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1. INTRODUZIONE 
 

 

 

1.1. LE PATOLOGIE MIDOLLARI SPINALI 

 

Le patologie a carico del midollo spinale risultano particolarmente 

drammatiche a causa della scarsa capacità rigenerativa delle cellule che 

compongono il sistema nervoso centrale (SNC). In seguito ad una lesione, il 

midollo spinale non è più in grado di ricevere impulsi fruibili dai centri 

superiori e di trasmetterli in modo utile ai terminali sensitivo-motori che si 

trovano a valle della zona danneggiata. 

Le disfunzioni midollari spinali nella pratica clinica possono essere dovute 

ad un’ampia serie di cause, che vanno dalla lesione traumatica di regioni 

definite (contusione o sezione), alla perdita di specifiche popolazioni 

motoneuronali (malattie degenerative), alle patologie tumorali intraassiali. 

Le sole lesioni traumatiche, comprendenti in gran parte incidenti stradali ma 

anche fatti di violenza urbana o bellica, eventi sportivi ed incidenti sul 

lavoro, sono responsabili nel mondo di 15-40 nuovi casi/milione/anno 

(111). Negli Stati Uniti si calcola che i mielolesi post-traumatici siano più di 

200.000 (8). 

A questa tipologia di lesione responsabile di numeri già ragguardevoli, si 

devono aggiungere le patologie infettive (causa di deficit spesso però non 

permanenti) e soprattutto quelle neurodegenerative, alcune delle quali si 

distinguono per la selettività con cui colpiscono i motoneuroni: alcune quelli 

superiori, altre gli inferiori, altre ancora entrambi. 

L’atrofia muscolare spinale (o SMA, spinal muscular atrophy), malattia 

genetica a trasmissione autosomica recessiva che riconosce 4 varianti, 

colpisce i motoneuroni inferiori determinando atrofia dei muscoli 

prossimali, degli arti e del tronco (85) e porta, nelle forme gravi, a morte gli 
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affetti in età infantile. Altre malattie del motoneurone più rare sono 

rappresentate dalla paralisi bulbare progressiva, in cui il processo 

degenerativo interessa soprattutto i motoneuroni dei nuclei dei nervi cranici 

bulbari, e la sclerosi laterale primaria, in cui è prevalentemente interessato il 

motoneurone centrale. 

La malattia degenerativa motoneuronale più frequente e maggiormente 

studiata è però la sclerosi laterale amiotrofica (SLA), descritta già nel 1874 

da Charcot. Colpisce il primo e secondo motoneurone e causa quindi 

degenerazione sia nel midollo spinale che nella corteccia e nel tronco 

cerebrale, provocando paralisi muscolare progressiva ed irreversibile fino 

alla morte. Presenta un’incidenza di circa 2 casi/100.000/anno ed esordisce 

solitamente nella 4a-5a decade di vita. I sintomi iniziali variano da un 

individuo all’altro, ma in genere consistono in alterazioni motorie come 

fascicolazioni, clonie, iperreflessia, debolezza di uno o più arti o difficoltà 

nella parola e nella deglutizione (13, 28); le mani sono spesso colpite per 

prime, rendendo difficili le normali attività quotidiane. Con il passare del 

tempo, sempre più muscoli vengono interessati, finché la malattia assume 

una distribuzione simmetrica. Le funzioni intellettive e sensoriali rimangono 

integre, ed il malato assiste così in piena lucidità alla perdita graduale delle 

proprie capacità motorie fino alla paralisi completa degli arti con 

impossibilità, oltre che al movimento degli arti, anche alla deglutizione, 

fonazione e masticazione. La paralisi dei muscoli respiratori rende infine 

necessaria la ventilazione assistita ed è spesso la causa della morte nelle 

persone affette da SLA. La progressione è piuttosto rapida con 

un’aspettativa media di vita di circa 3 anni, una sopravvivenza del 25 % a 5 

anni e minore del 10 % a 10 anni. 

Nella grande maggioranza dei casi la SLA è sporadica, ma in circa il 10% dei 

casi è ereditata come carattere autosomico dominante (tipo I) o recessivo 

(tipo II), con alta penetranza dopo la 6a decade. SLA sporadica e familiare 

sono clinicamente simili. 
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Le cause della SLA sono ancora sconosciute. E’ ormai accertato che la SLA 

sporadica non è dovuta ad una singola causa; si tratta invece di una malattia 

multifattoriale, determinata cioè dal concorso di più circostanze, in 

particolare genetiche ed ambientali. Nonostante i meccanismi molecolari che 

causano la morte dei motoneuroni nella SLA siano ancora sconosciuti, quello 

maggiormente chiamato in causa è lo stress ossidativo secondario alla 

formazioni di radicali liberi dell’ossigeno, dovuto ad una mutazione della 

superossido dismutasi 1 (SOD1) (vedi parag. 1.3). 

 

 

1.2. MODELLI ANIMALI DI DISFUNZIONE SPINALE 

 

La possibilità di indurre efficacemente una lesione selettiva dei motoneuroni 

spinali è di fondamentale importanza negli studi sperimentali. 

I modelli animali di disfunzioni spinali sono sostanzialmente suddivisibili in 

3 categorie, a seconda del tipo di danno che si va a riprodurre: quelli 

traumatici, quelli degenerativi transgenici e quelli neurotossici. 

Per quanto attiene alle lesioni traumatiche, i modelli sul ratto sono di gran 

lunga i più sfruttati, risultandone chiari i principali benefici: basso costo, 

facilità di mantenimento con possibilità di studio su grandi numeri, infezioni 

post-chirurgiche rare, metodiche di analisi funzionale ben codificate. 

Modelli traumatici sul topo risultano meno adatti per la difficoltà nelle 

manovre chirurgiche viste le loro dimensioni; di contro, l’abilità ormai 

acquisita nel manipolare il loro genoma e nel capire le complesse alterazioni 

molecolari, li rende particolarmente adatti nei modelli transgenici, che 

riproducono però solitamente malattie degenerative (124).  

In linea generale si può affermare che i modelli traumatici, i più utili per la 

comprensione della patogenesi e per l’approccio terapeutico al danno 

midollare acuto conseguente a traumatismo, risultano gravati da minore 

riproducibilità e superiore sofferenza per gli animali. 
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I modelli neurotossici e degenerativi, per la loro selettività e riproducibilità, 

risultano invece più adatti allo studio anatomo-patologico delle lesioni 

indotte e più affidabili nella fase in cui si pianifichi un approccio terapeutico, 

sia esso di natura cellulare o basato su neuroprotezione. Vero è però che i 

modelli neurotossici non replicano alcuna patologia di usuale riscontro 

clinico, mentre quelli degenerativi riproducono, dal punto di vista sia 

anatomico che funzionale, patologie neurologiche umane attualmente di 

grosso interesse (31): malattia di Alzheimer, morbo di Parkinson, corea di 

Huntington e, per quel che attiene alla degenerazione motoneuronale, 

appunto la  SLA. 

 

1.2.1. Modelli di contusione 

Il midollo spinale risulta sperimentalmente piuttosto tollerante a piccole 

compressioni ed allungamenti, ma stress prolungati possono portare a danni 

permanenti del tessuto. Il modello di contusione presenta un decorso 

neuropatologico e caratteristiche istologiche che si avvicinano a quelle 

presenti nell’uomo in seguito a trauma. Si innescano infatti una serie di 

processi biochimici che portano ad una necrosi cellulare confinata 

principalmente all’interno del midollo, la cui entità correla con la perdita 

della capacità motoria (45,86,117,126). Al contempo, però, esso è soggetto ad 

una forte variabilità che riguarda sia il tipo di fasci che vengono danneggiati, 

sia le metodiche adottate nei vari laboratori. 

Un’ampia serie di metodi sono stati sviluppati negli anni per lesionare il 

midollo spinale tramite compressione esterna. Il primo modello animale fu 

proposto nel 1911 da Allen: si trattava di un peso fatto cadere sul midollo 

spinale di un cane precedentemente sottoposto a laminectomia (6), ed il suo 

principio base è tuttora tra i più usati per riprodurre una contusione 

midollare. Il controllo della gravità del trauma è ottenuto variando l’altezza 

del peso impattante (standardizzato a 20g). Con questo metodo non è però 

possibile variare indipendentemente l’entità della compressione e la velocità 
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iniziale. Esistono alcuni protocolli di contusione, il più usato dei quali è il 

New York University Impactor (50), che permette di controllare alcuni 

parametri biomeccanici e valutare l’entità della contusione; nell’Ohio State 

University Impactor (91), l’impatto viene controllato da un computer. 

Entrambi questi sistemi, tuttavia, comportano un danno singolo e veloce che 

non permette di riprodurre il quadro che si ottiene con una compressione 

prolungata, situazione che viene invece studiata tramite il CLIP (103), il 

quale, attraverso una lesione che si prolunga per tempi variabili, dimostra la 

relazione esistente tra danno e durata dell’evento lesivo. Numerosi autori 

hanno riportato successivamente l’uso di impattatori controllati da 

computer per produrre traumi midollari simil-contusivi in ratti e topi 

(82,119,120). 

Queste ultime metodiche, seppur ampiamente usate, presentano degli 

svantaggi: per la loro sofisticatezza, risultano piuttosto dispendiose; danno 

una completezza di lesione variabile e non permettono, nella valutazione dei 

trapianti, una buona tracciabilità del tessuto rigenerato rispetto a quello 

risparmiato dalla lesione (124).  

 

1.2.2. Modelli di transezione 

In questo caso il danno midollare è creato attraverso un’incisione diretta sul 

midollo. Il modello animale di transezione più noto è quello del gruppo di 

Bunge (23). Il midollo viene esposto a livello di T8 e sezionato; in aggiunta, 

nel caso in cui serva impiantare dei “devices”, il tratto T9-T11 viene 

asportato. Questo metodo permette, attraverso iniezione di sostanze 

fluorescenti o l’uso di microscopio ad alta risoluzione, di valutare con 

certezza l’eventuale rigenerazione assonale. I principali svantaggi del 

modello sono che esso riproduce un tipo di lesione, la transezione completa, 

di raro riscontro clinico ma, soprattutto, che la cura post-chirurgica degli 

animali così menomati è molto difficoltosa. 
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Un’alternativa è l’emisezione (135), che permette una certa funzionalità 

residua ed offre un controllo interno nella metà midollo risparmiato, ma, 

allo stesso tempo, rende piuttosto difficile distinguere i benefici derivanti 

dalla procedura terapeutica che si vuole testare e quelli dovuti invece alla 

riorganizzazione del sistema ospite, eventualità che viene invece tralasciata 

quando si esegue una transezione. 

Esiste infine l’assotomia, la quale consiste nel taglio selettivo di una 

subpopolazione di fasci, importante per verificare la rigenerazione di 

specifici tratti assonali. Un problema comune a questo tipo di lesione deriva 

dal fatto che l’operatore deve essere sicuro che i fasci di interesse 

effettivamente siano stati eliminati, altrimenti i risultati ottenuti potrebbero 

essere parzialmente falsati da fibre rimaste intatte (69).  

 

1.2.3. Modelli basati su espressione di transgeni o su mutazioni 

spontanee 

L’uso di animali transgenici e di mutanti spontanei si è rivelato, negli ultimi 

anni, uno strumento utile per studiare le funzioni di geni coinvolti 

nell’insorgenza di patologie umane come le malattie genetiche degenerative 

motoneuronali: tra questa, la più indagata è la SLA, e su questa ci 

soffermeremo in particolare. 

Con l’avvento dell’ingegneria genetica i neurobiologi sono riusciti a creare 

modelli transgenici di topi in grado di simulare sempre più fedelmente le 

manifestazioni clinico-patologiche che si osservano nei pazienti affetti da 

SLA. Poiché questa patologia è il risultato di mutazioni che si verificano a 

livello di diversi geni, esistono oggi numerosi tipi di modelli (64). 

Il primo modello, quello da noi approfondito, è quello di topi esprimenti 

una forma mutata di SOD1 (vedi paragrafo 1.3). 

Molto studiati sono i modelli con disorganizzazione dei filamenti intermedi 

(IFs) neuronali, quali i neurofilamenti (NF-L, NF-H) e la periferina, proteine 

che spesso si ritrovano nelle inclusioni assonali. Studi effettuati con topi KO 
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hanno messo in evidenza come, sebbene influisca sullo stato di 

mielinizzazione degli assoni (67), la mancanza di queste proteine non 

determini notevoli disturbi dei motoneuroni (42,99). Al contrario, una 

aumentata espressione dei neurofilamenti determina un loro accumulo a 

livello dei corpi cellulari con conseguente atrofia dei motoneuroni (32). 

Un altro modello è costituito da animali con difetti in proteine implicate nel 

trasporto assonale mediato dai microtubuli, come le chinesine, le dinesine e 

Tau. Tra questi vi è il topo pmn (progressive motor neuropathy), portatore di 

una mutazione spontanea, il quale a partire dalla terza settimana di vita 

sviluppa una progressiva debolezza muscolare che nell’arco di un mese ne 

determina il decesso per paralisi dei muscoli respiratori. Dal punto di vista 

istologico si assiste ad una degenerazione assonale distale che in gran parte 

risparmia gli assoni prossimali, così come i corpi cellulari, caratteristica 

questa che allontana il modello dalla SLA (109). 

Un modello il cui decorso clinico maggiormente ricorda le patologie umane 

dei motoneuroni è quello del topo wobbler, caratterizzato da un’assonopatia 

e neuropatia che colpisce esclusivamente le cellule del midollo spinale (84).  

Gli ultimi 2 gruppi comprendono infine topi knockout per Als2 (Alsina), una 

proteina correlata allo sviluppo della forma giovanile di SLA familiare, e 

topi che presentano una mutazione nell’elemento responsivo all’ipossia. 

 

I modelli di SLA più studiati sono, come detto precedentemente, quelli in cui 

viene fatta esprimere una forma di SOD mutata; tra questi i più conosciuti 

sono i ceppi G93A, G37R, G85R, in cui alla copia endogena dell’enzima ne 

viene aggiunta una ulteriore, mutata, di origine umana (20,53,133). La 

manifestazione clinica in questi animali risulta molto simile a quella che si 

osserva negli umani, con inclusioni positive per SOD1, neurofilamenti ed 

ubiquitina ed un indebolimento muscolare che si aggrava progressivamente 

fino a determinare una condizione letale. La velocità e la gravità con cui 

questi sintomi divengono evidenti dipende non tanto dal tipo di mutazione, 
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ma, piuttosto, dal numero di copie mutate espresse (43). I topi che 

presentano un alto numero di copie del transgene (high expressor mice) 

sono caratterizzati da un’insorgenza precoce della malattia e da una rapida 

degenerazione, mentre i topi con una basso numero di copie (low expressor 

mice) hanno un’insorgenza ritardata e una progressione lenta. Inoltre, 

l’insorgenza e la durata della patologia variano a seconda della mutazione 

che caratterizza il transgene. 

 

1.2.4. Modelli neurotossici 

Un modello alternativo di lesione del midollo spinale è quello neurochimico, 

nel quale vengono utilizzate sostanze tossiche che permettono di eliminare 

una precisa popolazione di neuroni. Inizialmente furono utilizzate 

eccitotossine che basavano la propria selettività sul tipo di 

neurotrasmettitore rilasciato: 6-idrossidopamina e 5,6-idrossitriptofano per 

citare le più note: risultavano però poco specifiche ed efficienti (132). Si è 

così passati all’utilizzo di tossine di basso peso molecolare che potessero 

essere trasportate in modo retrogrado fino al soma (“trasporto suicida”) per 

eliminare selettivamente tutti i neuroni che proiettano in una determinata 

zona. Una volta endocitate, queste molecole si legano ai ribosomi 

impedendo la sintesi proteica, evento che determina la morte cellulare (41). 

