro laboratorio hanno confermato che le MSC, mantenute nelle nostre
condizioni di coltura, esprimono gli mRNA di alcune NT, quali BDNF e NGF. Per
investigare i meccanismi molecolari coinvolti nell’azione esercitata dalle MSC, abbiamo
deciso di concentrarci proprio su queste molecole. A tale scopo, al CM in cui crescevano i
neuroni & stato aggiunto un bloccante aspecifico dei recettori TrK per le neurotrofine, il
K252a (200nM). | neuroni ippocampali mantenuti in coltura con questo terreno sono stati
poi analizzati a 10 e 14 DIV, a seguito di una doppia marcatura con anticorpi diretti contro
vGat e vGlut-1 (Fig. 37).
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Fig. 37: Immagini rappresentative dell'immunofluorescenza sui neuroni di 10 e 14 DIV in coltura con CM da

su astrociti

su MSC

co-colture parallele di neuroni/MSC o neuroni/astrociti, in condizioni di controllo (-K252a) o cresciuti in un
CM trattato con il bloccante per i recettori TrK (K252a). | terminali presinaptici GABAergici sono stati
visualizzati grazie a un anticorpo anti vGat (verde) mentre i terminali presinaptici glutamatergici sono stati
visualizzati con anticorpo anti vGlut (rosso). Barra di calibrazione 20 um.
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Come per gli esperimenti precedenti I'effetto del trattamento é stato quantificato attraverso
un’analisi della densita ottica generata dai due canali (verde, vGat + rosso, vGlut-1) e i dati
ottenuti da tre esperimenti indipendenti hanno confermato che, in presenza di CM
sottoposto a trattamento con K252a, si verifica una diminuzione dei terminali presinaptici
GABAergici (Fig 38; percentuale delle presinapsi GABAergiche sul totale: neuroni in CM
da co-colture di neuroni/astrociti con K252a: 10DIV 32 + 10; 14DIV 23.4 = 8.9, neuroni in
CM da co-colture di neuroni/MSC con K252a: 10DIV 20.2 £ 2.9; 14DIV 43.6 £ 7.2).
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Fig. 38: Analisi semiquantitativa del numero dei terminali presinaptici GABAergici positivi per vGat sul
totale (vGat + vGlut-1) in neuroni mantenuti per 10 o 14 DIV in presenza di medium condizionato con e
senza trattamento con K252a. (n=3; 15 campi per esperimento; p<0,001)

| dati ottenuti da questi esperimenti indicano, quindi, che il meccanismo d’azione con cui le
MSC provocano lincremento del numero dei terminali presinaptici GABAergici nelle
colture di neuroni ippocampali € fortemente influenzato dalle presenza e dall’azione delle

neurotrofine.

Le nostre indagini si sono in seguito focalizzate sul fattore neurotrofico di derivazione
cerebrale (BDNF). E’ infatti riportato in letteratura che il BDNF é fisiologicamente coinvolto
nella regolazione dello sviluppo delle sinapsi GABAergiche (Gottmann et al.,, 2009,
Greenberg et al., 2009, Yoshii and Constantine-Paton, 2010). Per capire quindi se I'effetto
prodotto dalle MSC sia mediato dal BDNF, abbiamo aggiunto al CM uno scavenger

selettivo per deprivare il medium di coltura da tale fattore neurotrofico, il TrkB-Fc (10 nM).
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| neuroni ippocampali mantenuti in coltura con questo terreno sono stati poi analizzati a 10
e 14 giorni di coltura, a seguito di una doppia marcatura con anticorpi diretti contro vGat e
vGlut-1 (Fig. 39).
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Fig. 39 Immagini rappresentative dell'immunofluorescenza sui neuroni di 10 e 14 DIV in coltura con CM da
co-colture parallele di neuroni/MSC o neuroni/astrociti, in condizioni di controllo (-TrkB-Fc) o cresciuti un
CM trattato con lo scavenger specifico per il BDNF (+TrkB-Fc). | terminali presinaptici GABAergici sono stati
visualizzati grazie a un anticorpo anti vGat (verde) mentre i terminali presinaptici glutamatergici sono stati
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visualizzati con anticorpo anti vGlut (rosso). Dall'immagine si puod apprezzare come anche in questo caso sia
nei neuroni cresciuti da co-colture parallele di neuroni/MSC o neuroni/astrociti, sottoposti a trattamento
con TrkB-Fc, ci sia una drastica riduzione del segnale prodotto dalle pre-sinapsi vGat positive. Barra di
calibrazione 20 um.

by

Anche per questi esperimenti I'effetto del trattamento & stato quantificato attraverso
un’analisi della densita ottica generata dai due canali (verde, vGat + rosso, vGlut-1) e i dati
ottenuti da tre esperimenti indipendenti hanno confermato che in presenza di CM
sottoposto a trattamento con TrKB-Fc si verifica una diminuzione dei terminali presinaptici
GABAergici (Fig 40; percentuale delle presinapsi GABAergiche sul totale: neuroni in CM
da co-colture di neuroni/astrociti con TrKB-Fc: 10DIV 33.8%4; 14DIV 26.5+3.9, neuroni in
CM da co-colture di neuroni/MSC con TrKB-Fc: 10DIV 30.515.1; 14DIV 22.2+4.5.
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Fig. 40: Analisi semiquantitativa del numero dei terminali presinaptici GABAergici positivi per vGat sul
totale (vGat + vGlut-1) in neuroni mantenuti per 10 o 14 DIV in presenza di medium condizionato con e
senza trattamento con TrkB-Fc. (n=3; 15 campi per esperimento; p<0,001)

~

Questi risultati indicano che il BDNF é un fattore importante nella regolazione
dell’incremento del numero dei terminali presinaptici GABAergici nelle colture di neuroni

ippocampali.

