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BIOLOGIA MOLECOLARE DELLO SVILUPPO 

(Dalle lezioni del prof. Quadrifoglio) 
 

1.Introduzione 

 

Gli animali e le piante cominciano la loro vita a partire da un uovo fecondato. Questa cellula diploide 

durante lo sviluppo si divide ripetutamente per produrre le moltissime cellule differenti che costituiscono 

l’organismo sviluppato. Tutte le cellule contengono lo stesso genoma: tuttavia è proprio lui a determinare la 

diversità delle singole cellule che costituiscono l’organismo finale facendo una scelta, cellula per cellula, del 

set di geni da esprimere. L’obbiettivo della biologia dello sviluppo è quello di capire come lo fa. 

L’espressione selettiva dei geni controlla i processi fondamentali con i quali un embrione si sviluppa: la 

proliferazione cellulare, il differenziamento, l’interazioni cellulari, il movimento cellulare (Fig. 1) 

Fig. 1  

Una delle conclusioni più sorprendenti della moderna ricerca biologica è che il meccanismo di sviluppo è 

molto simile per tutte le specie animali (circa dieci milioni), uomo compreso. Proteine (e quindi geni) simili e 

correlate evolutivamente contribuiscono a definire i tipi cellulari specializzati e lo schema corporeo. Infatti 

proteine omologhe di specie diverse sono funzionalmente interscambiabili, come dimostrano gli esperimenti 

rappresentati in Fig. 2, nei quali una proteina di topo espressa nella mosca al posto della sua corrispondente 

può controllare con successo lo sviluppo dell’occhio, o viceversa, una proteina della mosca, espressa in topo, 

“salva” il cervello del topo che non esprime la propria proteina.  

 
Fig. 2A. Il topo transgenico in cui il gene di Drosophila, Engrailed, ha preso il posto del gene endogeno 

Engrailed-1 sviluppa un normale cervelletto, come un topo normale e al contrario del topo KO per il gene 

Engrailed-1. 

 

Fig. 2B. Il gene di Drosophila, Eyeless, che controlla lo sviluppo dell’occhio, può essere sostituito dall’omologo 

Pax6 di seppia o di topo. La figura mostra l’espressione ectopica dell’occhio in una zampa. 
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Questa interscambiabilità di molti dei geni che controllano lo sviluppo riflette l’evoluzione degli animali da 

un progenitore comune in cui questi geni erano presenti. Nonostante questo antenato possa non esserci noto, 

siamo certi che le cellule differenziate che lo componevano erano simili alle cellule differenziate che 

compongono il corpo di un uomo, di un mollusco, di un insetto e così via. In modo più generale si può dire 

che questo animale era fatto di uno strato esterno (epidermide), un tubo per nutrirsi e muscoli, nervi ecc. tra i 

due. Tutti gli animali (e anche le piante) si sviluppano da una cellula uovo, grande e complessa, che si divide 

progressivamente in cellule più piccole. Queste si uniscono tra loro per formare un foglio che rimane 

esterno, l’ectoderma, il precursore dell’epidermide e del sistema nervoso. Una parte di questo foglio si in 

vagina per formare l’endoderma, il precursore dell’intestino (e di altri organi, come i polmoni e il fegato), a 

forma di tubo. Lo spazio tra questi due fogli è occupato da cellule che formeranno il mesoderma, il 

precursore dei muscoli e del tessuto connettivo. La formazione di questo tubo si chiama gastrulazione, 

rappresentata nella Fig. 3. 

 
Fig. 3. Gastrulazione del riccio di mare. 

                                                                                                                                     
Questi meccanismi sono conservati, nonostante l’anatomia dell’organismo finale possa essere molto diversa 

da specie a specie. 

I primi animali di cui è stata effettuata la sequenza del genoma sono stati il verme C. elegans (circa 20.000 

geni), la mosca Drosophila (circa 16.000 geni) e il vertebrato Homo sapiens (circa 23.000 geni). Essi si sono 

separati nell’evoluzione circa 600 milioni di anni fa, eppure il 50% dei geni di ciascuna di queste tre specie ha 

degli omologhi nelle altre. Questi geni conservati hanno un ruolo fondamentale nello sviluppo. Tra di essi si 

distinguono i geni che codificano per le proteine dell’adesione cellulare e della comunicazione intercellulare 

e i geni che codificano per le proteine che regolano l’espressione genica: lo sviluppo degli animali 

pluricellulari è infatti dominato dalle interazioni cellula-cellula e dalla espressione genica differenziale.  

Un verme, un insetto, un mollusco e un mammifero hanno in comune molti degli stessi tipi cellulari 

essenziali, e tutti hanno una bocca, un intestino, un sistema nervoso e una pelle; tuttavia sono molto diversi 

per quanto riguarda la struttura del corpo. Se essa è determinata dai geni e questi animali hanno in comune 

molti geni, come possono le strutture essere così diverse? 

Le proteine codificate nel genoma possono essere considerate come delle componenti di una scatola di 

costruzione. Con gli stessi pezzi di una scatola i bambini possono costruire case, auto, ponti ecc., 
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assemblando i pezzi in maniera diversa. Alcuni devono essere sempre associati ad altri, ma sono le istruzioni 

che definiscono il risultato finale. Le istruzioni usate per costruire un organismo multicellulare sono 

contenute, in larga misura, nelle sequenze di DNA che accompagnano i geni, e che sono chiamate promotori. 

Queste sequenze noncodificanti occupano migliaia di basi e sono suddivise in enhancers. Questi sono spesso 

suddivisi in moduli e per esercitare il loro effetto sull’accensione del gene debbono essere legati da un 

complesso di proteine. Se si potesse decifrare l’insieme dei moduli regolatori associati con un gene si 

capirebbero le differenti condizioni molecolari che garantiscono l’espressione di quel gene. Il programma 

sequenziale di sviluppo è definito da questi moduli regolatori:  come la Fig. 4 illustra, uno stesso contenuto 

genico può portare a diverso sviluppo per la presenza di moduli regolatori diversi. 

  
Fig. 4. Le sequenze regolatrici dei geni definiscono la successione dell’espressione genica nello sviluppo. I 

due organismi, A e B, hanno gli stessi geni ma diverse sequenze regolatrici, per cui partono allo stesso modo 

allo stadio iniziale ma al secondo stadio accendono un set di geni diverso. 

 

E’ quindi il corredo delle proteine regolatrici, che interpreta anche il contesto spazio-temporale nel quale la 

cellula si trova, che definisce il piano di sviluppo dell’organismo. Il confronto tra specie con piani del corpo 

simile (per esempio i vertebrati, come pesci, uccelli e mammiferi) evidenzia anche una similarità tra le 

sequenze regolatrici dei diversi geni. Quando invece si confronta un mammifero con un verme, per esempio, 

tale similarità viene a cadere. 

Alla comprensione dello sviluppo di un organismo hanno contribuito in maniera preponderante 

l’embriologia sperimentale, la genetica dello sviluppo e la biologia molecolare. 

L’embriologia sperimentale, all’opera già dall’inizio del XX secolo con gli esperimenti di microchirurgia in 

embrioni di rana e di riccio, ha dimostrato l’esistenza dell’induzione embrionale, cioè di segnali che 

controllano lo sviluppo di regioni cellulari nell’embrione, pur non riuscendo a capire la natura di questi 

segnali e la rispettiva risposta molecolare (Fig. 5B) 

 
 

Fig. 5. A. Un embrione precoce di rana è diviso in due mediante l’uso di un capello: esso si sviluppa in due 

girini completi. B. Un gruppo di cellule di un embrione sviluppato sono impiantate in un altro embrione allo 

stesso stadio: di nuovo si sviluppano due individui. 
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La genetica dello sviluppo è fiorita alla fine degli anni 70 sulla scorta degli esperimenti di mutagenesi 

effettuati prevalentemente su Drosophila ed ha portato all’identificazione di numerosi geni responsabili del 

controllo dello sviluppo non solo in Drosophila ma in tutti gli animali. La procedura comporta uno screening 

genetico delle generazioni che provengono da genitori trattati con mutageni chimici o con radiazioni 

ionizzanti. Gli individui mutanti per qualche caratteristica sono studiati per scoprire i geni mutati che hanno 

portato a quella determinata anomalia.  

Gli animali scelti per questi esperimenti sono quelli che possono crescere in laboratorio e che hanno tempi 

brevi di generazione.  Tra di essi spiccano la Drosophila, il Caenorhabditis elegans, un piccolo verme, il Danio 

rerio o pesce zebra e il topo, Mus musculus. 

La biologia molecolare nello stesso periodo è diventata la scienza della manipolazione genica mediante il 

clonaggio molecolare (che ha permesso di avere i geni in quantità chimica utile per fare esperimenti), 

l’ibridizzazione degli acidi nucleici (che ha permesso l’identificazione di campioni di DNA o di RNA) e il 

sequenziamento del DNA (che ha permesso di determinare la struttura primaria dei geni e dei loro prodotti 

proteici). 

L’applicazione della biologia molecolare ha significato la conoscenza in termini molecolari dei meccanismi di 

sviluppo. Ha significato inoltre che il percorso dello sviluppo potesse essere artificialmente alterato con 

l’introduzione o la rimozione di geni o alterando i rapporti regolativi tra essi. Ne è venuto fuori che tutti gli 

animali usano lo stesso meccanismo generale e che quindi la conoscenza dello sviluppo umano può avvenire 

studiando il moscerino, il pesce zebra, la rana o il topo. 

In sintesi la biologia molecolare e cellulare ci dice quali sono i fattori che inducono lo sviluppo, i loro 

recettori, i percorsi della trasduzione del segnale, i fattori di trascrizione. 

La genetica ci dice qual è la funzione individuale di un gene e come esso si relaziona all’attività di altri geni. 

Conseguenza, e a sua volta causa, di questi processi è la morfologia, o struttura anatomica. I primi semplici 

processi creano una morfologia che è a sua volta causa di segnali e risposte che creano una morfologia più 

complessa e così via.  

Per avere un quadro completo dello sviluppo è quindi necessario usare simultaneamente i concetti da queste 

tre aree. 

Certe aree della biologia dello sviluppo hanno avuto un impatto significativo sulla società. La fertilizzazione 

in vitro (IVF) è ora una procedura di routine per quelle coppie che non possono avere un bambino. Alcune 

varianti sono l’inseminazione artificiale da parte di un donatore, la donazione di ovuli e la conservazione di 

ovuli fecondati per congelamento. Queste tecniche sono da tempo largamente usate nell’allevamento 

animale. 

La biologia dello sviluppo ha portato anche alla comprensione del problema del perché gli embrioni umani 

sono particolarmente sensibili al danneggiamento durante l’organogenesi. La teratologia studia gli effetti 

degli agenti chimici, delle infezioni virali, delle radiazioni o di altri agenti sullo sviluppo embrionale. Ha 

portato anche alla comprensione della base cromosomica di alcuni difetti o sindromi della nascita. 

L’amniocentesi e il successivo lavoro di biologia molecolare o di citogenetica permette di diagnosticare 

prima della nascita la presenza dei difetti. 

La biologia dello sviluppo ha già avuto un impatto significativo ma l’impatto futuro sarà ancora più grande. 

Alcuni dei benefici sono indiretti e non immediatamente apparenti. Alcuni, particolarmente quelli che 

coinvolgono la manipolazione genetica o il clonaggio, causeranno seri problemi etici e legali. Questi 

problemi non possono essere risolti dagli scienziati ma dall’intera società. Per questo è necessario che la 

comprensione della biologia dello sviluppo sia la più allargata possibile in modo da permettere una scelta 

consapevole delle decisioni. 

Il genoma umano è stato sequenziato così come quello di molti animali che servono da modello per lo 

sviluppo. Sono state inoltre messe a punto tecniche avanzate come la proteomica e la genomica funzionale. 