La dinamica d’azione di queste tossine dipende da vari fattori, quali il tempo 

necessario affinché vengano endocitate, trasportate al soma, e processate. A 

questo si aggiunge il tempo richiesto dal neurone per interrompere la 

propria funzione ed andare incontro a dissoluzione anatomica. Tra le tossine 

più utilizzate vi sono le lectine come ricino, abrina e mordeccina (129,130), 

impiegate per determinare la localizzazione dei recettori dei 

neurotrasmettitori, per studiare la plasticità dei sistemi motori e sensori in 

seguito a perdita neuronale (33,57), e per testare il ruolo dei neuroni sensori 

primari nel comportamento autotomico (processo per cui alcuni animali 

riescono a staccare una parte del proprio corpo che è stata lesionata) (17). 
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Alla famiglia delle lectine appartiene anche la Volkensina, descritta 

approfonditamente nel paragrafo 1.4. 

Un diverso metodo per ottenere l’eliminazione selettiva di una determinata 

popolazione neuronale prevede l’uso di immunotossine, ovvero tossine 

legate ad anticorpi capaci di riconoscere specifici antigeni neuronali. A 

questa categoria appartengono 192 IgG –ricino (39), OX7-saporina (131). In 

modo molto simile funzionano le tossine legate a neuropeptidi come, ad 

esempio, la sostanza P (80).  

 

1.2.5. Analisi dei modelli  

L’efficacia e la selettività degli interventi sperimentali vengono analizzate 

attraverso studi anatomici, neurofisiologici e funzionali-comportamentali. 

Gli studi anatomici si avvalgono in particolare di tecniche istopatologiche 

quali le colorazioni istochimiche, l’immunoistochimica e l’utilizzo di 

traccianti assonali. Questi ultimi sono molecole che vengono captate dagli 

assoni per essere successivamente trasportate in modo retrogrado fino al 

soma o, alternativamente, possono essere applicate a livello del corpo 

cellulare e raggiungere poi i processi assonali seguendo un percorso 

anterogrado. Permettono così di individuare, rispettivamente, i neuroni che 

proiettano in un determinato sito, o gli assoni che in seguito a danno sono 

andati incontro a rigenerazione (5). Tra i marcatori anterogradi più utilizzati 

vi sono destrano amina biotiniliata (BDA), la subunità B della tossina del 

colera (CTB) e l’enzima perossidasi coniugato all’agglutinina del germe di 

grano (HRP-WGA). Tra i traccianti retrogradi, invece, i più utilizzati sono il 

Fluoro-Gold, il Fast-Blue ed il Nuclear Yellow. 

Un ruolo importante rivestono anche gli studi neurofisiologici, i quali si 

basano sui principi dell’elettrofisiologia e possono essere condotti sia in vivo 

che in vitro. Tale approccio ha consentito di approfondire notevolmente le 

conoscenze riguardanti i flussi ionici che sono alla base della trasmissione 

sinaptica, così come hanno permesso di testare la modalità d’azione e 
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l’efficacia di farmaci somministrati in seguito a danno del midollo spinale 

(96). 

Poiché il fine ultimo di chi vuole testare possibili strategie terapeutiche in 

relazione a patologie del sistema nervoso è un recupero funzionale, gli studi 

comportamentali rivestono un ruolo estremamente importante. A tale scopo 

sono stati ideati numerosi test: tra questi il “grid walking test”, il test del 

piano inclinato ed il BBB (Basso, Beattle e Bresnahan) (10). Il BBB è un test 

comportamentale ideato nel 1995, associato ad una scala di 21 punti 

suddivisa in tre intervalli che permettono di classificare il movimento: senza 

supporto del peso (intervallo 1-8), con supporto e coordinazione delle zampe 

anteriori e posteriori (9-13), movimento coordinato, stabile con controllo 

della coda (14-21). Sebbene questa scala non copra fedelmente tutti gli spettri 

possibili, risulta comunque uno strumento piuttosto affidabile per 

determinare il grado di danno tessutale che si verifica in seguito a 

contusione (82).  

Un altro strumento spesso utilizzato per valutare la capacità motoria è il 

Rotarod, un cilindro ruotante in cui si testa la capacità degli animali di 

rimanere in equilibrio e muovere le zampe in modo coordinato (vedi parag. 

2.1.2.).  

 

 

1.3. MODELLO TRANSGENICO NEURODEGENERATIVO: IL  

       TOPO G93A 

 

Nel 1991 venne dimostrato che in alcuni casi di SLA familiare la malattia era 

legata ad un difetto genetico localizzato nel cromosoma 21 (115). 

Rosen et al. nel 1993 identificarono per la prima volta lo stretto legame 

genetico esistente tra la SLA familiare ed un gene, situato appunto nel 

cromosoma 21q, che codifica per una superossido dismutasi (SOD) citosolica 

legante Cu/Zn, la quale catalizza la reazione di trasformazione dell’anione 

 10



                                                                                                    Introduzione 

superossido in O2 ed H2O2 (104). Venivano in quell’occasione identificate 11 

differenti mutazioni non-senso della SOD1 in 13 famiglie affette da SLA 

familiare. 

La scoperta assunse ancora maggiore importanza quando Gurney et al., nel 

1994, produssero un topo transgenico che esprimeva una forma mutata della 

SOD umana (53). La mutazione in questione è la sostituzione di una glicina 

in posizione 93 con un’alanina (Gly93→Ala), da cui il nome del topo: G93A. 

Gli autori notarono che topi esprimenti SOD umana wild-type (NSOD) 

descritti in precedenza, non manifestavano la malattia. I G93A con SOD 

umana mutata, invece, sviluppavano una sindrome stereotipata di malattia 

motoneuronale. A 3-4 mesi di vita cominciavano a presentare segni di 

debolezza agli arti inferiori: estendevano le zampe meno del normale 

quando sollevati per la coda, i fianchi apparivano magri e comparivano 

segni di trascuratezza. Dai 5 mesi la marcia si deteriorava rapidamente e nel 

giro di 2 settimane una o più zampe risultavano paralizzate e gli animali non 

erano più in grado di accedere all’acqua ed al cibo. L’analisi anatomo-

patologica dei midolli dei topi G93A mostrava una marcata perdita di 

motoneuroni contenenti acetilcolinesterasi (ChAT); la maggior parte dei 

rimanenti risultava piena di materiale neruofibrillare, interpretabile come 

neurofilamenti fosforilati, i cambiamenti più pronunciati essendo a carico 

del midollo anteriore. 

Dal Canto e Gurney (34,35) condussero un approfondito studio anatomo-

patologico su midollo spinale, tronco e cervello del topo G93A con l’ausilio 

anche del microscopio elettronico. Le modificazioni istologiche riscontrate 

nel midollo spinale furono classificate in 2 patterns principali, early e late. 

Nell’ early disease pattern (topi sacrificati da 70° al 163° giorno di vita), i topi 

più giovani mostravano, nei motoneuroni di maggiori dimensioni delle 

corna anteriori, vacuoli citoplasmatici strettamente addossati tra loro che 

occupavano spesso l’intero corpo cellulare, interpretabili come l’iniziale 

espressione anatomo-patologica della malattia. Questa “degenerazione 
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vacuolare” non fu osservata nelle corna posteriori. Negli animali più 

cresciuti del gruppo (sacrificati tra 101 e 163 giorni) i vacuoli risultavano 

localizzati sia nei corpi cellulari che nel circostante neuropilo, senza la 

presenza di infiltrati infiammatori e con astrociti ed oligodendrociti 

generalmente normali. La sostanza bianca risultò solo moderatamente 

interessata, mentre le corna anteriori erano uniformemente affette con 

alterazioni moderate: diminuito numero di assoni, con assoni sopravvissuti 

edematosi; macrofagi con residui di mielina generalmente accompagnavano 

queste alterazioni. 

Il late disease pattern (topi sacrificati dopo i 180 giorni di vita) era 

caratterizzato da riduzione del volume delle corna anteriori con massiccia 

perdita di motoneuroni,con neuroni superstiti atrofici e dai contorni 

irregolari. Nella sostanza bianca, gli assoni risultavano edematosi con 

assoplasma denso e granuloso; l’interessamento delle radici anteriori 

appariva marcato ed anormalità erano presenti anche nelle radici posteriori. 

L’esame dell’encefalo e del cervelletto non mostrava alterazioni patologiche, 

mentre numerosi nuclei del tronco cerebrale evidenziavano le medesime 

alterazioni vacuolari descritte per le corna anteriori. 

Agli studi ultrastrutturali, sia i neuroni che i dendriti mostravano 

degenerazione vacuolare negli animali con early disease pattern. Inclusioni 

ialine si osservavano nel late disease pattern, consistenti in accumuli sferici di 

filamenti strettamente impacchettati. 

L’ipotesi formulata dagli Autori è che i due pattern siano collegati in 

sequenza temporale. La prima fase del coinvolgimento patologico potrebbe 

essere caratterizzata principalmente da degenerazione vacuolare dei 

neuroni, i quali successivamente soccombono dando luogo all’atrofia delle 

corna anteriori secondaria a deplezione motoneuronale che si osserva nella 

fase avanzata. 

La SLA è stata studiata nell’uomo dal punto di vista anatomo-patologico, ma 

solo minimi fenomeni di vacuolizzazione sono stati riportati nei 
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motoneuroni di midollo spinale e tronco cerebrale (13). Ciò, secondo gli 

Autori (34), potrebbe essere giustificato dal fatto che la maggior parte degli 

studi sono autoptici, ed i patologi non hanno la possibilità di osservare i 

tessuti nelle prime fasi della malattia. Essendo lo stadio anatomo-patologico 

finale di malattia dei G93A il più vicino a quello osservato nei pazienti con 

SLA, si potrebbe concludere che anche nell’uomo le modificazioni finali 

potrebbero essere di tipo vacuolare. 

Un’altra ipotesi che spieghi l’assenza di vacuoli nei motoneuroni dei 

pazienti rispetto ai topi G93A, potrebbe essere l’alto numero di copie del 

transgene espresso dai topi (118). 

 

Dal 1993, anno in cui Rosen per la prima volta associò SOD1 alla forma 

familiare di SLA (104), sono state individuate più di 120 mutazioni a carico 

di questo gene, di cui 115 sostituzioni aminoacidiche, 4 delezioni e 3 

inserzioni. Salvo qualche rara eccezione (come la D90A), queste mutazioni si 

trasmettono in modo dominante, determinando numerosi fenotipi che 

variano per età di insorgenza, progressione, penetranza e manifestazione 

clinica (49). La SOD1 normalmente svolge una funzione protettiva nelle 

cellule, eliminando i radicali liberi tossici. In particolare catalizza la 

detossificazione del radicale anione superossido (O2¯) convertendolo in 

perossido di idrogeno (H2O2) e ossigeno (O2). La diminuzione dell’attività di 

SOD1 provoca un accumulo dell’anione superossido, che non viene 

dismutato in perossido di idrogeno e ossigeno (11). L’anione superossido 

inoltre riduce Fe³+/Cu²+ in Fe²+/Cu+, che sono più reattivi. La conseguenza 

è che il perossido di idrogeno con Fe²+/Cu+ genera il radicale tossico 

idrossile. 

L’aumento dell’attività di SOD1 invece provoca un accumulo di perossido di 

idrogeno. L’abbondante quantità di H2O2 impedisce la sua completa 

eliminazione da parte della glutatione perossidasi e della catalasi ed inoltre 

si genera il radicale idrossile tramite la reazione Fenton. 
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In entrambi i casi il risultato è uno stress ossidativo. 

Inizialmente si ipotizzò che le mutazioni potessero determinare una perdita 

della funzione (“loss of function”) di SOD1, ma tale ipotesi fu abbandonata 

quando si osservò che topi privi di questo enzima non sviluppavano la 

malattia (101). Al contrario, i topi transgenici G93A, che esprimono una 

maggiore quantità di SOD1 umana mutata, seppur in presenza della forma 

endogena wild type, sviluppano i segni tipici della patologia, appoggiando 

così l’ipotesi di una “gain of function” (53). La tossicità mediata dai radicali 

liberi è una spiegazione plausibile della la morte dei motoneuroni: la SOD 

mutata può facilitare la via del danno ossidativo. 

Nonostante un’ipotesi iniziale suggerisse l’esistenza di una certa 

correlazione tra l’errata attività chimica dell’atomo di rame e lo sviluppo 

della patologia, oggi si ritiene tale supposizione non più attendibile. E’ stato 

osservato infatti come topi recanti una forma di SOD1 priva di rame, così 

come topi privi di CCS (copper chaperone for SOD1), enzima essenziale per il 

corretto inserimento degli atomi di rame, pur avendo una ridotta attività 

dismutasica, non vanno incontro ad un alterato decorso della malattia 

(123,127). 

Le mutazioni puntiformi che si verificano a carico della sequenza 

aminoacidica determinano, oltre alla citata “gain of function”, un 

cambiamento conformazionale di SOD1 che può portare alla formazione di 

aggregati, fenomeno che si manifesta soprattutto durante lo stadio 

sintomatico della malattia. Tali aggregati, costituiti da proteine mutate 

SODG93A e da ubiquitina, si accumulano progressivamente all’interno dei 

corpi di neuroni e della glia e dei loro processi sotto forma di filamenti 

spessi 13 nm  e correlano con la progressione di malattia (118). 

 

Analisi neuropatologiche dimostrano come un ruolo importante è giocato 

dai neurofilamenti, strutture coinvolte nel trasporto assonale (112). Sono 

state individuate alcune importanti mutazioni, quali inserzioni e delezioni a 
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livello di una sequenza altamente ripetuta nel sito di fosforilazione dei 

neurofilamenti (3,44) che correlano con una loro scorretta localizzazione a 

livello dei motoneuroni (79). Tali molecole si accumulano ed eventualmente 

si aggregano originando inclusioni a livello dei corpi e degli assoni 

motoneuronali (60), in modo molto simile a quanto accade per i corpi di 

Lewy e le placche che si osservano rispettivamente nel morbo di Parkinson e 

nella malattia di Alzheimer. 

 

 

1.4. MODELLO NEUROTOSSICO: LESIONE MEDIANTE  

       VOLKENSINA NEL RATTO 

 

La Volkensina è una proteina altamente neurotossica (LD50 0.0017 mg/kg) 

(110) estratta dalle radici dell’Adenia volkensii. Si tratta di una glicoproteina 

della famiglia delle lectine appartenente alle RIP (Ribosome Inactivating 

Proteins) di tipo II, formata da 2 subunità unite da un legame noncovalente 

disulfidico, in grado di inibire permanentemente la sintesi proteica negli 

organismi eucarioti attraverso l’inattivazione della subunità 60S dei 

ribosomi (119). 

Iniettata nel muscolo gastrocnemio o nel nervo sciatico del ratto, la tossina 

viene trasportata per via retrograda ai motoneuroni spinali corrispondenti, 

dove induce una deplezione che appare pressoché completa a 2 settimane 

dall’intervento, e si stabilizza a circa l’80% 4-8 settimane dopo la lesione (70). 

La caratteristica che la rende molto adatta per gli studi sperimentali sulle 

degenerazioni midollari, è che non dà apparenti effetti citotossici sugli 

interneuroni spinali adiacenti né sulle cellule di Schwann (87), fornendo 

quindi, oltre a una lesione selettiva, anche un ambiente circostante 

favorevole per la sopravvivenza e la differenziazione di eventuali trapianti 

(88). 
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1.5. POSSIBILI APPROCCI TERAPEUTICI: NEUROPROTEZIONE 

       E RIPRISTINO CELLULARE 

 

Numerosi studi hanno dimostrato come il midollo spinale sia dotato di una 

notevole plasticità che permette un rapido ed a volte completo recupero 

delle funzioni motorie (9,14); alla base di tale miglioramento vi è l’azione 

neuroprotettiva esercitata da cellule e molecole presenti nel sito di danno. 