Per quantificare i livelli di BDNF rilasciati, abbiamo effettuato un’analisi mediante test
ELISA del medium prelevato dalle co-colture analizzate (in collaborazione con il
laboratorio della Dott.ssa Barbara Costa, UNIMIB). In particolare sono state effettuate
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misurazioni della concentrazione di BDNF nel terreno da co-colture a 3 e 10 DIV. | dati
ottenuti sono sempre stati paragonati con i livelli registrati su colture singole di astrociti 0
MSC per valutare i livelli basali di rilascio di BDNF da parte di queste due popolazioni
cellulari.

| risultati ottenuti mostrano una maggiore concentrazione di BDNF nel medium prelevato
dalle co-colture di neuroni su MSC rispetto a quello prelevato dalle co-colture di neuroni su
astrociti sia a 3DIV che a 10 DIV . (Fig. 41; pg di BDNF normalizzati sui mg di proteine
totali: 3DIV = 1.3 £0.17 pg/mg in terreno da co-colture di neuroni su astrociti e 3.9 +1.85
pg/mg in terreno da co-colture di neuroni su MSC, p<0.01; 10DIV = 1.3 £0.25 pg/mg in
terreno da co-colture di neuroni su astrociti e 5.21 + 0.86 pg/mg in terreno da co-colture di

neuroni su MSC).
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Fig. 41: Analisi quantitativa, tramite test ELISA, del BDNF rilasciato nel medium di coltura di neuroni posti in
co-coltura per 3 e 10 DIV su monostrati di astrociti o MSC.

Dal grafico si pud apprezzare 'aumento dei livelli di BDNF presenti nelle co-colture con MSC in entrambi i
tempi sperimentali presi in analisi. | dati riportati rappresentano la media di tre differenti esperimenti;
p<0,01 e p<0,001.

| dati ottenuti, nel loro insieme, confermano il ruolo del BDNF negli effetti indotti dalle MSC

sulle sinapsi GABAergiche (Mauri et al., 2012).
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3 Valutazione deqgli effetti delle MSC sugli oligodendrociti

Oltre alla caratterizzazione degli effetti che le MSC svolgono sulla crescita e la funzionalita
dei neuroni, & stata fatta anche una valutazione sugli effetti che queste cellule possono
avere sulla proliferazione e il differenziamento degli oligodendrociti (OL).

Come per i neuroni, anche per questi esperimenti & stato utilizzato il modello di co-coltura
in vitro definito a “sandwich”, in cui i vetrini con gli OL sono stati crescere in presenza di un
monostrato cellulare, senza che le due popolazioni fossero a diretto contatto tra di loro.

Le co-colture di OL su MSC sono state sempre paragonate a co-colture di OL in presenza
di astrociti, utilizzati come controllo. Gli OL sono stati mantenuti in coltura fino a un

massimo di 9 DIV e tipicamente le analisi sono state fatte a 3, 6 e 9 DIV.

3.1 Valutazione deqli effetti delle MSC sulle fasi di proliferazione dei precursori degli OL.

In una prima analisi abbiamo valutato se gli OPC posti in co-coltura con le MSC
modificano le loro capacita di proliferazione, utilizzando come parametro d’indagine il
numero di cellule positive per i due marcatori proteici NG2 e O4 che identificano specifici

stadi di sviluppo di queste cellule (si veda par. 3.4.1 dell’introduzione).

3.1.1 Le MSC aumentano il numero di OPC NG2-positivi

L’analisi dell’espressione di NG2 e stata effettuata considerando tre finestre temporali
scelte in base alle informazioni derivanti dalla letteratura e da precedenti studi morfologici
svolti nel nostro laboratorio sul modello sperimentale utilizzato per poter monitorare le
diverse fasi in cui si articola lo sviluppo della linea oligodendrocitica in vitro. Per valutare
I'espressione di questa proteina durante lo stadio proliferativo, gli OPC sono stati posti in
tre diverse condizioni di crescita. Nella prima condizione gli OPC sono stati mantenuti in
coltura con un terreno di crescita che ne garantisce la sopravvivenza e il differenziamento
(vedi Materiali e Metodi par. 3) (Fig. 42 riquadri di sinistra); nella seconda condizione di
crescita gli OPC sono stati posti in co-coltura in presenza di un monostrato di astrociti
(FIG. 42 riguadri centrali), e infine nella terza condizione sperimentale, gli OPC sono stati
posti in co-coltura con le MSC (Fig. 42 riquadri di desta). L’espressione di NG2 & stata

valutata, mediante microscopia confocale, considerando il numero di cellule NG2-positive
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(NG2", Fig.42 in verde) sul numero totale di cellule individuate tramite la marcatura con il
DAPI (Fig. 42 in blu) a 3, 6, 9 DIV. La morfologia degli OL passa da una struttura semplice
e poco articolata (3 DIV), ad una caratterizzata dalla presenza di un numero maggiore di
processi (6 DIV) che nella fase finale si arricchisce di ramificazioni (9 DIV) soprattutto negli
OL cresciuti in presenza del monostrato di MSC. Allo stesso tempo si assiste anche a un
aumento del numero di cellule positive per NG2, sempre negli OL posti in co-coltura con le
MSC (Fig. 42).

su ASTROCITI su MSC

Fig. 42: Immagini rappresentative dell'immunomarcatura con anticorpi contro NG2 analizzate per

3 DIV

6 DIV

B .

valutarne I'espressione durante la maturazione in vitro degli OPC mantenuti in coltura in assenza di un
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monostrato cellulare di supporto (riquadri a sinistra), in co-coltura con astrociti (riquadri centrali) e in co-
coltura con MSC (riquadri a destra). Barra di calibrazione 30um.