Questo, in primo luogo, ha permesso e permette all’industria farmaceutica di approntare nuovi farmaci e 

nuovi bersagli terapeutici. In secondo luogo ha permesso di utilizzare modelli animali per nuove terapie 

sperimentali. In terzo luogo la nostra conoscenza della crescita e della rigenerazione cellulare ha permesso di 

usare, e sempre di più lo farà in futuro, quei fattori che stimolano certe particolari cellule alla crescita (cellule 

beta, neuroni, cellule ematiche). Nel prossimo futuro c’è la possibilità di produrre tessuti umani ed organi 
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per il trapianto, evitando così sia la bassa disponibilità di donatori sia il rigetto. L’ingegneria tissutale è la 

tecnica che permette la crescita di un tessuto o di un organo in vitro a partire da cellule staminali o da cellule 

mature cresciute su una matrice extracellulare (scaffold). L’uso di cellule staminali embrionali pone seri 

problemi etici connessi con le modificazioni genetiche di tessuti umani e con l’uso di ovuli umani per fini 

diversi da quelli riproduttivi. Questo argomento si intreccia con il clonaggio umano. Infatti mentre c’è un 

consenso universale nel non procedere al clonaggio riproduttivo, molti scienziati sono a favore del 

potenziale uso degli embrioni clonati per il clonaggio terapeutico. Questo comporta la crescita di cellule 

staminali embrionali da un uovo in cui il nucleo è stato rimpiazzato da un altro proveniente da cellule del 

potenziale ricevente. Il vantaggio potenziale consiste nell’avere a disposizione una quantità illimitata di 

tessuto trapiantabile senza avere problemi di rigetto. 

 

2.  Studio dell’espressione genica con metodi biochimici 

 

In un organismo complesso ci sono circa 200 tipi di cellule e tutte derivano dall’uovo fecondato. Esse sono 

ovviamente geneticamente equivalenti e si differenziano tra loro solo grazie alla diversa espressione del loro 

corredo genetico. E’ quindi molto importante, quando si studia lo sviluppo, conoscere il pattern di 

espressione dei geni sotto indagine. E’ cioè necessario conoscere in quale stadio dello sviluppo essi sono 

attivi, in quale parte dell’embrione e a che livello di attività essi sono espressi. Ci sono due principali classi di 

metodi per determinare il pattern di espressione genica: metodi biochimici, che danno una misura 

quantitativa ragionevolmente accurata ma nessuna informazione di tipo anatomico, e metodi in situ, che 

danno un’accurata informazione anatomica ma una scarsa quantificazione dell’espressione. In ambedue i 

casi ci sono metodi separati per studiare l’mRNA e le proteine. E’ necessario lo studio di ambedue i prodotti 

in quanto la trascrizione di un gene non garantisce la sua successiva traduzione nella proteina, e la presenza 

di una proteina in un determinato posto non significa necessariamente che è stata sintetizzata lì, in quanto 

può essere stata trasportata da un altro sito di sintesi. 

Metodi per determinare l’mRNA 

Il northern blotting è la tecnica più vecchia e meno sensibile. Si parte con l’estrazione di un mRNA totale da 

un campione e con la successiva separazione per gel elettroforesi in gel di agarosio denaturante. Dopo 

separazione il contenuto del gel è trasferito su una membrana di ibridazione dove viene ibridizzato con una 

sonda specifica per il gene in questione marcata con 32P. La radioattività della membrana è visualizzata con 

autoradiografia o con il fosfoimager. L’immagine normalmente consiste di una banda singola radioattiva 

corrispondente al singolo mRNA complementare alla sonda. In genere l’intensità della banda è 

proporzionale alla quantità dello specifico mRNA. Se il gene è processato in più maniere (splicing 

alternativi) si possono avere più bande. 

La protezione alla RNAsi è più sensibile e più specifica del northern blotting. Di nuovo si prepara una 

sonda specifica e marcata. Essa è poi ibridizzata in soluzione con l’RNA totale del campione e quindi 

digerita con RNAsi. Gli RNA a singolo filamento verranno digeriti mentre la parte di RNA ibridizzata con la 

sonda verrà protetta dalla digestione della RNAsi. Viene quindi fatta una elettroforesi in un gel di sequenza 

(che garantisce un’alta risoluzione) e la banda visualizzata mediante autoradiografia o con il fosfoimager. 

Poiché la sonda è usata in largo eccesso l’intensità della banda è proporzionale al contenuto originale 

dell’mRNA protetto. 

RT-PCR. E’ la tecnica più sensibile. L’RNA totale è estratto dal campione e trascritto inversamente in cDNA 

usando la trascrittasi inversa. Sono quindi aggiunti due primers opportunamente scelti per definire la 

lunghezza del cDNA da amplificare. Dopo un certo numero di cicli la miscela viene fatta correre su gel e le 

bande di DNA visualizzate al solito modo. Se c’è una banda vuol dire che il gene in questione è espresso. In 

caso contrario non è espresso. Per uno studio quantitativo si deve usare o un competitore interno o la tecnica 

della real time-PCR o qPCR (PCR quantitativa).  

Microarrays. Essi sono stati introdotti negli anni recenti per permettere l’esame di un grande numero di 

prodotti genici simultaneamente. In teoria, se la sequenza del genoma di un organismo è nota, è possibile 

esaminare il set completo di cDNA corrispondenti all’intero genoma. I microarrays sono fatti usando 

macchine che derivano dall’industria dei computer e sono spesso denominati chips. Ce ne sono di due tipi: il 

cDNA array e l’Affimetrix oligonucleotide array (quest’ultimo è brevettato). Nel primo caso si tratta di un 
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vetrino contenenti migliaia di pozzetti (spots) in ognuno dei quali viene sistemata una sequenza di DNA a 

singolo filamento ricavata dall’amplificazione di un tratto specifico (ed unico) di un determinato gene. Nel 

secondo caso lo spot è sede di sintesi dell’oligonucleotide specifico corrispondente al gene. In entrambi i casi 

l’array è usato per l’ibridazione del DNA. Se si vuole sapere quali geni sono espressi in un embrione o in un 

tessuto si estrae da essi l’mRNA e lo si trascrive inversamente in cDNA. Il cDNA viene marcato con un 

colorante fluorescente e ibridizzato in condizioni opportune al microarray: gli spots che contengono i DNA 

complementari al cDNA verranno ibridizzati e la fluorescenza di ogni singolo spot può essere misurata da 

un apposito lettore che darà l’intensità per ogni spot. Poiché l’oligonucleotide fissato sull’array è in eccesso 

rispetto al cDNA usato per l’ibridazione, l’intensità di fluorescenza darà anche un’idea del livello di 

espressione del particolare gene. Nella biologia dello sviluppo (e non solo) in genere gli arrays vengono usati 

per fare un confronto, per esempio, tra due stadi embrionali o tra cellule trattate o non trattate con un fattore 

di induzione. In questo caso i cDNA dei due campioni vengono marcati con due sostanze fluorescenti 

diverse (per esempio un fluoroforo rosso e un fluoroforo verde). L’ibridazione si fa con la miscela dei due 

tipi di cDNA: nel caso l’espressione sia specifica per uno dei due casi lo spot apparirà rosso o verde per 

fluorescenza. Se l’espressione del gene in questione è simile nei due casi, entrambi i cDNA verranno 

ibridizzati e la fluorescenza apparirà gialla. 

L’analisi di ambedue i tipi di array viene fatta con un software molto sofisticato che può confrontare la 

posizione di ogni spot con l’identità del cDNA e con l’intensità della fluorescenza. 

Metodi per determinare le proteine 

E’ ora possibile identificare ogni singola proteina sconosciuta da una miscela complessa. L’insieme delle 

tecniche viene anche chiamata proteomica. Come nel caso degli arrays essa viene impiegata all’inizio 

dell’investigazione quando è necessario sapere quale proteina cambia il suo profilo di espressione durante 

un particolare evento di sviluppo. Gli estratti totali proteici sono separati mediante gel elettroforesi 

bidimensionale (2D-GE), dove la prima dimensione sfrutta il pI e la seconda il peso molecolare della proteina 

(SDS-GE). Il pattern di macchie (anche migliaia) e la loro intensità (opportunamente calibrata) ci danno la 

differenza di espressione sia qualitativa che quantitativa delle proteine in stadi diversi dello sviluppo. Le 

singole proteine sono identificate mandando ogni singolo spot (previo trattamento con enzimi proteolitici) 

allo spettrometro di massa che darà con estrema precisione il peso dei frammenti ottenuti per proteolisi, 

utilizzando anche una banca dati. 

L’immunoprecipitazione permette di isolare ed identificare una particolare proteina presente in un 

embrione o in un campione di tessuto mediante l’uso di un anticorpo monoclonale (meglio) o policlonale. Le 

proteine precipitate con l’anticorpo sono radioattive perché sintetizzate in presenza di aminoacidi radioattivi 

(usualmente 32S-metionina o 32S-cisteina). Gli immunocomplessi formati con l’anticorpo sono incubati con 

palline di agarosio accoppiate con proteina A (una proteina batterica che si lega alla regione costante delle 

IgG). In tal modo si attaccano alle palline e sono separati dalla miscela. Le palline, dopo lavaggio, sono 

bollite in solvente denaturante per rilasciare le proteine che sono separate in in SDS-gel. Esse sono analizzate 

per autoradiografia o con il fosfoimager. 

Il western blot è il metodo che analizza il contenuto totale di proteine, invece che quelle sintetizzate de novo. 

Le due quantità non necessariamente sono le stesse, perché, per esempio, l’embrione può avere ereditato 

proteine materne dall’uovo invece che averle sintetizzate de novo. Nel western blot il contenuto totale di 

proteine è separato su gel e poi trasferito su una membrana che è incubata con un anticorpo specifico. 

Quest’ultimo è poi riconosciuto da un altro anticorpo che riconosce la regione costante. L’ultimo anticorpo è 

coniugato con un enzima che produce una reazione biochimica definita che può essere misurata. 

I metodi in situ sono quelli sviluppati per rivelare in un campione i domini spaziali dove avviene 

l’espressione dei geni.  

L’ibridizzazione in situ rivela le regioni del campione dove uno specifico mRNA è presente. La sonda 

antisenso è sintetizzata in vitro, messa nel campione e visualizzata. Si possono usare sonde radioattive o non 

radioattive a cui è legato un gruppo che è riconosciuto da uno specifico anticorpo (digossigenina, DIG) o a 

cui è legato un gruppo fluorescente (p.e. fluoresceina). Il campione da analizzare è in genere trattato con 

detergente o proteasi per permettere l’ingresso della sonda. Quando si usa una sonda fluorescente la tecnica 

viene chiamata FISH (fluorescent in situ hybridization). 
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Con la tecnica dei reporter genes è possibile vedere se in un campione una data sequenza regolativa 

(promotore) è attiva. La sequenza regolativa è fusa ad un gene (in genere quello della β-galattosidasi). Se la 

sequenza regolativa è attiva il gene della β-galattosidasi è espresso e l’enzima ottenuto è capace di 

idrolizzare il legame β-glicosidico di una molecola specifica appositamente costruita (5-bromo-4-cloro-3-

indolil-β-D-galattoside, X-Gal) con produzione di una molecola blu insolubile che viene facilmente 

visualizzata nel posto dove si forma e con alta sensibilità. 

Un altro reporter gene è quello della proteina fluorescente verde (GFP), una proteina del pesce gelatinoso 

Aequorea victoria. Il suo gene può essere modificato per aumentare la fluorescenza della proteina o per 

modificarne il colore. Il gene è fuso a quello di proteine di interesse in modo che, quando la fluorescenza è 

visibile nel campione, significa che la proteina a cui la GFP è legata è espressa nel posto dove la fluorescenza 

compare. 

 

3. Determinazione del destino cellulare 

 

Durante lo sviluppo una cellula può essere messa sotto osservazione, magari marcandola con un tracciante 

colorato. Essa può diventare un osteocita, un neurone o magari morire. Durante lo sviluppo una cellula che 

diventerà neurone, magari non ha l’aspetto del neurone, ma anche se essa viene spostata in un altro contesto 

cellulare, essa darà luogo ad un neurone. Questo vuol dire che la decisione sul suo destino cellulare era già 

fatta e la cellula si dice determinata (determined). Altre cellule invece si sviluppano a seconda del contesto 

cellulare nel quale si vengono a trovare e quindi non sono determinate. Tra questi due estremi ci sono 

possibilità intermedie: per esempio alcune cellule hanno già intrapreso una via di sviluppo (sono impegnate, 

committed) ma non al punto tale da non subire l’influenza dell’ambiente, specialmente se l’ambiente è molto 

coercitivo. Oppure una cellula può essere già impegnata a diventare una cellula dell’osso, ma ancora non ha 

fato la scelta se essere un osteoblasto o un osteocita. La determinazione può essere controllata con 

l’esperimento di trapianto in ambiente controllato (Fig. 6). 