Qualche settimana dopo un evento traumatico, spesso si assiste ad una 

transiente espressione di proteine associate a rigenerazione (GAP growth-

associated proteins) e sopravvivenza cellulare (74), fenomeno che correla 

temporalmente con lo sprouting a carico di prolungamenti di cellule che 

proiettano a lunga distanza (125). Dopo la lesione si assiste, inoltre, ad un 

processo spontaneo, seppur limitato, di rimielinizzazione ad opera di 

oligodendrociti e cellule di Schwann; tale fenomeno è strettamente 

dipendente dalla presenza di astrociti ed in particolare, dalla loro 

produzione di CNTF (2). 

La plasticità di cui è dotato il midollo è un punto di partenza che spinge i 

ricercatori a tentare nuovi approcci per ottenere un recupero funzionale. In 

particolare sono sempre più numerosi i tentativi di trapianti di tessuto 

spinale o di cellule che possano favorire, naturalmente o in seguito a 

manipolazione genica, la neuroprotezione o la neurorigenerazione.  

Pur esulando da questa trattazione la degenerazione spinale post-

traumatica, ne tratteremo essendo uno dei campi più attivamente battuti per 

quel che riguarda gli approcci riparativi. 

Nella patologia traumatica, la necessità del “cell replacement”, ossia della 

sostituzione dei neuroni danneggiati con altri efficienti, è meno rilevante 

rispetto alle patologie degenerative, in quanto solo i motoneuroni al livello 

danneggiato vengono persi, portando quindi di per se stessi un deficit 

quantitativamente trascurabile sul totale del danno (47). Più importanti 

 16



                                                                                                    Introduzione 

appaiono dunque i tentativi di rigenerazione della sostanza bianca delle vie 

lunghe, in particolare attraverso la cosiddetta “terapia ricostruttiva” Uno dei 

metodi attraverso cui si cerca di riparare il danno, è il trapianto di tessuto 

spinale o di nervi periferici, i quali, oltre a contenere neuroni vitali, possono 

fungere da ponte (bridge) tra le estremità danneggiate del midollo e, inoltre, 

possono rappresentare una stazione di sinapsi con i neuroni del midollo 

ospite. Attraverso questo approccio sembrerebbe possibile ristabilire una 

connessione tra le fibre che trasportano i segnali sensitivo-motori dai centri 

superiori e le fibre che, invece, si trovano caudalmente rispetto al sito di 

danno. Affinché tali bridge possano risultare funzionali, devono 

comprendere il maggior numero possibile di assoni ed essere in grado di 

creare un pattern preciso e riproducibile di sinapsi al quale il sistema 

nervoso si possa adattare per trarre vantaggi funzionali (25). E’ stato 

dimostrato come il trapianto di questo tipo di tessuto possa fornire un 

supporto trofico ai neuroni assotomizzati bloccandone così la morte 

retrograda (18); inoltre, le cellule presenti nel tessuto trapiantato possono 

rigenerare, attraversare il trapianto e raggiungere i target che si trovano a 

valle, ponendo così le basi per una connessione funzionale (15,16). Questi 

tipi di interventi, però, dimostrano un esito funzionale migliore quando 

effettuati su un animale giovane, differenza probabilmente dovuta alla 

diversa influenza delle vie coinvolte; infatti, mentre nell’adulto il contributo 

più rilevante deriva dalla riorganizzazione delle vie segmentali ed 

intersegmentali, nel neonato, dotato di una migliore riorganizzazione 

anatomica ed uno sprouting maggiore, si assiste ad una importante 

riorganizzazione delle vie discendenti (19). 

 

Il capitolo che più da vicino ci interessa è però rappresentato dal trapianto di 

cellule. Gli approcci mediante terapia cellulare mirano alla riparazione dei 

circuiti nervosi lesionati, cercando di indurre a seconda dei casi in 

particolare(47, 81bis): 
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-la stimolazione della ricrescita assonale 

-la rimielinizzazione 

-la sostituzione di cellule perdute o ripristino cellulare (“cell replacement”) 

-il rilascio di fattori trofici o neuroprotezione (“cell protection”). 

Le cellule utilizzate possono essere di natura autologa oppure, più 

frequentemente, eterologa; in quest’ultimo caso bisogna ricorrere ad una 

terapia immunosopressiva per evitare fenomeni di rigetto e cercare di 

favorire la sopravvivenza del trapianto. 

Ai fini della nostra trattazione, che sono quelli di testare preliminarmente le 

capacità di sopravvivenza ed eventuale integrazione di un trapianto in 

modelli di deplezione motoneuronale selettiva, abbiamo usato neuroblasti di 

ratto e precursori neuronali umani immortalizzati. 

In linea teorica, le cellule con le caratteristiche migliori per un “cell 

replacement” sarebbero le cellule staminali embrionali (ESCs), le quali si 

possono espandere indefinitamente, possono differenziarsi in numerosi 

fenotipi e possono essere sottoposte a manipolazione genetica. McDonald et 

al. nel 1999 (81) hanno dimostrato come cellule staminali embrionali murine 

trapiantate in ratti adulti possono sopravvivere, migrare e differenziare in 

astrociti, oligodendrociti e neuroni dopo una lesione traumatica, 

determinando inoltre un recupero motorio. Tuttavia l’applicazione di queste 

cellule pone alcuni problemi, come la loro propensione a formare teratomi 

ed il possibile sviluppo di cellule ectopiche, data la loro scarsa sensibilità ai 

segnali provenienti dell’ambiente. Il loro utilizzo risulta inoltre limitato da 

problemi di ordine etico, oggigiorno molto attuali, ed immunologico. Risulta 

perciò più sicuro ricorrere a cellule progenitrici, ovvero cellule che, pur 

mantenendo un’ampia capacità differenziativa, hanno intrapreso il cammino 

verso un determinato destino fenotipico. Queste parziale differenziamento 

può avvenire spontaneamente in vivo (72) oppure può essere ottenuto in 

vitro attraverso l’applicazione di protocolli di priming o differenziamento 

(102). Precursori gliali derivanti da cellule staminali embrionali possono 
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differenziare in vivo in oligodendrociti ed astrociti e dare luogo ad un 

processo di rimielinizzazione (95). Oligodendrociti ottenuti da colture di 

cellule staminali embrionali trattate con acido retinoico sono state 

trapiantate sia nella colonna dorsale di ratti adulti sottoposti a 

demielinizzazione, sia in topi mielina-deficienti; tali cellule sono 

sopravvissute, migrate ed, infine, hanno rimielinizzato gli assoni ospiti (75). 

In un studio analogo, tuttavia, si sono ottenuti risultati piuttosto 

contrastanti: infatti, in seguito al trapianto effettuato utilizzando lo stesso 

tipo di cellule, si è osservata una maggiore debilitazione, un aumento della 

morbidità ed una crescita simil-tumorale delle cellule trapiantate (62). Sono 

stati utilizzati anche altri tipi di cellule neurali staminali, come le cellule del 

bulbo olfattivo, le quali hanno il compito naturale di circondare gli assoni 

dei nervi olfattivi proteggendoli dai segnali che, a livello del SNC, ne 

inibiscono la crescita. Queste cellule hanno il grande vantaggio di crescere in 

un ambiente che appartiene al SNC e quindi, in vista di un eventuale 

utilizzo a livello spinale, si verrebbero a trovare in un habitat molto simile a 

quello da cui hanno avuto origine (106). Il bulbo olfattivo, inoltre, 

rappresenta una fonte asettica dalla quale si possono ottenere colture 

cellulari pure (98). Queste cellule, trapiantate nel midollo spinale di ratti 

adulti sottoposti a transezione completa, hanno dimostrato di poter favorire 

la ricrescita degli assoni attraverso il sito di danno, consentendo un 

significativo recupero funzionale. 

Sempre su modelli traumatici, sono stati effettuati protocolli di trapianto 

utilizzando cellule di Schwann (93), macrofagi attivati (100) e, soprattutto, 

cellule staminali derivanti da midollo spinale, sia fetale che adulto 

(63,71,138,140). Da questi studi è emerso come la capacità delle cellule di 

differenziare verso un determinato fenotipo dipenda molto dall’ambiente 

che le circonda, ovvero, dalla cosiddetta “nicchia”, un microambiente 

specializzato dotato di appropriate caratteristiche anatomiche e funzionali, 

dove precise interazioni intercellulari, componenti della matrice 
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extracellulare, così come fattori solubili, proteici o meno, vengono 

orchestrati al fine di fornire alle cellule staminali le condizioni ideali per 

proliferare o differenziare (46,108). 

Cellule neurali staminali che in vitro possono esser fatte differenziare in 

numerosi fenotipi, in vivo originano cellule neuronali se trapiantate in siti 

neurogenici (SVZ ed ippocampo) (114) e in cellule gliali se poste in siti non 

neurogenici quali il midollo spinale adulto (26). L’incapacità di queste cellule 

staminali neurali di produrre neuroni a livello del midollo spinale può 

essere dovuta ad una mancata transizione, sopravvivenza o maturazione dei 

precursori neurali: precursori neurali e gliali ristretti (NRP e GRP) 

trapiantati in midollo spinale adulto di ratto hanno dato luogo 

rispettivamente a neuroni e a cellule gliali capaci di sopravvivere e migrare, 

indicando quindi che l’ambiente di per sé sarebbe in grado di garantire il 

differenziamento verso entrambi i fenotipi. Evidentemente, quindi, si ha un 

blocco a monte, probabilmente a livello della transizione da cellule 

multipotenti a cellule neurali ristrette (55). 

In base a queste osservazioni, quindi, risulta conveniente, nel caso di 

trapianti a livello del midollo spinale, utilizzare cellule derivate da midollo 

spinale o cellule predifferenziate in vitro. Recentemente, oltre a cellule 

neurali, si è provato ad applicare protocolli con cellule appartenenti ad altri 

tessuti, quali il midollo osseo. Anche in questo caso i risultati ottenuti sono 

contrastanti: si è osservato infatti che trapiantando cellule di midollo osseo 

intero, si ottiene un differenziamento in cellule di Schwann ed 

oligodendrociti (1,107), mentre se il trapianto viene effettuato con cellule SP 

(Side Population, ricche di cellule staminali ematopoietiche) tale 

differenziamento non si verifica (52). Un ruolo importante, inoltre, è giocato 

dal tipo di lesione. Cellule di midollo osseo trapiantate in modelli animali di 

demielinizzazione e compressione vanno incontro a differenziamento in 

oligodendrociti e cellule di Schwann (1,107), mentre cellule trapiantate in 

animali sottoposti ad irradiazione rispondono differenziandosi in microglia 
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ed astrociti quando l’irradiazione è subletale (29), o non differenziandosi 

affatto se l’irradiazione è letale per le cellule del midollo osseo (27). 

 

Tutti gli esempi di applicazione delle cellule staminali finora riportati 

avevano come scopo la sostituzione o la rimielinizzazione delle cellule perse 

in seguito al danno. Un altro tipo di approccio, cosiddetto di 

neuroprotezione, può invece basarsi sul trapianto di cellule che, 

naturalmente o in seguito a modificazione genetica, liberano fattori di 

crescita, citochine o molecole capaci di inibire sostanze che impediscono la 

neurogenesi al fine di sostenere la rigenerazione endogena (78,94,137). Uno 

studio molto importante è stato condotto da Llado e collaboratori, che hanno 

dimostrato non solo che le cellule staminali neurali cresciute con colture 

spinali promuovono la crescita dei motoneuroni ma, soprattutto, che si può 

ottenere lo stesso risultato utilizzando il medium di coltura di queste cellule, 

osservazione che evidenzia la loro capacità di produrre fattori solubili con 

proprietà trofiche (76). 

 

I modelli di SLA, risultando la malattia dalla perdita selettiva dei 

motoneuroni, potrebbero sembrare candidati ideali da sottoporre alla terapia 

cellulare, tecnica ideale qualora si voglia ripristinare un pool specifico di 

cellule, e diversi tentativi di “cell replacement” sono infatti stati suggeriti. 

Affinché questo approccio possa essere attuato è necessario avere a 

disposizione una popolazione cellulare facile da isolare, espandere e 

manipolare geneticamente (116). Inoltre, per poter ottenere un risultato 

funzionale, queste cellule devono sopravvivere in un tessuto che è andato 

incontro a danno, migrare, differenziare nel corretto fenotipo e, soprattutto, 

devono interagire funzionalmente con le cellule dell’ospite (97). 

Ad oggi, sono stati sperimentati diversi protocolli di terapia cellulare 

applicata alla SLA. Sulla base di studi che suggeriscono un possibile ruolo 

della microglia nel danno motoneuronale nel modello G93A (4), Beers et al. 
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hanno fatto un tentativo di trapianto di microglia wild-type, dimostrando 

come sia efficace nella protezione dei motoneuroni (12). L’approccio 

mediante cellule ematopoietiche, in particolare di midollo osseo, adottato da 

Corti e coll. nel modello G93A, ha evidenziato una ritardata comparsa di 

malattia ed un’aumentata sopravvivenza degli animali, attribuite più alle 

modificazioni del microambiente che a neurogenesi (30). Hemendinger et al. 

hanno invece trapiantato nei midolli spinali di topi G93A le cellule del 

Sertoli, sfruttando le loro già dimostrate capacità neuroprotettive in 

patologie neurodegenerative quali le malattie di Parkinson e di Huntington 

(58). I loro risultati hanno dimostrato un aumentato numero di motoneuroni 

sopravvissuti in prossimità del sito di iniezione, dato interpretato come 

beneficio secondario a secrezione di fattori neurotrofici da parte delle cellule 

trapiantate. Un altro tipo di approccio è stato quello mediante cellule umane 

derivate da sangue del cordone ombelicale. I risultati ottenuti da 

Garbuzova-Davis con l’iniezione intravenosa di queste cellule nei topi G93A, 

hanno evidenziato un’insorgenza di malattia ritardata di 2-3 settimane ed un 

aumento della sopravvivenza dei topi ammalati (48). 

Recentemente infine Xu e coll. hanno impiantato nel midollo lombare di topi 

G93A, cellule staminali umane (da midolli fetali) dimostrando che esse si 

differenziano in neuroni capaci di formare contatti sinaptici con le cellule 

ospiti e di rilasciare fattori neurotrofici; questo si è riflettuto clinicamente 

con una ritardata comparsa, nonché rallentata progressione di malattia, ed 

un aumento di sopravvivenza di circa 10 giorni (136).  

Uno dei principali problemi nell’applicazione di tecniche di terapia cellulare 

alla SLA è costituito dalle difficoltà che si incontrano nel guidare il 

differenziamento delle cellule verso il fenotipo motoneuronale. Grazie alle 

conoscenze avanzate nel versante della biologia molecolare, sono stati 

sviluppati alcuni protocolli di predifferenziamento e differenziamento in 

vitro che hanno consentito la generazione di cellule umane colinergiche 
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regione specifica (134) permettendo in alcuni casi di ottenere una buona 

migrazione ed un parziale recupero funzionale (38). 

 

Nell’altro modello soggetto del nostro studio, quello di lesione neurotossica 

mediante Volkensina, è infine stata dimostrata recentemente la possibilità di 

ottenere, mediante trapianto di neuroblasti omotipici, sopravvivenza ed 

integrazione delle cellule trapiantate (pur senza capacità di estensione delle 

fibre al muscolo leso) ma, ciò che appare più interessante, rilascio di ACh in 

quantità vicina al normale (evidenziata con metodiche di microdialisi in 

vivo), seppur senza possibilità di regolazione (51). 

 

 

1.6. SCOPI DELLA TESI 

 

Nel nostro studio abbiamo individuato e quindi deciso di utilizzare 2 

modelli animali di disfunzione di motoneuroni spinali, uno transgenico 

degenerativo nel topo ed uno neurotossico nel ratto. 

