5

Selezione del bersaglio

Mentre un cono di crescita si avvicina alla fine del suo
percorso, deve trovare una cellula bersaglio appropriata
con cui fare sinapsi. Dal momento che un appropriato
funzionamento del sistema nervoso dipende da schemi
precisi di connettivita neurale, questo deve essere fatto
con enorme precisione, ma il grado di accuratezza effet-
civo ottenuto & diverso in sistemi differenti, € pud quin-
di essere caso-specifico. A un estremo, ogni connessione
viene specificata geneticamente. All’altro, le connessio-
ni nascono solo rozzamente specificate, ma poi si orga-
nizzano attraverso una validazione funzionale. In en-
crambi i casi il compito di creare tutte queste connessio-
ni precise & scoraggiante, perché il cono di crescita puo
trovarsi di fronte a migliaia, o anche milioni, di cellule
approssimativamente simili nella zona bersaglio genera-
le, dalla quale dovra sceglierne una sola, o poche, come
partner sinaptici.

Il processo di selezione del bersaglio pud essere sud-
diviso in diversi passaggi (Holt e Harris, 1998) (fig. 6.1).
Avvicinandosi all’area bersaglio, gli assoni tendono a de-
fascicolare dai tratti o dai nervi lungo i quali stanno cre-
scendo. Quando la raggiungono essi rallentano e comin-
ciano a cercare i propri partner postsinaptici, i quali po-
trebbero essere alla ricerca, attraverso la crescita dendriti-
ca, degli assoni che li innerveranno. Contemporaneamen-
te, i terminali assonici iniziano a ramificarsi nella zona
bersaglio. Intorno alla zona di destinazione possono es-
sere exette delle barriere molecolari, cosi che gli assoni in
entrata siano riuniti finché non avranno trovato i partner
pils adatti. Nelle aree di destinazione di grandi dimensio-
ni, C'& spesso una strategia di mappatura, cosi che 'asso-
ne e i suol partner postsinaptici possano incontrarsi a li-
vello di particolari coordinate molecolari. Alcuni bersa-
gli sono dotati di strati multipli, ed & importante, per gli
assoni, trovare lo strato sinaptico appropriato nella regio-
ne topografica corretta. Dopo aver finalmente raggiunto
la regione giusta, gli assoni in sviluppo scelgono le cellu-
le postsinaptiche a seconda del grado di specificita gene-
ticamente programmata, forse dendriti particolari o re-
gioni di queste cellule, e iniziano a fare sinapsi.
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Figura 6.1 Fasi di raggiungimento del bersaglio, non necessariamen
te in sequenza. Dall'alto in basso, un assone defascicola nella region®
del bersaglio. Raggiunge la struttura bersaglio e inizia a ramificars! ma
bordi repulsivi gli impediscono di uscire. Uassone risponde @ un g
diente topografico che promuove |a ramificazione verso la regione cor
retta. Esso seleziona poi un particolare strato &, infine, raggiunge Pa™

colari cellule bersaglio. (Da Holt e Harris, 1998)
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Praticamente tutte le fasi di individuazione del bersa-
glio e di formazione della sinapsi, citate in precedenza,
possono ayvenire molto accuratamente in completa as-
senza di attivita neurale. Quando i potenziali d’azione
sono bloccati negli stadi precoci, gli assoni della retina
possono ancora navigare verso le loro connessioni topo-
grafiche corrette nel tetto ¢ iniziare a fare sinapsi sulle cel-
lule tettali (Harris, 1984). Esperimenti nel cervello di
topo, utilizzando un mutante che inibisce completamen-
te il rilascio di neurotrasmettitore, hanno mostrato che il
cervello pud essere assemblato di modo che possa essere
anatomicamente normale in totale assenza di attivita si-
naptica (Verhage ez /., 2000). Infine, le connessioni al-
tamente specifiche che gli assoni dei fotorecettori di Dro-
sophila formano con i loro partner sinaptici nei lobi ot-
tici del cervello si realizzano, di norma, a un livello ultra-
strutturale anche nei mutanti in cui & bloccata la genera-
zione dei potenziali elettrici, il rilascio di neurotrasmet-
titore e 'endocitosi di vescicole (Heisinger ez /., 2006).

La fase finale della selezione del bersaglio, a ogni
modo, comporta spesso la rifinitura delle connessioni.
Questa fase dipende dall’attivita neurale e sinaptica, poi-
ché, al formarsi delle sinapsi, il sistema nervoso puo ini-
ziare a funzionare per la prima volta. Durante questa fase,
I'organismo in sviluppo pud iniziare a provare il circui-
to elettrico e, se necessario, eliminare le connessioni scor-
rette o mal funzionanti. Questa verifica funzionale ¢ ef-
fettuata cosi che il prodotto dello sviluppo neurale, il
cervello, funzioni al meglio quando affrontera il mon-
do. La rifinitura delle connessioni ¢ trattata pitt a fondo

nel Capitolo 9.

Defascicolazione

Al fine di entrare in un’area di destinazione, o di trova-
re una cellula bersaglio con la quale fare sinapsi, & spes-
so prima necessario uscire da un fascio compatto. Ner-
vi, tratti, colonne, fasci e fascicoli, spesso viaggiano at-
traverso una varietd di potenziali bersagli. Durante que-
sto viaggio, assoni singoli o gruppi di assoni si staccano
da queste vie comuni, cosi da poter raggiungere la desti-
nazione. Nel precedente Capitolo, abbiamo visto come
molecole di adesione omofiliche, come NCAM e i suoi
omologhi, possono causare la fascicolazione di assoni si-
mili a formare nervi o tratti nel sistema nervoso. Nel si-
stema motorio del moscerino della frutta Drosophila, la
sovraespressione di Fascicolina II (FasII), molecola di
adesione cellulare omofilica omologa di NCAM, deter-
Mina un aumento della fascicolazione e la perdita della
formazione delle ramificazioni dei nervi in periferia. Que-
Sto suggerisce che, normalmente, questi fattori potreb-

ero dover essere inibiti o inattivati, se gli assoni stanno
defascicolando vicino al bersaglio corretto. I fallimento
della defascicolazione dal nervo principale e il conse-
guente scavalcamento di muscoli bersaglio & stato sco-
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perto in un mutante chiamato beaten path (Van Vactor
et al., 1993). La proteina codificata da questo gene, Beat-
la, sembra necessaria per la defascicolazione selettiva de-
gli assoni motori in particolari punti di scelta. Effettiva-
mente, Beat-1a sembra essere un fattore anti-adesivo se-
creto dai coni di crescita. La defascicolazione pud esse-
re recuperata nei mutanti beaten path attraverso I'inibi-
zione di altre molecole di adesione a cellule neurali come
FaslI (Fambrough ¢ Goodman, 1996; Holmes e Heilig,
1999) (fig. 6.2).

Anche nei vertebrati lo schema di ramificazione dei
nervi & mediato dalla defascicolazione. Un modo per ri-
durre la fascicolazione & secernere un fattore anti-adesi-
vo, come Beat-1a. Un altro & modificare post-trasduzio-
nalmente le molecole di adesione prima di inserirle nel-
le membrane. Nel Capitolo precedente abbiamo analiz-
zato il ruolo dell’acido polisialico (PSA) nel diminuire
I’adesivita di NCAM nel plesso nervoso, dove la defasci-
colazione era necessaria per ottenere neuroni motori di-
versi distribuiti nei nervi misti corretti. I livelli relativi
di PSA di L1 e NCAM sono importanti anche nel bi-
lanciare I'adesione assone-assone rispetto ad assone-mu-
scolo durante l'innervazione del bersaglio (Landmesser
et al., 1990). Se PSA & rimosso, il risultato & un aumen-
to della fascicolazione assonale, una riduzione della ra-
mificazione del nervo e una riduzione dell’innervazione
del bersaglio.

Gli stessi bersagli possono contribuire alla defascico-
lazione degli assoni che li innerveranno. Nei mutanti di
Drosophila che mancano del mesoderma, i principali ner-
vi motori si formano, ma gli assoni motori non riesco-
no a defascicolare da questi fasci. Gli esperimenti con-
dotti da Landgraf ez al. (1999) hanno dimostrato che i
mioblasti fondatori sono la sorgente degli stimoli di de-
fascicolazione e che un singolo mioblasto fondatore pud
innescare la defascicolazione di un intera ramificazione
del nervo. Un segnale di derivazione muscolare, richie-
sto per la defascicolazione delle ramificazioni dei moto-

B Mutante beat-7a C Doppio mutante

A Ceppo selvatico
' beat-1a, fasll

ISN

Figura 8.2 La defascicolazione & regolata dalle proteine Beat. A. Sono
mostrati due motoneuroni che crescono fuori dal nervo intersegmen-
tale (Intersegmental Nerve, ISN); uno degli assoni motori diverge nel-
la regione del suo bersaglio. B. In un mutante per beat-7a l'assone mo-
tore sulla destra non defascicola. C. Il fenotipo mutante per beat-Ta &
recuperato in un preparato mutato per fas//. (Da Vactor et al., 1993;
Fambrough e Goodman, 1996; Pipes et al., 2001)
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neuroni e per la loro attrazione verso i muscoli bersaglio,
¢ lproteina della superfamiglia Ig Sidestep, espressa da
tutti i muscoli (Sink ez a/., 2001). Un processo paralle-
lo che facilita la defascicolazione delle ramificazioni ner-
vose & mediato dalla metalloproteasi della matrice Tol-
loid-related 1 (Meyer e Aberle, 2006). Sidestep e Tol-
loid-related 1 lavorano insieme, perché i doppi mutan-
ti mostrano difecti pili gravi rispetto a entrambi i mu-
tanti singoli. Questo suggerisce che lo schema di rami-
ficazione dei nervi verso le aree dei muscoli bersaglio ap-
propriati pud essere realizzato grazie a combinazioni di
fattori di defascicolazione bersaglio-specifici.

Riconoscimento e ingresso nel bersaglio

Il bersaglio pud essere rappresentato da organi interni,
cellule sensoriali, muscoli o altri gruppi di neuroni nel
SNC o nel SNP. Cosa rende questi tessuti il bersaglio di
innervazione speciﬁca? 1l sistema nervoso simpatico, con
la sua diversita di organi finali, fornisce un’eccellente op-
portunita di analizzare la questione. Per quanto riguar-
da i neuroni simpatici, le neurotrofine sono la chiave del-
I'innervazione iniziale. Ci sono molte neurotrofine di-
verse, nominate, inizialmente, a seconda del loro effetto
sulla crescita e sopravvivenza neuronale. Nel Capitolo 7
vedremo che la sopravvivenza dei neuroni simpatici & cri-
ticamente dipendente dal fatto di ricevere abbastanza di
questi fattori trofici derivati dal bersaglio. Tuttavia, gli
assoni devono raggiungere gli obiettivi prima di ottene-
re accesso a una fornitura di neurotrofine. Le neurotro-
fine, quindi, hanno dei ruoli nel raggiungimento del ber-
saglio che sono distinti da quelli che hanno nella soprav-
vivenza (Glebova e Ginty, 2004). Molti neuroni simpa-
tici crescono lungo vascolarizzazioni per raggiungere i
loro numerosi bersagli somatici. I vasi sanguigni sono la
sorgente di neurotrofina, NT-3. In assenza di NT-3, le
cellule simpatiche spesso non riescono a invadere i loro
bersagli (Kuruvilla ez al., 2004). Si prenda, per esempio,
I'epidermide dell’orecchio esterno. Essa ¢ innervata da
neuroni simpatici €, nei topi knockout per NT-3, le fibre
simpatiche non riescono a occupare I’orecchio esterno.
La somministrazione nellorecchio di NT-3 dall’esterno
ripristina I'innervazione simpatica nei topi knockout (El-
Shamy et al., 1996) (fig. 6.3).