 

 
 

Fig. 6. Il test standard per la determinazione cellulare. 

 

 

Questi tipi di esperimento ci permettono di capire che in una cellula in sviluppo esiste sia una 

determinazione ma anche la possibilità di essere sensibili a stimoli di carattere spaziale. La Fig. 7 dimostra 

che se si estrae da un abbozzo di zampa di volatile un pezzettino di tessuto mesodermico, che formerà osso e 

muscoli, e lo si trapianterà nel terminale dell’abbozzo di ala, tale tessuto manterrà la determinazione di 

“zampa” ma sentirà la posizione “terminale” nell’ala e si svilupperà in dito. 
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Fig. 7. La formazione di un dito sulla punta dell’ala dopo 

trapianto di un pezzo di tessuto mesodermico estratto dall’abbozzo di zampa. 

 

La differenza nel valore posizionale delle cellule dei due arti è definita da alcuni geni caratteristici degli arti 

stessi, come mostrato in Fig. 8, dove l’espressione del gene Tbx5 è caratteristico dell’ala, mentre l’espressione 

dei geni Tbx4 e Pitx1 è caratteristica della zampa. 

 

 
 

Fig. 8. Embrione di pollo a 6 giorni di incubazione. Il colore blu di ogni figura rappresenta l’espressione del 

gene reporter sotto l’influenza dei promotori di Tbx5, Tbx4 e Pitx. Quest’ultimo gene è quello responsabile 

della formazione del dito a seguito del trapianto descritto nella figura precedente. 

 

4. Strategie di regolazione genica differenziale durante lo sviluppo 

 

Se a partire da una cellula uovo fecondata si ottengono tutte le cellule differenziate dell’organismo e se il 

differenziamento è legato all’espressione selettiva di gruppi di geni come avviene questa selezione? 

Le cellule utilizzano fondamentalmente due strategie per esprimere diversi gruppi di geni: 

esposizione a stimoli ambientali diversi 

divisione cellulare asimmetrica 

Il primo tipo di differenziamento è dovuto a uno stimolo denominato interazione induttiva che può essere a 

corto raggio, come nel caso dell’interazione con cellule adiacenti (Fig. 9b), o attraverso l’interazione con 

molecole che diffondono attraverso la matrice extracellulare (morfogeni) (Fig. 9c e Fig. 10). 
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Il secondo tipo di differenziamento è dovuto ad una asimmetria interna della cellula che si divide, che può 

essere congenita (come quella dovuta ad una localizzazione asimmetrica dell’mRNA) (Fig. 9a) o creata 

mediante feedback positivo (Fig. 11). 

 

 

 
 

Fig. 9. Alcune strategie per innescare l’attività genica differenziale durante lo sviluppo.  

(a) mRNA materni, prima o dopo la fecondazione, diventano localizzati 

(b) la cellula A interagisce fisicamente con la cellula B stimolandone i recettori e viceversa 

(c) signaling a lunga distanza da parte della cellula 0 attraverso la matrice extracellulare 

                                                                                   

 
Fig. 10. Segnalazione induttiva 

 

 
Fig. 11. Genesi di asimmetria mediante feedback positivo. 
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La Fig. 11 ci fa vedere due cellule adiacenti che partono da situazioni simili e che si scambiano segnali per 

influenzare il comportamento dell’altra cellula. Nel caso specifico più alto è il contenuto di X in una cellula 

più alta è l’inibizione a produrre X nell’altra cellula. Questa interazione è denominata inibizione laterale e 

tende a creare un circuito a feedback positivo, nel senso che qualsiasi fluttuazione statistica che differenzia il 

contenuto di X tra le due cellule produce un’amplificazione della differenza e quindi una memoria (vedi in 

seguito la segnalazione Notch). 

 

5.  Localizzazione dell’mRNA 

 

Due cellule geneticamente identiche possono, durante la divisione cellulare, distribuire in maniera 

asimmetrica molecole regolatrici importanti tra le due cellule figlie, impartendo così percorsi diversi alle due 

cellule. La molecola che più comunemente viene distribuita in maniera asimmetrica a seguito della mitosi è 

l’mRNA. Questa distribuzione asimmetrica dell’mRNA non è peculiare delle cellule in un organismo in via 

di sviluppo, ma è comunemente usata anche in organismi adulti (Fig. 12). 

 
Fig. 12. Esempi di localizzazione asimmetrica di mRNA. In B e C la localizzazione serve per lo sviluppo, 

negli altri casi la localizzazione è prettamente funzionale. 

 

La distribuzione asimmetrica dell’mRNA è più usata di quanto si pensasse qualche anno fa: un recente 

studio su 3000 trascritti in embrione di Drosophila ha dimostrato che il 71% di essi è espresso in modi 

spazialmente distinti (Fig. 13). 

 

 
Fig. 13.  L’analisi ad alta risoluzione della fluorescenza in situ del 25% degli mRNA di embrione di Drosophila 

ha rivelato che il 71% di essi mostra una netta localizzazione subcellulare. In questa figura i nuclei sono in 

rosso e l’mRNA in verde. 
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L’indirizzamento degli mRNA agli specifici siti subcellulari coinvolge passaggi multipli. L’indirizzo 

subcellulare dei trascritti è codificato in elementi presenti nello stesso mRNA. Questi elementi di 

localizzazione o “zipcodes” si trovano frequentemente nel 3’UTR, sebbene in alcuni casi possano trovarsi nel 

5’UTR o nella sequenza codificante. Gli elementi di localizzazione sono riconosciuti da specifiche proteine 

che si legano all’RNA e che spesso funzionano sia per la localizzazione del trascritto che per la regolazione 

della traduzione. Parecchi studi indicano che il processamento del pre-mRNA nel nucleo è richiesto per il 

reclutamento delle proteine che si legano all’RNA e che determinano la localizzazione nel citoplasma. Questi 

complessi ribonucleoproteici (RNP) spesso formano delle strutture più grandi chiamati granuli di trasporto 

dell’RNA, che sono a loro volta trasportati dalle “motor proteins” lungo il citoscheletro alla loro destinazione 

finale, dove meccanismi addizionali ancorano l’mRNA al posto giusto (Fig. 14). 

 
Fig. 14. La localizzazione dell’mRNA è un processo complesso. 

 

Il meccanismo di distribuzione si basa sulla polarità intrinseca del citoscheletro che è costituito da tre tipi di 

filamenti: i filamenti intermedi, i filamenti di actina e i microtubuli. Gli ultimi due crescono verso l’estremità 

“+”.  La distribuzione asimmetrica, oltre a creare asimmetria in un sincizio (vedi dopo lo sviluppo della 

Drosophila) può portare ad una divisione cellulare asimmetrica, nella quale alcune molecole vengono ripartite in 

modo non uguale tra le due cellule al momento della divisione (Fig. 15) 

 
 

Fig. 15. Divisione cellulare asimmetrica 
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6. Contatto cellula-cellula 

 

Questo contatto attiva un processo che va sotto il nome di trasduzione del segnale. Il segnale, nel caso di 

contatto cellula-cellula, non è altro che una proteina espressa sulla superficie della cellula A che fa da 

ligando ad un’altra proteina, il recettore, presente sulla superficie della cellula B. A seguito di questa 

interazione al contatto sia la cellula A che la cellula B (non necessariamente tutte e due) possono dar luogo 

ad una cascata enzimatica che ha come risultato finale l’attivazione o la repressione di specifici geni. 

Per esempio le cellule dell’ectoderma neurogenico precoce può formare sia i neuroni che le cellule della 

pelle. Una volta che una cellula inizia a formare un neuroblasto (con il meccanismo illustrato in Fig. 11) 

inibisce la formazione di cellule simili in tutte quelle che lo contattano. Tale repressione avviene mediante 

una proteina di superficie, espressa dal neuroblasto, e chiamata Delta. Delta si lega ai recettori Notch delle 

cellule vicine, a contatto fisico con il neuroblasto. Il recettore Notch attivato viene tagliato da delle proteasi 

citoplasmatiche. Il taglio produce una proteina che entra nel nucleo e si lega ad un’altra proteina Su(H) che, 

in tal modo, diventa una proteina attivatrice dei geni dei repressori neuronali, indirizzando la cellula a 

diventare epidermica. In precedenza Su(H), insieme ad altre proteine, era legata allo stesso gene ma 

funzionava da suo repressore (Fig. 16) 

 
Fig. 16. Contatto cellula-cellula: interazione Delta-Notch 

 

7. Il gradiente dei morfogeni 

 

Spesso il destino di una cellula è segnato dalla sua posizione all’interno dell’embrione o di un organo in via 

di sviluppo. L’influenza di questa localizzazione nello sviluppo è chiamata informazione posizionale. La 

strategia si basa sulla secrezione da parte di un piccolo numero di cellule di molecole segnale che si 

distribuiscono secondo un gradiente di concentrazione. Le cellule più vicine alla sorgente del segnale 

sentiranno una concentrazione maggiore mentre quelle più lontane sentiranno una concentrazione minore. 

La concentrazione della molecola segnale definirà il numero dei recettori della cellula ricevente che si 

attiveranno e produrranno, a seguito della trasduzione del segnale, la quantità relativa del prodotto finale 

che influenzerà, in maniera positiva o negativa, l’espressione di alcuni geni che, a loro volta, definiranno il 
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destino della cellula nello sviluppo. Bisogna ricordare che il promotore di qualsiasi gene contiene dei siti che 

avranno una definita affinità nei confronti di un fattore di trascrizione: il valore dell’affinità, combinato con 

la concentrazione dell’effettore, definirà se il gene verrà attivato (represso) o no. Bisogna tener presente che 

ciascun fattore di trascrizione può legarsi a promotori diversi per cui una determinata concentrazione del 

fattore permetterà di legarsi al promotore di un gene ma non ad un altro a più bassa affinità. La diversa 

combinazione di legame ai diversi geni definirà il set di geni influenzati dalla presenza del fattore. 

Come esempio si può usare lo sviluppo del tubo neurale, il precursore del midollo spinale negli adulti, nei 

vertebrati. Le cellule localizzate nella regione più ventrale del tubo neurale (pavimento della piastra, 

floorplate) emettono una molecola segnale chiamata Sonic hedgehog (Shh) che funziona come morfogeno a 

gradiente. Shh si distribuisce nel tubo neurale: le cellule più vicine al pavimento hanno il maggior numero di 

recettori attivati e quindi si sviluppano in cellule neuronali V3. Le cellule mediamente più lontane si 

sviluppano in motoneuroni e quelle più lontane in interneuroni V1 e V2 (Fig. 17). Shh agisce sui suoi 

recettori (patched, appartenente alla classe delle proteine che si legano alle proteine G). Questi recettori sono 

costituzionalmente attivi e sono repressi dal legame di Shh. In assenza di Shh, patched è attivo cioè reprime 

l’attività di un’altra proteina di membrana (smoothened) che, a sua volta, quando è attiva reprime il taglio 

proteolitico di Gli, uno specifico fattore di trascrizione (quando è nella sua forma non tagliata) di numerosi 

geni. Sommarizzando: in assenza di Shh, patched è attivo, smoothened è inattivo e Gli inattivo. In presenza 

di Shh, patched è inibito, smoothened è attivo e Gli attivo. L’azione di Shh permette a Gli di entrare nel 

nucleo. La quantità di Gli attivata dipende dal numero di recettori legati da Shh. A sua volta la quantità di 

Gli nel nucleo definisce i tipi di geni attivati dallo stesso Gli. Da questo si deduce che l’affinità dei geni di V1 

per Gli è più alta di quella dei geni di V3 (Fig. 18). 

  

 

                                                    

 
 

 

Fig. 17. La formazione dei diversi neuroni nel tubo neurale dei vertebrati. 

 

 
 

Fig. 18. La regolazione genica di hedgehog 
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8. Lo sviluppo di Caenhorabditis elegans 

 

Il nematode C. elegans è un piccolo e semplice organismo il cui sviluppo è stato descritto nei più piccoli 

dettagli, tanto che si conoscono sia la provenienza di ogni singola cellula sia il numero complessivo di cellule 

presenti nell’organismo del piccolo verme. Nonostante che la strategia di sviluppo di questo animale abbia 

subito un grado di divergenza rispetto a quella dei mammiferi maggiore di quella degli insetti, alcuni suoi 

meccanismi sono simili e governati dagli stessi geni (che sono omologhi). 