Dopo analisi immunocitochimica le immagini acquisite sono state analizzate attraverso
una quantificazione del numero di cellule positive per NG2 sul totale delle cellule presenti,
confermando che a 9 DIV é presente un numero maggiore di OPC positivi per NG2 nelle
co-colture con MSC (Fig. 43). Gia a 3 DIV, in presenza del monostrato di MSC, si possono
osservare elevati livelli di cellule positive per NG2 rispetto al numero registrato negli OPC
cresciuti in assenza di un monostrato cellulare di supporto; a 9 DIV questa differenza
aumenta ancora di piu raggiungendo dei livelli statisticamente significativi a favore degl
OPC cresciuti in presenza di MSC, anche rispetto a quelli cresciuti sul monostrato di
astrociti. OPC cresciuti in assenza di un monostrato di supporto: (3 DIV) 0.1223+0.05270,
(6 DIV) 0.08013+0.04396, (9 DIV) 0.05003+0.02355; OPC su astrociti: (3 DIV)
0.420940.1081, (6 DIV) 0.3681+0.09203, (9 DIV) 0.4261+0.1367; OPC su MSC: (3 DIV)
0.3356+0.05372, (6 DIV) 0.5573+0.05980, (9 DIV) 0.6048+0.1048 (Fig x). Questi dati

indicano che le MSC hanno la capacita di incrementare la fase di proliferazione degli OPC

in co-coltura.
NG2
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Fig. 43: Analisi del numero di cellule positive per NG2 valutato sul totale della popolazione cellulare. | dati
ottenuti sono stati espressi come media * SD di tre differenti preparazioni di OPC (10 campi per

esperimento; n=3) e analizzati tramite t-test di Student (p<0.05).

3.1.2 Le MSC aumentano il numero di OPC O4 positivi
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Sulla base delle caratterizzazioni temporali che in letteratura descrivono le fasi del
processo di proliferazione degli OPC, abbiamo valutato anche il numero di OPC positivi
per O4, una glicoproteina di membrana tipicamente espressa nelle fasi tardive della
proliferazione. Le condizioni sperimentali e i tempi utilizzati per caratterizzare I'espressione
di cellule positive per O4 sono le stesse utilizzate per analizzare I'andamento
dell’espressione di NG2. L’espressione di O4 & stata valutata, mediante microscopia
confocale, considerando il numero di cellule O4 positive (04", Fig. 44 in verde) sul numero
totale di cellule individuate tramite la marcatura con il DAPI (Fig. 44 in blu). Dall’analisi
delle immagini ottenute dall'immunomarcatura dei campioni con I'anticorpo diretto contro
04, si puo osservare come gli OPC cresciuti in co-coltura su MSC presentano sia una
morfologia piu complessa che un numero di cellule positive per O4 maggiore rispetto alle
cellule dei controlli (Fig. 44).

su ASTROCITI su MSC

3 DIV

6 DIV

9 DIV

Fig. 44: Immagini rappresentative dell'immunomarcatura con anticorpi contro 04 analizzate per valutarne
I’espressione durante la maturazione in vitro degli OPC mantenuti in coltura in assenza di un monostrato
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cellulare di supporto (riquadri a sinistra), in co-coltura con astrociti (riquadri centrali) e in co-coltura con
MSC (riquadri a destra). Barra di calibrazione 30um.

Dopo il saggio immunocitochimico, le immagini acquisite sono state analizzate attraverso
una quantificazione del numero di cellule positive per O4 sul totale delle cellule presenti,
confermando che a 9 DIV é presente un numero maggiore di OPC positivi per O4 nelle co-
colture con MSC, mostrando una loro capacita nell'incrementare anche la fase tardiva
della proliferazione degli OPC in co-coltura. OPC cresciuti senza un monostrato di
supporto: (3 DIV) 0.1125+0.04545, (6 DIV) 0.07108+0.03190, (9 DIV) 0.04429+0.006202;
OPC su astrociti: (3 DIV) 0.2554+0.1512, (6 DIV) 0.2569+0.02395, (9 DIV)
0.1833+0.07340; OPC su MSC (3 DIV) 0.3380+0.06478, (6 DIV) 0.3487+0.07562, (9 DIV)
0.6168+0.09185 (Fig 45)
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Fig. 45: Analisi del numero di cellule positive per 04 valutato sul totale della popolazione cellulare. | dati
ottenuti sono stati espressi come media + SD di tre differenti preparazioni di OPC (10 campi per

esperimento; n=3) e analizzati tramite t-test di Student (p<0.05).
| dati ottenuti suggeriscono che le MSC sono in grado di agire positivamente sulle fasi di
proliferazione degli OPC, prolungando sia la durata temporale che la complessita

morfologica delle cellule analizzate.