Mentre NT-3 & necessario per I'ingresso nel bersa-
glio, le estremita dell’assone, non appena raggiunto
I’obiettivo, sono poi presentate a un’altra neurotrofina
derivata dal bersaglio, chiamata Fattore di Crescita Ner-
vosa (Nerve Growth Factor, NGE). Su questi assoni NGF
si lega al recettore TrkA e determina la sua internalizza-
Zione, che segnala poi in modo retrogrado al nucleo cel-
lulare di promuovere sia la sopravvivenza sia 'espressio-
ne di un altro recettore per una neurotrofina, chiamato
p75. Lespressione di p75 conduce poi a una riduzione
nella sensibilita a NT-3 da parte degli assoni, che diven-

A Topo normale

sca Gli assoni simpatici invadono
I'orecchio esterno

B Topo knock-out per NT-3

SCG Le fibre non invadono
I'orecchio esterno

C Topo knock-out per NT-3
in cui & iniettato NT-3: le fibre
invadono di nuovo I'orecchio esterno

SCG

Figura 6.3 Alcuni neuroni simpatici sfruttano un cambiament
I'espressione di NT-3 per innervare i propri bersagli nell'orecchio
cuni neuroni SGC proiettano e ramificano nella pinna di un top
male. B. Nei topi knockout per NT-3, queste fibre non occupano
na. C. Ripristino del raggiungimento del bersaglio in seguito a ini
di NT-3 nell'orecchio. (Adattato da Eishamy et dl., 1996)

tano pitt dipendenti da NGE Questa ¢ una sequen
rarchica di segnali di neurotrofine che coordina i«
si stadi di crescita, innervazione del bersaglio e so
vivenza assonale (Kuruvilla ez 2., 2004). 1l pancrea
tri organi interni, innervati da fibre simpatiche,

mono anch’essi NGE Se NGF ¢& sovraespresso, s¢
controllo di un promotore cellule beta-specifico,
isole del pancreas di topi transgenici, si pud osserv:
aumento radicale nell'innervazione delle isole (Hc
al., 1993). 1l ruolo di NGF nell’attrarre Uinnerve
ha implicazioni mediche. Per esempio, il cancro a
creas spesso metastatizza nel tessuto neurale, € ¢
pud essere dovuto al fatto che i tumori pancreat
traggono Pinnervazione (Schneider ez a/., 200 1).In

simile, i trapianti di pancreas possono trarre ber

dall’applicazione locale di NGF per aiutare ad a

innervazione (Reimer ez al., 2003). Un altro intel
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te esempio di riconoscimento del bersaglio da parte dei
neuroni simpatici, riguarda un’altra neurotrofina, il fat-
tore neurotrofico derivato dalla linea di cellule della glia
(Glial celkline-Derived Neurotrophic Factor, GDNF)
(Ledda et al., 2002). GDNF & riconosciuto dal recetto-
re c-RET sui coni di crescita degli assoni innervanti, ed
¢ riconosciuto anche da un recettore secreto GPI-colle-
gato, chiamato GFRa1. I bersagli periferici degli assoni
che esprimono ¢-RET, come 'epidermide, secernono
GFRal, che cattura il GDNEF circolante e lo tiene sui
siti bersaglio, creando cosi un livello molto alto dii GDNF
proprio attorno al bersaglio, che attrae I'innervazione da
parte degli assoni che esprimono c-RET.

Le neurotrofine sono anche coinvolte nell’innerva-
zione dei bersagli neuronali da parte dei neuroni non
simpatici. Un esempio particolarmente interessante &
I'innervazione dell’orecchio interno, che comprende gli
organi vestibolari dell’equilibrio e gli organi cocleari del-
I'udito (Ernfors ez al., 1995), (fig. 6.4). Le neurotrofine

sono espresse inizialmente nell’otocisti, nel momento in

A Ceppo selvatico
Primordio dell’orecchio interno
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C BDNF rimpiazza NT-3
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Figura 6.4 L'innervazione dell'orecchio intemo & regolata da BDNF e
NT-3, A. Nel ceppo selvatico, il ganglio vestibolo-cocleare, i cui neuro-
0l esprimono TrkB e TrkC, cresce verso |'orecchio interno in sviluppo,
:c§ :? un primordio vestibolare e uno cocleare. Mentre il sistema cre-
- I 'primordi si swlup_pano in canali semicircolari e ne!la_coclea, gli

oni che crescono allinterno innervano entrambe le parti dell'orec-
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cui le cellule del ganglio con recettori per le neurotrofi-
ne inviano i loro processi attraverso questa struttura. In-
fatti, BDNF sembra essere espresso dalle cellule ciliate,
che sono i bersagli cellulari di tale innervazione, ben pri-
ma che le cellule ciliate stesse siano completamente dif-
ferenziate (Hallbook e Fritzsch, 1997). N'T-3 ¢ espresso
anche nell’orecchio interno in sviluppo, e tutte le fibre
che lo innervano possiedono recettori per entrambe le
neurotrofine: TrkB per BDNF e TrkC per NT-3. Espe-
rimenti di knockout dei ligandi mostrano che BDNF &
necessario per I'innervazione delle cellule ciliate vestibo-
lari, mentre NT-3 & pili importante per I'innervazione
delle cellule ciliate cocleari. Infatti, i fenotipi combacia-
no dove questi fattori sono maggiormente espressi
(Fritzsch ez al., 1997). Nei topi mancanti di BDNF e
NT-3 o di TtkB e TrkC, c’¢ una completa perdita del-
Pinnervazione dell’orecchio interno (Fritzsch ez i, 1997).
E interessante notare che, se la sequenza codificante per
BDNF ¢ inserita nel gene’per NT-3 in un topo transge-
nico, il risultato & 'espressione di BDNF in tutto ['orec-

Orecchio interno maturo

Canali
N semicircolari
\,
Coclea
——
= ;.
™~ Canali
— semicircolari
——
—— Coclea
—
Nessuna
innervazione

Canali
semicircolari

Coclea

Innervazione cocleare
eccessiva

chio interno. B. Nei doppi mutanti per BDNF e NT-3 o per TrkB e TrkC,
I'orecchio interno rimane privo di innervazione. C. In topi transgenici in
cui BDNF & stato eliminato nella regione codificante NT-3, la regione
cocleare diventa innervata dalla parte vestibolare del ganglio. (Da Er-
nfors et al., 1995; Fritzsch et al,, 1997; Fritzsch et al., 2004; Tessarol-
lo et al,, 2004)
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chio interno, e tutte le fibre che normalmente innerva-
no le aree ricche di NT-3 sopravvivono e innervano la
coclea, come di norma (Tessarollo et al., 2004). Cos}, in
un certo senso, i fattori neurotrofici possono sostituirsi
I'un I'altro. Comunque, questi topi transgenici mostra-
no ureccessiva innervazione della coclea da parte di neu-
roni che normalmente innerverebbero le regioni vesti-
bolari, un collegamento errato che probabilmente si ve-
rifica a causa del cambiamento spazio-temporale dello
schema di espressione di BONE. Tale proiezione scorret-
ta pud essere accresciuta eliminando la normale espres-
sione di BDNF nella regione vestibolare. Questi risulta-
ti suggeriscono che un corretto schema spazio-tempora-
le dell'espressione di neurotrofine pud essere fondamen-
tale per la giusta innervazione dei bersagli dell’orecchio
interno.

Rallentamento e ramificazione nella regione
bersaglio

Osservazioni a intervalli temporali regolari di assoni del-
le cellule gangliari retiniche (Retinal Ganglion Cell, RGC)
marcati con sostanze fluorescenti negli embrioni di Xe-
nopus mostrano che essi crescono ad una velocita di cir-
ca 60 pm/h nel tratto ottico, ma che rallentano a circa
16 wm/h quando raggiungono il tetto ottico (Harris e
al., 1987) (fig. 6.5). Una volta nel tetto ottico, questi ter-
minali possono avanzare in modo saltatorio, disconti-
nuo. Perché i coni di crescita della retina rallentano quan-
do raggiungono il tetto? Gli assoni della retina crescono
verso il loro bersaglio in una via ricca di Fattore di Cre-
scita dei Fibroblasti (Fibroblasts Growth Factor, FGF), ed
s stato dimostrato come questa molecola promuova la
crescita assonale nel tratto iz vitro. Quando gli assoni re-
tinici entrano nel tetto, essi incontrano un’improvvisa
diminuzione dell FGF esterno, poiché il tetto ne espri-
me molto poco (McFarlane ez al., 1995). Dunque, un
segnale che riduce la velocita di crescita degli assoni del-
la retina a livello del bersaglio, ¢ una caduta dei livelli di
FGEF. Se si aggiunge un €ccesso di FGF, o gli assoni reti-
nici sono resi insensibili alllFGE gli assoni della retina
non rispondono al bersaglio € spesso crescono attraver-
so esso; cosl, essi leggono la diminuzione di FGF come
un segnale di ingresso nel bersaglio (McFarlane ez al.,
1995; McFarlane et al., 1996; Webber ez al., 2003).
Nel momento in cui i coni di crescita della retina ral-
lentano nel tetto, le immagini sequenziali mostrano che
essi diventano anche molto pili complessi. Iniziano a
formarsi le ramificazioni, € molte di queste crescono a
una certa distanza dietro Pestremita assonale (Harris ez
2., 1987). Dunque, le ramificazioni assonali si forma-
no in un modo che ricorda quello in cui si sviluppa la
ramificazione di un albero, con nuove ramificazioni che
nascono lungo il gambo di ramificazioni pilt vecchie.
Molte di queste nuove ramificazioni non hanno la pun-
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2 5.5 | coni in crescita subiscono un cambiamento quando
trano nelle zone bersaglio. A. Immagini consecutive di una cellula
nica gangliare che cresce nel tratto ottico e poi attraversa (a livello
a linea tratteggiata) raggiungendo il tetto. Il semplice cono di cres
diventa molto pitt complesso e rallenta notevolmente quando ragg
ge il bersaglio. B. Innervazione del tetto da parte di neuroni retini
controllo (in alto) e assoni retinici che evitano il tetto per I'espressi
scorretta di un recettore FGF negativo dominante. C. Gli assoni re!

rallentano e ramificano quando raggiungono il tetto negli animali
trollo (in alto) ma, quando la via & esposta ad alti livelli di FGF-2, 8
soni proseguono e non innervano il tetto. (Adattato da Harris e
1987; McFarlane et al, 1995; McFarlane et al, 1996)

ta ricoperta di coni di crescita, ma appaiono come
micelli che strisciano fuori dal ramo parentale. Cosa
termina questo tipo di ramificazione degli assoni? Il
to esprime il segnale di orientamento repulsivo Sem:
Sema3A, quando viene applicato ai coni di crescit:
tinici iz vitro, ne determina il collasso; tale colla
perd transitorio, € il recupero & spesso associaro all
mificazione (Campbell ez al., 2001). Allora, Sema’
forse, altri fattori di orientamento repulsivi come le
ne, possono stimolare la ramificazione terminale ne
to. Inoltre, il tetto & una sorgente di BDNEF, che
muove anch’esso la ramificazione degli assoni R
Diniezione di BDNF nel tetto ottico di girini Xet
laevis vivi aumenta la ramificazione dei terminali I
mentre bloccare BDNF la riduce (Cohen-Cory ¢
ser, 1995). Lalterazione dei livelli di BDNF nells
na non ha effetto sulla ramificazione di RGC nel
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indicando che gli effetti di promozione di BDNF sui
terminali assonali sono locali (Lom e Cohen-Cory, 1999;
Lom et al.,:2002).

I neuroni sensoriali dei gangli delle radici dorsali
(Dorsal Root Ganglion, DRG) costituiscono un altro uti-
le esempio di ramificazione nella regione bersaglio. Que-
sti assoni entrano nel midollo spinale attraverso le radi-
ci dorsali e poi si biforcano, per crescere nelle direzioni
anteriore e posteriore. I collaterali germogliano da que-
ste ramificazioni per innervare la materia grigia del mi-
dollo (Ozaki e Snider, 1997). Utilizzando un saggio in
vitro, fu scoperto che Slit2 promuove la formazione e
I'allungamento delle ramificazioni nei neuroni DRG
(Wang ez al., 1999). Lidentificazione di molecole di
orientamento repulsive come Slit e Semaforine, che pos-
sono, da un lato, controllare 'orientamento del cono di
crescita e, dall’altro, promuovere la ramificazione, sug-
gerisce che ci possa essere una connessione tra la repul-
sione e la ramificazione. Osservazioni iz vitro, infatti,
hanno dimostrato che i rami si formano dietro la pun-
ta del cono di crescita ogni volta che esso collassa in ri-
sposta a qualsivoglia agente che lo induca, anche un
agente meccanico (Davenport ez a/., 1999). Queste os-
servazioni ben si adattano con la constatazione che i coni
di crescita degli assoni del corpo calloso nella corteccia
si fermano per alcune ore al di sotto dei loro bersagli,
prima di sviluppare i rami (Kalil ez 2/, 2000). Immagi-
ni di neuroni corticali dissociati vivi mostrano che, ogni
volta che un cono di crescita subisce una pausa duran-
te 'allungamento, e poi riprende la sua avanzata, i resti
del citoscheletro del cono di crescita in pausa sono la-
sciati dietro Ialbero assonale (Szebenyi ez 2/., 1998). Qui
il citoscheletro dell’assone appare pitt disperso e fram-
mentato, ed & proprio da queste regioni che si formano
le nuove ramificazioni (Dent e Kalil, 2001) (fig. 6.6).
Questi risultati dimostrano che I'interruzione dell’avan-
zamento del cono di crescita ¢ strettamente correlata alla
ramificazione assonale.