Per quanto riguarda il primo, i topi transgenici G93A, portatori di una 

mutazione che causa una malattia clinicamente ed istologicamente simile 

alla SLA umana, sono stati da noi sottoposti ad un approfondito studio 

anatomo-funzionale nei vari stadi della malattia, per verificare se vi fosse 

correlazione precisa tra il graduale deterioramento motorio e le 

caratteristiche anatomo-patologiche (in particolare numero e volume dei 

motoneuroni e delle loro arborizzazioni colinergiche).  

Nel secondo modello abbiamo indotto la lesione motoneuronale midollare 

mediante la neurotossina Volkensina, e ne abbiano verificato gli effetti sia 

funzionali sia istologici. 

La scelta di questi due modelli si è basata sulla maggiore affidabilità nel 

produrre lesioni selettive, delimitate e riproducibili rispetto ad altri modelli, 

in particolare quelli traumatici.  
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Lo scopo di questa prima fase dello studio è stato quindi di cercare di 

validare questi modelli sotto il profilo istopatologico e funzionale nel breve 

medio e lungo termine. 

Nella seconda fase si è condotto uno studio preliminare sull’approccio 

terapeutico con l’impianto intraspinale di precursori neuronali di ratto 

(neuroblasti) e di precursori neurali umani immortalizzati di origine 

corticale, al fine di evidenziarne eventuale capacità di sopravvivenza ed 

integrazione o di osservare fenomeni di neuroplasticità o neuroprotezione. 
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2. MATERIALI E METODI 
 

 

In questo studio sono stati utilizzati 40 ratti Wistar e 70 topi femmine 

appartenenti al ceppo B6SJL; di quest’ultimi 37 sono risultati topi wild type 

(di seguito indicati come WT), mentre i rimanenti 33 erano topi transgenici 

(B6SJL-Tg(SOD1-G93A)1Gur/J, (di seguito indicati come G93A) che 

esprimono il gene umano SOD1 recante la mutazione G93A (Jackson 

Laboratories Bar Harbor, ME, USA) e sviluppano entro i 5 mesi una malattia 

dalle caratteristiche simili alla sclerosi laterale amiotrofica. 

Tutti gli animali sono stati forniti dallo Stabulario dell’Università degli Studi 

di Trieste e mantenuti presso la medesima struttura per tutta la durata degli 

esperimenti, con un ciclo di luce/buio di 12 ore e cibo ed acqua ad libitum. 

Tutti gli esperimenti sugli animali sono stati condotti presso il “Laboratorio 

B.R.A.I.N. di neurogenesi e riparazione” del Dipartimento di Fisiologia e 

Patologia dell’Università di Trieste, rispettando le direttive del Consiglio 

della Comunità Europea, e sono stati approvati dal comitato etico 

dell'Università di Trieste. 

 

 

2.1. TOPI G93A: CARATTERIZZAZIONE DEL MODELLO E 
       TRAPIANTO SPINALE 
 

Sono stati utilizzati in totale 70 topi femmine del ceppo B6SJL, impiegati in 

parte per caratterizzare il modello dal punto di vista funzionale ed 

anatomico, ed in parte per verificare la capacità di cellule staminali di 

sopravvivere quando trapiantate nel midollo spinale di un modello murino 

di SLA. 

Gli animali utilizzati per la caratterizzazione del modello sono stati divisi in 

due gruppi, il primo formato da 5 WT e 7 G93A, ed il secondo da 11 WT e 11 

G93A, sacrificati rispettivamente a 2 e 4 mesi dalla nascita. 
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Prima di procedere con gli esperimenti, i topi sono stati genotipizzati per 

verificare la presenza del transgene. 

 

 

2.1.1. Genotipizzazione 

Il DNA genomico è stato estratto da un piccolo frammento di coda 

dell’animale. Ciascun campione è stato mantenuto in agitazione a 55°C O/N 

in un tampone di digestione a cui è stata aggiunta proteinasi K alla 

concentrazione finale di 0,6 mg/ml. Si è quindi proceduto alla separazione 

del DNA dalle proteine mediante il protocollo fenolo-cloroformio; il DNA 

così isolato è stato lavato con etanolo 70% ed amplificato con la PCR. La 

reazione di polimerizzazione a catena è stata eseguita aggiungendo 1µl di 

DNA genomico ad una soluzione mix contenente 1µl RedTaq DNA 

polimerasi (Sigma, 1U/µl), 0,6µl dNTPs (conc. finale 200 µM) e 1 µl di 

ciascun primer diluito 1:10 (conc. finale 0,5µM). I campioni sono quindi stati 

sottoposti ad un programma di PCR che prevedeva un iniziale 

riscaldamento dei campioni a 95°C, seguito da 30 cicli composti da un 

minuto a 95°C, un minuto a 65°C (temperatura di annealing) ed un ulteriore 

minuto a 72°C. Terminati i cicli, i campioni sono stati mantenuti a 72°C per 8 

minuti per poter permettere la completa esecuzione delle reazioni di 

allungamento; una volta raffreddati, i campioni sono stati caricati su un gel 

di agarosio 1% in tampone Tris-EDTA con l’aggiunta di Etidio bromuro (0,5 

µl/ml di gel) per consentirne la visualizzazione. Oltre ai campioni sono stati 

caricati un marcatore di pesi molecolari, un controllo positivo ed un 

controllo negativo. 

 

 

2.1.2. Caratterizzazione funzionale 

Poiché la manifestazione clinica della malattia è una progressiva debolezza 

degli arti, i topi utilizzati per la caratterizzazione funzionale del modello 
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sono stati sottoposti al Rotarod test, il quale valuta le capacità motorie 

dell’animale. Si tratta di uno strumento costituito da un cilindro ruotante 

separato in setti (Fig. 2.1) che permette di testare le capacità sensitivo-

motorie di diversi topi simultaneamente verificando la loro abilità nel 

rimanere in equilibrio e nel muovere in modo coordinato gli arti anteriori e 

posteriori. Il rotarod permette potenzialmente anche di valutare altri due 

parametri, quali la forza muscolare e la capacità di apprendimento che 

permette agli animali di migliorare le prestazioni con il passare del tempo 

(22). L’eventuale caduta dell’animale dal cilindro fa scattare un meccanismo 

che ferma il timer e permette di registrare il tempo di permanenza. Prima di 

iniziare l’esperimento tutti i topi sono stati sottoposti ad una fase di 

allenamento in cui sono stati mantenuti sul rotarod alla velocità minima fino 

a quando non hanno raggiunto i 100 secondi. Durante il test agli animali è 

richiesto di permanere sul cilindro rotante per 300 secondi ad ogni trial; il 

protocollo utilizzato in questo lavoro prevedeva, per ogni sessione, il 

monitoraggio degli animali a 3 velocità (5, 10 e 14 giri/minuto), per ciascuna 

delle quali sono stati effettuati 4 trials (in ordine velocità media, massima e 

minima), per un totale di 12 trials separati l’un altro da una pausa di 20 

minuti al fine di far riposare gli animali. 

 

 

Fig. 2.1 Rotarod test
Il Rotarod viene utilizzato per valutare la 
performance motoria degli animali sotto sforzo. 
I topi, posti su un cilindro rotante, devono 
rimanere in equilibrio e camminare. 
L’eventuale caduta fa scattare un meccanismo 
che permette di registrare il tempo di 
permanenza sul rullo.

Fig. 2.1 Rotarod test
Il Rotarod viene utilizzato per valutare la 
performance motoria degli animali sotto sforzo. 
I topi, posti su un cilindro rotante, devono 
rimanere in equilibrio e camminare. 
L’eventuale caduta fa scattare un meccanismo 
che permette di registrare il tempo di 
permanenza sul rullo.
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 Questo test è stato ripetuto due volte alla settimana dal secondo mese di 

vita degli animali fino alla manifestazione clinica evidente della patologia, in 

seguito alla quale gli animali sono stati sacrificati per non arrecare loro 

ulteriori sofferenze. 

 

 

2.1.3. Caratterizzazione anatomica 

Alla conclusione dei test motori gli animali sono stati sottoposti ad una 

anestesia terminale con cloralio idrato al 5% (7ml/kg) e sacrificati per 

estrarre il midollo spinale. 

 

Sacrificio e processamento dei tessuti 

I tessuti prelevati sono stati fissati per immersione in una soluzione di 

paraformaldeide al 4% a 4 °C per 2 ore, sono stati quindi trasferiti in una 

soluzione di saccarosio al 20% in tampone fosfato 0.1 M (pH 7.4) e mantenuti 

a 4 °C. Utilizzando un microtomo congelatore sono state ottenute sezioni del 

piano orizzontale (rostro-caudale) di 30 µm di spessore da regioni 

comprendenti le corna anteriori dei segmenti lombari del midollo spinale. Le 

sezioni sono state raccolte in quattro serie consecutive, ognuna delle quali è 

rappresentativa dell’intera zona di interesse. Le serie sono state conservate 

in una soluzione di criopreservazione (etilenglicole e glicerolo in tampone 

fosfato) a -20 °C fino al momento della colorazione. 

 

Immunoistochimica 

Una prima colorazione effettuata sulle sezioni ottenute al microtomo è stata 

utilizzata per valutare la degenerazione motoneuronale, utilizzando un 

anticorpo specifico contro Colina Acetil Transferasi (ChAT). 

Le sezioni sono state lavate in tampone potassio fosfato (KPBS) con tre 

passaggi successivi, e poi inizialmente trattate per 10 minuti con 10% 

metanolo e 3% perossido di idrogeno in KPBS per inattivare l’attività 
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perossidasica endogena. Le sezioni sono state quindi incubate per un’ora a 

temperatura ambiente in una soluzione contenente 5% del siero dell’animale 

in cui è prodotto l’anticorpo secondario e Triton 0,3% al fine di bloccare 

possibili siti aspecifici di legame con l’anticorpo e di permeabilizzare il 

tessuto grazie al detergente. Successivamente è stata effettuata la fase di 

incubazione con l’anticorpo primario (36-48 ore in agitazione a 4 °C), 2% 

siero normale e 0,3% Triton. L’immunoreattività è stata evidenziata con un 

procedura standard di avidina-biotina-perossidasi, incubando le sezioni per 

un’ora a temperatura ambiente, prima con l’anticorpo secondario biotinilato, 

poi con il complesso ABC (Vectastain ABC kit). Lo sviluppo è stato 

effettuato in una soluzione 250 µg/ml di diaminobenzidina (DAB) e 

perossido di idrogeno 3% per 2-3 minuti. Le sezioni dopo la reazione con 

DAB sono state posizionate su vetrini portaoggetto; quindi sono state 

disidratate mediante lavaggi in etanolo, etanolo/xilene e xilene e infine sono 

state montate con DPX (Fluka) e rivestite con il vetrino coprioggetto. 

 

Colorazione istochimica dei processi AChE-positivi 

Per accertare la deplezione motoneuronale e le conseguenze patologiche 

della malattia, è stata eseguita una colorazione in grado di rilevare 

specificatamente la presenza di fibre e neuroni colinergici. Questa 

colorazione ci permette in particolare di evidenziare le fibre 

AcetilColinesterasi (AChE) positive, al fine di avere una valutazione 

dell’entità della riduzione della componente colinergica. Il protocollo 

impiegato è stato quello di Hedreen et al. (56), che è una modifica del 

metodo Karnowsky e Roots (65), il quale fornisce una colorazione selettiva 

nei siti di attività dell’enzima, nonché un’eccellente visualizzazione della 

reazione che rende possibile l’analisi dell’intensità di colorazione. 

Le sezioni sono state lavate dalla soluzione di criopreservazione mediante 

tre passaggi in tampone sodio acetato a pH 6, poi incubate per 25 minuti in 

un medium contenente acetiltiocolina ioduro 0.05%, citrato di sodio, solfato 
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di rame e ferricianuro di potassio in tampone sodio acetato, al quale è stata 

aggiunta etopropazina per inibire le esterasi aspecifiche del tessuto 

processato. Successivamente sono stati effettuati dei passaggi di 

intensificazione della colorazione grazie a brevi incubazioni di un minuto 

prima in ammonio solfato 4% e poi in nitrato d’argento 0,1%. La colorazione 

avviene grazie alla catalisi da parte di AChE dell'acetilcolina ioduro, a 

formare tiocolina; questa riduce il ferrocianuro di potassio che forma un 

precipitato colorato, che viene sviluppato ed amplificato nei passaggi 

successivi. Dopo la colorazione, le sezioni sono state montate su vetrini 

portaoggetto. Successivamente i vetrini contenenti le sezioni sono stati 

passati in etanolo, etanolo/xilene e xilene ed infine sono stati rivestiti con il 

vetrino coprioggetto attraverso l’uso di DPX. 

 

Stima stereologica del numero delle cellule ChAT-positive e del loro volume 

Le sezioni istologiche sono state analizzate in luce visibile mediante un 

microscopio Olympus BH-2, implementato con un software di analisi 

stereologica dell'immagine (Computer Assisted Stereological Toolbox, 

CAST) e una videocamera digitale. Per l’analisi le cellule ChAT positive 

sono state quantificate al microscopio mediante il software CAST, 

contandole su 4 sezioni per ogni animale. Dal numero di cellule contate è 

stato quindi estrapolato il numero totale di motoneuroni a livello del 

midollo spinale lombare attraverso una formula matematica. 

Sempre con software CAST e mediante una formula matematica, è stato 

calcolato anche il volume dei motoneuroni nella regione lombare. 

 

Densitometria 

Le sezioni colorate per i processi AChE-positivi sono state osservate al 

microscopio e fotografate tutte nella stessa sessione avendo cura di 

mantenere il più possibile costanti le condizioni di luce all’interno della 

stanza. Le fotografie così ottenute sono poi state utilizzate per l’analisi 
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densitometrica delle arborizzazioni dendritiche, mediante il software Scion 

Image. Tali software permettono di ottenere una stima numerica di densità 

ottica nella zona che si desidera analizzare rispetto ad una densità di 

background. Per ogni sezione si sono effettuate quattro misurazioni a livello 

della sostanza bianca, da utilizzare come valore di riferimento, e quattro 

misurazioni all'interno della zona popolata dai motoneuroni. I dati così 

ottenuti sono stati analizzati calcolando la differenza tra la densità ottica dei 

processi e quella della sostanza bianca, e successivamente utilizzati per le 

analisi statistiche. 

 

Analisi statistiche 

I dati delle analisi derivanti dai test motori, dalla conta delle cellule, dal 

calcolo del volume cellulare e dalle densità ottiche sono stati processati 

statisticamente con test di analisi della varianza (ANOVA), fattoriali (one-

way ANOVA) o per misure ripetute (repeated measures ANOVA). Le 

analisi sono state condotte in Statview 4.0 per Macintosh e le differenze sono 

state ritenute significative per p<0.05. 

 

 

2.1.4. Trapianto spinale di precursori immortalizzati 

I topi utilizzati per il trapianto con precursori neuronali umani 

immortalizzati, all’età di 1 mese sono stati anestetizzati con una soluzione di 

avertina-xilazina (100µl/10g) per via intraperitoneale e posizionati 

sull’apparato stereotassico dotato di adattatore per topi. La metodica 

prevede che, una volta individuato il tratto T13-L1 (corrispondente alla 

porzione spinale L1-L2), la colonna vertebrale venga immobilizzata e 

l’iniezione praticata nello spazio intervertebrale nel lato destro del midollo 

spinale, a 0,4 mm dall’arteria centrale e 0,8 mm al di sotto della dura. Dopo 

aver caricato 1µl della sospensione cellulare, pari a 105 cellule, si inserisce la 

siringa, si aspetta un minuto e successivamente si inietta metà della 
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sospensione cellulare alla velocità di 1 µl/min. Si attende un altro minuto 

prima di procedere all’iniezione della sospensione rimanente e infine, dopo 

ulteriori 3 minuti, si estrae lentamente la siringa. Gli animali infine vengono 

suturati e, per evitare eventuali infezioni batteriche, si somministra 

un’iniezione di antibiotico per via intraperitoneale (Enrofloxacin 5% alla 

dose 5-10mg/kg).  