3.2 Le MSC promuovono un precoce differenziamento degli OPC in OL maturi.

La caratterizzazione della fase di differenziamento e stata analizzata attraverso la

valutazione dei livelli di espressione di MBP, la proteina basica della mielina:
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comunemente vengono definite cellule MBP-positive (MBP®), gli OL che stanno
differenziando in cellule in grado di produrre mielina.

Le condizioni sperimentali utilizzate per identificare il numero di cellule positive per MBP
sono le stesse utilizzate per I'analisi dell’espressione delle proteine NG2 e O4.
L’espressione di MBP é stata valutata, mediante microscopia confocale, considerando il
numero di cellule MBP-positive (MBP”, Fig. 46 in verde) sul numero totale di cellule
individuate tramite la marcatura con il DAPI (Fig. 46 in blu). Le immagini ottenute dopo
immunomarcatura dei campioni con un anticorpo diretto contro MBP mostrano che la
morfologia degli oligodendrociti passa da una struttura semplice e poco articolata (3 DIV)
ad una caratterizzata dalla presenza di un numero maggiore di processi (6 DIV) che nella
fase finale si arricchisce di ramificazioni (9 DIV), soprattutto negli OL cresciuti in presenza
del monostrato di MSC. Allo stesso tempo si assiste anche a un aumento del numero di
cellule positive per MBP negli OL posti in co-coltura con le MSC rispetto alle condizioni

controllo principalmente a 3 e 6 DIV.

su ASTROCITI su MSC
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Fig. 46: Immagini rappresentative dell'immunomarcatura con anticorpi contro MBP analizzate per

valutarne l'espressione durante la maturazione in vitro degli OL mantenuti in coltura in assenza di un

114



monostrato cellulare di supporto (riquadri a sinistra), in co-coltura con astrociti (riquadri centrali) e in co-
coltura con MSC (riquadri a destra). Barra di calibrazione 30um.

Da un’analisi delle immagini acquisite, svolta anche in questo caso attraverso una
guantificazione del numero di cellule positive per MBP sul totale delle cellule presenti, si e
visto che a 3 e 6 DIV, in presenza del monostrato di MSC, si possono osservare livelli di
cellule positive per MBP statisticamente maggiori rispetto al numero registrato negli OL
cresciuti in assenza di un monostrato cellulare di supporto; a 9 DIV questa differenza non
risulta piu statisticamente significativa suggerendo che anche le altre condizioni di coltura
(soprattutto quella su astrociti) raggiungono un livello di differenziamento paragonabile. OL
cresciuti senza un monostrato: (3 DIV) 0.1230+0.03665, (6 DIV) 0.01138+0.04647, (9 DIV)
0.1260+0.09397; OL su astrociti: (3 DIV) 0.1464+0.01306, (6 DIV) 0.1774+0.07364, (9
DIV) 0.3522+0.02021; OL su MSC (3 DIV) 0.2622+0.04405, (6 DIV) 0.3429+0.04489, (9
DIV) 0.4314+0.09608 (Fig 47).
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Fig. 47: Analisi del numero di cellule positive per MBP valutato sul totale della popolazione cellulare. | dati
ottenuti sono stati espressi come media + SD di tre differenti preparazioni di OPC (10 campi per

esperimento; n=3) e analizzati tramite t-test di Student (p<0.05).

Sebbene ci sia un numero di OPC differenziati paragonabile tra le varie condizioni

sperimentali a 9 DIV, a livello visivo si ha comunque l'impressione che i livelli di MBP
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espressi nella co-coltura di OL su MSC siano maggiori rispetto alla co-coltura di controllo
di OL su astrociti. Per valutare questo aspetto, abbiamo eseguito un’analisi
dell’espressione di MBP mediante Western immunoblotting su lisati cellulari di OL
mantenuti nelle due differenti condizioni di co-coltura a 6 e 9 DIV.

| risultati ottenuti mostrano che i livelli di espressione di MBP sono maggiori a 9 DIV in OL
cresciuti in co-coltura con MSC rispetto ai controlli, mentre sono del tutto paragonabili
nelle due condizioni analizzate a 6 DIV (Fig. 48). Questo dato potrebbe essere giustificato
dalla maggior arborizzazione dei processi degli OL in presenza di MSC a 9 DIV rispetto a

quelli cresciuti in presenza di astrociti.
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Fig 48: Western immunoblotting che mostra un aumentato livello di espressione di MBP nei lisati cellulari di
OL mantenuti in presenza di MSC a 9 DIV, rispetto a quelli mantenuti in presenza di astrociti. Lactina e stata

utilizzata come controllo dei quantitativi di proteine caricate.

| risultati ottenuti, attraverso gli esperimenti di caratterizzazione del’andamento della
proliferazione e del differenziamento degli OPC in co-coltura, suggeriscono che le MSC
sono in grado di comunicare con gli OPC garantendogli un adeguato, se non migliore,
supporto trofico rispetto agli astrociti, agendo contemporaneamente sia sulla loro attivita
proliferativa che sulla loro capacita differenziativa.
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3.3 Analisi molecolare dei possibili fattori responsabili dell’azione delle MSC sulla

proliferazione e il differenziamento degli OL: coinvolgimento del pathway di ERK

In base ai dati della letteratura che supportano l'ipotesi che le NT sono tra i fattori coinvolti
nella proliferazione e maturazione degli OL, abbiamo valutato un loro coinvolgimento
come possibili mediatori degli effetti indotti dalle MSC.