Il cono di crescita si ferma

Sviluppo della ramificazione

6. Selezione del bersaglio

Pattugliamento del bordo: prevenzione
dell'individuazione di un bersaglio inappropriato

Una volta riconosciuta e raggiunta 'area bersaglio, ral-
lentato e iniziato a ramificare, segnali repulsivi presenti
lungo il perimetro possono impedire agli assoni di usci-
re dall’area bersaglio stessa. Sema3a, che abbiamo preso
in considerazione nell’ultimo Capitolo, respinge i coni
di crescita dei neuroni sensoriali cutanei. Analisi di topi
knackout sostengono un ruolo fondamentale di Sema3a
come fattore di esclusione che confina le estremita peri-
feriche di questi assoni nelle aree bersaglio corrette del-
la pelle (Taniguchi ez al., 1997). Nei topi knockout per
Sema3a, gli assoni che, normalmente, sono limitati nel-
I'innervare la pelle, ora raggiungono questi territori.
Sema3a ¢ espresso anche al confine posteriore del bulbo
olfattivo, dove sembra agire per limitare gli assoni olfat-
tivi al bulbo, impedendo l# loro entrata nel telencefalo
(Kobayashi ez al., 1997). La molecola repulsiva Efrina-
A5, che prenderemo in considerazione nel dettaglio in
seguito, rispetto alla topografia, raggiunge la sua piti alta
concentrazione proprio posteriormente al collicolo su-
periore, o tetto, il bersaglio degli assoni retinici. Questo
suggerisce che questo ligando possa anche fungere da fat-
tore che confina questi assoni nel bersaglio. Infatti, gli
assoni retinici si estendono oltre il bordo posteriore del
collicolo superiore nei topi knockout per Efrina-A5 (Fri-
sen et al., 1998).

Questo solleva la questione se questo tipo di mecca-
nismo sia utilizzato per separare i circuiti neurali che por-
tano diversi tipi di informazioni a centri cerebrali diffe-
renti ma vicini tra di loro, prevenendo, in tal modo, l'in-
dividuazione inappropriata del bersaglio. Esperimenti di
reinnervazione e innervazione reciproca mostrano che,
quando i normali bersagli degli assoni sono stati rimos-
si chirurgicamente, possono pero crearsi sinapsi funzio-
nali su bersagli sbagliati. In modo simile, quando il cer-
vello subisce un danno, i normali bersagli di alcuni as-

Allungamento della ramificazione

i & o L L o
SUra 6.5 Gli assoni ramificano nei punti di pausa. A. La crescita di

un e o ok A
c0nC0n0 St interrompe, i microtubuli si espandono. B. La crescita del
O prosegue, ma lascia dietro di sé una zona dove il citoscheletro ri-

mane, in qualche modo, disorganizzato. C. In questa zona si forma una
ramificazione. (Da Dent e Kalil, 2001)
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Figura 6.7 Collegamento reciproco di segnali visivi alla corteccia soma- VBN si stabilizza e l'informazione visiva & allora fomnita alla corteccia 50"
tosensoriale e uditiva. A. In un animale controllo normale, le afferenze matosensoriale attraverso il VBN. B. Quando simili rimozioni di cortec?
somatosensoriali vanno verso il nudeo ventrobasale (ventrobasal nu-  visiva ed SC vengono effettuate ed & tagliata la via uditiva, le afferenz® .
cleus, VBN) del talamo e da qui alla corteccia somatosensoriale. Uaffe-  retiniche spuntano nel nucleo genicolato mediale (medial geniculaté il
renza retinica & verso il nucleo genicolato |aterale (lateral geniculate nu- cleus, MGN, il bersaglio talamico normale dell’afferenza uditiva), che PO
cleus, LGN) e il collicolo superiore (5C) sebbene, in fase neonatale, ci sia ietta come al solito, fornendo proprieta fisiologiche visive alla cortecd®.
una proiezione transitoria al VBN che viene normalmente eliminata. Uaf- uditiva. C. EfrinaA2 ed EfrinaA5 sono espresse al confine tra LGN € MG

ferenza visiva all LGN si dirige poi alla cortecdia visiva. In un animale spe- Anche se la via uditiva allMGN & stata tagliata, le fibre retiniche non ‘"'i

rimentale in cui i collicolo superiore, la corteccia visiva, lafferenzaalla  vadono 'MGN, ma lo fanno nei doppi knockout per EfrinaA2 ed Efrina
VBN sono rimosse a livello neonatale, la proiezione retinica transitoria al (Da Metin e Frost, 1989; Roe et dl, 1992; Lyckman et al., 2001)
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soni possono morire e le regioni vicine possono essere
denervate. In questi casi, gli assoni che originariamente
innervavano le aree danneggiate possono far spuntare
nuovi coni di crescita per occupare bersagli denervati ma
scorretti. Per valutare quanto siano promiscui gli assoni,
e con chi faranno sinapsi se gliene sara data la possibili-
ta, si possono testare un gran numero di bersagli estra-
nei con diverse popolazioni assonali. Per esempio, per
capire quanto gli assoni delle cellule gangliari retiniche
siano determinati a occupare uno specifico bersaglio, il
talamo visivo (uno dei bersagli fisiologici), fu lasciato de-
generare asportando la corteccia visiva e il collicolo su-
periore, mentre il nucleo ventrobasale (VBN) del tala-
mo somatosensoriale fu denervato (Metin e Frost, 1989).
In questo caso, gli assoni della retina innervarono il VBN
somatosensoriale (fig. 6.7). In esperimenti simili, gli as-
soni delle cellule del ganglio della retina innervarono il
nucleo genicolato mediale (MGN) del talamo uditivo
(Roe et al., 1992). Le connessioni talamo corticali non
sono state modificate e sono fondamentalmente norma-
li in questi animali, provocando in essi una strana con-
dizione, cio¢ quella di elaborare le informazioni visive
nella corteccia somatosensoriale o uditiva, avendo dun-
que, probabilmente, la sensazione di sentire o udire il
mondo visivo (von Melchner ez al., 2000) (fig. 6.7). Di
norma, ovviamente, i nuclei del talamo hanno ur’inner-
vazione modalita-specifica. La domanda ¢ se la segrega-
zione sia il risultato di barriere molecolari che normal-
mente separano queste aree cerebrali. E interessante no-
tare, allora, che alti livelli di Efrina-A2 e Efrina-A5 de-
finiscono un confine distinto tra il talamo visivo e quel-
lo uditivo. Se I'afferenza fisiologica al talamo uditivo &
denervata e il talamo visivo & risparmiato, gli assoni re-
tinici per la maggior parte rimangono nei loro bersagli
normali non lesionati. Comunque, quando questo espe-
rimento ¢& effettuato in topi knockout che mancano sia
di Efrina-A2 sia di Efrina-A5, c’& un’ampia riassegnazio-
ne e gli assoni retinici occupano e innervano il talamo
uditivo deafferentato (Lyckman ez 4/., 2001) (fig. 6.7).
Tali risultati suggeriscono che i segnali che inducono 'in-
nervazione possano competere con le barriere, come le
molecole di orientamento repulsive, le quali hanno la
funzione di contenere gli assoni all’interno dei loro ber-
sagli fisiologici.

II pattugliamento del bordo non & I'unico meccani-
Smo per mantenere |'individuazione appropriata del ber-
saglio. In esperimenti di innervazione reciproca negli an-
fibi, in cui i nervi motori estensori sono forzati a inner-
ydre i muscoli flessori e i nervi motori flessori sono for-
2ati ad innervare muscoli estensori, gli animali sviluppa-
10 prevedibili comportamenti motori inappropriati, dopo
!tervento chirurgico. E interessante notare, comunque,
che il comportamento normale di solito & recuperato
in_PP un periodo di tempo abbastanza lungo. La cosa fu
‘Nzialmente interpretata come Papprendimento, da par-
te degli animali, a utilizzare questi muscoli in un modo
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nuovo, ma analisi anatomiche dettagliate mostrarono che
i nervi incrociati, con il passare del tempo, avevano im-
parato a distendersi e trovare di nuovo i loro muscoli ori-
ginali (Mark, 1969). Esperimenti di competizione tra i
nervi originali ed estranei, per I'innervazione di musco-
li particolari, mostrano che i nervi originali hanno sem-
pre un vantaggio (Dennis e Yip, 1978). Dunque gli as-
soni, sebbene innervino bersagli denervati scorretti quan-
do i loro bersagli specifici non sono disponibili, sembra-
no avere una preferenza naturale per i loro bersagli ori-

ginali.

Mappatura topografica

In molti bersagli c'¢ una relazione topografica tra la po-
sizione del neurone innervato e la posizione del suo ramo
terminale nel campo di dessinazione. Il sistema visivo &
un buon esempio. Le RGC in una particolare posizione
nella retina sono stimolate al massimo da una regione del
mondo visivo, e queste cellule inviano i loro assoni a re-
gioni particolari nel tetto. I neuroni nelle posizioni reti-
niche adiacenti inviano le loro proiezioni alle regioni vi-
cine nel tetto. Questa proiezione ordinata conserva la to-
pografia visiva nel cervello e fornisce una base neuroana-
tomica per la contiguita dello spazio visivo percepito. In
modo simile, i nuclei uditivi pit1 centrali hanno una rap-
presentazione dell’asse di frequenza della coclea. Tali map-
pe possono essere definite dai substrati anatomici che
preservano (es. retinotopiche, cocleotopiche) o in termi-
ni pil percettivi (es. visuotopiche, tonotopiche). Anche
animali semplici come il nematode, con solo 301 neu-
roni, hanno strati ordinati di recettori sensoriali che co-
stituiscono proiezioni centrali organizzate somatotopi-
camente. Essi aiutano a rispondere in modo appropria-
to agli stimoli che investono I'animale da diverse direzio-
ni. C’¢ un secondo tipo di mappa neurale, una mappa
computazionale, che pud essere indicata registrando dal-
le singole cellule nervose adiacenti 77 vivo. Cid che & rap-
presentato nelle mappe in questione non ¢ evidente dal-
I'anatomia delle connessioni, ma queste mappe possono
anche esporre rappresentazioni ordinate di un parame-
tro fisico. Per esempio, nel sistema uditivo, troviamo nu-
clei che rivelano la topografia della localizzazione della
sorgente di un suono, anche se I'orecchio contiene solo
uno strato monodimensionale di cellule gangliari a spi-
rale che rappresentano la frequenza del suono. Queste
mappe sono costruite da cellule che estraggono I'infor-
mazione e sono definite dalla caratteristica funzionale
che codificano (es. mappa dello spazio uditivo). Ci sono
anche mappe meno intuitivamente ovvie, come le map-
pe dell'odorato, che discuteremo in seguito.

Qual ¢ la base di sviluppo per le proiezioni topogra-
fiche stabilite nel sistema nervoso? Nel tardo ’800, John
Langley scopri che i neuroni del ganglio cervicale supe-
riore (Superior Cervical Ganglion, SCG) mediano i rifles-
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si in modo topografico (Langley, 1897, 1985). Quando
Langley stimold la prima o superiore radice toracica ri-
spetto al ganglio nel ratto, questo attivo le cellule gan-
gliari che causarono dilarazione della pupilla. Quando
stimold la quarta radice toracica rispetto al ganglio, i vasi
sanguignl dell’orecchio si restrinsero. Questo suggerl che
i fosse un qualche tpo di organizzazione topografica nel
SCG. Tutti i riflessi venivano immediatamente perduti
quando il nervo pregangliare al’SCG veniva tagliato, ma
le fibre reinnervavano I'SCG dopo parecchie setrimane,
come fanno spesso i nervi periferici nei mammiferi, €1
riflessi autonomi recuperavano. La scoperta sorprenden-
te fu che le connessioni erano ricostituite con precisione
cosi alta che tutti i riflessi erano accuratamente ristabili-
u (fig. 6.8). Tale risultato suggerl che i neuroni SCG in-
dividuali hanno alcuni meccanismi che attivano la rige-
nerazione delle fibre pregangliari per distinguere un neu-
rone SCG dall’altro in un modo topograficamente ap-
propriato. I gangli della catena simpatica forniscono un
semplice sistema per esaminare la specificita somatoto-
pica, perché le posizioni relative dei gangli lungo I'asse
antero-posteriore sono innervate topograficamente attra-
verso le radici dei nervi dal midollo spinale, dalle corri-
spondentl regioni antero-posteriore nel SNC. Ogni gan-