A seconda del sesso l’organismo ha un numero preciso di cellule somatiche (959 o 1031, più 1000-2000 cellule 

germinali) di ognuna delle quali si può tracciare lo sviluppo. La Fig. 19 mostra un’immagine femminile (o 

meglio ermafrodita) dell’animale insieme all’albero genealogico delle cellule che formano l’intestino. 

 

 
 

Fig. 19. L’albero genealogico delle cellule che formano l’intestino di C. elegans. Esse formano un singolo clone 

(come quelle della linea germinale). 

 

Questo schema di sviluppo farebbe pensare che ogni linea di discendenza sia rigidamente e 

indipendentemente programmata, cosa che renderebbe lo sviluppo molto diverso da quello di un 

mammifero. Ma questo non è vero: lo sviluppo dipende da interazioni cellula-cellula e da meccanismi 

interni ad ogni singola cellula, come in altri animali. L’eccezione è costituita da due cellule fondatrici, una per 

l’intestino e l’altra per le cellule germinali, che si instaurano a livello dell’embrione a 8 e a 16 cellule, 

rispettivamente. La diversificazione comincia però non appena l’uovo fecondato comincia a dividersi in 

modo asimmetrico. L’asimmetria nasce dal punto di ingresso dello spermatozoo che definisce il polo 

posteriore dell’uovo allungato: gli mRNA materni e le rispettive proteine si organizzano e si localizzano in 

modo da generare questa asimmetria. I geni vengono anche definiti geni ad effetto materno e tra di essi i geni 

Par hanno un ruolo importante. Essi hanno degli omologhi negli insetti e nei vertebrati e definiscono la 

polarità, per esempio, nelle cellule epiteliali (vedi i complessi di Crumbs e di Scribble). Le proteine Par nel 

verme servono a localizzare nella estremità posteriore dell’uovo fecondato i granuli P, che sono particelle 

ribonucleoproteiche (Fig. 20).  
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Fig. 20.  Le divisioni asimmetriche segregano i granuli P nella cellula fondatrice della linea germinale. 

Nella parte superiore sono mostrati i nuclei delle cellule mediante un colorante fluorescente (DAPI) che si 

lega al DNA. Nella parte inferiore il colorante fluorescente legato ad un anticorpo specifico mostra i granuli 

P. 

 

Questo avviene per quattro divisioni cellulari durante le quali i granuli P si localizzano in una sola delle due 

cellule figlie (P1, P2, P3 e P4). P4 sarà la cellula fondatrice della linea germinale (Fig. 21).  

                                                             
Fig. 21. Schema delle divisioni cellulari nell’embrione precoce di C. elegans con i nomi e i destini delle 

singole cellule. 

 

Questo meccanismo permette di identificare nelle prime divisioni cellulari le singole cellule tanto da dare 

loro un nome (per esempio ABa e ABp per le due cellule anteriori prodotte dalla seconda divisione; P2 ed 

EMS le due cellule posteriori). A questo punto il destino delle cellule seguenti è definito non solo dalla 

asimmetria interna ma dal contatto cellula-cellula (Fig. 22). Con il contatto Delta-Notch P2 influenza ABp e 

non ABa (più tardi cellule nipoti di ABa subiranno l’effetto del contatto Delta-Notch, ma con esiti 

completamente diversi: come dire, la storia ha la sua importanza!), mentre con il contatto Wnt-Frizzled 
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influenza la cellula EMS a dividersi in modo asimmetrico per dare luogo alla cellula E e alla cellula MS. La 

cellula E è la cellula fondatrice del clone di cellule intestinali. 

                                                       
Fig. 22. Schema della segnalazione cellulare che controlla l’assegnazione dei differenti caratteri alle 

cellule di un embrione a quattro cellule di un verme. La cellula ABa non risente del segnale Delta perché 

non in contatto con la cellula P2. La cellula EMS, mediante la segnalazione Wnt-Frizzled, orienta il suo fuso 

mitotico in modo da produrre una asimmetria nella successiva divisione. 

 

Lo studio della genetica dello sviluppo di C. elegans ha permesso di individuare per la prima volta dei nuovi 

piccoli RNA, chiamati miRNA (microRNA), che legandosi a regioni non codificanti di mRNA ne controllano 

la traduzione. Lin4 e Let7 sono stati i primi miRNA scoperti: essi regolano la tempistica dello sviluppo. Da 

allora i miRNA sono stati trovati in molte specie animali, uomo compreso. Lo studio dello sviluppo del 

verme ha permesso anche di individuare le cellule che vanno incontro alla morte programmata e di 

individuarne i geni responsabili. Questi geni sono omologhi a quelli che controllano l’apoptosi nei vertebrati. 

  

9. Lo sviluppo di Drosophila 

 

Il primo organismo nel quale lo sviluppo è stato compreso nei suoi dettagli molecolari è quello della 

Drosophila melanogaster (il moscerino della frutta). Esso deve i suoi vantaggi al fatto di essere piccolo, di 

essere allevato facilmente e di avere un ciclo vitale di solo due settimane. Esso è inoltre particolarmente 

adatto per compiere studi di mutagenesi. I geni mutati sono stati clonati e il loro pattern di espressione 

studiato con la tecnica dell’ibridazione in situ. L’interazione tra i vari geni sono state dedotte esaminando 

l’espressione di un gene in embrioni in cui l’espressione di altri geni veniva abolita. 

L’oogenesi è estremamente importante per la definizione regionale dell’embrione. All’inizio dell’oogenesi 

una cellula germinale si divide quattro volte per produrre 16 cellule, una delle quali diventa oocita e le altre 

15 diventano cellule nutrici (nurse cells). L’insieme dell’oocita e delle nurse cells è circondato dalle cellule del 

follicolo ovario per formare la camera dell’uovo. Le cellule follicolari hanno origine somatica. Le cellule 

follicolari si dividono in squamose (formano lo strato sopra le nurse cells), colonnari (intorno all’oocita) e 

border cells (stanno nelle due parti terminali dell’oocita). Le nurse cells esportano grandi quantità di RNA e 

di proteine nell’oocita che diventa polarizzato negli assi antero-posteriore e dorso-ventrale anche grazie ai 

segnali di polarizzazione terminale e ventrale dati dalle cellule follicolari (Fig. 23). 
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Fig. 23. La camera dell’uovo di Drosophila 

 

A seguito della fertilizzazione si ha un periodo di rapide e sincrone divisioni nucleari senza “cleavage”: si 

forma cioè un sincizio con tutti i nuclei che condividono lo stesso citoplasma. Dopo le prime otto divisioni si 

formano le cellule polari al polo posteriore dell’embrione e da esse si formeranno le cellule germinali. Dopo 

la nona divisione i nuclei migrano alla periferia per formare il blastoderma sinciziale che dura per altre 

quattro divisioni cellulari. Quindi i circa 6000 nuclei cellularizzeranno per formare il blastoderma cellulare. 

Segue poi la gastrulazione e la parasegmentazione lungo l’asse antero-posteriore (Fig. 24). 

 

                               
 

Fig. 24. Gli stadi iniziali dello sviluppo di Drosophila 
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I circa 6000 nuclei sono totipotenti ma la posizione assunta nella corteccia del blastoderma determinerà alla 

fine il loro fato cellulare. Un grande numero di studi sperimentali e genetici ha dimostrato che la 

specificazione del destino cellulare è controllata da determinanti materni, depositati nell’uovo durante 

l’oogenesi. Se infatti si lega e si stringe con un capello la parte mediana dell’embrione durante lo stadio del 

blastoderma sinciziale, le regioni centrali dell’embrione non formano le strutture toraciche. Se invece il 

legame viene fatto dopo la formazione del blastoderma cellulare tali strutture si formano, segno che alcuni 

determinanti diffondono dalla parte anteriore a quella posteriore e la chiusura impedisce questa diffusione. 

Nelle prime fasi dello sviluppo embrionale vengono definiti i due assi antero-posteriore e dorso-ventrale. 

 

 

9.1 Asse dorso-ventrale 

 

L’asse dorso-ventrale è regolato da una proteina chiamata Dorsal (attenzione alla nomenclatura: Dorsal è 

una proteina ventralizzante ma il suo nome deriva dal fatto che, se mutata, produce un effetto dorsale. 

Questo tipo di nomenclatura, basata sull’effetto dei mutanti, è comune a molti geni che controllano lo 

sviluppo). Dorsal, nell’oocita non fecondato, è distribuita in tutto il citoplasma. A seguito della fecondazione 

e della formazione del blastoderma sinciziale essa si distribuisce nei nuclei delle regioni ventrali e laterali ma 

rimane nel citoplasma delle regioni dorsali. Questo avviene perché nel citoplasma Dorsal (che è un fattore di 

trascrizione omologo alla NF-κB dei vertebrati) forma un complesso proteico con la proteina Cactus 

(omologa alla IκB dei vertebrati) che le impedisce di traslocare nei nuclei. La fosforilazione di Cactus da 

parte del complesso Pelle/Tube e la successiva ubiquitinazione porta alla distruzione di Cactus e alla 

traslocazione nel nucleo di Dorsal. Il blocco di Dorsal da parte di Cactus è regolato dalla proteina Spätzle che 

a sua volta è distribuita secondo un gradiente decrescente dal ventre al dorso poiché la sua produzione 

avviene nelle cellule follicolari ventrali mentre è inibita nelle cellule follicolari dorsali grazie alla 

localizzazione dorsale dell’mRNA del gene gurken nell’oocita (Fig. 25).  

 
 

 

Fig. 25.  La determinazione dell’asse dorso-ventrale mediante i gradienti di Spätzle e di Dorsal 
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La proteina Gurken è secreta dall’oocita solo nella regione dorsale (grazie alla proteina K10 che ne sequestra 

il mRNA vicino al nucleo dell’oocita che sta dalla parte dorsale). Gurken è omologa ai TGFα dei vertebrati e 

attiva torpedo (omologa a TGFαR nei vertebrati) nelle cellule follicolari dorsali, che a sua volta reprime il gene 

pipe. Il prodotto del gene pipe agisce per solfatare l’eparano che sequestra la proteasi che a sua volta agisce 

sul precursore della proteina Spätzle attivandola. Spätzle, che assomiglia alla IL1 dei vertebrati, si lega al 

recettore Toll (che ha una qualche omologia con IL1R dei vertebrati). Alla fine di questa catena i nuclei 

localizzati nella regione ventrale hanno la maggiore quantità di Dorsal, mentre quelli delle regioni laterali ne 

contengono meno. I nuclei delle regioni dorsali sono privi di Dorsal. Dorsal è un fattore di trascrizione che 

trova sequenze di DNA con maggiore o minore affinità nel promotore di vari geni: twist (twi), snail (sna), 

rhomboid (rh), short gastrulation (sog), zerknüllt (zen), decapentaplegic (dpp) (Fig. 26). I geni twist e snail hanno nel 

loro promotore siti di legame per Dorsal ad affinità bassa per cui possono essere attivati solo nelle regioni 

dove la concentrazione di Dorsal è alta (nuclei localizzati nelle regioni ventrali). Il gene twist una volta 

attivato specifica per il mesoderma. Il gene snail è anch’esso attivato solo nelle regioni ventrali e la sua 

funzione è quella di reprimere i geni rhomboid e short gastrulation in quanto questi geni hanno siti di legame 

per la proteina Snail, che è un repressore (Fig. 27). Il gene snail è espresso a sua volta in una zona ben definita 

(che diventerà mesoderma) perché la sua espressione dipende dalla cooperazione dei prodotti dei geni dorsal 

e twist (Si ricordi che l’attivazione dei geni eucariotici comporta nel promotore la presenza di molti fattori 

con funzioni attivatrici sul complesso basale di trascrizione e con funzioni di reclutamento di enzimi che 

acetilano gli istoni, HAT, e rimodellano la cromatina in modo da permettere la trascrizione). 

 

 
 

Fig. 26. I promotori di sog, rhomboid e twist contengono siti per Dorsal a diversa affinità. 

 

 

 
 

Fig. 27. La presenza di Snail (repressore) nel mesoderma inibisce l’espressione di rhomboid e di sog 
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Il gene rhomboid viene attivato da livelli intermedi di Dorsal e specifica per l’ectoderma neurogenico ventrale, 

mentre il gene sog viene espresso nelle zone dove Dorsal ha una bassa concentrazione, avendo esso 4 siti di 

legame ad alta affinità ed essendo anch’esso represso da Snail. L’espressione di sog produce larghe strisce 

laterali che circondano l’ectoderma neurogenico ventrale e dorsale. 