 

Al fine di evitare prevedibili fenomeni di rigetto, sono stati utilizzati 2 

diversi protocolli di immunosoppressione. Nel primo di questi la 

Ciclosporina (15 mg/100g) è stata sciolta nell’acqua da bere e somministrata 

agli animali a partire da una settimana prima della procedura fino al termine 

dell’esperimento. Nel secondo protocollo la Ciclosporina è stata 

somministrata alla medesima concentrazione, ma per via intraperitoneale.  

 

 

2.2. RATTI: INDUZIONE DELLA LESIONE E TRAPIANTO  

       SPINALE 

 

Sono stati utilizzati complessivamente 40 ratti Wistar, tutti lesionati a 24 ore 

dalla nascita (PD1) mediante iniezione intramuscolare di Volkensina. 

I ratti sono stati suddivisi in 4 gruppi in base al momento in cui è stato 

effettuato il trapianto, al tipo di cellule impiantate e al tempo di 

processamento. 

 

 

2.2.1. Induzione della lesione spinale 

 

Le lesioni sono state effettuate su animali neonati al primo giorno di vita 

post-natale (PD1). Gli animali, anestetizzati tramite ipotermia profonda, 

sono stati iniettati con 2µl di soluzione di Volkensina (1ng/µl) diluita in PBS 
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sterile (phosphate buffer saline), dose sufficiente per ottenere una 

degenerazione massiva dei motoneuroni che proiettano al sito di iniezione 

(51,70). Una volta inserito l’ago all’interno del muscolo gastrocnemio destro 

(Fig. 2.2), si è atteso un intervallo di un minuto; quindi, dopo aver iniettato 

la soluzione ad una velocità di circa 1µl/min, si sono attesi 2 ulteriori minuti 

prima di estrarre la siringa, al fine di facilitare la dispersione della soluzione 

nel tessuto muscolare.  

 

                       
Fig. 2.2 Iniezione intramuscolare di Volkensina nel 
ratto neonato.
Fig. 2.2 Iniezione intramuscolare di Volkensina nel 
ratto neonato.

 

Terminata l’operazione, gli animali sono stati posti sotto una fonte di calore 

per facilitare l’aumento della temperatura corporea; quindi, una volta 

risvegliati, sono stati restituiti alla madre. 

 

Per accertare la deplezione motoneuronale operata dalla Volkensina sono 

state applicate sui midolli le metodiche in grado di rilevare specificatamente 

la presenza di motoneuroni e fibre colinergiche già descritte nel paragrafo 

2.1.3. 
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2.2.2. Trapianto spinale di neuroblasti e precursori immortalizzati 

 

Gli animali sono stati suddivisi in 2 gruppi, oggetto di un diverso protocollo 

sperimentale: al primo è stato effettuato un trapianto di neuroblasti estratti 

da midollo spinale di ratto al dodicesimo giorno di vita embrionale (E 12), 

mentre al secondo gruppo sono state trapiantati precursori neuronali umani 

immortalizzati. Ciascun gruppo è stato ulteriormente suddiviso in 2 

sottogruppi: gli animali del primo sottogruppo sono stati trapiantati da 

neonati (PD8), mentre quelli del secondo sono stati trapiantati da adulti 

(PD60) (Tab. 1). Gli animali trapiantati con le cellule immortalizzate e con i 

neuroblasti sono stati sacrificati a 1 ed 8 mesi dal trapianto, rispettivamente.  

 

 

Gruppo  N° animali  Lesione  Trapianto  Sacrificio  Tipo di cellule  

1  8  PD1  PD8  8 mesi  Neuroblasti spinali 

2  13  PD1  PD8  1 mese Precursori immortalizzati 

3  7  PD1 PD 60 8 mesi  Neuroblasti spinali 

4  12  PD1 PD60  1 mese  Precursori immortalizzati 

Tab 1: suddivisione in 4 gruppi dei ratti sottoposti a trapianto spinale. 
 

 

Neonati  

Gli animali trapiantati a P8D sono stati nuovamente anestetizzati tramite 

ipotermia profonda in ghiaccio e posti su un sistema stereotassico dotato di 

adattatore per neonati, mantenuto costantemente refrigerato per evitare il 

risveglio degli animali (Fig. 2.3). Incisa la cute ed individuato il tratto T13-

L1, corrispondente ai segmenti spinali L3-L5, si sono discostati i muscoli e si 

è sollevato il processo spinoso per esporre il midollo spinale. 

Si sono quindi bucate le meningi a livello dell’arto posteriore destro e si è 

iniettata la sospensione cellulare, ovvero, 104 cellule nel caso dei neuroblasti 
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(2µl) e 105 cellule nel caso delle cellule immortalizzate (1µl), utilizzando una 

siringa Hamilton da 10 µl. 

 

                      
Fig. 2.3  Posizionamento del ratto sul 
sistema stereotassico

 

L’iniezione è stata effettuata alle coordinate 0,4 mm laterale e 0,8 mm di 

profondità, prendendo come riferimenti l’arteria sagittale e la dura madre 

(Fig. 2.4). Le cellule sono state mantenute in ghiaccio fino al momento 

dell’utilizzo, e la loro vitalità è stata verificata eseguendo un test con Trypan 

Blue prima e dopo la sessione di trapianto. Dopo aver inserito la siringa si è 

aspettato un minuto; quindi, si è iniettata metà della sospensione cellulare 

alla velocità di 1 µl/min. Si è aspettato un altro minuto prima di procedere 

all’iniezione della sospensione rimanente e, infine, dopo aver atteso ulteriori 

3 minuti, si è lentamente estratta la siringa.  

Gli animali sono stati suturati e posti sotto una fonte di calore fino al 

risveglio, in seguito al quale sono stati nuovamente restituiti alla madre. 
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Fig. 2.4 Iniezione stereotassica
intraspinale. 
Nel particolare ravvicinato al microscopio 
(in alto), l’ago inietta le cellule nel midollo 
(dura madre perforata).

Fig. 2.4 Iniezione stereotassica
intraspinale. 
Nel particolare ravvicinato al microscopio 
(in alto), l’ago inietta le cellule nel midollo 
(dura madre perforata).

 

 

Adulti  

Gli animali sono stati anestetizzati mediante la somministrazione 

intraperitoneale di cloralio idrato 5% (7 ml/kg) e posti sull’apparato 

stereotassico. Una volta esposta, la colonna vertebrale è stata immobilizzata 

e posta in tensione; è stato quindi inserito l’ago di una siringa Hamilton 

nello spazio intervertebrale a livello del midollo lombare destro senza creare 

danno alla struttura ossea. Si proceduto con l’iniezione delle sospensioni 

cellulari, ovvero, a seconda del gruppo, 105 cellule immortalizzate (in un 

volume di 1µl) o 104 neuroblasti (in un volume di 2µl). La somministrazione, 

effettuata a 0,6mm e 1,6mm rispetto alle coordinate viste sopra, è stata 

eseguita in modo graduale, rispettando gli intervalli temporali in 

precedenza descritti. Anche in questo caso gli animali trapiantati sono stati 

sottoposti ad un regime antibiotico (Enrofloxacin 5% somministrato per via 

intraperitone-ale) nei primi 3 giorni post-operatori. 

Agli animali trapiantati da adulti è stato associato un trattamento con 

Ciclosporina (15mg/100g) sciolta nell’acqua da bere. Tale protocollo, 

cominciato 3 giorni prima del trapianto, è stato eseguito per tutta la durata 

dell’esperimento. 
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2.3. LE CELLULE: NEUROBLASTI E PRECURSORI UMANI 
       IMMORTALIZZATI 
 

 

2.3.1. Neuroblasti 

 

In una parte dei ratti sono stati trapiantati neuroblasti omotipici. Dieci 

animali al dodicesimo giorno di vita embrionale (E12), dopo essere stati 

estratti dalla madre, hanno subito l’estrazione del midollo spinale. I midolli, 

separati il più accuratamente possibile dai tessuti circostanti per ottenere 

una coltura arricchita di cellule motoneuronali, sono stati triturati 

meccanicamente e posti in una soluzione di tripsina 0,05% e DNAsi 0,05% in 

DMEM-F12. I frammenti di tessuto sono stati mantenuti in soluzione per 20’ 

a 37°C, per facilitare l’azione degli enzimi digestivi. A questo medium è 

stato aggiunto Fast Blue (0,001%, Sigma), un colorante che permette di 

individuare le cellule una volta trapiantate nel tessuto ospite. I tessuti 

precipitati sono stati lavati 2 volte con DMEM-F12 contenente DNAsi 0,05%. 

Si è proceduto quindi a centrifugare i campioni 5 minuti a 10.000 rpm e ad 

eliminare il surnatante; i pellett così ottenuti sono stati risospesi in un 

volume finale di 50 µl di DMEM-F12 e DNAsi. La sospensione cellulare 

finale è stata sottoposta a conta e saggio di vitalità effettuato con Trypan 

blue. 

Le cellule sono state poi poste in coltura utilizzando un terreno di base 

arricchito con glutammina (100X), penstrep (100X), N2 (100X) e FBS 10%, 

sostituito dopo 5 giorni con FBS 0,5%. Questi neuroblasti, piastrati con una 

densità di 30.000 cell/2cm2 su vetrini appositi, sono stati divisi in due parti e 

mantenuti in coltura per un tempo relativamente breve, pari a 5 e 12 giorni. 

 

Immunocitochimica 

Le cellule, piastrate su vetrini appositi, sono state fissate con PFA 4% in 

tampone fosfato 0,1M a pH 7,4. Successivamente si è proceduto al bloccaggio 
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dei legami aspecifici incubando le cellule un’ora a temperatura ambiente con 

una soluzione contenente BSA 5%, siero 10% (diverso a seconda 

dell’anticorpo secondario utilizzato) e Triton 0,25%. Le cellule sono quindi 

state fatte incubare over night a 4°C con una soluzione uguale a quella di 

bloccaggio in cui è stato aggiunto l’anticorpo primario secondo la diluizione 

riportata in tabella 2. Dopo aver lavato più volte le cellule, si è proseguito 

con l’incubazione, 2 ore a temperatura ambiente, con soluzione di bloccaggio 

in cui sono stati aggiunti gli anticorpi secondari diluiti 1:200.  

 

Antigene  Origine  Diluizione Casa produttrice  Secondario 

GFAP topo  1:400  
Immunological Sciences 

(MAB16117)  
Cavallo  

BtubIII  topo  1:350  Sigma (T8660)  Cavallo  

ChAT  capra  1:400  Chemicon (AB 144P)  Coniglio  

 
Tab. 2. Anticorpi primari per l’immunocitochimica.  

 

Dopo ulteriori lavaggi le cellule sono state fatte incubare un’ora a 

temperatura ambiente in una soluzione contenente BSA 5%, siero 10%, DAPI 

(1:1000) ed il fluorocromo Alexa 488 (Molecular Probes) coniugato con 

streptavidina. Successivamente le cellule sono state lavate e coperte con 

vetrini coprioggetto montati con DABCO ® (Sigma) e polivinil-alcool (PVA – 

Sigma).  

 

 

2.3.2. Precursori umani immortalizzati 

 

Per una parte degli esperimenti sono stati utilizzati precursori neuronali 

umani immortalizzati, isolati da Cacci e collaboratori (24) e resi disponibili al 

laboratorio, provenienti da corteccia cerebrale fetale ed ingegnerizzati per 

l’espressione di GFP. Le cellule sono state coltivate in Dulbecco’s Modified 
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Eagle Medium (DMEM-/F12), al quale sono stati aggiunti Albumax 0,5% e 

glucosio 0,6%. A questo terreno di base si sono inoltre addizionati N2 

supplement 100X, epidermal growth factor umano ricombinante (rhEGF) 20 

ng/ml, fibroblast growth factor 2 umano ricombinante (rhFGF2) 20 ng/ml, 

antibiotico (PenStrep) e glutammina (100X), ottenendo così il terreno di 

coltura. Le cellule sono state coltivate all’interno di flask la cui superficie è 

stata sottoposta ad un processo di coating con poli-d-lisina per facilitarne 

l’adesione; mantenute in condizioni controllate di temperatura ed umidità 

(37°C e CO2 5%), le cellule sono state passate mediamente 2 volte alla 

settimana. Le cellule a semiconfluenza sono state tripsinizzate, raccolte con 

medium di base e centrifugate. Il pellet è stato risospeso in 1 ml di terreno di 

coltura e le cellule sono state sottoposte a conta e test di vitalità con Trypan 

Blue. Determinato il numero totale, le cellule sono state centrifugate 

nuovamente e risospese nel volume di terreno di coltura necessario per 

ottenere una concentrazione pari a 100.000 cellule/µl e mantenute in 

ghiaccio fino al momento dell’utilizzo. 

 

 

2.4. SACRIFICIO E PROCESSAMENTO DEI MIDOLLI 

        IMPIANTATI 

 

Il sacrificio degli animali è stato eseguito seguendo lo stesso protocollo sia 

per i topi che per i ratti sottoposti a trapianto. 

Una settimana prima del sacrificio gli animali sono stati lievemente 

anestetizzati con CO2 e sottoposti ad iniezione di FluoroGold  a livello del 

muscolo soleo destro, al fine di visualizzare i pool motoneuronali 

corrispondenti ed avere anche una stima della deplezione arrecata dalla 

volkensina. Inoltre, un’eventuale colocalizzazione di FluoroGold con GFP o 

con Fast Blue, indicherebbe la capacità delle cellule trapiantate di crescere ed 

innervare la zona lesionata. Dopo una settimana gli animali sono stati 
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sottoposti ad anestesia terminale con cloralio idrato 5% utilizzando una dose 

superiore a 10 ml/Kg. Si è quindi proceduto con l’estrazione dei midolli, 

successivamente fissati in parafolmadeide al 4% e mantenuti in immersione 

a 4°C over night. Il giorno successivo la soluzione di fissazione è stata 

sostituita con saccarosio 20% in tampone fosfato fino al momento del taglio 

(24-48 ore). Utilizzando un microtomo congelatore sono state realizzate 

sezioni del piano orizzontale (rostro-caudale) ottenendo per ciascun 

campione 5 serie di fettine da 30 µm di spessore a partire dalla superficie 

dorsale fino a quella ventrale. Per ciascun animale le fettine di una serie sono 

state immediatamente montate su vetrini gelatinizzati e successivamente 

coperte con i vetrini coprioggetto; queste sezioni sono state osservate al 

microscopio per verificare l’eventuale presenza delle cellule trapiantate, rese 

visibili dal Fast Blue (neuroblasti) o dall’espressione di GFP (cellule 

immortalizzate) Le rimanenti serie sono state poste in soluzione di 

criopreservazione (tampone fosfato, glicerolo, etilenglicole) e mantenute a 

-20°C fino al momento del processamento. 
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3. RISULTATI 
 

 

3.1. TOPI G93A 

 

I topi WT, non mostrando differenze comportamentali ed anatomiche tra il 

gruppo a 2 e quello a 4 mesi, sono stati riuniti in un unico gruppo. 

 

 

3.1.1. Genotipizzazione 

Dalla lettura dei campioni sottoposti all’analisi di genotipizzazione si sono 

ottenute una sola banda negli animali WT, e due nei topi transgenici, la 

prima delle quali corrisponde all’amplificazione di un frammento lungo 324 

bp del gene wild type per SOD1, mentre la seconda, leggermente più corta, 

rappresenta un frammento del gene umano corrispondente recante la 

mutazione G93A (Fig. 3.1).  

 

Fig. 3.1  Prodotti di amplificazione della reazione 
di PCR di genotipizzazione in gel di agarosio.
Gli animali WT presentano una sola banda di circa 324 
bp, mentre i topi transgenici G93A anche una seconda 
banda leggermente più corta. Assieme ai campioni sono 
stati caricati un marcatore di peso molecolare (PM), un 
controllo negativo (-) ed uno positivo (+).