Vasi sanguigni
nell'orecchio

; X izi
Dilatazione Vasocostrizione

A della pupilla
SCG

Tag|io_/\\i

Rigenerazione
delle connessioni
e dei comportamenti
originali

Figwa 6.8 Rigenerazione della specificita topografica. A. I classico stu-
dio di Langley mostro che la stimolazione della radice pregangliare T4
trasmetteva attraverso le cellule gangliari @ livello dell'SCG (Superior Cer-
vical Ganglion), causando vasocostrizione dei vasi della pinna auricola-
re, mentre la stimolazione della radice T1 eccitava altri neuroni SCG, in-
ducendo la dilatazione della pupilla. B. Quando Langley taglio il tratto sim-
patico al di sopra diT1, si osservo che tutti i riflessi simpatid scompariva-
no, ma con il tempo venivano recuperati. La figura C. mostra la specifici-
ta associata a questa rigenerazione, Cos! che gli assoni che entrano nel-
la catena da T4 reinnervano le cellule SCG che provocano |a vasocostri-
sione a livello auricolare, & gli assoni che entrano da T1 reinnervano le
cellule che causano la dilatazione della pupilla. (Oa Langley, 1897, 1985)
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glio & selettivamente innervato da afferenze provenienti
da un numero limitato di segmenti spinali, da uno spe-
cifico dominio antero-posteriore. Quindi, il ganglio cer-
vicale superiore & innervato principalmente da afferenze
pregangliari provenienti dai segmenti toracici T1-T4,
mentre il quinto ganglio toracico (T5), posizionato pit
caudalmente, & essenzialmente innervato da afferenze
provenienti da T4-T7 (Nja e Purves, 1977). In un espe-
rimento, un ganglio TS fu trapiantato in diverse posizio-
ni lungo la catena simpatica, esponendolo ad afferenze
provenienti da un’ampia gamma di segmenti spinali (Pur-
ves et al., 1981). Venne poi valutata elettrofisiologica-
mente la reinnervazione selectiva. 1 gangli della catena
simpatica furono sezionati con le radici det nervi ventra-
li, attraverso le quali tutte le fibre pregangliari scorrono
dal midollo spinale ventrale. Furono poi posti elettrodi
stimolanti sulle radici ventrali di ogni segmento spinale,
ottenendo una registrazioné' intracellulare dal ganglio T5
reinnervato. Furono poi registrati i segmenti spinali che
innervano ogni neurone T5. 1 risultati indicano chiara-
mente che i neuroni T'5 sono reinnervati selettivamente
dai propri segmenti spinali originali (fig. 6.9). Nonsi
tratta di un semplice artefatto del sito di trapianto del-
Pospite perché, quando il SCG fu posto nella stessa po-

A Controlio B Omotopico () C Eterotopico
~/scG 5
0 c8 40
0 ™ 9|0
O T2 ,,5: O

T3 i
J

0 RS Yo
0 5 Lo
0 T6 0

T7
T8

Midollo spinale

D =
€ 5
;5_ 4
w3
T3
N
o1
Q.
E 0 | ) |
c8 ™ T2 T3
Ventrale

Figura 6.9 Afferenze topografiche nella catena simpatica. A. Studi elet
trofisiologici mostrano che I'SCG riceve afferenze da diverse radidi, M
primariamente da quelle piu anteriori. Il ganglio a T5 riceve i dati in e
trata da radici pit posteriori. B. Quando SCG & 1imosso € poi rimpiazz
to con un altro ganglio, gli assoni che lo reinnervano tendono 2 prove
nire da radici pit anteriori. C. Quando un ganglio T5 & messo al posto
di SCG, i suoi neuroni tendono ancora a essere innervati da radic pu
posteriori anche se il ganglio & in posizione anteriore. D. Questa spec”
cita topografica di reinnervazione si riflette nella forma dell'istogram

nervo per i trapianti omotopici ed eterotopici (Da Purves et al, 1981

ma:
delle ampiezze di EPSP in funzione della stimolazione della radic® del|
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sizione, anch’esso fu reinnervato dal suo gruppo di affe-
renze originali. Questi esperimenti suggeriscono forte-
mente che gli assoni a diversi livelli rostro-caudali pos-
sono distinguere singole cellule gangliari simpatiche, che
devono anche portare qualche marcatore della loro ori-
gine rostro-caudale.

Chemiospecificita ed efrine

Nei primi anni 40, Roger Sperry taglio il nervo ottico
di un tritone, ruotd I'occhio distaccato di 180° nell’or-
bita, e analizzd il comportamento visuo-motorio dell’ani-
male dopo la rigenerazione del nervo. I tritoni e, negli
studi seguenti, le rane, si comportavamo come se il loro
mondo visivo fosse capovolto sopra-sotto e fronte-retro:
quando un’esca veniva loro presentata di fronte, «essi ruo-
tavano velocemente verso la parte posteriore, invece di
scattare in avanti» e quando |'esca veniva posta in alto
«gli animali scattavano verso il basso di fronte a loro,
riempiendosi la bocca di fango e muschio» (Sperry, 1943)
(fig. 6.10). Questo lo portd a proporre che le connessio-
ni nervose topografiche tra la retina e il suo bersaglio
principale a livello centrale, il tetto ottico, fossero il ri-
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sultato di caratteristiche anatomiche anziché dovute al-
Pesperienza del sistema nervoso, poiché le sfortunate rane
di Sperry non impararono mai a scattare nella giusta di-
rezione. Sperry dedusse che le fibre retiniche mappava-
no nel tetto secondo le coordinate anatomiche originali
dell’occhio. La spiegazione che dette fu la possibile esi-
stenza di marcatori biochimici tra la retina e il tetto. Egli
postuld I'esistenza di due o piti gradienti citochimici «che
diffondono I'uno attraverso Ialtro con i loro assi grosso-
modo perpendicolari» (Sperry, 1963). Questi gradienti
separati e successivamente sovrapposti nei campi retini-
ci e del tetto marcherebbero ogni cellula con la sua cor-
retta latitudine e longitudine in una sorta di codice chi-
mico con valori corrispondenti tra le mappe retiniche e
del tetto. Questa divenne nota come 'spotesi di chemio-
affinita.

Lipotesi di chemioaffinita spinse molti biologi e bio-
chimici a cercare di trovare le molecole responsabili per
I'individuazione topografica del bersaglio nel sistema re-
tino-tettale. Tali studi richiesero spesso un approccio in
vitro, e per piu di vent’anni non furono fatti molti pro-
gressi. Friedrich Bonhoffer e colleghi fecero un salto in
avanti quando usarono membrane delle porzioni ante-
riori e posteriori del tetto per costituire un “tappeto a

A Controllo: il moscerino € rilevato nel campo visivo superiore
(retina ventrale/tetto dorsale)

Ventrale

Dorsale

Ventrale

Attivita evocata dalla visione

B Rotazione dell'occhio: il moscerino & rilevato nel campo visivo inferiore

Dorsale
Occhio ruotato di 180°

Figurz 5,10 | disadattamento topografico implica chemiospecificita.
A Una rana normale vede una mosca in alto sulla retina ventrale, che
Proietta al tetto dorsale, determinando uno scatto nella direzione ap-
Propriata, verso I'alto. B. Una rana con l'occhio ruotato vede la stessa

Dorsale

(retina dorsale originaria/tetto ventrale)

Attivita evocata dalla visione

Ventrale

mosca su cid che dovrebbe essere la retina dorsale, che proietta come
al solito al tetto ventrale, provocando uno scatto nella direzione sbaglia-
ta, verso il basso. (Da Sperry, 1943)
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strisce”. Quando il tessuto retinico fu coltivato su questi
tappeti a striscg, essi scoprirono che gli assoni tempora-
li retinici, ma non quelli nasali, crescevano preferenzial-
mente sulle membrane anteriori del tetto (Walter et al.,
1987b) (fig. 6.11). Sorprendentemente, quando le mem-
brane posteriori furono scaldate, trattate con formaldei-
de o esposte a un enzima (PI-PLC) che rimuove le mo-
lecole di membrana PI-legate, gli assoni temporali non
mostrarono pilt questa preferenza (Walter et al., 19873;
1990). Questo suggerisce che Iattivita rilevante sia com-
piuta da una proteina legata alla membrana, repellente
nei confronti degli assoni temporali, e alla quale gli as-
soni nasali sono piuttosto insensibili. Esaminando le scel-

Membrana Membrana
posteriore anteriore

A 2 I

APAPAPAPAPAPA

Tappeto

a strisce
costituito da
frammenti della
membrana

del tetto

A = anteriore
P = posteriore

<——NT
N

v

Nasale Temporale

Striscia retinica

B

AP'AP'AP*AP"AP“AP‘A

Membrane
posteriori
trattate

al calore

o con PI-PLC

Nasale Temporale

Striscia retinica

Figura 6.11 Saggio del tappeto a righe. A. Una striscia equatoriale di
retina che comprende le porzioni da nasale (N) a temporale (T) & po-
sizionata su un “tappeto a strisce” di membrane del tetto anteriori »
e posteriori (P) alternate. Le fibre nasali provenienti dall'espianto retini-
co crescono sia sulla membrana del tetto A sia sulla membrana P, ma
le fibre temporali crescono solo sulle membrane A. B. Se le membra-
ne del tetto sono denaturate o trattate con PI-PLC, che rilascia proteine
di membrana Pl-legate (legate al fosfatidilinositolo), anche gli assoni
temporali crescono su entrambi i tipi di membrana, suggerendo che le
membrane P normalmente possiedono una molecola di orientamen-
to repulsiva per le proteine Pl-legate. (Da Walter et al., 1987a; Walter
et al.,, 1987b; Walter et al,, 1990)
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te effettuate dagli assoni temporali tra le membrane estrat-
te da sesti rostro-caudali successiv del tetto, divenne chia-
ro che questa attivita inibitoria & graduata in tutto il tet-
to, pit1 elevata a Jivello del polo caudale (posteriore) e pitt
bassa nel polo rostrale (anteriore). Due factori repulsivi,
chiamati ora Efrina-A5 € Ffrina-A2, furono identificati
dai laboratori di Bonhoffer e Flanagan, come le moleco-
le inibitorie coinvolte (Cheng et al., 1995; Drescher ez
al., 1995). Le efrine, delle quali molte sono quelle cono-
sciute a oggi, si dividono in due sottofamiglie: GPI-le-
gate O tipo Ae transmembrana o tipo B. I loro recetto-
ri, conosciuti come Eph, si dividono anch’essi in due fa-
miglie tipo A e tipo B. Le Efrine-A generalmente attiva-
no Eph-A, mentre le Efrine-B attivano, in genere, Eph-
B (Flanagan e Vanderhaeghen, 1998). Sia Efrina-A5 sia
Efrina-A2 sono espresse con un gradiente che va dalla
parte posteriore del tetto (alto) a quella anteriore (basso)
(fig. 6.12). La retina, come atteso, mostra un gradiente
di Eph-A, i recettori di questi ligandi. Gli assoni tempo-
rali che hanno aldi livelli di Eph-A evitano il polo poste-
riore del tetto, che ha il livello pitt alto di ligandi di Efri-
na-A. Quando Efrina-A2 ¢ espressa in modo scorretto in
seguito a trasfezione, negli embrioni di pollo, nell'inte-
ro tetto, gli assoni temporali trovano difficile anche en-
crare nel tecto. Quando strisce di membrana sono forma-
te a partire da cellule del tetto anteriore trasfettate, gli as-
soni non cresceranno su di esse.

A Gradiente rostro-caudale

B
di Efrina del tetto
Nasale
1| gradiente
& pil alto nella Temporale

meta posteriore
caudale) del tetto

(
C

T N R C

Tetto

Retina
Efrina-A2

D
EPH A3
B = Bl

Figura 6.12 Sistema di orientamento retinotopico da nasotemporalé
ad antero-posteriore. A. C'é un gradiente di Efrine nel tetto, elevato N€
polo posteriore O caudale (C) e basso nel polo anteriore 0 rostrale (R):
B. Una cellula retinica gangliare nella retina temporale esprime recetto:
ri attivi per queste Efrine del tetto ed evita il tetto posteriore. CeD

gradienti opposti del recettore attivo Eph-A espressi nella retina, i g
dienti delle Efrine di tipo A nel tetto. Questo sistemna puo, almeno
parte, rendere conto della mappatura topografica in questo asse- E

gradiente di Efrina-A & mostrato nel tetto di un pollo utilizzando un &
cettore Eph-A solubile fuso con una fosfatasi alcalina, per rivelare 1a "
<tribuzione dei ligandi Efrina-A nel tetto. (Da Cheng et dl, 1995; Dre |
scher et al,, 1996) o
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Questi risultati suggeriscono che quando le Efrine
sono eliminate, ci saranno degli errori di mappatura. Nei
topi mutanti in cui Efrina-A5 ¢ eliminata, gli assoni tem-
porali mappano pit posteriormente (Frisen ez /., 1998),
ma il fenotipo di mappa ¢ ancora pilt impressionante nei
doppi knockout per Efrina-A2 ed Efrina-AS5 (fig. 6.13).
In questi topi, 'ordine antero-posteriore degli assoni na-
sali e temporali ¢ in larga parte, anche se non del tutto,
perduto. Gli assoni temporali terminano in tutto il tet-
to e invadono liberamente i poli posteriori (Feldheim ez
al., 2000). Il fatto che, in questa proiezione, sia comun-
que mantenuto un certo grado di ordine suggerisce che
possano essere coinvolti fattori chemospecifici non an-
cora scoperti. Leliminazione di Eph-A, i recettori delle
Efrine, avvalora questi risultati (Feldheim ez al., 2004).
Se Eph-A3 ¢ eliminato negli assoni temporali nel pollo,
essi proiettano pill posteriormente di quanto non fareb-
bero normalmente nel tetto. La distruzione genica dei
recettori Eph-AS5 nel topo causa anormalita della mappa
simili. Un esperimento molto interessante con i recetto-
ri Eph-A utilizza la tecnica di gene targeting per aumen-
tare I'espressione del recettore Eph-A in un unico grup-
po di cellule gangliari retiniche nel topo, lasciando inve-
ce esprimere livelli normali di Eph-A alle cellule ganglia-
ri vicine. Leffetto di questa manipolazione ¢ la produ-
zione di due popolazioni di cellule gangliari mescolate,
una che esprime pil recettore, e che quindi dovrebbe es-
sere pil sensibile all’Efrina-A, e I'altra normalmente sen-
sibile. I risultati sono che due popolazioni di cellule gan-
gliari provenienti dallo stesso occhio formano mappe se-
parate spostate nel tetto, portando a una sorta di visio-
ne doppia (Brown et al., 2000) (fig. 6.13). Le RGC che
esprimono livelli piti alti di Eph-A si collocano, nella
mappa, pili rostralmente di quelle che esprimono livelli
normali. Queste osservazioni favoriscono chiaramente
un modello in cui i coni di crescita retinici, a seconda del
livello di Eph-A che esprimono, leggono i livelli di Efri-
na-A nel tetto per stabilire una mappa graduata.