Nei nuclei dove Dorsal è assente vengono espressi zen e dpp che danno luogo all’ectoderma dorsale. E’ da 

notare che alcuni di questi geni hanno la loro controparte e sono omologhi a geni dello sviluppo dei 

vertebrati: sog è omologo a chordin, mentre dpp è omologo a BMP4. Le due proteine da essi codificate 

controllano lo schema dorsoventrale dell’ectoderma, con alti livelli di chordin che definisce la regione 

neurogenica. Le loro funzioni sono curiosamente invertite (dorsale nella mosca corrisponde a ventrale nei 

vertebrati) come se durante l’evoluzione ci sia stato un ribaltamento dell’asse dorso-ventrale. 

 

9.2 Asse antero-posteriore 

 

La specificazione delle strutture lungo l’asse antero-posteriore è controllato da sistemi materni che sono 

largamente indipendenti da quelli che controllano il sistema dorso-ventrale. Nella parte anteriore è 

depositato l’mRNA del gene bicoid e la sua traduzione genera un gradiente di proteina Bicoid. Bicoid è un 

gene ad effetto materno e codifica per un fattore di trascrizione con omeodominio. Le mutazioni di bicoid con 

perdita di funzione generano una delezione della testa. La trascrizione di bicoid avviene durante l’oogenesi e 

l’mRNA rimane localizzato nella parte anteriore dell’oocita grazie alla presenza di una sequenza 3’UTR (Fig. 

28a). La proteina invece viene sintetizzata durante lo stadio sinciziale e produce un gradiente esponenziale 

dall’anteriore al posteriore anche perché la proteina ha una vita media bassa e viene continuamente 

sintetizzata nella parte anteriore dell’embrione. Le uova che mancano di bicoid possono essere microiniettate 

con mRNA e a seconda di dove avviene la microiniezione si ha lo sviluppo della testa. La funzione del 

gradiente della proteina Bicoid è quella di regolare l’espressione nello zigote dei geni gap, come orthodenticle, 

hunchback, Krüppel, Knirps e giant. Tutti i geni codificano per fattori di trascrizione. Ciascuno di questi geni ha 

un promotore con affinità diversa per Bicoid, così che si attivano a livelli diversi lungo l’asse 

anteroposteriore. Inoltre alcuni dei prodotti genici reprimono l’espressione di altri, per  cui l’espressione dei 

geni gap è a zone (vedi Fig. 28a). 

 

 
 

Fig. 28. Localizzazione degli mRNA materni negli embrioni e nell’oocita. (a) anteriore (b) posteriore. 

 

Nella parte posteriore è invece localizzato l’mRNA di oskar e di nanos (geni ad effetto materno), grazie 

sempre alla presenza nei loro 3’ UTR di una sequenza specifica (Fig. 28b). L’mRNA di oskar codifica per una 

proteina che lega l’RNA responsabile dell’assemblaggio dei granuli polari, un assemblaggio di diverse 

proteine e RNA, che controllano lo sviluppo dell’embrione nella parte posteriore e controllano anche la 
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formazione delle cellule polari, che sono i precursori delle cellule germinali. L’mRNA di oskar è sintetizzato 

dalle cellule nutrici e depositato, durante lo sviluppo dell’oocita, nello stesso. Nell’uovo maturo esso viene 

trasportato nella parte posteriore. Scambiando le sequenze al 3’UTR degli mRNA di bicoid e di oskar 

ovviamente si invertono le polarità dei due poli.  

Vediamo ora come sono regolati due geni bersaglio di bicoid: orthodenticle e hunchback. Il gene orthodenticle 

contiene nel suo enhancer una serie di siti per Bicoid a bassa affinità. Questo significa che essi saranno 

ocupati da Bicoid solo all’estremità del polo anteriore dove la concentrazione di Bicoid è alta: è questa la 

zona dove orthodenticle è espresso e questa è la zona dove saranno formate le strutture della testa. Hunchback 

invece ha nel suo enhancer siti ad alta affinità e quindi sarà espresso sia dove la concentrazione è alta sia 

dove la concentrazione è bassa (Fig. 29).  

 

 
 

Fig. 29. Il gradiente di Bicoid attiva sia hunchback che orthodenticle nella zona anteriore (a) ma solo 

hunchback nella regione centrale dell’embrione (b). 

 

Bisogna inoltre tener presente che il gene hunchback è espresso, mediante un secondo promotore, anche 

durante la maturazione dell’oocita e quindi il suo mRNA è presente in tutto l’uovo fecondato. Tuttavia la 

proteina Hunchback ha un gradiente che decade rapidamente a zero nella parte intermedia dell’uovo e 

quindi non è presente nella zona posteriore. Questa distribuzione è dovuta all’effetto inibitorio della 

proteina Nanos sulla traduzione dell’mRNA di hunchback. Nanos, come si è visto, è una proteina posteriore 

che si lega al 3’ UTR dell’mRNA di hunchback (Fig. 30). 

 

 
 

Fig. 30. Il gradiente della proteina Nanos inibisce la traduzione dell’mRNA di hunchback nella zona 

posteriore. 
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I prodotti dei sistemi materni dividono l’embrione in differenti zone a seconda della loro concentrazione o 

attività. Prima della cellularizzazione un nucleo può influenzare l’attività genica dei nuclei vicini 

semplicemente producendo un fattore di trascrizione: non sono necessari né recettori né meccanismi di 

trasduzione del segnale. A causa della sovrapposizione dei domini di attività e poiché differenti 

concentrazioni della stessa sostanza possono avere differenti effetti, i sistemi materni possono dar luogo ad 

una distribuzione spaziale dell’attività dei geni zigotici che è più complessa della propria. I geni attivati a 

questo stadio appartengono alla classe “gap” (come Krüppel, knirps e giant) (Fig. 31) o alla classe “pair-rule” 

(come even-skipped, chiamato anche eve), che sono geni della segmentazione (Fig. 32). 

  
 

 
Fig. 31. Hunchback crea lo schema di espressione sequenziale dei geni “gap”. In (a) sono riportate le zone 

di espressione dei geni “gap” (insieme alle strisce di espressione del gene pair-rule eve). In (b) il numero dei 

siti di legame per Hunchback di due geni “gap”. 

 

Hunchback si lega ai suoi siti di legame negli enhancers dei diversi geni di cui controlla l’espressione. La sua 

concentrazione, l’affinità dei suoi siti di legame e il loro numero definiscono l’espressione spaziale dei vari 

geni “gap”. 

L’evento culminante della cascata regolatoria che inizia con la localizzazione degli mRNA materni di oskar e 

bicoid è l’espressione dei geni “pair rule” come eve. Essi sono espressi in una serie di sette strisce alternate che 

si estendono lungo l’asse longitudinale dell’embrione (Fig. 32). 

 

 
Fig. 32. L’espressione di eve nell’embrione in via di sviluppo. 
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Ogni striscia di eve comprende quattro cellule. Tra una striscia e l’altra c’è una regione interstriscia, anch’essa 

di quattro cellule, che non esprime eve. Queste strisce definiscono la serie ripetuta di segmenti corporei. 

La sequenza codificante di eve è lunga meno di 2 kb, mentre le regioni fiancheggianti di 12 kb (4 kb al 5’ e 8 

kb al 3’) controllano la sua espressione. La regione regolatrice al 5’ controlla le strisce 2, 3 e 7, quella al 3’ 

controlla le strisce 1, 4, 5 e 6 (Fig. 32b). Ogni enhancer controlla l’espressione di una o due strisce legando ai 

propri siti degli attivatori e/o dei repressori a seconda della loro concentrazione nella striscia. Per esempio, 

l’enhancer della striscia 2 è lungo 500 bp e contiene i siti di legame di 4 proteine diverse: Bicoid, Hunchback, 

Giant e Krüppel, i primi due funzionano da attivatori e gli ultimi due da repressori. La loro concentrazione 

nella striscia 2 definisce l’espressione di eve (Fig. 33). 

 

 
Fig. 33. Regolazione della striscia 2 di eve. (a) siti di legame dei repressori e degli attivatori. (b) 

Distribuzione della concentrazione delle proteine attivatici e dei repressori lungo l’embrione nelle 

vicinanze della zona 2. 

 

L’attività dei repressori avviene in due modi. Il primo è quello della competizione: un repressore compete 

per lo stesso sito con l’attivatore ma ha un’affinità più elevata. Il secondo è quello di reclutare, nel sito a cui 

si lega e vicino al sito dove è legato un attivatore, un’altra proteina ad attività enzimatica (per esempio una 

chinasi che altera le proprietà dell’attivatore, una HDAC che deacetila gli istoni e rende i nucleosomi non 

trascrivibili o una metilasi) (Fig. 34, che spiega l’attività di repressione di Krüppel) 

 

 
 

Fig. 34. Due diversi modi di repressione trascrizionale. 
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9.3.  I geni della polarità segmentale 

 

I geni “pair-rule” codificano tutti per fattori di trascrizione. Essi, a loro volta, attivano le 14 strisce dei “geni 

della polarità segmentale” in un modo alquanto complesso. Per semplificare si può dire che al solito devono 

attivare 14 bande strette, in ognuna delle quali gli attivatori predominano sugli inibitori. I geni della polarità 

segmentale creano i confini dei parasegmenti dell’embrione precoce. Una volta attivati essi mantengono la 

disposizione ripetitiva attraverso un circuito a feedback positivo tra le cellule disposte sui bordi del confine 

definito dall’attività dei geni che codificano per i fattori di trascrizione Engrailed (en, en1 e en2 nei vertebrati) 

e Cupidus interruptus (ci). Le cellule en emettono un fattore inducente, chiamato Hedgehog (omologo a 

Sonic Hedgehog nei vertebrati), che mantiene l’attività di ci nelle cellule vicine, e le cellule ci emettono un 

fattore, chiamato Wingless, che mantiene l’attività di engrailed nelle cellule vicine (Fig. 35). 

 
Fig. 35. Mantenimento dell’identità cellulare mediante il feedback creato dall’azione di Hedgehog e di 

Wingless. Abbreviazioni: en, engrailed; hh, hedgehog; ptc, patched; smo, smoothened; ci, cubitus 

interruptus; wg, wingless; frz, frizzled; zw3, zeste-white-3; arm, armadillo; pan, pangolin. 

 

Dopo la cellularizzazione del blastoderma non è più possibile per un nucleo influenzarne un altro 

semplicemente producendo un fattore di trascrizione diffusibile. In un embrione multicellulare (come in un 

organismo) la comunicazione necessariamente prevede la secrezione di fattori inducenti e l’attivazione di 

recettori di superficie. Mentre i geni “gap” e “pair-rule” codificano per fattori di trascrizione, i geni della 

“polarità segmentale”, che cominciano a funzionare dopo la cellularizzazione, possono codificare per fattori 

di trascrizione e per componenti del sistema di segnalazione. I geni chiave del mantenimento producono i 

componenti dei due sistemi di segnalazione intercellulare. Nelle cellule ci viene prodotto un fattore chiamato 

Wingless (omologo al fattore Wnt dei vertebrati). Esso stimola un recettore di Wingless codificato da due 

geni frizzled (omologo a many frizzled nei vertebrati). Il segnale reprime una chinasi codificata da zeste-white-3 

(omologo a gsk3 dei vertebrati), che a sua volta reprime una proteina codificata da armadillo (omologa alla β-

catenina dei vertebrati). Poiché due repressioni sono uguali ad una attivazione questo significa che Wingless 

attiva armadillo che trasloca nel nucleo, insieme con il prodotto del gene pangolin (omologo a Lef/Tcf dei 

vertebrati), per attivare i geni bersaglio. Tra i bersagli c’è hedgehog, cosicché la proteina hedgehog è posta 

sulla membrana dalle cellule engrailed e si lega al recettore codificato da patched (omologo a patched nei 

vertebrati). Patched è un recettore costitutivamente attivo di smoothened, un’altra proteina della superficie 

cellulare, che attiva la proteina Ci. Hedgehog inibisce patched, così abolisce la repressione di smoothened e 

così permette alla proteina Ci di entrare nel nucleo e attivare il gene wingless (Fig. 35). Come menzionato con 

le parentesi tutti i geni della “polarità segmentale” hanno i loro omologhi nei vertebrati che sono importanti 

nello sviluppo. Sebbene questi omologhi esistano e le proprietà biochimiche siano essenzialmente le stesse 

questo non significa che le funzioni nello sviluppo siano necessariamente le stesse. 