Fig. 3.1  Prodotti di amplificazione della reazione 
di PCR di genotipizzazione in gel di agarosio.
Gli animali WT presentano una sola banda di circa 324 
bp, mentre i topi transgenici G93A anche una seconda 
banda leggermente più corta. Assieme ai campioni sono 
stati caricati un marcatore di peso molecolare (PM), un 
controllo negativo (-) ed uno positivo (+).

 
 

Da un totale di 70 animali si sono ottenuti 37 WT e 33 G93A: per la 

caratterizzazione del modello sono stati usati 16 WT e 18 G93A, mentre per i 

trapianti 21 WT e 15 G93A. 
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3.1.2. Caratterizzazione funzionale del modello 

Il rotarod test è stato effettuato con due gruppi di animali, il primo 

composto da 5 WT e 7 G93A, il secondo formato da 11 WT e 11 G93A; il 

comportamento motorio di questi 2 gruppi è stato analizzato 

rispettivamente fino a 2 e 4 mesi di vita. Dai dati ottenuti (Fig. 3.2) si osserva 

come, a tutte le velocità testate, gli animali G93A presentino capacità 

motorie inferiori rispetto ai topi WT. Già alla velocità minima (5 

giri/minuto) si osserva nei G93A una riduzione della performance pari al 

15% a 2 mesi e al 45% a 4 mesi, percentuali che alla velocità media (10 

giri/minuto) aumentano ulteriormente al 25% e al 65% rispettivamente. 

Questa progressiva perdita funzionale si ritrova, ancora più accentuata, alla 

velocità massima (14 giri/minuto), dove la prestazione dei topi G93A a 2 

mesi si riduce del 30%, mentre a 4 mesi scende addirittura dell’80%. 

 

Fig. 3.2 Prestazione dei topi WT, G93A 2 mesi e G93A 4 mesi al Rotarod test.
I topi G93A 2 mesi mostrano un deficit motorio lieve alla Vmin, alla quale invece il deficit nei 
G93A 4 mesi è già evidente; in entrambi i gruppi, rispetto ai WT, la performance motoria cala con 
l’aumentare della velocità del rullo, raggiungendo il peggior risultato nei G93A 4 mesi alla Vmax.

Fig. 3.2 Prestazione dei topi WT, G93A 2 mesi e G93A 4 mesi al Rotarod test.
I topi G93A 2 mesi mostrano un deficit motorio lieve alla Vmin, alla quale invece il deficit nei 
G93A 4 mesi è già evidente; in entrambi i gruppi, rispetto ai WT, la performance motoria cala con 
l’aumentare della velocità del rullo, raggiungendo il peggior risultato nei G93A 4 mesi alla Vmax.  

 

 

3.1.3. Caratterizzazione anatomica del modello 

Le sezioni osservate dopo le procedure di immunoistochimica e colorazione 

istochimica evidenziano come negli animali G93A, rispetto ai WT, si 

verifichi una netta diminuzione del numero di cellule positive per ChAT, 

dato confermato dai tessuti sottoposti a colorazione per AChE, nei quali si 
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denota un evidente decremento nella densità dei processi colinergici. 

Analogamente a quanto osservato con il test motorio, le analisi 

istopatologiche, in particolar modo quelle densitometriche, rivelano un 

peggioramento progressivo della patologia che, benché presente nei topi 

G93A già a 2 mesi, diventa più evidente a 4 mesi.  

 

Stima stereologica del numero delle cellule ChAT-positive e del loro volume 

Per quanto riguarda il numero di motoneuroni, nei topi G93A è stata 

osservata una drammatica e significativa riduzione (di circa il 75-80%, 

p<0.01) che è evidente già a 2 mesi e rimane pressoché invariata anche a 4 

mesi (Fig. 3.3)  
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Fig. 3.3  Conta delle cellule ChAT+.
La conta stereologica delle cellule ChAT+ evidenzia una 
marcata riduzione del numero dei motoneuroni del midollo 
lombare nei topi G93A, che a 2 mesi non è però 
significativamente diverso da quello degli animali a 4 mesi.
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Fig. 3.3  Conta delle cellule ChAT+.
La conta stereologica delle cellule ChAT+ evidenzia una 
marcata riduzione del numero dei motoneuroni del midollo 
lombare nei topi G93A, che a 2 mesi non è però 
significativamente diverso da quello degli animali a 4 mesi.

 
 

È interessante notare come negli animali G93A a 2 mesi, rispetto agli stessi 

G93A a 4 mesi e ai WT, vi sia un moderato (~25%) aumento del volume dei 

motoneuroni presenti a livello lombare, che non risulta però statisticamente 

significativo (p>0.05) (Fig. 3.4). 
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Fig. 3.4  Volume delle cellule ChAT+.
L’analisi stereologica ha permesso di osservare un lieve aumento nel volume dei 
motoneuroni dei topi G93A 2 mesi rispetto ai WT ed ai G93 4 mesi.
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Fig. 3.4  Volume delle cellule ChAT+.
L’analisi stereologica ha permesso di osservare un lieve aumento nel volume dei 
motoneuroni dei topi G93A 2 mesi rispetto ai WT ed ai G93 4 mesi.  

 

Densitometria 

Dai risultati ottenuti (Fig. 3.5) si può verificare come la patologia determini 

una drammatica deplezione di processi colinergici nei topi recanti il 

transgene G93A, ma che questa si manifesti in maniera differenziata sul 

piano temporale.  
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Fig. 3.5  Analisi densitometrica delle fibre AChE+.
Nei tessuti dei topi G93A 2 mesi si osserva una denervazione
colinergica moderata, che risulta marcata a 4 mesi
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Fig. 3.5  Analisi densitometrica delle fibre AChE+.
Nei tessuti dei topi G93A 2 mesi si osserva una denervazione
colinergica moderata, che risulta marcata a 4 mesi
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La densità delle fibre colinergiche dei G93A a 4 mesi, infatti, scende di quasi 

il 60% rispetto a quella dei WT, mentre nei G93A a 2 mesi la densità dei 

processi colinergici appare ridotta solo del 15%(p < 0.01). 

 

 

3.1.4. Trapianto spinale  

Tutti gli animali sono sopravvissuti all’intervento mostrando capacità di 

ripresa ottime in tempi estremamente ridotti (nell’arco di un’ora dal 

risveglio erano capaci di arrampicarsi sulla gabbia). In nessuno dei due 

gruppi, né nei topi WT né nei transgenici G93A, nonostante il diverso 

protocollo di immunosoppressione, si sono potuti osservare trapianti con 

esiti favorevoli. Nei tessuti infatti, benché la sede in cui è stato effettuato il 

trapianto fosse visibile, le cellule non sono sopravvissute. Al contrario, si 

sono riscontrate zone di necrosi ed aree cicatriziali con cellule non vitali (Fig. 

3.6).  

 

 

Fig. 3.6  Visualizzazione del trapianto degenerato.
Il trapianto non vitale, fotografato in luce visibile (a) ed in fluorescenza (b), 
mostra zone di necrosi, aree cicatriziali e detriti cellulari.

Fig. 3.6  Visualizzazione del trapianto degenerato.
Il trapianto non vitale, fotografato in luce visibile (a) ed in fluorescenza (b), 
mostra zone di necrosi, aree cicatriziali e detriti cellulari.
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3.2. RATTI LESIONATI 

 

3.2.1. Effetto della lesione  

Tutti gli animali sottoposti alla somministrazione di Volkensina sono 

sopravvissuti alla lesione. In accordo con quanto osservato in letteratura 

(51,70) e sulla base di nostri studi pilota, questa dose risulta sufficiente per 

determinare una deplezione massiccia e selettiva dei neuroni colinergici, 

resa clinicamente evidente dall’ipotrofia muscolare omolaterale alla lesione 

con conseguente difficoltà, 3-4 settimane dopo la lesione, sia nella statica che 

nella marcia. In contrasto, negli studi pilota dosi più alte, superiori a 10 ng, 

sono risultate fatali per i soggetti trattati. 

 

    

Fig. 3.7  Verifica della lesione tossica.
Sia la colorazione per AChE che la marcatura con 
Fluorogold, mettono in evidenza la deplezione 
colinergica determinata dalla Volkensina.

Fig. 3.7  Verifica della lesione tossica.
Sia la colorazione per AChE che la marcatura con 
Fluorogold, mettono in evidenza la deplezione 
colinergica determinata dalla Volkensina.

 
 

Negli animali lesionati l’innervazione colinergica nel tratto corrispondente a 

L3-L5 risulta nettamente inferiore se confrontata con quella presente 
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nell’animale sano; tale dato è confermato dall’analisi densitometrica delle 

sezioni sulle quali è stata effettuata una colorazione per l’AChE (Fig. 3.7), in 

cui vi è una perdita di fibre superiore al 65%. Allo stesso modo, mediante i 

dati ottenuti a seguito della somministrazione di Fluoro Gold, si può 

constatare come il numero di motoneuroni che proiettano al sito in cui è 

stata effettuata la lesione risulti nettamente inferiore nell’animale lesionato 

rispetto a quello di controllo. 

 

 

3.2.2. Colture cellulari di neuroblasti  

I neuroblasti ottenuti da embrioni di ratto (E12) sono stati cresciuti come 

colture primarie e fissati a 5 e 12 giorni dal momento dell’isolamento. Per 

ciascuna di queste due condizioni sono state eseguite colorazioni 

immunoistochimiche dirette contro gli antigeni GFAP, βtubIII e ChAT. Fra le 

cellule cresciute nei due diversi intervalli temporali non si sono osservate 

differenze. Le cellule risultano positive per tutti e 3 i marker testati e, più 

precisamente, la positività risulta maggiore per ChAT (43%) e βtubIII (60%) , 

marcatori neuronali, mentre GFAP, marcatore gliale, appare meno espresso 

(20%) (Fig. 3.8).  

 

 

Fig. 3.8  Differenziamento delle colture di neuroblasti.
I neuroblasti risultano positivi per tutti e tre gli antigeni testati (foto a sinistra), 
con percentuali differenti indicate nel grafico (a destra). 

Fig. 3.8  Differenziamento delle colture di neuroblasti.
I neuroblasti risultano positivi per tutti e tre gli antigeni testati (foto a sinistra), 
con percentuali differenti indicate nel grafico (a destra). 
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3.2.3. Trapianto spinale di neuroblasti  

I campioni osservati con il microscopio a fluorescenza rivelano la presenza 

di cellule colorate con Fast Blue; tali cellule risultano morfologicamente 

diverse e possono essere classificate in 3 popolazioni in base alle dimensioni 

del corpo cellulare e al numero di prolungamenti emessi. Si riconoscono così 

cellule gliali, piccole e rotondeggianti, alcune cellule di dimensioni medie 

distribuite in tutta la zona del trapianto e, inoltre, cellule multipolari dai 

corpi cellulari piuttosto voluminosi, identificabili come motoneuroni (Fig. 

3.9). Poiché nessuna di queste cellule colocalizza con il Fluoro Gold, si può 

affermare che le cellule trapiantate, benché abbiano assunto un fenotipo 

motoneuronale, non hanno emesso prolungamenti sufficientemente lunghi 

da raggiungere il sito in cui è stata effettuata la lesione. 

L’analisi dei campioni colorati con AChE disegna un quadro 

dell’integrazione anatomica che si verifica tra le cellule trapiantate ed il 

tessuto ospite. Il trapianto risulta generalmente ben inserito e confinato nella 

sostanza grigia del midollo spinale, sebbene a volte si possa notare la 

formazione di un rigonfiamento che espande i confini della stessa. 

Nei tessuti osservati, solo una piccola parte presenta un aspetto gliale, 

mentre gran parte del trapianto è costituito da cellule neuronali; più 

precisamente, si può fare un’ulteriore distinzione tra cellule colinergiche di 

piccole dimensioni che permeano l’intero trapianto, e cellule più grandi e 

scure che, invece, sono confinate ai bordi del trapianto stesso. 

Queste grosse cellule, che ricordano a tutti gli effetti il fenotipo 

motoneuronale, sono inoltre circondate da una rete di fibre colinergiche 

provenienti dai motoneuroni del tessuto ospite; tali fibre, inoltre, terminano 

sul soma delle cellule trapiantate originando numerosi bottoni sinaptici. 
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Fig. 3.9  Trapianti di neuroblasti
Le sezioni con AChE mostrano come le cellule siano ben integrate nel tessuto 
ospite e rimangano confinate nella sostanza grigia; con il Fast Blue si può notare 
come molti motoneuroni nell’interfaccia dei trapianti corrispondano alle cellule 
effettivamente trapiantate.

Fig. 3.9  Trapianti di neuroblasti
Le sezioni con AChE mostrano come le cellule siano ben integrate nel tessuto 
ospite e rimangano confinate nella sostanza grigia; con il Fast Blue si può notare 
come molti motoneuroni nell’interfaccia dei trapianti corrispondano alle cellule 
effettivamente trapiantate.  

 

All’interno del trapianto si rileva inoltre la presenza di numerosi vasi 

sanguigni, i quali permettono alle cellule trapiantate di ricevere ossigeno e 

sopravvivere (Fig. 3.10). 
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Fig. 3.10 Proprietà dei trapianti 
di neuroblasti.
I trapianti presentano al loro 
interno alcune zone di gliosi ed 
altre di vascoalrizzazione(*). Solo i 
neuroni sui bordi del trapianto 
hanno morfologia motoneuronale 
(b). Sembra esserci comunicazione 
sinaptica con il tessuto per la 
presenza di fibre che dal tessuto si 
dirigono al trapiantro (c) e la 
presenza di bottoni sinaptici nelle 
cellule ospiti (d).

Fig. 3.10 Proprietà dei trapianti 
di neuroblasti.
I trapianti presentano al loro 
interno alcune zone di gliosi ed 
altre di vascoalrizzazione(*). Solo i 
neuroni sui bordi del trapianto 
hanno morfologia motoneuronale 
(b). Sembra esserci comunicazione 
sinaptica con il tessuto per la 
presenza di fibre che dal tessuto si 
dirigono al trapiantro (c) e la 
presenza di bottoni sinaptici nelle 
cellule ospiti (d).

 
 

 

3.2.4. Trapianto spinale di cellule immortalizzate 

 

Gli animali trapiantati con le cellule neuronali umane immortalizzate, sono 

stati sacrificati ad un mese dall’intervento. Per testare il grado di 

differenziamento delle cellule e determinare verso quale fenotipo neurale 

fossero indirizzate, sono state eseguite alcune colorazioni 

immunoistichimiche contro i marcatori NeuN, DCX e S100β. Inoltre, benché 

le cellule trapiantate fossero ingegnerizzate per l’espressione di GFP, è stato 
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necessario ricorrere ad una colorazione immunoistochimica per evidenziare 

la presenza del marcatore fluorescente o di hNUC.  

 

Fig. 3.11 Trapianti di precursori umani.
I trapianti hanno dato luogo in adulti e neonati, 
seppur con caratterstiche diverse, ad impianti 
vitali e riccamente vascolarizzati.

Fig. 3.11 Trapianti di precursori umani.
I trapianti hanno dato luogo in adulti e neonati, 
seppur con caratterstiche diverse, ad impianti 
vitali e riccamente vascolarizzati.

I risultati ottenuti dimostrano come le cellule sopravvivano e, soprattutto nei 

neonati, tendano ad addensarsi in prossimità del sito in cui è stato effettuato 

l’intervento (Fig. 3.11). 