Per verificare se gli effetti da noi osservati fossero, almeno in parte, mediati dall'attivazione
dei recettori TrK per le NT, come per i heuroni, abbiamo trattato le colture con il bloccante
aspecifico per i recettori tirosin-chinasici, K252a. Dal momento che i recettori TrK sono
espressi, oltre che dagli OL, anche dalle MSC e dagli astrociti, per evitare che l'inibitore
K252a potesse bloccare i recettori presenti a livello di queste cellule alterando le risposte
osservate, anche in questo caso si € deciso di trattare gli OL fatti crescere in assenza del
monostrato di supporto, ponendoli in un terreno condizionato da co-colture parallele di OL
su MSC o di OL su astrociti. In questo modo agli OL trattati con K252a venivano
comunque garantiti i fattori necessari per la sopravvivenza e la maturazione, ma non si
alterava la funzionalita del monostrato cellulare di supporto. Il trattamento con K252a ha
indotto la morte cellulare degli OL nell’arco di 24-36 ore dalla sua aggiunta al CM sia con
concentrazioni variabili (somministrato in diversi esperimenti con dosi decrescenti: 200
nM, 100nM, 10nM e 0,1 nM) che con differenti tempistiche di somministrazione del
bloccante (somministrato sia il giorno della piastratura che dopo 3 DIV), suggerendo un
ruolo chiave di queste molecole nella sopravvivenza e nel corretto sviluppo di queste
cellule (dati non mostrati).

Per approfondire il coinvolgimento delle NT, abbiamo quindi deciso di andare ad indagare
se ci fossero delle differenze nelle risposte dei segnali intracellulari attivati dai recettori TrK
nelle diverse condizioni di coltura, cominciando a focalizzarci sul coinvolgimento delle vie
attivate dalle MAP kinasi e in particolare sullo stato di fosforilazione di ERK.

Questa analisi, svolta in collaborazione con il laboratorio della Dott.ssa Mariarosaria
Miloso (UNIMIB), é stata fatta attraverso la valutazione dei livelli di fosforilazione di ERK1
e 2 su lisati cellulari di OL mantenuti in co-coltura su MSC o astrociti, in quanto & noto che
I livelli di fosforilazione di questa proteina sono legati al suo stato di attivazione da parte di
una vasta gamma di recettori di membrana tra cui proprio i recettori TrK per le NT.
Dall’analisi preliminare dell’espressione delle proteine ERK fosforilate identificate mediante

Western immunoblotting, si € visto un aumento dei livelli di fosforilazione sia di ERK1 che
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di ERK2 in OL mantenuti un co-coltura per 9 DIV su MSC rispetto ai livelli registrati su OL

in co-coltura su astrociti (Fig. 49).
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Fig 49: Western immunoblotting rappresentativo che mostra un aumentato livello di espressione di ERK 1 e
2 fosforilati nei lisati cellulari di OL su MSC a 9 DIV rispetto a quelli su astrociti. La banda di riferimento

dell’espressione dell’actina e stata utilizzata come controllo dei livelli di proteina caricati.

Le bande ottenute dalla corsa di tre lisati cellulari derivanti da tre differenti preparazioni
mostrano, attraverso un’analisi densitometrica, che in OL cresciuti su MSC si registra un

aumento dei livelli di ERK 1 e 2 fosforilate, come mostrato nel grafico in figura 50.
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Fig. 50: Grafico dall’analisi densitometrica, normalizzata per i livelli di actina nei vari campioni, del segnale
di ERK 1 e 2 fosforilate ottenuta su OL cresciuti sia su MSC (barra nera) che su astrociti, il cui valore e stato

considerato come parametro di raffronto e impostato come 100% (barra bianca). (p<0.05: p<0.001)
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Questi dati, sebbene richiedano un piu approfondito studio per comprenderne il reale
significato biologico, indicano che le MSC possono regolare, tramite la secrezione di fattori
trofici, la proliferazione e il differenziamento degli OPC in vitro, modulando anche l'attivita

di proteine effettrici come ERK1 e 2.
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Nel mio periodo di dottorato ho valutato gli effetti che le cellule staminali mesenchimali (MSC)
hanno sulla funzionalita di neuroni ippocampali focalizzando I'attenzione soprattutto sul loro
coinvolgimento nella regolazione della trasmissione inibitoria. Inoltre lo studio ha previsto I'analisi
degli effetti delle MSC sull'identita morfologica, sulla sopravvivenza e sulla maturazione di
oligodendrociti (OL) corticali. Gli esperimenti svolti indicano, per la prima volta, che le MSC sono in
grado di aumentare la sinaptogenesi GABAergica, e quindi la trasmissione di segnali inibitori,
attraverso il rilascio di fattori solubili, tra cui il BDNF. A livello degli OL, inoltre, si € visto che le
MSC sono in grado sia di prolungarne la fase di proliferazione, che di anticipare e aumentare il

differenziamento degli OPC.

1. L’azione delle MSC & garantita da meccanismi paracrini

| nostri dati suggeriscono che le MSC svolgono i loro effetti attraverso meccanismi d’azione di tipo
paracrino. Questa affermazione € supportata da evidenze ottenute utilizzando modelli sperimentali
differenti: (i) co-colture in cui le cellule sono fisicamente separate e comunicano mediante il rilascio
di sostanze nel medium che condividono; (ii) l'utilizzo di medium condizionato da co-colture
parallele, in cui viene fatta crescere la popolazione cellulare in esame, in modo da eliminare ogni

possibile interazione diretta con le cellule del monostrato di supporto.