La strategia dello sviluppo del moscerino è quindi quella di affinare sempre più i gradienti di concentrazione 

di proteine attivatrici o repressorie per creare uno schema a trama fine che definisca lo sviluppo di ogni 

singola cellula (Fig. 36). 
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Fig. 36. La gerarchia che regola l’espressione dei geni della segmentazione. L’espressione dei geni è 

evidenziata da appositi anticorpi contro i loro prodotti. 

 

10. I geni omeotici Hox 

 

Un gene omeotico è un tipo di gene che, quando è mutato, causa la conversione di una parte del corpo in 

un’altra. I geni omeotici codificano per fattori di trascrizione, spesso ma non sempre contenenti un 

omeodominio, e la presenza di una particolare combinazione di questi fattori determina il “commitment” 

della cellula. L’espressione dei geni omeotici è controllata da determinanti citoplasmatici o, più spesso, da 

fattori inducenti. I geni omeotici sono spesso chiamati geni selettori perché la loro attività seleziona una 

particolare via di sviluppo per la cellula. 

Come tutti i fattori di trascrizione, i prodotti dei geni omeotici lavorano regolando l’attività di altri geni ed è 

importante notare che c’è tanta informazione quando essi sono nello stato “off” di quanta ce ne sia nello 

stato “on”. In linguaggio molecolare, l’assenza di un repressore equivale alla presenza di un attivatore. 

L’esistenza di due stati discreti dell’attività del gene è la via normale per assicurare una definita e 

discontinua soglia di risposta ad un determinante o a un segnale induttivo. Un modo per assicurare che ci 

siano proprio due stati discreti è quello di avere una regolazione a feedback positivo come quella mostrata 

nella Fig. 37. 
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Fig. 37. Operazione di un interruttore bistabile 

 

Questo tipo di sistema è chiamato interruttore bistabile perché ha due stati stabili. Il gene è “off” se sono 

assenti sia il regolatore che il prodotto genico. E’ inizialmente attivato dal regolatore, che può essere un 

determinante citoplasmatico o un segnale trasduttivo attivato da un fattore inducente. Una volta che il 

prodotto genico si è attivato, il gene rimane nello stato “on” anche se il regolatore è rimosso. Questo modello 

mostra tre aspetti critici importanti nella regolazione dello sviluppo: 

1. Può dare una netta e discontinua soglia in risposta al regolatore 

2. Il sistema conserva la memoria in risposta al regolatore 

 

I geni Hox sono una famiglia di geni che si trova negli animali ma non in altri eucarioti e che sono 

responsabili per specificare l’identità antero-posteriore del corpo. In molti animali i geni Hox formano un 

solo cluster e sono quindi adiacenti in un cromosoma. Ciascun gene nel cluster è espresso in una particolare 

zona lungo l’asse antero-posteriore, con un confine anteriore molto netto per spegnersi gradualmente nella 

parte posteriore. Essi sono espressi sia nel sistema nervoso centrale che nel mesoderma. E’ importante 

rimarcare che l’ordine spaziale di espressione dei geni Hox nel corpo, dall’anteriore al posteriore, è lo stesso 

ordine di arrangiamento dei geni nel cromosoma. Gli invertebrati hanno un solo cluster in un cromosoma, i 

vertebrati hanno quattro o più clusters, ciascuno situato in un diverso cromosoma. 

Il complesso Hox di Drosophila è diviso in due regioni chiamate complessi di Antennapedia e di Bithorax. Il 

complesso Antennapedia (che contiene 5 geni) corrisponde al gruppo paralogo dei vertebrati 1-6, mentre il 

complesso Bithorax (che contiene 3 geni) corrisponde al gruppo paralogo 7-13. I geni Hox appartengono al 

gruppo dei “pattern determining genes” cioè di quei geni che determinano lo schema di espressione. I 

cambiamenti nell’attività e negli schemi di espressione di questi geni determinano, nell’evoluzione delle 

specie, alterazioni significative nella morfologia degli animali, mentre, se tale alterazione avviene nello 

sviluppo di un animale, determinano la formazione di strutture corrette ma nei posti sbagliati. E’ il caso del 

gene Pax6, non appartenente al “cluster” Hox, che controlla lo sviluppo dell’occhio nella maggior parte degli 

animali. Variazioni negli schemi di espressione di Pax6 sono responsabili di alcune delle differenze 

morfologiche riscontrate negli occhi di animali diversi. Se però Pax6 è espresso in tessuti sbagliati produce 

occhi ectopici (per esempio sono stati prodotti occhi ectopici nelle ali e nelle zampe della Drosophila). 

Antennapedia (Antp) controlla lo sviluppo dei segmenti centrali del torace, il mesotorace, il quale contiene il 

paio di zampe centrali. Questo gene non è espresso nella parte anteriore dell’animale, ma una mutazione 

dominante di Antp, causata da una inversione cromosomica, porta la sequenza codificante di Antp sotto il 

controllo di un promotore che media l’espressione nei tessuti della testa, comprese le antenne. Il risultato è 

che al posto delle antenne compaiono le due zampe mediane (Fig. 38). 
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Fig. 38. Una mutazione dominante di Antp provoca la trasformazione omeotica delle antenne nelle 

zampe. 

 

I geni del cluster Hox nel moscerino sono allineati nel cromosoma e sono espressi nell’asse antero–posteriore 

nell’ordine di allineamento (dal 3’ al 5’, cioè a partire dalla testa) (Fig. 39).  

 

 
 

Fig. 39. Espressione dei geni Hox nei vari parasegmenti del moscerino. 

 

 

Come abbiamo visto la funzione di questi geni è di impartire differenti caratteri ai diversi segmenti nei quali 

sono espressi. In generale se i domini di espressione sono alterati da mutazioni o da una espressione 

esagerata, l’identità dei segmenti è alterata in un modo prevedibile. In generale le mutazioni con perdita di 

funzione (assenza di proteina o proteina alterata funzionalmente) producono anteriorizzazione, mentre 

mutazioni con guadagno di funzione producono posteriorizzazione. Un esempio è dato dai moscerini 

mutanti che non esprimono Ubx (Ultrabithorax). Ubx, che fa parte del cluster Hox, codifica per una proteina 

regolatrice contenente l’omeodominio e controlla lo sviluppo del terzo segmento toracico, il metatorace. Ubx 

è anche un repressore e reprime Antp definendone i confini posteriori dell’espressione. Quando Ubx è 

mutato non è in grado di reprimere Antp che viene espresso anche nel metatorace che diventa mesotorace: il 

moscerino ha due paia di ali invece di un paio di ali e un paio di altere (bilanceri per il volo) (Fig. 40). 
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Fig. 40. I mutanti con perdita di funzione di Ubx provocano la trasformazione del metatorace nel 

mesotorace (due ali al posto delle altere). 

 

Se la mutazione di Ubx riguarda la sua regione regolatrice esso può essere espresso anche nel mesotorace 

(dove dovrebbe essere espresso Antp): in tal caso il mesotorace si trasforma in metatorace e al posto delle ali 

si avranno due altere (Fig. 41). 

 

 

 
 

Fig. 41. L’espressione non corretta di Ubx nel mesotorace provoca la perdita delle ali a favore delle altere. 

 

La colinearità dei geni Hox è apparentemente molto importante in quanto è conservata sia negli artropodi 

che nei vertebrati (Fig. 42). 

La Fig. 42 confronta le sequenze colineari e lo schema di trascrizione dei geni Hox nella Drosophila e nel topo. 

Il topo ha 38 geni Hox, organizzati in quattro raggruppamenti (Hoxa, b, c, d). Ciascun raggruppamento 

contiene 9 o 10 geni Hox e corrisponde al singolo gruppo di geni omeotici degli insetti che ha formato i 

complessi di Antennapedia e Bithorax in Drosophila. 

Ad esempio i geni HoxA1 e HoxB1 sono i più correlati con i geni Lab di Drosophila, mentre HoxA9 e HoxB9, 

situati all’altra estremità dei loro rispettivi complessi, sono simili al gene Abd-B. Oltre a questa omologia 

seriale, ciascun complesso Hox del topo mostra lo stesso tipo di colinearità osservato in Drosophila. Infatti i 

geni Hox del topo all’estremità 3’ sono espressi nelle regioni più anteriori e quelli al 5’ nelle regioni più 

posteriori.    
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Fig. 42. Organizzazione ed espressione dei geni Hox in moscerino e topo. 

 

I prodotti dei geni Hox nei mammiferi controllano lo schema antero-posteriore di parti del cervello, del collo, 

del tronco e di altre parti del corpo. Le mutazioni nei geni Hox dei mammiferi provocano delle 

malformazioni nello scheletro assiale. La Fig. 43C mostra cosa succede alle vertebre di un topo in cui il gene 

HoxA10 (normalmente espresso insieme ai suoi paraloghi HoxC10 e HoxD10 a livello delle vertebre lombari, 

Fig. 43A e B) è artificialmente espresso (acquisto di funzione) in tutto il corpo: le vertebre cervicali e toraciche 

hanno assunto le caratteristiche di quelle lombari e le costole sono sparite. Quando invece i tre geni HoxA10, 

HoxC10 e HoxD10 sono repressi (perdita di funzione) le vertebre lombari e sacrali assumono caratteristiche 

toraciche.  

Le trasformazioni osservate in mutanti Hox del topo non sono sempre dirette e sono spesso incomplete, a 

causa della presenza di geni paraloghi nei quattro gruppi dei geni Hox. Tuttavia sembra chiaro che  

moscerino e topo utilizzano essenzialmente lo stesso macchinario molecolare per assegnare i caratteri 

definiti alle regioni che si succedono lungo l’asse antero-posteriore. 
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Fig. 43. Controllo dello schema antero-posteriore del topo da parte dei geni  Hox. 

 

11. La determinazione del sesso 

 

Le gonadi nei mammiferi si sviluppano grazie a due prodotti genici: WT1, un fattore di trascrizione a dita di 

zinco, richiesto anche per lo sviluppo del rene, e SF1, fattore steroidogenico 1, un membro della famiglia dei 

recettori ormonali nucleari. L’assenza dei due geni previene lo sviluppo delle gonadi. Se le cellule somatiche 

delle creste genitali si sviluppano in testicoli o ovaio dipende dalla costituzione cromosomica: nei mammiferi 

XX caratterizza le femmine e XY caratterizza i maschi. Se le creste genitali sono rimosse prima dello sviluppo 

il mammifero diventa femmina indipendentemente dai cromosomi che possiede. Il cromosoma Y contiene 

una regione che non ha omologia con il cromosoma X. All’interno di questa regione c’è il gene Sry (sex-

determining region of Y) che è l’interruttore che controlla lo sviluppo sessuale. Esso codifica per un fattore di 

trascrizione della famiglia delle HMG (High Mobility Group) ed è il prototipo dei fattori di trascrizione della 

famiglia Sox. Se Sry è deleto dal cromosoma Y, il topo XY si sviluppa come femmina, producendo oociti 

funzionanti. Se Sry è introdotto come transgene, il topo XX si sviluppa come maschio, anche se non è in 

grado di produrre spermatozoi. Effetti simili sono stati riscontrati in individui umani con anormalità 

cromosomiche. Soggetti XXY sono maschi (sindrome di Klinefelter), mentre soggetti X0 sono femmine 

(sindrome di Turner). Da questo si deduce che il possesso di Y conferisce il carattere maschile. 

Occasionalmente individui XX che sono fenotipicamente maschi sono stati trovati avere il gene Sry nel 

cromosoma X dovuto ad una aberrante ricombinazione durante la meiosi. Di converso individui con XY 

sono femmine perché hanno il gene Sry mutato. 