I dati descritti in precedenza, comunque, non spiega-
1o completamente il problema della mappatura topogra-
fica attraverso asse antero-posteriore del tetto. Dal mo-
mento che le Efrine-A sono note come molecole assone-
repellenti, una delle domande chiave che rimangono &
perché ciascun assone si preoccupi di dirigersi verso il tet-
to posteriore, in particolare dal momento che tutti gli as-
soni esprimono almeno alcune Eph-A e dovrebbero map-
pare preferibilmente nel tetto anteriore. C'¢ forse un qual-
che interessante meccanismo di controbilanciamento,
come ipotizzano alcuni lavori teorici (Honda, 1998)?

_ Un'ipotesi, a questo proposito, & che potrebbe esser-
¢l una competizione interassonale. Per esempio, il tetto
potrebbe essere la fonte di una limitata quantita di neu-
fotrofine, per la quale gli assoni retinici competono (Wil-

Inson, 2000). Gli assoni nasali, che hanno la minor
Quantiti dj Eph-A, troverebbero la competizione meno
aCcanita nel tetto posteriore, e questo sarebbe il motivo

6. Selezione del bersaglio 75

A Iniezione temporale Iniezione nasale

Retina Retina

Disco
ottico

B Tetto P Tetto P

Ceppo
selvatico

A\ :

C Tetto ~. P # Tetto P
Doppio
knockout
per EfrinaA2
ed EfrinaA5
A A
D Tetto

EphA3
espresso
sotto il
controllo
di Brn3c

Figura 6.13 Mappatura topografica in doppi knockout per Efrina-A2
ed Efrina-A5 e con espressione scorretta a mosaico di Eph-A3. A. Un
marcatore € iniettato nelle retine temporali (a sinistra) o nasali (destra).
B. Il risultato nei topi normali & una proiezione al collicolo anteriore (si-
nistra) o posteriore (destra). C. Nei doppi knockout per Efrina-A2 ed
Efrina-A5, le zone di terminazione si trovano tutto intorno all’estensio-
ne A-P del collicolo, sia per le iniezioni nasali sia per quelle temporali.
D. Due mappe separate sovrapposte si formano dall'insieme delle RGC
che esprime Isl2, e quindi una dose extra di Eph-A3 (in blu), e quello
che esprime la normale quantita di Eph-A3 (in rosso). (Da Brown et
al,, 2000; Feldheim et al,, 2000)

per cui vi si dirigono. Quest'idea potrebbe spiegare I'os-
servazione, altrimenti enigmatica, che la rimozione del-
le Efrine-A dal tetto causa non solo uno scivolamento
posteriore degli assoni temporali, ma anche uno scivola-
mento anteriore degli assoni nasali, come se le due po-
polazioni fossero in competizione. C'¢, tuttavia, un’altra
spiegazione, sebbene non mutualmente esclusiva, che ha
a che fare con l'osservazione che le Efrine non sono sem-
pre repulsive. Un’analisi sistematica 7 vitro, mostra che
le Efrine-A2, anche se in grado di inibire la crescita de-
gli assoni temporali a elevate concentrazioni, di fatto ne
promuovono la crescita a concentrazioni basse (Hansen

et al., 2004) (fig. 6.14). In pily, la transizione dall’inibi-
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Figura 6.14 Crescita degli assoni della re-
tina, con variazione sia della posizione nel-
la retina sia nella concentrazione di Efrina-
A2. Fotografie rappresentative che mostra-
no la crescita dalle otto posizioni contigue di
espianto (numerate da 1 a 8) attraverso l'as-
se naso-temporale della retina, cresciuto su
substrati contenenti differenti proporzioni di
membrane provenienti da cellule trasfetta-

0%
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Posizione dell’espianto retinico Temporale

5

te 0 non trasfettate con Efrina-A2 e DNA. La 15%
crescita varia sia a seconda della posizione
della retina sia della concentrazione di Efri-
na. Le risposte alle membrane Efrina-A2 va-
tia dalla totale inibizione della crescita (a con-
centrazioni elevate e in posizioni pitl tempo-
rali) alla promozione, di diverse volte, della
crescita (a concentrazioni pit basse e posi-
zioni nasali) (Da Hansen et al., 2004)

Substrato di Efrina-A2

50%

100%

sione della crescita alla sua promozione varia attraverso
la retina a seconda di quanto Eph-A & espresso nelle RGG;
cos}, gli assoni nasali con bassi livelli di Eph-A possono,
di fatto, essere attratti verso il tetto posteriore. Oltre al-
Pactivich repulsiva delle Efrine-A, ci sono altri segnali po-
tenziali graduati nel tetto, come la molecola di orienta-
mento repulsivo (RGM) (Monnier et al., 2002), che agi-
sce in relazione con le Efrine-A per respingere gli assoni
che originano dalla retina temporale, la quale esprime il
recettore per RGM neogenina. 1 notevoli gradienti di tali
molecole di orientamento e dei loro recettori nella reti-
na e nel tetto presuppongono che entrambi i tessuti ab-
biano una polarita, che origina dall’azione di molecole
di modellamento come Fgf8 (come abbiamo visto nel
Cap. 2). Nel tetto, una delle prime letture dell’informa-
zione posizionale & I'espressione graduale del fattore di
trascrizione Engrailed 2, che & espresso €sso StesS0 in gra-
diente nel tetto, ad alta concentrazione posteriormente
¢ a bassa concentrazione anteriormente. Engrailed rego-
la poi I'espressione graduata delle Efrine-A nel tetto. Il

Efrina-B1/B2 D

Figura 5.15 Mappatura topografica della
retina dorso-ventrale nel tetto medio-latera-
le. Nello Xenopus, le cellule retiniche gan-
gliari che esprimono Efrina-B provenienti dal-
[a retina dorsale sono attratte, attraverso una

Xenopus

Eph-B2

segnalazione invertita, dagli alti fivelli di Eph- v

B nel tetto laterale, mentre le cellule retini-
che gangliari che esprimono Eph-B, nel pol-
lo, sono attratte, grazie a una segnalazione
in avanti, dagli alti livelli di Efrina-B nel tetto
mediale. Abbreviazioni: D, dorsale; V, ven-
trale; M, mediale; L, laterale. (Da Pittman e
Chien, 2002)

Topo

Eph-B2/B3/B4

Efrina-B1/B2 D

Retina

fattore di trascrizione Engrailed & dunque un fattore chia-
ve nel modellamento del tetto lungo I’asse antero-poste-
riore. Sorprendentemente, Engrailed in sé puo servire
come segnale di mappatura, poiché & secreto dalle cellu-
le del tetto e assorbito dagli assoni delle cellule retiniche
gangliari, causando la repulsione degli assoni temporali
¢ lattrazione di quelli nasali (Brunet et al., 2005).
Come si forma il secondo asse della mappa retino-
tettale, in cui gli assoni provenienti dalla retina dorsale
si dirigono al tetto laterale mentre quelli provenienti dal-
la retina ventrale al tetto mediale? I recettori Eph-B sono
stati individuati in un gradiente ventro-dorsale (da livel-
i elevati a bassi) nella retina, mentre i 1igandi Efrina-B
hanno un gradiente medio-laterale (da livelli pitt alti 2
pitt bassi) nel tetto (Braisted et al., 19975 Holash et al.,
1997) (fig. 6.15). % interessante notare che le Efrine-B
sono anche espresse nella retina, in gradiente dorso-ven-
trale (da alto a basso), mentre i recettori Eph-B sono
espressi nel tetto in un gradiente da laterale (alto) a dor-
sale (basso). Questi modelli di espressione suggeriscono

Segnalazione invertita
Efrina-B

Eph-B1 Eph-B —> Eirina®
Vv
M Segnalazione diretta
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/ - '
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superiore

Eph-B2/B3 Efrina-B8 —> EPN
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che l'attrazione, piuttosto che la repulsione, sia il mec-
canismo predominante al lavoro in questa dimensione.
Qui, gli assoni della retina ventrale che esprimono Eph-
B sono attratti dalle Efrine-B nel tetto mediale, e gli as-
soni RGC della retina dorsale che esprimono Efrina-B,
sono attratti dalle cellule che esprimono Eph-B nel tet-
to laterale, secondo una via di segnalazione a ritroso, dal
recettore al ligando. Nello Xenopus, 'impedimento di
tutte le interazioni Efrina-B/Eph-B causa la proiezione
mediale, piuttosto che laterale, da parte degli assoni dor-
sali (Mann ez al., 2002a). Questo effetto dipende dalla
funzione di Efrina-B nell’assone, perché lo stesso feno-
tipo si manifesta se gli assoni retinici esprimono una for-
ma negativa dominante di Efrina-B che manca del do-
minio intracellulare. Allora, la segnalazione inversa at-
traverso il dominio intracellulare di Efrina-B sembra at-
trarre assoni retinici dorsali che esprimono Efrina-B ver-
so le cellule del tetto laterale che esprimono Eph-B (fig.
6.15). Ma quindi, perché la retina ventrale proietta al
tetto mediale? Nei topi, quando i recettori Eph-B2 e
Eph-B3 sono eliminati, si ottiene una proiezione ecto-
pica al tetto laterale, e il fenotipo & anche pit forte se i
recettori Eph-B sono sostituiti con recettori incapaci di
segnalare (Hindges ez a/., 2002). Questo risultato sug-
gerisce che la segnalazione in avanti, attraverso il domi-
nio intracellulare del recettore Eph-B, ¢ critica per gli as-
soni ventrali affinché si dirigano al tetto mediale (fig.
6.15). Nell’asse da mediale a laterale, dovrebbe anche es-
serci un contro gradiente che rinforzi I'azione del siste-
ma di Efrina-B e, effettivamente, il morfogeno Wnt3 ¢
espresso in un gradiente di concentrazione, nel tetto, con
livelli elevati medialmente e bassi lateralmente. Wnt3 re-
spinge le RGC attraverso il recettore per Wnt, Ryk,
espresso in gradiente dorso-ventrale (da basso ad alto)
nella retina. Gli assoni RGC dorsali, comunque, espri-
mono Frizzled, un altro recettore Wnt, che ne causa I'at-
trazione verso Wnt3.

Gli studi sulle Efrine-A e -B e sui loro recettori, veri-
fica efficacemente I'ipotesi di chemospecificita di Sperry
a proposito della mappatura retino-tettale, fornendo I'iden-
tita molecolare almeno di alcuni marcatori citochimici
del tipo che egli propose. La domanda successiva ¢ se le
Efrine e i recettori Eph siano coinvolti nell’allestimento
delle proiezioni topografiche in altre regioni del sistema
nervoso. Certamente, il fatto che ci siano molti di questi
ligandi e recettori & coerente con questa possibilita, come
o sono le osservazioni istologiche che il SNC & cosparso
con un ricca trama di questi ligandi e recettori, spesso di-
Sposti secondo un’organizzazione reciproca graduata di
ligandi di tipo A con recettori di tipo A e ligandi di tipo
B con recettori di tipo B (Zhang ez 4l., 1996). Lo studio
di numerosi sistemi ha stabilito che & questo il caso. Per
&sempio, ci sono evidenze che la segnalazione Efrina/Eph
Sta utilizzata nello stabilire la proiezione visuotopica dal-
la retina al talamo visivo (Feldheim e 4/., 1998) e dal ta-
lamo a5 corteccia visiva (Cang ez al., 2005), la mappa
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della superficie corporea nell’area somatosensoriale pri-
maria della corteccia (Vanderhaeghen e a/., 2000), e la
proiezione tono topica dalla coclea sul nucleo magno cel-
lulare nel cervello medio (Person ez al., 2004).