Gli effetti osservati ben correlano con i dati presenti in letteratura che indicano come le MSC siano
in grado di rilasciare un’ampia gamma di fattori trofici tra cui citochine, chemochine e antiossidanti
che, in modo paracrino, sono in grado di supportare la sopravvivenza neuronale (Crigler et al.,
2006a, Lanza et al., 2009, Meirelles et al., 2009, Wilkins et al., 2009, Scuteri et al., 2011), la
rigenerazione delle cellule del sistema nervoso (Rivera et al., 2006, Bai et al., 2007) e ridurre gli
effetti apoptotici provocati da stati infiammatori o di sofferenza cellulare (Crigler et al., 2006a,
Scuteri et al., 2011).

Focalizzandoci sugli effetti descritti sulle cellule neuronali, altri gruppi di ricerca hanno proposto dei
modelli in cui dimostravano che le MSC sono in grado di secernere fattori solubili, tra cui anche il
fattore trofico di derivazione neuronale (BDNF), il fattore di crescita dei fibroblasti (FGF-2) e il
fattore trofico di derivazione gliale (GDNF) e di garantire, attraverso il loro rilascio, un effetto
protettivo su neuroni dopaminergici in seguito a danni cerebrali (Shintani et al., 2007).
L’individuazione del BDNF come molecola coinvolta nell’aumento della sinaptogenesi GABAergica
a carico delle MSC, attraverso gli esperimenti condotti con i bloccanti per le neurotrofine (K252a e
TrkB-Fc), suggeriscono inoltre che le cellule in co-coltura non comunicano semplicemente tramite

il rilascio e l'interazione di molecole, ma che instaurano tra di loro una comunicazione di tipo
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bidirezionale in grado di regolare attivamente i livelli di espressione delle molecole interessate in
questi processi. L'incremento del BDNF, misurato attraverso il test ELISA nel medium delle co-
colture, rispetto a quello presente nel medium delle sole MSC poste nelle stesse condizioni di
coltura, ma in assenza di neuroni, confermerebbe tale ipotesi. Resta comunque da definire se
'aumento del BDNF registrato sia da attribuirsi solo al rilascio da parte delle MSC o se queste

cellule siano in grado si promuoverne la sintesi anche dalle cellule neurali presenti nella co-coltura.

2. Le MSC inducono un aumento della sinaptogenesi GABAergica e della

trasmissione inibitoria in neuroni ippocampali.

Attraverso gli esperimenti svolti sulle co-colture tra MSC e neuroni ippocampali, utilizzando
approcci sia di tipo immunocitochimico, biochimico che elettrofisiologico, abbiamo dimostrato che
la presenza di queste cellule & in grado di aumentare la sinaptogenesi GABAergica. Le nostre
indagini si basano su alcune evidenze riportate in letteratura che mostrano come l'interazione dei

neuroni con gli astrociti sia in grado di regolare la sinaptogenesi inibitoria.

Studi condotti sul ruolo degli astrociti nella regolazione della trasmissione inibitoria mostrano,
infatti, che il rilascio di fattori trofici da parte di queste cellule € in grado di aumentare il numero dei
terminali presinaptici inibitori, delle frequenze delle correnti inibitorie in miniatura (MIPSC)
(Elmariah et al., 2005a, Elmariah et al., 2005b, Hughes et al., 2010) e dell’'espressione e della
localizzazione sinaptica del recettore GABA,. Sulla base di queste evidenze ci si potrebbe quindi
aspettare che l'azione delle MSC avvenga modulando la funzionalita degli astrociti e non per
azione diretta sui neuroni. In effetti nel nostro laboratorio € stata precedentemente dimostrata la
capacita delle MSC di mediare in modo indiretto la sopravvivenza neuronale attraverso un’azione

sugli astrociti (Mauri et al., 2012).

Al contrario pero i dati ottenuti su colture di neuroni, nelle quali & stata bloccata la proliferazione
della componente astrocitaria attraverso il trattamento con AraC, indicano che 'aumento della
sinaptogenesi GABAergica promosso dalle MSC non €& una conseguenza dei loro effetti sugli
astrociti, ma piuttosto & basato su una comunicazione diretta con i neuroni. Anche altri gruppi di
ricerca hanno recentemente dimostrato effetti diretti delle MSC su colture di neuroni in termini di

supporto nello sviluppo e nella crescita assonale (Filhrmann et al., 2010).

Ovviamente queste osservazioni non vogliono in alcun modo escludere o ridurre I'importanza degli
effetti prodotti dagli astrociti su questi fenomeni in condizioni fisiologiche, ma piuttosto

suggeriscono che le MSC comunicano con i neuroni modulando presumibilmente le stesse vie di
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segnalazione tipicamente utilizzate dagli astrociti. Questo giustificherebbe il mantenimento di una

corretta sinaptogenesi GABAergica a carico delle MSC nelle colture neuronali trattate con AraC.

Tra le molecole responsabili degli effetti indotti da queste cellule sui neuroni, i nostri risultati
suggeriscono un coinvolgimento del BDNF, come dimostrato con il blocco dei recettori per le
neurotrofine, garantito dall’antagonista per tutti i recettori TrK, il K252a, e il sequestro del BDNF nel
medium di coltura, attraverso il trattamento con il TrkB-Fc, che riducono drasticamente gli effetti
prodotti sulle presinapsi GABAergiche.