Nei maschi il gene Sry è espresso nelle gonadi prima dell’apparizione del dimorfismo sessuale. La funzione 

immediata della proteina da esso prodotta è probabilmente quella di reprimere l’espressione di Dax1, che 

codifica per un recettore ormonale nucleare ed è espresso altrettanto presto. L’espressione di questo gene 

declina nei maschi e permane nelle femmine. Dax1 è stato scoperto perché, se duplicato nel cromosoma X, è 

la causa dello sviluppo femminile negli individui XY. Questo suggerisce che la decisione critica dipende 

dalla stechiometria Sry/Dax1, se Sry prevale si ha maschio, altrimenti femmina. La proteina DAX1 reprime 

varie funzioni mascoline (il gene dell’ormone anti-Muelleriano, che causa la regressione del dotto 

Muelleriano nei maschi; il gene SF1, che controlla il differenziamento dei testicoli e la sintesi del testosterone 

nelle cellule di Leydig). La circolazione del testosterone è la chiave per la rimanente caratterizzazione 

maschile (differenziamento dei genitali esterni, caratteri sessuali secondari, maschilizzazione del cervello 

influenzando l’identità e l’orientamento sessuale). 

In assenza di SRY, l’espressione di Dax1 sviluppa le gonadi in senso femminile. Uno dei primi passi della 

femminilizzazione è l’attivazione di Wnt4, richiesto anche per lo sviluppo del rene. Il suo knockout produce 

un ovaio con pochi oociti, cellule che secernono steroidi maschili e assenza dei dotti Muelleriani. La proteina 
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SRY inoltre influenza l’espressione di Sox9, che, a sua volta, attiva direttamente la trascrizione dei geni 

specifici delle cellule del Sertoli (tipiche di uno sviluppo maschile), inclusi i geni che codificano l’ormone 

anti-muelleriano. 

 

12. La determinazione del sesso in Drosophila 

 

Il sesso nella Drosophila è determinato cellula per cellula dal rapporto tra i cromosomi X e gli autosomi(A). 

Nella femmina il rapporto è uguale a 1, mentre nel maschio è uguale a 0,5. Nei cromosomi X sono codificate 

due proteine (sis-a e sis-b) che fungono da attivatori, mentre nel cromosoma 2 è codificato un repressore 

Dpn. Il rapporto tra gli attivatori e il repressore nel maschio e nella femmina è a favore degli attivatori nella 

femmina e del repressore nel maschio. Questo rapporto diverso porta all’espressione, nella femmina, del 

gene Sex-lethal (Sxl) mentre nel maschio tale gene è represso. 

Il gene Sxl contiene due promotori. Uno, Pe, è un promotore precoce, che funziona solo all’inizio e poi viene 

definitivamente spento, ed è controllato da sis-a e sis-b e quindi funziona solo nelle femmine. L ’altro, Pm, è 

un promotore di mantenimento, e funziona sia nei maschi che nelle femmine.  Il trascritto prodotto da Pm 

contiene un esone che, a sua volta contiene una tripletta di stop. Quindi la proteina Sxl prodotta a partire da 

Pm  è inattiva. Nelle femmine funziona la trascrizione a partire da Pe. Lo splicing del trascritto elimina l’esone 

contenente la tripletta di stop, quindi Sxl nelle femmine è attivo (Fig. 44). 

 

 

 

 
 

Fig. 44. La regolazione precoce della trascrizione di Sxl nei maschi e nelle femmine del moscerino. Nei 

maschi non c’è trascrizione precoce a causa del repressore dpn. Nelle femmine c’è trascrizione perché gli 

attivatori sis prevalgono. Lo splicing del trascritto elimina l’esone contenente la tripletta di stop. 

 

La proteina Sxl nelle femmine controlla lo splicing del trascritto prodotto dal promotore di mantenimento in 

modo tale da produrre sempre una Sxl funzionale. L’assenza della proteina Sxl nei maschi comporta un 

meccanismo di splicing del trascritto del gene tra diverso da quello esercitato dalle femmine. La proteina tra 

maschile non è funzionante mentre quella femminile lo è. La proteina tra, a sua volta, regola lo splicing del 

trascritto del gene double-sex. Il risultato finale consiste in due proteine Dsx diverse: la maschile, più lunga, 

ha la capacità di reprimere i geni femminili; la femminile, più corta, reprime i geni maschili ed attiva quelli 

femminili (Fig. 45). 
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Fig. 45. Il sesso di Drosophila è determinato da una cascata di eventi di splicing alternativo. 

 

13. L’adesione cellulare 

 

Gli organismi non sono semplicemente un insieme disordinato di cellule. Ogni tessuto ha una sua 

composizione e architettura cellulare. Questo è determinato sia dalle molecole delle superfici cellulari che 

interagiscono tra loro sia dai componenti della matrice extracellulare (ECM). Virtualmente tutte le proteine 

sia della superficie cellulare che della matrice sono glicoproteine. Le cellule sono attaccate l’una all’altra e 

alla matrice extracellulare dalle molecole di adesione (Fig. 46). 

 
Fig. 46. Le proteine di adesione trans membrana connettono le cellule tra loro e con la ECM. 
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Le proteine della superfamiglia delle caderine mediano le interazioni cellula-cellula, mentre quelle 

appartenenti alla superfamiglia delle integrine mediano l’interazione con la matrice.  

L’adesione delle cellule embrionali è dominata dalle caderine come è dimostrato dal fatto che, nei primi stadi 

dello sviluppo embrionale, le cellule possono essere completamente disaggregate mediante rimozione dello 

ione calcio dal mezzo. Ci sono vari tipi classici di caderina a secondo della localizzazione: E-caderina per gli 

epiteli; N-caderina per neuroni, cuore, muscolo scheletrico, fibroblasti; P-caderina per placenta, epidermide; 

VE-caderina per cellule endoteliali. 

L’adesione basata sulle caderine è omofilica così che le cellule che utilizzano E-caderina si attaccano tra loro 

in misura più forte che alle cellule che utilizzano N-caderina. 

I sistemi di adesione calcio-indipendenti, basati sulla superfamiglia delle immunoglobuline, come le N-CAM 

(Neural Cell Adhesion Molecules), particolarmente importanti nello sviluppo dei neuroni e della glia, sono 

differenti e anch’esse promuovono l’adesione di cellule simili. 

Questa specificità qualitativa dei sistemi di adesione provvede un meccanismo per l’assemblaggio di 

differenti tipi di aggregati cellulari e previene anche che cellule individuali possano vagare in altri domini 

cellulari. Se cellule con differenti sistemi di adesione sono mescolate esse si raggruppano in zone separate 

(Fig. 47).  

 
Fig. 47. Processi di aggregazione cellulare. Le cellule rosse sono cellule epidermiche, quelle verdi sono 

cellule del mesoderma e le cellule blu sono cellule della piastra neurale. La disaggregazione avviene 

mediante riduzione della concentrazione di ione calcio. 

 

13.1. Caderine 

 

E’ una famiglia di glicoproteine transmembrana che possono aderire in maniera molto stretta a molecole 

simili di un’altra cellula in presenza di ione calcio. La coda citoplasmatica delle caderine è ancorata ai fasci di 

actina nel citoscheletro per mezzo di un complesso che include le catenine. Una di queste è la β-catenina, che 

è anche un componente del segnale Wnt. Questo mette in luce un potenziale legame tra associazione 

cellulare e “cell signaling” (Fig. 48a). 

 

13.2. CAM (Cell Adhesion Molecules) 

 

Sono glicoproteine transmembrana, appartenenti alla superfamiglia delle immunoglobuline, con un certo 

numero di motivi strutturali, simili a quelli che si trovano nelle immunoglobuline, disposti nella regione 

extracellulare. Anche esse legano molecole simili che appartengono a cellule diverse, ma senza l’aiuto degli 

ioni calcio. Le NCAM (molecole di adesione cellulare neurale) appartengono ad una larga famiglia di diverse 

proteine formate mediante splicing alternativo. Sono prevalenti nel sistema nervoso, ma possono essere 

presenti in altri tessuti. Possono portare una grande quantità di acido sialico, che conferisce loro una carica 

negativa variabile che può modulare le interazioni tra le NCAM. Altre molecole ad esse relazionate sono le 

L1 e le ICAM (intercellular cell adhesion molecules) (Fig. 48b). 
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13.3. Integrine 

 

Le integrine sono glicoproteine di superficie che interagiscono con la matrice extracellulare. Esse sono 

eterodimeri di subunità α e β e richiedono sia ioni magnesio che ioni calcio per legarsi. Poiché ci sono diversi 

tipi di catene α e β ci sono anche un grande numero potenziale di eterodimeri. Le integrine si attaccano con il 

loro dominio citoplasmatico ai fasci di microfilamenti e quindi, come le caderine, provvedono al legame tra 

mondo esterno e il citoscheletro. Si pensa che qualche volta siano responsabili dell’attivazione del percorso 

di trasduzione del segnale e quindi della trascrizione di alcuni geni a seguito dell’esposizione a particolari 

componenti della ECM (Fig. 48c). 

 

  
 

Fig. 48. Molecole di adesione. (a) caderine (b) NCAM (c) integrine 

 

14. APPENDICE RIASSUNTIVA DEI PRINCIPALI MECCANISMI MOLECOLARI.  

 

14.1. Sistemi di segnale 

 

Lo sviluppo dipende in larga misura dagli effetti di un gruppo di cellule su un altro. Questi effetti sono 

esercitati dall’induzione embrionale, che prevede il rilascio di un fattore inducente da un centro di 

segnalazione e la sua azione su un gruppo di cellule rispondenti. Ci sono parecchie famiglie molecolari 

importanti di simili fattori che sono noti come fattori di crescita, citochine o ormoni. Esse sono 

essenzialmente proteine, sebbene alcune sono piccole molecole lipidiche come l’acido retinoico. La maggior 

parte sono secrete da cellule segnalatrici, mentre alcune sono proteine integrali di membrana che possono 

solo interagire con cellule immediatamente adiacenti. Esse si legano a recettori specifici e attivano il 

pathway di trasduzione del segnale che può portare all’attivazione o alla repressione di specifici geni o al 

cambiamento del comportamento cellulare mediato attraverso il citoscheletro o attraverso variazioni nel 

metabolismo cellulare. Il repertorio delle risposte dipende dal tipo di recettori posseduti dalle cellule, dal 

modo con cui essi sono accoppiati al pathway di trasduzione e da come questi pathways sono accoppiati alla 
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regolazione genica. Un fattore che può evocare più di una risposta a differenti concentrazioni è chiamato 

morfogeno: un gradiente di concentrazione emesso da un centro di segnale indurrà risposte differenti a 

varie distanze dalla sorgente e creerà così una “morfologia” dove prima non c’era. 

 

14.2. Secrezione delle proteine 

 

Tutte le proteine secrete, inclusi i fattori di induzione, contengono normalmente un peptide segnale, che è 

una sequenza idrofobica di aminoacidi all’N-terminale. Durante la sintesi proteica, questo segnale è 

riconosciuto da una particella di riconoscimento del segnale che porta il ribosoma al canale di traslocazione 

nel reticolo endoplasmatico. Man mano che la sintesi procede il polipeptide in crescita è posizionato 

attraverso questo canale nel lume del reticolo endoplasmatico. Alla fine il peptide segnale è tagliato e la 

proteina rilasciata. Una volta nel reticolo endoplasmatico la proteina viene ulteriormente processata: si 

formano i legami disolfuro che sono richiesti per la sua struttura secondaria, terziaria e quaternaria; vengono 

aggiunte catene di zuccheri alla serina, treonina e asparagina. Le proteine vengono poi trasportate 

nell’apparato di Golgi, dove vengono ulteriormente processate nei residui zuccherini ed infine le vescicole 

esocitotiche le portano alla superficie cellulare dove vengono rilasciate. 

 

14.3. Trasduzione del segnale 

 

I piccoli fattori di induzione di natura lipidica, come l’acido retinoico, possono entrare liberamente nella 

cellula per diffusione. Nel citoplasma si lega al suo recettore e il complesso può traslocare nel nucleo dove 

svolge la sua funzione di fattore di trascrizione (Fig. 49a). 

I fattori di induzione proteici non possono diffondere attraverso la membrana plasmatica e quindi si legano 

a recettori di membrana specifici. Ci sono tre principali tipi di recettori: recettori legati ad enzimi, che sono 

particolarmente importanti nello sviluppo; recettori legati alle proteine G; recettori a canale ionico. 

I principali recettori legati all’enzima sono le tirosin-chinasi e le Ser/Thr-chinasi. (Fig. 49b). Tutte hanno un 

dominio esterno che lega il ligando, un dominio transmembrana e un dominio citoplasmatico enzimatico. 