          

Fig. 3.12 Trapianti di precursori immortalizzati in ratti adulti.
L’analisi immunoistochimica rivela solamente una modesta coespressione
di GFP/hNUC positive con DCX, maractore neuronale precoce. Non 
sono invece espressi marcatori neuronali adulti (NeuN) né di cellule 
gliali (S100β)

Fig. 3.12 Trapianti di precursori immortalizzati in ratti adulti.
L’analisi immunoistochimica rivela solamente una modesta coespressione
di GFP/hNUC positive con DCX, maractore neuronale precoce. Non 
sono invece espressi marcatori neuronali adulti (NeuN) né di cellule 
gliali (S100β)  

 Le dimensioni cellulari, così come l’aspetto morfologico, appaiono 

generalmente omogenee, sebbene in alcuni casi si possano notare cellule più 

voluminose ed apparentemente differenziate.  
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Fig. 3.13  Trapianti di precursori immortalizzati in ratti neonati.
L’analisi immunoistochimica evidenzia una certa coespressione tra HNUC e 
DCX, in particolare al centro del trapianto. Dubbia è la presenza di cellule NeuN
positive, mentre non sembrano esserci nel trapianto cellule S100β.

Fig. 3.13  Trapianti di precursori immortalizzati in ratti neonati.
L’analisi immunoistochimica evidenzia una certa coespressione tra HNUC e 
DCX, in particolare al centro del trapianto. Dubbia è la presenza di cellule NeuN
positive, mentre non sembrano esserci nel trapianto cellule S100β.   

 

Le analisi immunoistochimiche non permettono di avere un chiaro quadro 

della situazione; sia negli adulti che nei neonati, infatti, le cellule sembrano 

non esprimere S100β, marcatore degli astrociti (Fig. 3.12 e 3.13). Allo stesso 

modo, in particolare negli adulti, non si nota la presenza di cellule positive 

per NeuN, marcatore neurale; per quanto riguarda DCX, marcatore neurale 

più precoce rispetto al precedente, si può osservare una modesta positività 

nei neonati, in particolare a livello delle cellule che si trovano nel centro del 

trapianto, mentre negli adulti sembra non esserci positività per questo 

marcatore. 
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4. DISCUSSIONE 
 

 

Il problema di ottenere validi modelli animali di patologie umane, siano esse 

di natura traumatica o degenerativa è preminente nel campo della ricerca 

medica. Lo scopo finale, che è in tutti i casi quello di testare dei protocolli 

terapeutici, richiede naturalmente caratterizzazioni approfondite di modelli 

il più possibile specifici, vicini al tipo di patologia umana che si desidera 

ricreare, nonché riproducibili. 

Ciò è tanto più importante, quanto minori sono le capacità del tessuto 

colpito di provvedere autonomamente ad un certo grado di riparazione. 

Le disfunzioni midollari spinali, indipendentemente dalla loro eziologia, 

rappresentano spesso una condizione grave ed irreversibile di invalidità 

permanente proprio a causa della limitata capacità rigenerativa di cui 

dispone il SNC. Le ricerche condotte negli anni hanno portato allo sviluppo 

di terapie chirurgiche, farmacologiche, neuroprotettive e di sostituzione 

cellulare, mirate a rallentare i fenomeni degenerativi e permettere il 

ripristino delle capacità funzionali. 

La scelta dei modelli studiati in questa tesi si è basata su diversi fattori. 

Innanzitutto lo scopo finale dello studio dei modelli era quello di tentare 

successivamente un approccio terapeutico di sostituzione cellulare, come 

sperimentato in modo assolutamente preliminare nella seconda fase dello 

studio che descrivo. Ci servivano quindi dei modelli che permettessero 

deplezione motoneuronale massiccia ma allo stesso tempo specifica, il più 

possibile conservativa dell’ambiente circostante e dei tipi cellulari di 

sostegno. Ciò non è ottenibile con i modelli traumatici, siano essi di tipo 

contusivo o di transezione (completa o parziale), e non del tutto nemmeno 

con altre metodiche come il danno del nervo sciatico o l’iniezione di tossine 

aspecifiche. Abbiamo preferito non adottare un modello traumatico anche 
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perchè non è trascurabile la sofferenza indotta agli animali e la difficoltà 

della loro gestione dopo l’induzione della lesione. 

 

Uno dei due modelli da noi utilizzati è stato quello neurotossico nel ratto, in 

quanto ci pareva rispettare abbastanza fedelmente i criteri sopra esposti, 

come già dimostrato in precedenti lavori (51,70). 

La Volkensina è una tossina appartenente alle RIPs (Ribosome Inactivating 

Proteins), famiglia di proteine capaci di provocare morte cellulare a seguito 

del blocco della sintesi proteica secondaria a inibizione dei ribosomi. La 

scelta della Volkensina quale mezzo di lesione si basa sia su valutazioni di 

ordine pratico, come il fatto che le proprietà neurotossiche di questa 

molecola sono già state studiate nel nostro ed in altri laboratori (51,70,87), sia 

su considerazioni di natura tecnica. Come già ricordato (parag. 1.4.), la 

Volkensina, iniettata a livello muscolare, viene trasportata in modo 

retrogrado fino al corpo cellulare dei motoneuroni che proiettano al sito di 

iniezione. Ne deriva una lesione che manifesta la sua selettività non tanto a 

livello muscolare, dove probabilmente determina una morte cellulare 

aspecifica a causa della sua diffusione locale, ma, piuttosto, a livello spinale, 

dove viene mantenuta l’integrità anatomica del tessuto nonostante si assista 

ad una notevole deplezione motoneuronale. Non si verificano infatti eventi 

di tossicità aspecifica dovuti ad una diffusione transinaptica della tossina o 

alla sua dispersione dopo la morte cellulare.  In questo modo vengono 

conservate sia le fibre discendenti che le fibre ascendenti, e gran parte dei 

circuiti locali. Questo rappresenta un grande vantaggio rispetto ad altri 

protocolli di lesione, come quelli di contusione o transezione già menzionati: 

modelli validi, ma decisamente più adatti a studiare le conseguenze 

derivanti da eventi di natura traumatica piuttosto che da situazioni di 

degenerazione motoneuronale. Anche nel rapporto con altre neurotossine 

usate al medesimo scopo, per esempio le eccitotossine e le tossine 

monoaminergiche, la volkensina si è dimostrata superiore, per efficienza e 
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specificità (132). Nel nostro esperimento, la verifica della deplezione 

motoneuronale è stata effettuata mediante analisi densitometrica dei 

campioni colorati per AChE, la quale ha evidenziato come la densità di fibre 

colinergiche presenti nel tessuto lesionato sia pari a circa il 25% di quella 

rilevata negli animali intatti, differenza molto simile a quella che si riscontra 

confrontando, nello stesso animale, il lato lesionato con quello sano. 

Un’ulteriore conferma, sebbene semi-quantitativa, deriva dalle immagini 

ottenute con il Fluoro Gold, un tracciante che, iniettato a livello muscolare, 

risale fino ai corpi cellulari dei neuroni che raggiungono la zona in cui è 

stata eseguita l’iniezione. Anche in questo caso risulta evidente come negli 

animali lesionati il numero di motoneuroni lombari marcati con FluoroGold 

(e quindi attivi e vitali) sia nettamente inferiore a quello presente negli 

animali intatti o nella porzione controlaterale. Questi risultati trovano 

ulteriore appoggio in un recente lavoro in cui è stato dimostrato come la 

lesione con Volkensina comporti una riduzione dell’85% nel rilascio di ACh, 

indice di una drastica riduzione della popolazione motoneuronale (51). Non 

si è ritenuto necessario eseguire una caratterizzazione funzionale di tutti gli 

animali in quanto le difficoltà motorie manifestate risultano facilmente 

visibili (l’arto lesionato appare vistosamente paralizzato con muscolatura 

atrofica). 

Il modello neurotossico presenta quindi, a nostro parere, delle caratteristiche 

molto adatte ad un approccio terapeutico di “cell replacement”. 

 

Come secondo modello abbiamo scelto quello degenerativo transgenico del 

topo G93A, il quale riproduce una malattia che, più di tutti gli altri modelli, 

si avvicina dal punto di vista clinico-patologico alla sclerosi laterale 

amiotrofica (SLA) umana. 

La SLA è tra le più comuni patologie neurodegenerative che affliggono il 

sistema nervoso centrale, e colpisce sia il primo che il secondo motoneurone. 

La perdita selettiva dei motoneuroni si manifesta sottoforma di un 
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progressivo indebolimento muscolare che nell’arco di 2-5 anni porta il 

paziente a morte per paralisi dei muscoli respiratori. Le conoscenze sempre 

più approfondite provenienti dalla biologia molecolare, associate alle 

moderne tecniche dell’ingegneria genetica, consentono oggi la fondamentale 

produzione di modelli animali in cui ricreare le condizioni patologiche che si 

riscontrano in molte malattie umane. 

In un lavoro di Rosen et al. del 1993 venne riportato per la prima volta il 

legame genetico tra la SLA familiare ed il gene che codifica l’enzima 

citosolico Cu/Zn superossido dismutasi tipo 1 (SOD1), ed identificate 11 

differenti mutazioni “missense” in 13 diverse famiglie (104).  

Il passo fondamentale verso la sperimentazione animale fu compiuto 

dall’anno successivo, quando il gruppo condotto da Gurney creò un topo 

transgenico che esprimeva forme wild-type o mutanti di SOD umana, in 

particolare il topo G93A, portatore della sostituzione Gly93→Ala (53). I topi 

che esprimevano la SOD umana wild-type non mostravano segni della 

malattia, mentre i G93A sviluppavano una sindrome stereotipata suggestiva 

di malattia motoneuronale: intorno ai 3-4 mesi di vita cominciavano ad 

evidenziare segni di debolezza agli arti inferiori con progressivo 

deterioramento della marcia, divenendo completamente paralizzati tra il 5° 

ed il 6° mese. 

Dal Canto e Gurney proseguirono con la caratterizzazione del modello, 

facendo un’analisi anatomo-patologica del topo G93A (34,35). Dimostrarono 

innanzitutto la massiccia perdita di cellule ChAT positive, ossia 

motoneuroni, nelle corna anteriori del midollo spinale. La gran parte dei 

motoneuroni contenevano materiale neurofibrillare, che appariva essere 

composto da neurofilamenti fosforilati. Le modificazioni più pronunciate si 

osservarono a carico del midollo anteriore, con importante perdita di grossi 

assoni mielinizzati nelle radici anteriori, mentre quelle posteriori apparivano 

relativamente risparmiate. Gli Autori esaminarono anche il muscolo gluteo 

degli animali, che mostrò massiccia perdita di assoni dal nervo e 
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conseguente reinnervazione di fibre muscolari da parte di “primarily nodal 

sprouts” che probabilmente compensavano la perdita di motoneuroni fino a 

stadi avanzati della malattia. 

In sostanza questa è stata la prima caratterizzazione istopatologica dello 

sviluppo di una degenerazione neuronale in un modello animale ottenuto 

dall’espressione transgenica di un gene umano alterato, che sia stata 

associata alla SLA familiare. 

 

Buona parte del nostro lavoro si è focalizzata sullo studio funzionale ed 

anatomo-patologico dei topi G93A, avendo come controllo animali dello 

stesso ceppo non mutanti, cioè wild-type (WT). Il fine è stato, oltre quello di 

confermare i dati ottenuti in precedenti lavori, studiare in modo 

approfondito e preciso le correlazioni esistenti tra la perdita di funzione e la 

degenerazione cellulare nei diversi stadi temporali della malattia. 

Il comportamento motorio di tutti gli animali è stato osservato in open field, 

ma testato quantitativamente attraverso il Rotarod, uno strumento che 

registra la capacità degli animali di mantenere l’equilibrio e muovere gli arti 

in modo coordinato quando posti sopra un cilindro ruotante. Il Rotarod 

dimostra una sensibilità maggiore rispetto ad altri test motori, quali il test su 

griglie o l’open field test, dove la valutazione delle capacità motorie è spesso 

influenzata dalla soggettività dell’operatore. 

I dati ottenuti dimostrano come già a 2 mesi dalla nascita i topi G93A 

manifestino  sotto sforzo i primi problemi motori, non invece evidenziabili 

osservandoli durante la marcia comune. I disturbi motori si accentuano con 

il progredire dell’età e delle difficoltà dei tasks (aumento delle velocità di 

rotazione del cilindro) a cui vengono sottoposti. Questo calo funzionale 

rappresenta la manifestazione macroscopica della graduale perdita di 

neuroni e fibre colinergiche a livello del midollo spinale lombare, come 

evidenziato dalle analisi densitometriche e stereologiche. 
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Nei topi G93A di 2 mesi, l’analisi stereologica del numero dei motoneuroni 

nella regione lombare del midollo ha rivelato un calo di questa popolazione 

già massimale all’età di 2 mesi, senza ulteriori variazioni nel gruppo di 4 

mesi. Un dato interessante, sebbene non abbia raggiunto la significatività 

statistica, deriva anche dalla stima dei volumi cellulari: si è osservato infatti 

come nei topi G93A a 2 mesi vi sia un  aumento del volume dei motoneuroni 

di circa il 25% rispetto ai topi sani WT ed ai topi G93A di 4 mesi. 

Risultati a nostro parere ancor più degni di attenzione sono scaturiti dalla 

lettura dei preparati con colorazione istochimica per le fibre AChE-positive. 

Nel gruppo di topi G93A a 2 mesi infatti, in contrasto con la perdita 

massiccia di motoneuroni, la densità delle fibre colinergiche è pari a circa 

l´80% di quelle presenti nei topi WT, mentre la densità scende al 45% del 

normale negli animali G93A di 4 mesi. A parità di numero di motoneuroni 

quindi, i topi di 2 mesi presentano una densità di fibre di circa il 45% 

maggiore rispetto ai topi di 4 mesi. Tale risultato è compatibile con il 

peggioramento delle performance al rotarod test nell’arco di  due mesi.  

 Il punto importante della discussione è quindi il seguente: i 3 parametri 

studiati, ossia il numero di motoneuroni, il loro volume e la densità dei 

processi colinergici, sono associati tra loro e più in generale con la graduale 

perdita di funzione motoria? L’interpretazione dei risultati ci porta ad 

ipotizzare  l’instaurarsi di eventi compensatori nelle fasi iniziali del danno: i 

motoneuroni superstiti aumentano di volume in quanto incrementano la 

loro attività al fine di compensare le funzioni delle cellule degenerate. Allo 

stesso tempo mantengono o incrementano la densità dei loro processi 

colinergici. Tali eventi si potrebbero interpretare come fenomeni 

compensatori che permetterebbero di contenere il deficit funzionale nei 

primi stadi della malattia, prima che il danno divenga troppo esteso e quindi 

irreversibile. 

E’ lecito pensare che la performance motoria degli animali e la densità dei 

processi AChE-positivi, il numero e il volume delle cellule ChAT-positive a 
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livello dei segmenti lombari del midollo spinale, siano parametri correlati tra 

loro. Il sistema gode di una certa capacità di compensazione, espressione di 

plasticità, che permette nelle fasi iniziali (vedi i topi a 2 mesi) di sopperire al 

drammatico calo di motoneuroni e manifestare deficit motori rilevabili solo 

con tasks motori piuttosto estremi. Quando il danno si estende e supera le 

capacità di compensazione del sistema, la performance motoria crolla (vedi i 

topi a 4 mesi) e nelle successive 3-4 settimane si assiste ad una paralisi 

completa. 

In conclusione la caratterizzazione dei deficits anatomico-funzionali 

effettuata sul modello transgenico G93A dimostra che questo modello è un 

buon punto di partenza per lo studio della SLA e di eventuali approcci 

terapeutici, sia di ripristino cellulare ma anche di neuroprotezione, 

sfruttando una plasticità che sembra in qualche grado intrinseca.  