Il coinvolgimento del BDNF osservato nella regolazione della trasmissione GABAergica a carico
delle MSC é supportato da una serie di evidenze presenti in letteratura che mostrano come questa
neurotrofina sia coinvolta nella regolazione in senso positivo della sinaptogenesi GABAergica sia a
livello della corteccia cerebrale (Rutherford et al., 1997) che dei neuroni ippocampali (Rutherford et
al.,, 1997, Yamada et al., 2002b). Inoltre & descritto un coinvolgimento del BDNF nellaumento dei
livelli di espressione del KCC2, il cotrasportatore per gli ioni K* e CI" implicato nella regolazione
della trasmissione inibitoria innescata dall’attivazione dei recettori GABA (Aguado et al., 2003b,
Yeo et al.,, 2009). Come indicano anche i nostri risultati, la presenza delle MSC determina un
aumento nell’espressione del KCC2 che ben correla con il coinvolgimento del BDNF nella

regolazione della sua espressione.

E’ inoltre interessante sottolineare che riduzioni dei livelli di espressione di KCC2 sono stati
riscontrati in svariati disordini a livello neuronale che sono caratterizzati da un’alterata trasmissione
inibitoria, come ad esempio nel caso dell’epilessia (Hibner et al., 2001b, Payne et al., 2003),
suggerendo che i meccanismi molecolari attivati dalle MSC potrebbero contribuire a regolare
positivamente I'espressione di questo co-trasportatore e in generale della funzionalita della corretta

trasmissione GABAergica in questi disordini.

Nonostante diverse evidenze presenti in letteratura e i nostri dati supportino un ruolo del BDNF
nella regolazione della trasmissione GABAergica, il meccanismo che regola la sua azione é tuttora
poco definito e richiede ulteriori indagini. Alcuni autori hanno recentemente proposto che il BDNF
possa agire su specifiche cascate di segnali intracellulari che verrebbero attivate nei neuroni
ippocampali (Ludwig et al., 2011) in seguito all’azione del BDNF, anche se non & da escludere il

probabile coinvolgimento di altri fattori che intervengano in modo cooperativo in questi processi.
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3. Le MSC modulano in modo positivo sia la proliferazione che il

differenziamento deqgli oligodendrociti

Gli oligodendrociti sono cellule basilari per il corretto funzionamento del SNC, in quanto
responsabili della formazione della guaina mielinica, fondamentale per la rapida ed efficiente
conduzione degli impulsi nervosi. Esistonodei meccanismi spontanei/endogeni di riparazione di
eventuali danni a carico della mielina (rimielinizzazione), che vedono coinvolti, in primo luogo, i
precursori degli oligodendrociti (OPC). In caso di gravi traumi della spina dorsale e in patologie
neurodegenerative, quali la Sclerosi Laterale Amiotrofica (SLA) e la Sclerosi Multipla (SM), e stato
dimostrato che questo processo di rimielinizzazione puod risultare inefficace, soprattutto se
vengono a mancare i segnali molecolari adeguati per la corretta proliferazione e maturazione degli
OPC (Peterson and Fujinami, 2007).

Recenti studi hanno mostrato come il trapianto delle MSC in modelli animali di sclerosi multipla
(encefalomielite acuta sperimentale, EAE) sia in grado di migliorare il decorso della patologia
attraverso effetti neuroprotettivi —non ancora del tutto chiariti- e la regolazione dei meccanismi
immunomodulatori responsabili della riduzione dell'infammazione a livello delle regioni

demielinizzate (Uccelli et al., 2012b).

Le analisi da noi iniziate hanno la finalita di partecipare alla caratterizzazione dell’eventuale azione
delle MSC nella promozione di questi processi. L'analisi in vitro, attraverso la valutazione del
numero di OPC positivi per i marcatori tipici della fase di proliferazione (NG2 e O4), ha evidenziato
che queste cellule sembrerebbero allargare la finestra temporale durante la quale gli OPC
mostrano una capacita proliferativa, suggerendo quindi che le MSC potrebbero essere realmente

in grado di migliorare i meccanismi responsabili dei primi stadi della rimielinizzazione.

Dai risultati ottenuti € inoltre emerso che gli OL mantenuti nelle nostre condizioni di coltura
mostrano anche un differenziamento precoce rispetto ai controlli e una maggiore produzione di
proteine tipicamente deputate alla mielinizzazione, come MBP, suggerendo un loro possibile ruolo

nel migliorare anche le fasi tardive dei meccanismi di rimielinizzazione.

Sebbene un parallelismo tra le evidenze riscontrate in letteratura in modelli animali e quanto &
stato osservato da noi in vitro possa risultare in parte speculativo, l'utilizzo di un modello
semplificato come il nostro potrebbe aiutare a comprendere nel dettaglio alcuni dei meccanismi
molecolari potenzialmente coinvolti nei processi di rimielinizzazione e nel contempo aiutare a

caratterizzare meglio gli effetti osservati a carico delle MSC.

124



La capacita di stimolare la proliferazione e il differenziamento degli OPC nel SNC potrebbe infatti
essere uno dei meccanismi alla base della rimielinizzazione spontanea indotta da queste cellule; e
stato peraltro dimostrato che MSC somministrate in topi EAE sono in grado di migrare fino alla
zona di lesione nel SNC dove promuovono la proliferazione degli OPC in seguito alla produzione di

BDNF, riducendo in modo significativo le aree di demielinizzazione (Zhang et al., 2005).