La terza dimensione, la terminazione
lamina-specifica

Molte parti del sistema nervoso, come il tetto o la cor-
teccia cerebrale, sono strutture stratificate, e gli assoni
che le innervano devono non solo mappare nelle loro
posizioni topografiche corrette in due dimensioni, ma
devono anche trovare lo strato (o lamina) appropriato in
cui fare sinapsi, facendo cosi del raggiungimento del tar-
get un problema in tre dimensioni. Lindividuazione del
bersaglio lamina-specifico coinvolge un gran numero di
questioni diverse. In molti casi, un bersaglio stratificato
& costituito da strati di tipt cellulari distinti sia fisiologi-
camente sia dal punto di vista molecolare, e gli assoni
che li innervano devono quindi scegliere tra diversi tipi
cellulari, forse basandosi su differenze chimiche. In al-
cuni casi, gli strati sono composti da cellule fondamen-
talmente simili, ma gli assoni che le innervano, grazie a
una competizione basata sull’attivit, si segregano in stra-
ti. Quest’ultimo caso pud essere considerato come un
esempio di rifinitura delle connessioni sinaptiche e sara
discusso in modo pit completo nel Capitolo 9.

Abbiamo gia incontrato il primo tipo di struttura
stratificata nelle proiezioni centrali delle fibre DRG nel
midollo spinale. Questi assoni entrano nel midollo spi-
nale e fanno sinapsi in varie lamine del corno dorsale o
nella materia grigia ventrale, a seconda delle modalita.
Per esempio, i recettori da stiramento costituiscono un
contatto monosinaptico con i motoneuroni nel corno
ventrale mentre, al contrario, le fibre sensoriali della tem-
peratura e del dolore innervano i neuroni nella lamina
dorsale del midollo spinale (fig. 6.16). Il risultato di que-
sta organizzazione in strati da parte di diversi tipi di se-
gnali afferenti ¢ che le modalitd somatosensoriali si se-
parano nel midollo spinale, e questo costituisce una di-
sposizione multistratificata, cosi che una colonna di cel-
lule nel midollo spinale rappresenta un’area del corpo
con diverse modalita a profondita diverse. Le mappe stra-
tificate e multimodali sono utilizzate in molte zone del
sisterma nervoso.

Perché solo i recettori da stiramento penetrano nello
strato pil ventrale del neuropilo! spinale? Nel Capitolo
precedente abbiamo descritto la diversa sensibilita di di-
verse classi di neuroni agli effetti repulsivi di Sema3A,
espresso solo negli strati ventrali. Sema3A respinge i re-

1. (N.d.TY) In neuroanatomia il neuropilo & la regione compresa tra i vari
corpi cellulari, cio i pirenofori, dei neuroni della sostanza grigia dell’en-
cefalo e del midollo spinale. Consiste di un denso intreccio di terminali
assonici, dendriti e processi delle cellule gliali e comprende anche le con-
nessioni sinapriche tra le ramificazioni assoniche e i dendriti.
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Figura 6.16 lltuolo di Sema3A nel tenere alcuni assoni fuori dalla re-
gione bersaglio. A. | recettori da stiramento proiettano i loro assoni cen-
trali nel como ventrale del midollo spinale, dove fanno sinapsi sui den-
driti dei motoneuroni. Gli assoni nocicettivi & termocettivi, che sono
NGF-dipendenti, tuttavia, terminano nella materia grigia dorsale del mi-
dollo spinale. Sema3A & espresso <olo nel midollo ventrale. B. Le cel-
lule COS in coltura respingono gli assoni dalle colture DRG trattate con
NGF ma non NT-3, preservando cost gli assoni nocicettivi e termocetti-

vi, ma non i recettori da stiramento. C. Nei topi knockout per Sema3A,
questi neuron sensoriali si espandono nel como ventrale. (Da Messer-
smith et al.,, 1995)

cettori dolorifici e i termorecettori che, dunque, mappa-
no negli strati dorsali, mentre { recettori da stiramento
ignorano Sema3A e si dirigono negli strati ventrali (Mes-
sersmith er al., 1995). Nei topi nel quali il gene sema3A
viene bloccaro, i terminali assonali dolorifici e termocet-
tivi sembrano allungarst nelle regioni ventrali del midol-
lo spinale, in modo simile ai recettori da stiramento, €
questa individuazione del bersaglio strato-specifica & sop-
pressa (Taniguchi ez al., 1997; Catalano ez al., 1998) (fig.
6.16).

La corteccia cerebrale & un altro esempio di struttura
altamente stratificata, costituita da tipi cellulari differen-
di nei diversi strati. I diversi strati nella corteccia sono in-
nervati da diverse afferenze. Studi iz vitro che utilizzano
frazioni di cellule di membrana nei diverst strati, sugge-
riscono che i segnali di individuazione del bersaglio sono
membrana-associati (Catellani e Bolz, 1997). I neuront

somatosensoriali talamici, per esempio, innervano lo stra-
to 4 della corteccia somatosensoriale e attraversano lo sta-
to 5 senza ramificarsi (Bolz et al., 1996) (fig. 6.17). Efri-

na-AS5 & espressa nelle membrane cellulari nello strato 4,
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ma non nello strato 5, € gli studi iz vitro mostrano che,
legata alla membrana, Efrina-AS aumenta la ramificazio-
ne degli assoni talamici, € che ci sono attivita repulsive
ancora non identificate verso questi neuroni sulle mem-
brane cellulari degli strati 2/3 € 5 (Mann et al., 2002b).
I neuroni dello strato 6 nella corteccia, come le cellule ta-
lamiche, ramificano anch’essi nello strato 4, e gli assoni
di questi neuroni rispondono a Efrina-A5, come fanno
gli assoni talamici (Castellani ez al., 1998). A differenza
delle cellule talamiche e delle cellule dello strato 6, le cel-
ule degli strati 2/3 nella corteccia inviano assoni che non
ramificano nello strato 4. Per quanto riguarda gli assoni
degli strati 2/3, esperimenti i vifr0 MOSLIano che I'Efii-
na-A5 inibisce la ramificazione, piuttosto che promuo-
verla. E interessante che anche N'I-3, espresso nello stra-
to 4, promuove la ramificazione degli assoni dello strato
6, mentre inibisce quella degli assoni degli strati 2/3 (Ca-
stellani e Bolz, 1999). Riassamendo, questi studi dimo-
strano che in questi meccanismi sono al lavoro molti fat-
tori familiari, che determinano la formazione di proie-
zioni stratificate, € che alcuni fattori possono avere ruoli
bifunzionali nella promozione della ramificazione di al-
cuni assoni, mentre inibiscono quella di altri.

Efrina-Ab,
NT-3

Dal talamo Alla corteccia Al talamo
Neuroni Neuroni

B Assoni degli dello
talamici strati 2/3 strato 6

Membrane +
degli strati 2/3, 5

Figura 6.17 Individuazione strato specifica del bersaglio nella corte®
cia sensoriale. A. Gli assoni talamici e dello strato 6 invadono fa cor-
teccia e ramificano in modo <elettivo nello strato 4, che esprime Efri-
na-A5 ed NT-3. Le ramificazioni dei neuroni degli strati 2/3 evitano 10
strato 4. B. Studi in vitro mostrano che Efrina-A5 ed NT-3 aumentan?
la crescita e la ramificazione dei neuroni dello strato 6 € talamici, M3
inibiscono la crescita dei neuroni degli strati 2/3. Ci sono anche ew
denze che indicano che le membrane delle cellule degli strati 2/3 €
5 sono specificamente inibitorie per la crescita degli assoni talamict €
dello strato 6.
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6. Selezione del bersaglio '

Dscam &un membro della superfamiglia delle IgG. Nei mo-
scerini, al contrario dei vertebrati, il gene dscam compren-
de 95 esoni variabili che codificano per varianti proteiche,
con dieci domini Ig e sei domini di fibronectina, e singoli
domini transmembrana e citoplasmatico (fig. 6.18)

(Schmucker et 4/., 2000). Le varianti di splicing di Dscam
possono potenzialmente produrre 38 000 isoforme protei-
che diverse, grazie allo splicing alternativo. Ogni isoforma
si lega in modo omofilico a se stessa, ma non ad altre iso-
forme, per quanto correlate possano essere (Wojtowicz ez
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Fizura 6.18 Le forme multiple di Dscam sono generate per spli-
cing alternativo. A. Il gene Dscam occupa 61.2 kb del DNA geno-
mico. UmRNA di Dscam si estende per 7.8 kb e comprende 24 eso-
ni. Fenomeni di splicing alternativo mutualmente esclusivi si verifi-
cano per gli esoni 4, 6, 9 e 17. In ogni mMRNA sono conservate 1 di
12 alternative per I'esone 4, 1 di 48 alternative per I'esone 6, 1 di
33 alternative per I'esone 9, e 1 di 2 alternative per I'esone 17,
come si deduce dalle sequenze di cDNA. Gli esoni variabili sono
colorati: I'esone 4 in rosso; l'esone 6 in blu; 'esone 9 in verde e
I'esone 17 in giallo. Gli esoni costanti sono rappresentati come li-
nee nere nel DNA genomico e come rettangoli bianchi nell mRNA.
Il modello di splicing mostrato (4.1, 6.28, 9.9, 17. 1) corrisponde a
quello ottenuto nel clone di cDNA iniziale. Gli esoni che subiscono
splicing alternativo 4, 6, 9 e 17 codificano per la porzione N-termi-
nale di g2 (in rosso), per la porzione N-terminale di Ig3 (in blu),
per l'intera Ig7 (in verde) e per il dominio transmembrana (in gial-
o), rispettivamente (da Schmucker et al,, 2000). B. Schema delle

proiezioni meccanosensoriali nel SNC del moscerino adulto. Il pri-
mo pannello mostra la traiettoria ceppo selvatico. Gli altri pannelli
mostrano la stessa proiezione del neurone meccanosensoriale nei
moscerini in cui Dscam & eliminato; la diversita di isoforma dell'eso-
ne 4 ¢& indicata da un ingrandimento degli esoni presenti in ogni
mutante. | rettangoli grigio chiaro indicano le delezioni. Ramificazio-
ni ectopiche o disperse sono evidenziate in rosso, le ramificazioni
dominanti in uno dei mutanti per delezione di Dscam (ma non in
entrambi) sono sottolineate da punte di freccia blu e verdi, e la li-
nea blu indica la linea mediana del SNC (da Bharadwaj e Kolodkin,
2006). C. Il meccanismo molecolare di auto-evitamento, coinvolge
meccanismi di auto-riconoscimento e repulsione. Quando un neu-
rite si ramifica, ogni ramificazione sorella esprime la stessa serie di
isoforme di Dscam 1. Queste isoforme si legano tra loro in modo
omofilico e questo induce la trasduzione di un segnale che disso-
cia il complesso del recettore e inizia la risposta repulsiva. (Da Mil-
lard e Zipurscky, 2008)
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al., 2004). Molte di queste varianti sono espresse in modo
diverso nei neuroni, € ogni neurone nel SNC della Droso-
phila sembra esprimere circa una dozzina di isoforme diver-
se; la scelta di quale isoforma esprimere, in alcune classi di
neuroni come quelle dei corpora pedunculata dell'adulto e
delle cellule sensoriali della parete corporea nella larva, sem-
bra casuale. Se si calcola quante combinazioni di isoforme
sono possibili, si ottiene un nuUMero astronomico, molto
piu che sufficiente per dare a ogni singolo neurone un’iden-
tita unica. Per analizzare come questa enorme diversitd, de-
rivata da un singolo gene, sia utilizzata nella ramificazione
assonale e nell’individuazione del bersaglio, furono genera-
te diverse linee di delezione di Dscam per eliminare alcune
delle forme di splicing alternativo dall’esone 4 (Chen et al,
2006). In questi mutanti di delezione, gli assoni di neuro-
ni meccanosensoriali individualmente identificati mostra-
no una gran varieta di difetti riproducibili nell'individua-
sione del bersaglio nel SNC, compresa la presenza di rami-
ficazioni ectopiche, di ramificazioni che prendono una di-

La crescita strato-selettiva ¢ anche pilt impressionan-
te nel tetto del pollo, dove ci sono 16 strati che ricevono
segnali afferenti da almeno 10 diverse fonti. Le cellule
gangliari della retina forniscono il segnale afferente a solo
tre di questi strati, e ogni cellula gangliare della retina in-
via i suoi terminali solo a uno di questi tre strati. Questi
strati che ricevono i segnali efferenti della retina espri-
MOoNo NUMErose molecole, compreso un fattore non iden-
cificato conosciuto solo perché si lega una particolare lec-
tina delle piante, conosciuta come VVA, che funge da
marcatore di turti e tre gli strati che ricevono dalla reti-
na, ma nessuno degli aleri strati (Yamagata et al., 1995).
Per studiare i componenti della terminazione strato-spe-
cifica in questo sistema, sezioni di tetto fissate nella for-
maldeide sono state poste in una piastra di coltura con
retina vitale. Incredibilmente, gli assoni della retina cre-
scono nello strato corretto in questa situazione. Eppure,
se VVA viene aggiunto alla preparazione, gli assoni reti-
nici diventano incapaci di mappare nello strato corretto.
Anche numerose molecole caderine, come N-caderina,
R-caderina e T-caderina, sono espresse in combinazioni
diverse nelle lamine del tetto, con N-caderina selettiva-
mente presente negli strati che ricevono le efferenze del-
la retina. Anche gli anticorpi verso N-caderina, quando
sono aggiunti a queste colture, determinano errori di stra-
tificazione, sebbene di diverso tipo; alcuni assoni si fer-
mano negli strati che ricevono dalla retina, ma non si
prolungano in essi. Sc alla preparazione in vitro & aggiun-
to BDNE, esso non influisce sul individuazione corretta
del bersaglio o sugli assoni retinici verso gli strati che ri-
cevono afferenze dalla retina, ma ne causa un eccessiva
crescita e ramificazione in questi strati. Questi studi sug-
geriscono che molecole diverse regolino diversi aspetti
dell’innervazione strato—speciﬁca, compreso il riconosci-
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rezione errata, e 'assenza di alcune ramificazioni normal-
mente osservate nei ceppl selvarici (fig. 6.18).