 

La caratterizzazione anatomo-funzionale di questo modello permette di 

delineare un quadro oggettivo delle condizioni fisio-patologiche da cui 

partire e a cui far riferimento per valutare gli effetti di un possibile 

intervento terapeutico. Negli ultimi 20 anni numerosi studi hanno portato 

allo sviluppo di terapie farmacologiche, mirate non solo a bloccare i 

meccanismi patologici, ma anche a stabilire un ambiente capace di favorire 

la rigenerazione neuronale. Sono nati così farmaci capaci di contrastare 

l’infiammazione, l’eccitotossicità da glutammato, il danno ossidativo, oltre a 

molecole quali i fattori di crescita e neurotrofici. Nessuna di queste strategie 

terapeutiche, però, sembra in grado di ripristinare la funzionalità dei 

motoneuroni in via di degenerazione. È proprio alla luce di tale 

considerazione che si fa sempre più concreta la possibilità di affrontare con 

approcci di terapia cellulare patologie in cui si verifica la perdita di una 

popolazione cellulare ben definita, come avviene, appunto, nei nostri 2 

modelli. 
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Le frontiere aperte dalla sperimentazione scientifica sembrano indicare la 

terapia cellulare come un promettente mezzo per raggiungere la meta 

prestabilita, attraverso vie che possono essere differenti a seconda della 

patologia da studiare e del modello che si ha a disposizione. Mediante 

questa strategia terapeutica si può quindi pensare di ristabilire circuiti 

neuronali funzionali, di promuovere la rimielinizzazione degli assoni o la 

loro ricrescita, o di fornire al tessuto una fonte di fattori di crescita o di 

neuroprotezione capaci di sostenere la plasticità delle cellule endogene.  

Per quanto attiene alle patologie midollari traumatiche, che esulano dal 

nostro lavoro ma non possono non essere menzionate per la loro incidenza 

nella popolazione e per i numerosi filoni di ricerca su modelli animali, non 

esiste a tutt’oggi una terapia capace di garantire un recupero funzionale 

soddisfacente, nonostante la clinica metta a disposizione farmaci atti a 

contrastare come detto alcuni degli effetti secondari della lesione stessa 

(infiammazione ed edema in primis). Per questo la ricerca attuale è 

maggiormente indirizzata alla riparazione del danno primario, che nel caso 

dei traumi  è prevalentemente di tipo assonale. La quantità di motoneuroni 

danneggiati da un trauma vertebro-midollare grave, essendo limitata alla 

zona sede della lesione e non inizialmente diffusa a monte ed a valle della 

stessa, si può infatti considerare quasi trascurabile rispetto alla distruzione 

di fibre della sostanza bianca delle vie lunghe (47). In questo senso, i 

tentativi di terapia cellulare atti al ripristino dei motoneuroni perduti, 

appaiono forse meno adatti rispetto a quelli di rigenerazione assonale e 

mielinica (81bis). 

 

Un parametro importante da cui può dipendere la riuscita dei trapianti, è 

l’intervallo di tempo che trascorre tra il momento della lesione e quello del 

trapianto stesso. Numerosi studi condotti su modelli diversi di lesione 

spinale, con cellule staminali neurali sia di origine embrionale che adulta, 

suggeriscono, infatti, come nel midollo leso si instauri un ambiente ostile, in 
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cui il differenziamento verso un fenotipo gliale viene decisamente favorito a 

scapito di quello neuronale. Si possono riconoscere così 3 fasi 

cronologicamente distinte nello sviluppo della risposta al danno, ovvero una 

fase acuta in cui si ha un forte aumento di citochine infiammatorie che 

raggiungono il picco massimo dopo 6-12 ore dalla lesione, una fase subacuta 

che comincia circa una settimana dopo la lesione, in cui le stesse citochine 

assumono una funzione neurotrofica, ed una fase cronica in cui si assiste alla 

formazione di una componente cicatriziale che potrebbe ostacolare la 

migrazione cellulare così come la rigenerazione degli assoni (92). 

 

Sulla base di queste osservazioni, nel nostro modello di degenerazione 

neurotossica abbiamo deciso di eseguire i trapianti di precursori umani 

immortalizzati nei ratti (lesionati al primo giorno di vita) in due finestre 

temporali diverse, ovvero dopo una settimana dalla lesione per quanti 

riguarda i neonati, e dopo 60 giorni per quanto riguarda gli adulti, scelta 

intrapresa per poter verificare se l’eventuale differenziamento delle cellule 

immortalizzate fosse avvenuto in base agli stimoli ambientali, o se avesse 

seguito un programma intrinseco alle cellule stesse. Per uniformità 

procedurale gli stessi intervalli sono stati rispettati anche con il trapianto del 

secondo tipo cellulare, i neuroblasti, sebbene in questo caso le cellule fossero 

ormai indirizzate verso un preciso fenotipo. Le cellule utilizzate in questi 

trapianti, infatti, sono state isolate da ratti al dodicesimo giorno di vita 

embrionale (E12), periodo in cui a livello del midollo spinale non si trovano 

più cellule dalle proprietà pienamente staminali ma, piuttosto, progenitori 

gliali e neuronali (71). Per testare le capacità differenziative della 

popolazione cellulare isolata, si sono eseguite alcune colorazioni 

immunoistochimiche in vitro su aliquote della sospensione cellulare 

utilizzata per l’impianto. Questo ha permesso di rilevare la presenza di 

antigeni gliali come GFAP, antigeni neurali precoci come βtubIII, e tardivi 

come ChAT. Come ci si aspettava, le cellule hanno dimostrato positività per 
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l’espressione di entrambi i marcatori neuronali, confermando come al 

dodicesimo giorno di vita embrionale, nel ratto siano presenti neuroblasti 

dal destino differenziativo ormai ben delineato. Nello stesso campione 

cellulare si sono riscontrate, sebbene in misura minore, anche cellule GFAP 

positive, le quali evidenziano come nella popolazione di partenza fosse 

compresa anche una certa componente gliale. La presenza di quest’ultima 

può dare origine a fenomeni cicatriziali (glial scar) che si opporrebbero alla 

crescita delle fibre. D’altra parte, le cellule gliali potrebbero favorire la 

creazione di una nicchia protettiva capace di mimare il microambiente 

presente a livello spinale, favorendo così la migrazione, la sopravvivenza ed 

il differenziamento cellulare (71). 

 

I risultati ottenuti in vivo rivelano la presenza di trapianti vitali e 

generalmente ben integrati dal punto di vista anatomico, sia nei neonati che 

negli adulti, esiti che fanno ritenere come i protocolli di lesione e trapianto 

adottati siano efficaci e ripetibili. Le cellule trapiantate sono circondate da 

vasi sanguigni, elemento fondamentale per garantire il trofismo e la 

sopravvivenza nel tessuto ospite. Inoltre, come risulta dalle immagini ad 

ingrandimento maggiore, risulta spesso difficile distinguere il confine tra il 

trapianto ed il tessuto ospite, fatta qualche rara eccezione in cui, soprattutto 

negli adulti, si osserva la presenza, seppur minima, di tessuto derivante da 

proliferazione gliale. Poiché le caratteristiche fenotipiche delle cellule 

utilizzate erano già state confermate dalla analisi in vitro, si è deciso di 

eseguire una colorazione per AChE, per evidenziare l’eventuale presenza di 

cellule colinergiche. Dalle analisi microscopiche, si può osservare come ai 

margini del trapianto si localizzino numerose cellule AChE positive, di 

grandi dimensioni, identificabili come motoneuroni. Questo indica una 

modesta capacità migratoria per queste cellule che appaiono spesso 

circondate da una rete di fibre colinergiche provenienti presumibilmente dal 

tessuto ospite. 
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Poiché ai fini di questa tesi lo scopo dei trapianti con neuroblasti era quello 

di fornire un modello procedurale con eventuali risultati solamente 

preliminari, non si è proceduto ad un’analisi funzionale del trapianto, 

aspetto che comunque è già stato analizzato in un recente lavoro, dove si 

dimostra come il rilascio di acetilcolina aumenti in modo significativo in 

seguito all’intervento: questo suggerisce il ripristino della neurotrasmissione 

colinergica locale ad opera dei neuroblasti impiantati (51). 

Sempre nel modello neurotossico, anche i trapianti di precursori umani 

immortalizzati hanno fatto registrare trapianti vitali, sebbene in questo caso, 

dato il minor intervallo di tempo trascorso fino al momento del sacrificio (un 

mese), le cellule siano risultate meno differenziate. Così come si può 

osservare con i neuroblasti, anche in questo caso le cellule trapiantate 

risultano per lo più addensate in prossimità del sito di iniezione, mostrando 

anch’esse qualche capacità migratoria. Le analisi immunoistochimiche non 

permettono di trarre conclusioni riguardo al destino differenziativo di 

queste cellule: fatta eccezione per una modesta positività all’antigene DCX 

nei trapianti effettuati nei neonati, infatti, non si può affermare se queste 

cellule vanno incontro ad un differenziamento gliale o neuronale. 

Questi risultati incerti sono da attribuire probabilmente al fatto che gli 

animali sono stati sacrificati ad un mese dal trapianto, intervallo forse 

troppo breve per assistere ad un differenziamento di queste cellule, in 

particolare se si considera l’origine umana della linea da noi utilizzata.  

Paragonando i due trapianti effettuati nel modello neurotossico (neuroblasti 

omotipici e precursori umani immortalizzati), si può concludere che 

entrambe le popolazioni cellulari sono in grado di sopravvivere e dare inizio 

a differenziamento; in nessuno dei due casi, tuttavia, le cellule trapiantate 

hanno assimilato il Fluoro Gold, iniettato nella sede terminale una settimana 

prima del sacrificio, indicando come, sebbene capaci di emettere 

prolungamenti, questi non riescono ad uscire dal midollo spinale per andare 

ad innervare il muscolo lesionato. Risultati simili sono stati riscontrati anche 
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da altri gruppi. In diversi studi, infatti, nonostante si fosse ottenuto un 

evidente differenziamento motoneuronale ed un parziale recupero motorio, 

i trapianti non apparivano aver dato luogo a proiezioni lunghe formanti 

placche neuromuscolari funzionanti (136). 

 

Per quanto riguarda il modello transgenico G93A, in letteratura sono stati 

testati protocolli di trapianto con cellule murine di origine gliale (12), 

ematopoietica (30) o con cellule del Sertoli (58) così come con cellule umane 

derivate da sangue del cordone ombelicale (48). Più recentemente, inoltre, 

sono state trapiantate cellule staminali neurali umane nel topo G93A (136) In 

quest’ultimo caso gli Autori hanno utilizzato un protocollo 

immunosoppressivo con FK-506 (1mg/kg al giorno per via intraperitoneale) 

che, a differenza di quanto ottenuto da noi con la Ciclosporina, è stato in 

grado di prevenire fenomeni di rigetto. Nel loro complesso, i risultati 

ottenuti da tali studi hanno dimostrato come la terapia cellulare consenta di 

ottenere un parziale recupero motorio. Tuttavia, data la rapidità con cui si 

manifesta, tale miglioramento funzionale sembra dipendere non tanto dalla 

capacità delle cellule trapiantate di differenziare e sostituire i motoneuroni 

persi ma, più probabilmente, dalla loro possibile attitudine a rilasciare fattori 

trofici e neuroprotettivi che supporterebbero la ripresa delle cellule in via di 

degenerazione (136).  

Nel nostro lavoro, topi G93A WT sono stati sottoposti a trapianto spinale 

con cellule umane immortalizzate provenienti dalla corteccia fetale e trattati 

con due differenti protocolli immunosoppressivi che hanno previsto la 

somministrazione di Ciclosporina per via orale o per via intraperitoneale. In 

tutti i casi si è assistito alla degenerazione dei trapianti: in prossimità del sito 

di impianto si è osservata la formazione di una zona cicatriziale e la 

presenza di detriti e cellule degenerate. Possibili cause della mancata 

sopravvivenza delle cellule potrebbero essere legate a problemi tecnici, come 

la preparazione non ottimale delle sospensioni cellulari. Questo appare 
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tuttavia poco probabile alla luce della buona sopravvivenza dimostrata dalle 

stesse cellule quando impiantate nel modello neurotossico di ratto. In 

alternativa, i trapianti nei topi potrebbero essere degenerati a causa della 

scarsa efficacia dei protocolli immunosoppressivi adottati. Tale eventualità 

appare riflettere suscettibilità differenziali, in specie diverse, all’azione della 

ciclosporina, le quali spiegherebbero come mai nessuno dei topi (né i G93A, 

né i WT) abbiano presentato impianti intatti. Il prossimo obiettivo consisterà, 

quindi, nel ripetere il protocollo di trapianto spinale sui topi G93A e sui WT 

utilizzando un diverso trattamento immunosoppressivo basato sull’impiego 

di dosi maggiori di ciclosporina capace di far sopravvivere le cellule 

impiantate ed, eventualmente, valutare le variazioni anatomico-funzionali 

che ne possono derivare.  

Inoltre, sono in corso studi nei quali si intende promuovere neuroprotezione 

e/o ritardare il decorso degli eventi neurodegenerativi attraverso procedure 

ex-vivo di impianto di cellule ingegnerizzate, ovvero l’infusione locale di 

molecole ad azione neurotrofica. 
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5. CONCLUSIONI E PROSPETTIVE 
 

 

I due modelli scelti ci sembrano adatti allo scopo di prefissatoci di 

perseguire sulla strada della terapia cellulare. 

Il modello transgenico G93A che riproduce una malattia molto simile alla 

SLA umana, da noi approfonditamente caratterizzato dal punto di vista 

funzionale in relazione all’istopatologia nei vari stadi della malattia, 

potrebbe essere adatto, oltre che ad un approccio di ripristino cellulare come 

da noi tentato, anche ad uno di neuroprotezione, considerate le 

caratteristiche di plasticità che sembra mantenere inizialmente nonostante la 

degenerazione. Tra le cose che ci proponiamo di fare, la prima sarà verificare 

se la deplezione neuronale che abbiamo osservato nei topi G93A comincia 

prima dei 2 mesi di vita, valutando quindi il quadro anatomico già all’età di 

un mese. Ci sembra inoltre opportuno allargare la casistica degli animali in 

cui è stata effettuata la conta neuronale, per verificare se i dati ottenuti, in 

particolare quelli riguardanti l’aumento del volume cellulare siano 

riproducibili ed acquistino forza statistica. Per quanto riguarda i trapianti, 

essi verranno ripetuti testando nuovi protocolli di immunosoppressione, 

sfruttando l’associazione di diversi farmaci o, più semplicemente, 

aumentando la concentrazione della ciclosporina A. 

Il modello neurotossico secondario ad iniezione intramuscolare di 

Volkensina ci appare ben riproducibile e, per la massiccia e molto selettiva 

capacità di creare deplezione motoneuronale, adatto per un approccio di 

ripristino cellulare. In riferimento ai trapianti, appurata la capacità delle 

cellule immortalizzate di sopravvivere in un ambiente apparentemente non 

ostile quale il midollo spinale lesionato con questa metodica, il passo 

successivo sarà verificare se tali trapianti possano rimanere vitali a lungo 

termine senza comportare eventi indesiderati (quali lo sviluppo di 

neoplasie), ma vedere verso quale fenotipo si indirizzino le cellule in questo 
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tipo di lesione. Un altro aspetto che intendiamo affrontare è rappresentato 

dal trapianto di queste stesse cellule sottoposte all’applicazione di protocolli 

di pre-differenziamento e differenziamento in vitro che si stanno ora 

testando nel nostro laboratorio al fine di indirizzarle verso un fenotipo 

colinergico. Alcuni studi dimostrano infatti come l’utilizzo di cellule il cui 

programma differenziativo ha già intrapreso un percorso definito favorisca 

ulteriormente la riuscita di trapianti vitali in un ambiente considerato poco 

permissivo come il midollo spinale. Un ulteriore obiettivo estremamente 

importante sarà verificare se questi trapianti eseguiti con le cellule 

immortalizzate, precedentemente differenziate o meno, saranno in grado di 

integrarsi al tessuto ospite in modo funzionalmente corretto, stabilendo cioè 

sinapsi colinergiche capaci di favorire, nella migliore delle ipotesi, il 

recupero motorio.  
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