Per i recettori tirosinchinasici, il ligando provoca la dimerizzazione del recettore con conseguente 

autofosforilazione dei componenti del dimero. I recettori fosforilati possono quindi attivare una varietà di 

bersagli. Molti di questi sono fattori di trascrizione che sono attivati per fosforilazione e traslocano nel 

nucleo dove attivano i geni bersaglio. In altri casi c’è una cascata di chinasi, che si attivano l’un l’altra per 

culminare nell’attivazione di un fattore di trascrizione. In generale ciascuna classe di fattori possiede i suoi 

recettori associati e uno specifico pathway di trasduzione del segnale. Tuttavia differenti recettori possono 

essere legati allo stesso pathway o un recettore può appartenere a diversi pathways. L’effetto di un pathway 

sull’altro viene anche chiamato “cross-talk”. Per esempio ERK (extracellular signal regulated kinase) quando 

attivato può inibire il segnale BMP (bone morphogenetic protein) attraverso la fosforilazione di Smad1. 

La lista delle famiglie dei fattori di induzione e i pathways di trasduzione del segnale più importanti per lo 

sviluppo sono riportati più avanti. 

Ci sono diverse classi di recettori legati alle proteine G (Fig. 49c). Le più conosciute sono le proteine di 

membrana a sette passaggi. Esse sono associate alle proteine G trimeriche, composte dalle subunità α, β e γ. 

Quando il ligando si lega, il recettore attivato causa lo scambio del GDP legato alla subunità alfa con un 

GTP, la subunità alfa attivata è rilasciata e può interagire con altre componenti della membrana. Il bersaglio 

più comune è l’adenilciclasi, che converte ATP in cAMP. cAMP attiva la proteinchinasi A (PKA) che fosforila 

vari bersagli modificando il metabolismo intracellulare e l’espressione genica. 

Un altro grande gruppo di recettori legati alle proteine G usano una differente proteina G trimerica che 

attiva il pathway dell’inositolo (Fig. 49c). In questo caso la proteina G attiva la fosfolipasi C che idrolizza il 

fosfatidilinositolo bifosfato (PIP2) a diacilglicerolo (DAG) e inositolo trifosfato (IP3). DAG attiva la 

proteinchinasi C di membrana che fosforila diversi bersagli con il risultato di cambiare il metabolismo 

cellulare e l’attivazione genica. IP3 a sua volta si lega ad un recettore nel reticolo endoplasmatico ed apre i 

canali calcio per aumentare la concentrazione dello ione nel citoplasma. Normalmente la concentrazione di 

questo ione nel citoplasma è 10-7 M. Un aumento di questa concentrazione può avere profondi effetti su 

diverse molecole bersaglio. 
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I recettori a canale ionico non sono così importanti nello sviluppo come gli altri ma giocano un grande ruolo 

nella fecondazione. Essi permettono il passaggio di ioni K, Na, Ca e Cl (Fig. 49d). 

 

                  

 

Fig. 49. Modi generali di trasduzione del segnale. 

 

14.4. Famiglie di fattori di induzione 

 

Con questo nome vengono identificati quei fattori che, con qualsiasi meccanismo, sono in grado di 

influenzare lo sviluppo delle cellule vicine. Molti di questi fattori agiscono sia negli invertebrati che nei 

vertebrati, anche se hanno nomi diversi dovuti alla strada percorsa nella loro scoperta. I nomi usati qui sono 

quelli dei vertebrati. 

 

14.4.1. Superfamiglia dei TGFββββ (fattore di crescita trasformante beta) 

 

Il TGF β fu originalmente scoperto come un mitogeno secreto da cellule trasformate. Si è poi scoperto che era 

il prototipo di una grande e diversa superfamiglia di molecole segnale. I fattori maturi sono dimeri legati 

mediante legami disolfuro di circa 25 kDa. Sono sintetizzati come pro-proteine e poi proteoliticamente 

tagliati nella forma matura. 

I TGFβ inibiscono la divisione cellulare in alcuni tessuti mentre hanno effetti proliferativi su altri. 

Promuovono la secrezione delle proteine che formano la ECM e la sintesi delle molecole di adesione 

cellulare. Essi sono coinvolti principalmente negli stadi dell’organogenesi durante lo sviluppo sia dei 

vertebrati che degli invertebrati. Le proteine morfogenetiche dell’osso (BMP) furono scoperte come fattori 

che promuovono la formazione ectopica della cartilagine e dell’osso nei roditori. Sono coinvolte nello 

sviluppo dello scheletro e anche nella specificazione del piano del corpo. L’attivina è responsabile 

dell’organogenesi del pancreas. 

Esistono parecchi recettori per i membri della superfamiglia di TGFβ. La loro specificità per differenti fattori 

è complessa. Il ligando si lega prima ai recettori di tipo II e gli permette di formare un complesso con un 

recettore di tipo I. Quest’ultimo è una Ser/Thr chinasi e diventa a questo punto capace di fosforilare le 

proteine Smad nel citoplasma. Le Smad 1, 5 e 8 sono i bersagli dei recettori di BMP. Le Smad 2 e 3 dei 

recettori dell’attivina. La Smad 4 è richiesta per ambedue i pathways, mentre la Smad 6 è inibitrice di 

ambedue i pathways in quanto dissocia la Smad 4 dal complesso. A seguito della fosforilazione le Smad 

migrano nel nucleo dove funzionano da fattori di trascrizione dei geni bersaglio (Fig. 50a). 

La proteina Dpp di Drosophila e le BMP2/BMP4 dei vertebrati sono omologhe alle TGFβ e fungono da 

morfogeni nel determinare la specificazione del tipo cellulare lungo l’asse dorso-ventrale degli embrioni 
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precoci. L’attività delle proteine TGFβ viene inibita dalla Sog in Drosophila e dalla cordina nei vertebrati; 

questi inibitori si legano direttamente alla Dpp o alle BMP2/BMP4, impedendo la loro interazione con i 

rispettivi recettori. La scissione proteolitica della Sog (o della cordina) da parte di una metalloproteasi 

(comune ai vertebrati e agli invertebrati) porta ad una riduzione della sua attività inibitoria e promuove 

quindi la trasmissione del segnale, indotta da TGFβ. 

Regolando l’attività delle proteine TGFβ, segnali che si originano nel labbro dorsale del blastoporo (per 

esempio, la cordina) inducono la formazione del tessuto nervoso dall’ectoderma e strutturano i tessuti 

mesodermici lungo l’asse dorso-ventrale. 

 

14.4.2. Famiglia dei fattori di crescita dei fibroblasti (FGF) 

 

Come suggerisce il loro nome, i fattori di crescita del fibroblasto furono identificati come mitogeni in colture 

di cellule di fibroblasti. Essi formano una grande famiglia di fattori con molto importanti attività biologiche. 

Sono catene polipeptidiche monomeriche che si legano fortemente all’eparansolfato, un 

glicosamminoglicano che si trova nella superficie delle cellule. Gli FGF hanno un largo spettro di funzioni 

nello sviluppo in quanto regolano il pattern antero-posteriore, la regionalizzazione del cervello e la 

promozione della crescita degli arti. 

I recettori di FGF sono della classe delle tirosinchinasi. Nei vertebrati ci sono quattro recettori codificati da 

differenti geni e ciascuno può subire diversi tipi di splicing per dare luogo alla specificità del ligando. 

Il complesso dell’FGF con l’eparansolfato si lega ai recettori e promuove la dimerizzazione. Segue 

l’autofosforilazione e l’attivazione del pathway di ERK. Esso prevede prima l’attivazione della proteina G 

Ras. Quest’ultima attiva Raf che si associa alla membrana. Raf fosforila un’altra chinasi, MEK (mitogen-

activated, ERK-activating, kinase) che a sua volta fosforila ERK. ERK entra nel nucleo e attiva, per 

fosforilazione, diversi fattori di trascrizione (Fig. 50b). 

 

14.4.3. Famiglia dell’insulina 

 

I fattori come l’insulina o insulina-simili sono molto importanti per il controllo della crescita. Si legano a 

recettori tirosinchinasi-simili che sono tetrameri di due catene α e di due catene β legate da ponti disolfuro. 

A seguito del legame i recettori fosforilano delle proteine adattatrici, tipo IRS1 (insulin receptor substrate 1), 

che portano all’attivazione della PI3 chinasi (fosfatidilinositol 3-chinasi). Questa agisce sulla membrana 

fosforilando vari fosfatidilinositoli e generando un gruppo di 3-fosfoinositidi. Quest’ultimi attivano la 

proteinchinasi B (PKB, chiamata anche Akt) e PDK1, che fosforilano altri substrati che hanno un effetto di 

incrementare la sintesi proteica e la crescita (Fig. 50c). E’ da notare che la fosfatasi PTEN defosforila PKB e 

antagonizza il segnale dell’insulina. 

 

14.4.4. Altri fattori legati alla tirosinchinasi 

 

A questa classe appartengono il fattore di crescita epidermico (EGF), strutturalmente simile a TGFα, le 

neuregoline, secrete dai neuroni, il PDGF (platelet-derived growth factor), il maggior fattore di crescita del 

siero fetale, l’HGF (hepatocyte growth factor), importante nella rigenerazione del fegato, le neurotrofine, 

come NGF (nerve growth factor), BDNF (brain-derived growth factor) e GDNF (glial-derived growth factor). 

Tutti lavorano su recettori tirosinchinasici. 

 

14.4.5. Famiglia hedgehog 

 

Questa classe di composti fu identificata perché la mutazione del gene nella Drosophila produce l’assenza di 

segmentazione e fa sembrare la larva come un porcospino. Sonic hedhehog (Shh) è importante nel 

determinare il pattern dorso-ventrale del tubo neurale e per il pattern antero-posteriore degli arti. Topi 

knockout per il gene shh hanno arti malformati. Se l’mRNA di shh viene iniettato nell’abbozzo di arto 

produce la duplicazione dell’arto. Indian hedgehog (Ihh) è importante per lo sviluppo dello scheletro. La 

proteina Hh è prodotta da un precursore di 45 kDa che viene secreto. La scissione di questo precursore 
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produce un frammento di 20 kDa che è associato alla membrana plasmatica mediante una molecola di 

colesterolo legata covalentemente. Il legame del colesterolo non è necessario per l’attività induttiva di Hh, 

ma è fondamentale per far sì che questa attività induttiva sia limitata allo strato di cellule immediatamente 

precedenti. Hh induce l’espressione del gene wingless (omologo di wnt nei vertebrati) (vedi Fig. 48). Il 

recettore di Hh è la proteina patched, che appartiene alla classe delle proteine  che si legano alle proteine G. 

Patched è costitutivamente attivo e viene represso dal ligando. Quando è attivo reprime l’attività di una 

proteina di membrana, smoothened, che a sua volta reprime il taglio proteolitico dei fattori di trascrizione 

del tipo Gli. Il Gli intero è un fattore di trascrizione; quando è tagliato diventa un repressore dei geni 

bersaglio. Quindi, in assenza di Hh, patched è attivo, smoothened inattivo e Gli inattivo. In presenza di Hh, 

patched è inibito, smoothened è attivo e Gli attivo (Fig. 50d). 

 

14.4.6. Famiglia Wnt 

 

I fattori Wnt (alcuni dei quali sono oncogeni) sono costituiti da singole catene polipeptidiche legati 

covalentemente a catene aciliche grasse che li rendono insolubili in acqua e sono necessarie per la loro 

attività. I recettori di Wnt sono chiamati frizzled. Il pathway canonico di Wnt prevede il legame al recettore, 

che causa la repressione di una chinasi, gsk3 (glycogen sinthase kinase 3), tramite un’altra proteina chiamata 

dishevelled (dsh). Quando attiva, gsk3 fosforila la β-catenina, che è coinvolta sia nell’adesione cellulare che 

nell’attivazione genica. Quando gsk3 è repressa, la β-catenina rimane non fosforilata e si combina con un 

fattore di trascrizione, Tcf-1, e lo porta nel nucleo (Fig. 50e). 

Altre Wnt attivano (con diversi frizzled) due altri pathways: uno porta alla polarizzazione della cellula, 

l’altro porta all’elevazione della concentrazione dello ione calcio, con conseguente alterazione del 

metabolismo e dell’espressione genica (Fig. 50f). 

 

  
 

 

Fig. 50. Differenti pathways di trasduzione del segnale 