Una cosa che emerge chiaramente dall’osservazione di
una serie di neuroni attraverso il sistema nervoso di qua-
lunque animale, & che le ramificazioni dendritiche di un
neurone non fascicolano tra di loro. Cosl come un neuro-
ne pud essere individuale in base all’espressione delle sue
specifiche varianti Dscam, le ramificazioni dendritiche del-
lo stesso neurone possono riconoscersi Fun Ialtra e distin-
guersi da quelle delle ramificazioni dendritiche di tucti i
neuroni fratelli. Studi di delezione e sovraespressione han-
no mostrato che Dscam & necessario affinché le ramifica-
zioni dendritiche di un singolo neurone segreghino dalle
altre attraverso un meccanismo di evitamento basato sul-
Pautoriconoscimento (Wang ef 4l., 2002; Millard e Zipur-
sky, 2008). La straordinaria diversita generata da questo
solo gene ha gia un enorme sig;xiﬁcato nello sviluppo neu-
ronale del moscerino, € si sospetta che probabilmente si sia
scoperta solo la punta dell’iceberg.

mento, 'innervazione € la ramificazione (Inoue € Sanes,
1997; Sanes e Yamagata, 1999).

La retina & una struttura pluristratificata, € gli strati
in cui si trovano le sinapsi, come lo strato plessiforme in-
terno (Inner Plexiform Layer, IPL), sono rifinit in nume-
rose sottolamine specializzate, per esempio, la sottolami-
na ON che contiene 1 rerminali sinaptici delle cellule bi-
polari e amacrine; esse scaricano in presenza di luce e tra-
smettono questo segnale alle cellule gangliari della reti-
na di tipo ON, i cui dendriti si trovano nello stesso sot-
tostrato. La sottolamina OFF fa lo stesso in assenza di
luce. Quattro molecole associate alla membrana e stret-
tamente correlate, della superfamiglia delle Immunoglo-
buline, Dscam (vedi Box 6.1), DscamlL, Sidekick-1, e St-
dekiclk-2 sono espresse nella retina di pollo da sottoin-
siemi non sovrapposti di cellule bipolari, cellule amacri-
ne e RGC, che formano sinapsi in sottolamine IPL di-
stinte, e ognuna media fenomeni di adesione omofilica
(Yamagata et al., 2002; Yamagata ¢ Sanes, 2008). Que-
ste molecole mediano |a terminazione sublaminare spe-
cifica, come mostrato, ad esempio, dall’espressione €Cto”
pica di Sdk-1 nelle cellule Sdk-negative, che deviano'!
loro processi alla sublamina Sdk-1 positiva. Esperimen-
¢i simili con Sdk-2, Dscaml e Dscam?2 mostrano ¢ ¢
oenuno di essi dirige i processi alle sublamine appropri&”
te (fig. 6.19) € studi di perdita di funzione indicano che
queste molecole sono anche essenziali per la corretta ter-
minazione sublaminare. 11 fatto che le molecole di ad¢’
sione omofilica leghino i terminali assonici ai process!
dendritici delle cellule che sono destinate 2 fare sinapst
una sull’altra ha abbastanza senso. Come vedremo ¢ 2
prossima sezione, questo tipo di processo & molto utlll?‘
zato quando consideriamo l'individuazione del bersag!
a livello cellulare o sinaptico. Le cellule gangliari retini”
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rigura 6.12 Il codice CAM dell'individuazione del bersaglio sublami-
nare. Nello strato plessiforme interno nella retina, i neuroni che espri-
mono le stesse molecole Sidekick o Dscam di adesione omofilica, in-
viano processi alla stessa sottolamina, stabilendo in questo modo con-
nessioni sinaptiche strato-specifiche. Cinque delle circa dieci sottola-
mine sono mostrate in questa immagine, e solo quattro di queste mo-
lecole del codice CAM sono gia state identificate, suggerendo che ci

che, sebbene esprimano un codice CAM, non sono as-
solutamente critiche per la formazione di queste subla-
mine. Nei mutanti /zk di pesce zebra, le cellule ganglia-
ri non nascono proprio, ma le sublamine ON e OFF si
formano, sebbene in ritardo e in modo leggermente di-
sorganizzato (Kay ez al., 2004).

Individuare il bersaglio cellulare e sinaptico

Un punto critico nell'individuazione del bersaglio si pre-
senta quando i terminali assonali scelgono le specifiche
cellule con cui formeranno le sinapsi (il processo di for-
mazione della sinapsi di per sé sara discusso nel Capitolo
8). Un buon esempio di come assoni individuali scelga-
no particolari partner postsinaptici ¢ il sistema neuromu-
scolare della larva di Drosophila. In ogni segmento della
larva, i coni di crescita di 40 motoneuroni toccano circa
30 diversi muscoli prima di selezionare quelli, uno o due,
su cui faranno sinapsi (Nose et a/., 1992b; Broadie ez al.,
1993). Le differenze tra i muscoli sono sottili, poiché essi
sono, nel complesso, simili 'uno all’altro. Ogni muscolo
ha, sulla sua superficie, un gran numero di molecole, mol-
te delle quali sono le stesse espresse sulle membrane di
tutti i muscoli vicini. Quale strategia utilizzano i moto-
neuroni di Drosophila per stabilire le corrette connessio-
ni cellulari? La defascicolazione dei fasci di nervi motori
in punti di uscita topograficamente appropriati guida
gruppi di assoni a sottoinsiemi di cellule bersaglio, ma lo
stadio successivo coinvolge 'adesione effettiva di specifi-
ci terminali a specifiche cellule bersaglio postsinaptiche.
Le singole cellule muscolari, sebbene molto simili 'una
allaltra, esprimono anche molecole di superficie cellula-
re che sono condivise solo con alcune delle vicine, e alcu-
ne particolari cellule muscolari esprimono concentrazio-
ni differenti delle stesse molecole rispetto alle proprie vi-
cine (Winberg ez al., 1998). E su questa base che posso-
no essere costituite connessioni altamente cellulo-speci-
fiche, Per esempio, alcuni motoneuroni normalmente in-

possano essere altre CAM per altre sottolamine; esse sono indicate dal
punto interrogativo per i neuroni che proiettano la sottolamina 3. La
sovraespressione di ciascuna delle CAM conosciute nei neuroni spo-
sta la loro connettivitd verso la sottolamina specificata, ed &€ mostrata
quando Sidekick-1 o Sidekick-2 sono espressi nei neuroni indicati con
il punto interrogativo. (Da Yamagata et al,, 2003, e Yamagata e Sanes,
2008)

nervano muscoli che esprimono alti livelli di Netrina. Ne-
gli embrioni in cui la Netfina non & espressa, gli assoni
che avrebbero normalmente innervato questi muscoli si
dirigono verso muscoli inappropriati (Mitchell ez al.,
1996). Comunque, due altre cellule muscolari che nor-
malmente esprimono Netrina rimangono innervate in
questi mutanti, suggerendo che in questi muscoli devo-
no essere coinvolte ulteriori molecole di riconoscimento.
La Connectina ¢ la seconda molecola di adesione cellula-
re omofilica che gioca un ruolo nella specificita nervo-
muscolo in questo sistema (Nose ef al., 1992a; Meadows
et al., 1994; Nose ez al., 1994, 1997; Raghavan e White,
1997). I mutanti per connectina presentano pochi difecti
nell'innervazione neuromuscolare. Comunque, quando
la Connectina & espressa ectopicamente in tutti i musco-
li nei moscerini transgenici, gli assoni motori spesso com-
piono errori di individuazione del bersaglio e invadono
muscoli adiacend ai loro soliti bersagli, che normalmen-
te non esprimono Connectina. Questa innervazione ec-
topica dipende dall’espressione della Connectina nei mo-
toneuroni, che normalmente innervano i muscoli Con-
nectina-positivi, suggerendo che questa molecola contri-
buisce alla specificita neuromuscolare attraverso I'adesio-
ne omofilica. I difetti osservati in seguito all'overespres-
sione della Connectina possono, comunque, essere in
qualche modo attribuiti all'aumento dell'adesione tra mu-
scoli che non aderiscono 'un I'altro normalmente, ren-
dendo difficile all’assone mantenere la sua solita via attra-
verso il campo muscolare (Raghavan e White, 1997).
Un terzo fattore che gioca un ruolo in questo sistema
& la molecola di adesione omofilica, FasII, che & espres-
sa anche sulle fibre muscolari (Schuster ez 2., 1996a, b;
Davis et al., 1997). Poiché Fasll & espressa su molte cel-
lule muscolari, fu condotto un esperimento pit raffina-
to, furono ciot utilizzati i promotori specifici di diversi
tipi cellulari per scambiare i livelli relativi di FaslI espres-
si in muscoli specifici. I risultato fu la formazione di si-
napsi aggiuntive sui muscoli che esprimevano livelli pitt
elevati di Fasll, a scapito delle sinapsi che si formavano
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sui muscoli adiacenti in cui FasII non era aumentata.
Questo era vero sia quando il livello di FaslI sui musco-
li meneg innervati era alto sia quando era basso; dunque
¢ il livello relativo di FaslI e non quello assoluto a essere
importante. FasIII, ur’alera molecola di adesione omo-
filica, e Semall, un fattore repulsivo secreto dal cono di
crescita, sono espressi anch’essi in serie sovrapposte di
muscoli specifici, nella Drosophila. Come nei mutanti
per connectina, i mutanti con perdita di funzione di que-
ste molecole non presentano gravi effetti sull'individua-
zione del bersaglio neuromuscolare (Winberg et al., 1998).
Ma, come per altre molecole descritte, la scorretta espres-
sione di FaslII o Semall in muscoli inappropriati, con-
duce a effetti drastici. Per esempio, il motoneurone RP3,
che esprime FaslII, spesso innerva in modo scorretto cel-
Jule muscolari vicine che non rappresentano il suo ber-
saglio, quando queste cellule esprimono FaslIIT; questo
suggerisce che, mentre agisce come molecola di ricono-
scimento del bersaglio, la sua assenza puo essere compen-
sata da altre molecole (Chiba et al., 1995). La probabi-
lita che particolari motoneuroni vadano a raggiungere
specifici muscoli pud cambiare a causa di cambiamenti
sperimentali nei livelli di una molecola di adesione di
singola cellula; questo effetto & coerente con I'idea che i

A
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coni di crescita siano in grado di distinguere i bersagli
grazie ai cambiamenti relativi nelle concentrazioni di mol-
te di queste molecole. Inoltre, errori di individuazione
del bersaglio causati dall’aumento di fattori di adesione
o di attrazione possono essere compensati dal contem-
poraneo aumento di un fattore di repulsione, come Sema,
mostrando che, effettivamente, & la combinazione delle
quantita di numerosi fattori cid che conta. Riassumen-
do, i risultati ottenuti con Fasll, FaslII, Connectina, Sema
¢ Netrina suggeriscono che l'individuazione del bersaglio
cellulare nel sistema neuromuscolare della Drosophila si
basa su un codice combinatorio che coinvolge tutte que-
ste molecole, e probabilmente anche altre (fig. 6.20).
Nei nematodi, un caso di orientamento cellulare mol-
to interessante & fornito dai motoneuroni ermafroditi
specifici che innervano la vulva. Nei mutanti per syg-1
e syg-2, i muscoli della vulva rimangono non innervati,
¢ i neuroni formano sinapsi ectopiche su bersagli non
corretti (Shen e Bargmann, 2003; Shen ez al., 2004). Le
proteine SYG-1 e SYG-2 sono molecole di adesione del-
la superfamiglia delle IgG. SYG-1 & espressa nel neurone,
e la sua partner di legame SYG-2 & normalmente espres-
sa in modo transiente non nei bersagli postsinapici, ma
in una cellula epiteliale vulvare che funge da linea guida.