Sulla base dei dati della letteratura che propongono sia un coinvolgimento delle neurotrofine nei
processi di regolazione della proliferazione e differenziamento degli OL (Frost et al., 2009, Yun et
al., 2010), sia un rilascio attivo di neurotrofine da parte delle MSC, come peraltro mostrato anche
nei nostri esperimenti, abbiamo cominciato a investigare il loro coinvolgimento negli effetti

osservati sugli OL.

Il blocco dei recettori per le neurotrofine, attraverso I'aggiunta al medium di coltura del K252a, ha
portato alla morte degli OL, suggerendo che nel nostro modello la presenza delle NT & essenziale

per la sopravvivenza di queste cellule.

Inoltre & stato recentemente visto, in un modello in vitro, che le molecole rilasciate dagli astrociti
sono in grado di interagire con i recettori presenti sugli OL portando all’attivazione delle cascate di
segnale intracellulare che coinvolgono anche le MAP chinasi e in particolare inducono la
fosforilazione di ERK modulandone gli effetti e garantendo una migliore sopravvivenza cellulare
(Arai and Lo, 2010).

| nostri dati ben correlano con quanto dimostrato per gli astrociti: 'aumento dei livelli di
espressione della proteina ERK fosforilata in OL in co-coltura con MSC da noi rilevato, lascia
presupporre un potenziamento di questa via ad opera delle cellule staminali, individuando un

possibile meccanismo che spieghi gli effetti positivi osservati nelle co-colture di OL/MSC.

Alla luce di queste considerazioni, ulteriori sforzi saranno volti a cercare di far chiarezza sulla
natura dei diversi fattori implicati nell'effetto trofico da noi osservato da parte delle MSC nei
confronti degli OL e dei loro precursori. Sara inoltre necessario ottenere ulteriori conferme sui
meccanismi messi in atto dalle MSC, valutandone gli effetti in modelli di co-coltura che consentano
I'interazione tra gli OL e i neuroni, in modo da poter verificare se queste cellule siano realmente in

grado di avere un ruolo nel migliorare il potenziale mielinizzante degli OL.
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4. Conclusioni

Negli ultimi anni si & assistito a un considerevole sviluppo dell’utilizzo delle MSC in clinica come
terapia per varie patologie di tipo immunologico, cardiovascolare e, in alcuni casi neurologico
(Kode et al., 2009, Mathiasen et al., 2009, Trivedi et al., 2010). Queste cellule sono state sfruttate
per le loro capacita differenziative, per le loro capacitd immunomodulatorie, di mobilizzazione
verso le aree tissutali danneggiate (homing) e di produzione e rilascio di diversi fattori solubili e
molecole bioattive (Caplan and Correa, 2011, Klopp et al., 2011, Marigo and Dazzi, 2011, Uccelli
et al., 2012b). Per quanto riguarda gli studi sul SNC, studi preclinici condotti in modelli di ischemia
in ratto, hanno dimostrato un contributo delle MSC nella rigenerazione di danni cerebrali,
promuovendo il ripristino delle funzioni legate all’attivita dei neuroni in modelli di patologie quali
ictus (Walker et al., 2010, Zacharek et al., 2010, Bao et al.,, 2011), danni a livello del midollo
spinale (Ban et al., 2011), malattie demielinizzanti (Gordon et al., 2010, Veeravalli et al., 2011)..
Inoltre, Costa-Ferro e collaboratori hanno dimostrato che il trapianto di MSC in modelli sperimentali
di epilessia, immediatamente dopo la crisi epilettica, previene lo sviluppo di scariche cloniche e

riduce la perdita neuronale (Costa-Ferro et al., 2010, Costa-Ferro et al., 2011).

A livello di patologie demielinizzanti sono in corso studi preclinici che ipotizzano un possibile
utilizzo terapeutico a carico delle MSC in pazienti (Slavin et al., 2008, Yang et al., 2010, Baek et
al., 2012, Sng and Lufkin, 2012). Inoltre sono gia in corso anche studi clinici pilota per I'utilizzo di
queste cellule su affetti da sclerosi multipla (Karussis et al., 2010, Connick et al., 2012) o da

sclerosi laterale amiotrofica (Mazzini et al., 2010, Mazzini et al., 2012).

Nonostante, quindi, le MSC siano utilizzate nella pratica clinica, gli studi preclinici e quelli da noi
condotti hanno lo scopo di approfondire il loro meccanismo d’azione utilizzando un modello in vitro,
in modo da isolare e poter meglio analizzare alcuni degli aspetti specifici come il rilascio di fattori

trofici e regolatori.

Va sottolineato che gli studi da noi condotti attualmente non hanno preso in considerazione i
potenziali effetti di regolazione immunologica o il rilascio di altri fattori chiave, come i neurosteroidi,
ma che in una panoramica piu ampia della caratterizzazione delle potenzialita terapeutiche delle

MSC saranno sicuramente da approfondire.

Una migliore comprensione dei meccanismi a carico delle MSC mostrati in questo lavoro, come |l
loro coinvolgimento nel rilascio di BDNF, neurotrofine in generale e altre molecole bioattive sulle
cellule del SNC, potrebbe migliorare le possibilita di utilizzo di queste cellule anche in patologie

neuronali.
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