B

T .-;:{.'_.'@

s

TN
Figura 6.26 Codice combinatorio di raggiungimento del
bersaglio a livello di singola cellula. A. Nella larva di Dro-
sophila selvatica non modificata, il nervo TN non innerva
le fibre muscolari 6 e 7, mentre il nervo RP3 le innerva

Ceppo selvatico
RP3 TN RP3

Aumento di Fasll
solo sul muscolo 6

entrambe. B. Quando Fasll & aumentato nel muscolo 6,
sia il nervo TN sia RP3 innervano in modo differenziato

questo muscolo. C. Quando l'espressione di Netrina o di
Fasll & aumentata in entrambi i muscoli, o quando Sema-
I diminuisce, il nervo TN innerva sia 6 sia 7. D. Quando

Netrina o Fasll sono aumentati, ma lo & anche Semall
contemporaneamente, allora il nervo TN non innerva i ™™
muscoli 6 e 7. E. Quando si ha una diminuzione di Ne-

TN N

trina o un aumento di Semall, il nervo RP3 non innerva
pitt i due muscoli. F. Comunque, quando si & in presen-

Aumento di Netrina o Fasl|
o diminuzione di Semall

Aumento di Netrina o Fasll
e aumento di Semall

za di un aumento o un decremento sia di Semall sia di
Netrina, il nervo RP3 innerva normalmente i muscoli. E
(Adattato da Winberg et al,, 1998)

RP3

RP3 RP3

Diminuzione di Netrina
o aumento di Semall

Aumento di Netrina e Semall
o diminuzione di Semall e netrina
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Questa interazione & critica per il posizionamento e la ma-
turazione dei terminali assonali, in preparazione alla for-
mazione della sinapsi sul neurone partner che arriva suc-
cessivamente. E interessante notare che, se SYG-2 & espres-
so sotto il controllo di un promotore che ne determina la
localizzazione su altre cellule epiteliali, i motoneuroni er-
mafrodito-specifici iniziano a costituire delle specializza-
zioni presinaptiche in questi siti ectopici. Quindi, il lega-
me eterofilico tra SYG-1 e SYG-2 ¢& coinvolto nel localiz-
zare la formazione delle sinapsi nei siti appropriati.

Le SynCAM e le caderine (specialmente le protoca-
derine) sono un’ampia famiglia di molecole di adesione
omofilica che possono aggiungere un altro livello di spe-
cificita, aiutando i terminali presinaptici a costituire i
contatti sulle corrette localizzazioni subcellulari (Abbas,
2003; Yamagata et al., 2003). Ci sono pilt di 50 caderi-
ne diverse, e molte di queste sono espresse in gruppi di
sinapsi. Fino a 20 diversi geni della superfamiglia delle
caderine sono espressi in schemi ristretti nel tetto in svi-
luppo (Miskevich ez al., 1998), e I'ipotesi recente & che
questi tipi di molecole, come Sdk e Syg discusse in pre-
cedenza, siano coinvolte in un codice di riconoscimento
del bersaglio (Redies e Takeichi, 1996). Come esempio
di come questo possa agire, si considerino le N- ed E-ca-
derine, che sono distribuite alle giunzioni sinaptiche in
un modello mutualmente esclusivo lungo I'albero den-
dritico di singoli neuroni piramidali (Fannon e Colman,
1996). Lesame ultrastrutturale di materiale doppiamen-
te immunomarcato rivela l'esistenza di molte sinapsi non
marcate su queste cellule, aumentando la possibilita che
le sinapsi su queste altre sinapsi siano legate da altre ca-
derine o CAM. Nell’ipotalamo ¢ stato scoperto che al-
cune protocaderine si trovano proprio sulle sinapsi ecci-
tatorie (Phillips e# /., 2003). Certamente, si suppone che
queste molecole facciano qualcosa di piti che fungere sem-
plicemente da colla tra particolari sinapsi; sembra infat-
ti che siano anche coinvolte nella maturazione, organiz-
zazione strutturale e stabilizzazione delle sinapsi, temi
che saranno trartati in dettaglio nel Capitolo 8.

“Fiutare” i bersagli

Le mappe visive e somatosensoriali nel cervello possono
essere considerate topografiche e continue. In tali mappe
i punti adiacenti nell’ambiente influiscono su recettori
adiacenti e questi, a loro volta, proiettano a cellule postsi-
naptiche vicine, cosi che, nel cervello, ¢ preservata una
mappa continua dello spazio. Tuttavia, nel cervello ci sono
alri tipi di mappe che sono discontinue e discrete. Le
mappe discrete sono mappe qualitative piuttosto che di
Organizzazione spaziale. Un buon esempio ¢ la mappa del-
lodorato. In un lavoro determinante, Buck e Axel (1991)
scoprirono che I'epitelio nasale dei mammiferi esprime
Migliaia di recettori a sette domini transmembrana, e che
ogni singola cellula sensoriale olfattiva primaria esprime
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solo un singolo tipo di recettore. I neuroni sensoriali ol-
fattivi inviano assoni al bulbo, dove creano delle connes-
sioni con cellule di secondo ordine, in complessi chiama-
ti glomeruli. Studi di fisiologia rivelano che sostanze odo-
rose differenti determinano lattivita di distinti glomeru-
li e, nel pesce zebra, un attento studio anatomico mostrod
uno schema riproducibile di circa 80 glomeruli che han-
no la stessa posizione e dimensioni da individuo a indi-
viduo (Baier e Korsching, 1994). Sorprendentemente, i
recettori che proiettano a un singolo glomerulo sono spar-
si attraverso tutto I'epitelio olfattivo secondo uno schema
piuttosto casuale, suggerendo che non c’¢ regionalizzazio-
ne dei recettori odorosi nell’epitelio sensoriale (fig. 6.21).
Gli assoni olfattivi dunque seguono un principio di col-

A
MB
HB
Nafﬁ)ce Bulbo olfattivo
Bulbo olfattivo
B

Mappatura topografica nel sistema visivo (con riferimento agli assi
anatomici)

Retina

Mappatura topografica nel sistema olfattivo (per specificita odorosa)

Figura 6.21 Comparazione di una mappa topografica nel sistema vi-
sivo (B. in alto), dove le cellule adiacenti proiettano a bersagli vicini tra
loro, creando una rappresentazione centrale dello spazio visivo, e del
sistema olfattivo (A.), dove cellule dello stesso tipo sono mescolate e i
loro assoni si organizzano e convergono, formando una mappa di rap-
presentazione dell'odore (B. in basso).
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legamento che prevede “un recettore-un glomerulo”, cosl
che tutti | neuroni olfattivi che esprimono gli stessi recet-
tori odorosi, e che quindi captano le stesse sostanze odo-
rose, proiettano allo stesso glomerulo, creando una map-
pa di informazione odorosa. Sebbene essi appaiano orga-
nizzati in modo abbastanza differente (fig. 6.21), sono
utilizzate molte strategie simili nella formazione di map-
pe continue e discrete (Luo e Flanagan, 2007).
Lepitelio olfattivo & una lamina di epitelio ritorto,
ma puod, teoricamente, €ssere appiattito. Se si osservano
tutti i neuroni sensoriali che esprimono un particolare
recettore odoroso, si nota che essi non sono distribuiti
sullintera larghezza dell’epitelio, ma sono ristretti a una
banda che copre, approssimativamente, un quarto del-
Pestensione dorso-mediale ventro-laterale. Recettori dif-
ferenti sono ristretti a bande leggermente diverse, e le cel-
lule sensoriali di una banda proiettano al corrisponden-

oB

Laterale

A\ Attivita

|

-~

(__-_.____.____._

Wegolazione genicLI
* '

Convergenza assonale

Figura 6.22 A. (in alto) Migliaia di neuroni recettori olfattivi (Olfacto-
ry Receptor Neurons, ORN) nell'epitelio olfattivo (OE) che esprimono
un recettore odoroso (OR) comune fanno convergere le loro proiezio-
ni assonali sullo stesso glomerulo (freccia) nel bulbo offattivo (OB). (Da
Mombaerts et al., 1996) (in basso) Gli ORN che esprimono un dato
OR sono distribuiti in una banda lungo gli assi da dorso-mediale (DM)
a ventro-laterale (VL) nellOE e proiettano i loro assoni a posizioni cor-
rispondenti, abbinate a colori, lungo l'asse dorso-ventrale dell'OB. In ac-
cordo con i dati di Miyamichi et al., (2005). | rettangoli tratteggiati cor-
rispondono agli schemi di OB in (B) e (C), comne indicato. A, anteriore;
P, posteriore; D, dorsale; V, ventrale. Lasse A-P in basso a sinistra (epi-
telio nasale) & ortogonale al piano mostrato. B. Livelli basali di proteina
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te dominio ristretto dorso-ventrale nel bulbo olfattivo
(fig. 6.22A) (Miyamichi et 4l., 2005). La topografia con-
tinua ma grossolana in questo asse, «inizia ad assomiglia-
re a una mappa visiva», notarono Luo e Flanagan (2007).
In ogni banda, comunque, tutti i recettori che esprimo-
no uno specifico gene per un recetore odoroso sono am-
piamente dispersi nell'asse anteroposteriore, cosl, se an-
che ¢’& una qualche topografia in questo asse, €ssa non &
evidente. Sorprendentemente, sebbene tipi differenti di
cellule sensoriali olfattive siano sparse un po’ qua e un
po’ la attraverso circa un quarto dellintero epitelio, tut-
ti gli assoni di ogni tipo cellulare sensoriale convergono
in modo altamente riproducibile in un singolo glomeru-
lo, in specifiche regioni del bulbo olfattivo (Vassar et al.,
1994; Mombaerts, 1996).

La grossolana mappatura dei neuroni olfattivi sull’as-
se dorso-ventrale del bulbo utilizza, sembra, segnali di
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I'espressione genica che contribuisce allindividuazione del bersaglio da
parte dellassone ORN, grazie allattivazione di cAMP e CREB da parte
delladenilato ciclasi. Nello specifico, i presunti recettori di orientamen-
to dell'assone sono stati identificati come bersaglio di questa via dise-
gnalazione ed esibiscono una distribuzione graduale lungo l'asse A

nellOB. In accordo con i dati di Imai et al,, 2006, C. Lespressione OR:
correlata e attivita-dipendente delle molecole di adesione omofilica Kir
rel2 e Kirrel3, e la coppia ligando/recettore di orientamento repulsivo
assonale Efrina-A e Eph-A, possono contribuire alla convergenza asso®
nale locale e allo smistamento. In accordo con i dati di Serizawa et dl
(2006). (Da Luo e Flanagan, 2007)
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orientamento e topografici che abbiamo gia discusso,
come molecole di adesione cellulare e fattori di orienta-
mento repulsivi. Ma cid che ci interessa in questo caso
¢ come gli assoni di una singola classe di recettori con-
vergano su glomeruli topograficamente fissati in modo
da creare nel cervello una mappa olfattiva coerente (Vas-
sar et al., 1994; Mombaerts, 1996). Ci sono due possi-
bilita: la prima ¢ che I'espressione di uno specifico gene
codificante per un recettore sia, in qualche modo, colle-
gato all’espressione o all’attivazione di un particolare
gruppo di molecole di orientamento. La seconda, e piit
radicale, possibilita & che le stesse molecole recettrici ol-
fattive siano espresse sui coni di crescita assonali e siano
coinvolte nel “fiutare” la corretta area bersaglio postsi-
naptica. Diamo prima un’occhiata a questa piu interes-
sante possibilitd. La prima domanda ¢ se le molecole re-
cettrici odorose siano espresse sugli assoni e sui coni di
crescita. La risposta ¢ si; infatti sia 'mRINA sia le protei-
ne dei recettori odorosi sono espressi sui coni di cresci-
ta (Barnea ez al., 2004) (fig. 6.23). La domanda succes-
siva & cosa accade quando un recettore & eliminato. Gli
assoni perdono la capacita di trovare il loro bersaglio?
Per rispondere a questa domanda, geni marcatori come
lacZ sono stati inseriti per rimpiazzare specifici loci re-
cettoriali. Allora, /acZ & espresso nelle cellule che nor-
malmente avrebbero espresso un particolare recettore e,
esaminando la distribuzione di /zcZ, che & trasportato
lungo gli assoni di queste cellule, si pud osservare che gli
assoni appaiono disorientati e non convergono sui loro

Figura 523 Una proteina, recettore odoroso, & espressa sia nei den-

diit sia negli assoni di neuroni sensoriali olfattivi. A e B. Colorazione del-
Iep_ltelio olfattivo di topo con anticorpi verso due diversi recettori odo-
f0si (uno evidenziato in rosso, l'altro in verde). C e D. Colorazione del
bulbo offattivo di topo con gli stessi anticorpi. Scala, 10mm. (Da Bar-
Nea et al, 2004)

6. Selezione del bersaglio

bersagli (Wang ez al., 1998). Questo suggerisce che i re-
cettori olfattivi sono fondamentali per un’accurata indi-
viduazione del bersaglio nel bulbo. E interessante nota-
re, comunque, che il corretto raggiungimento dell’obiet-
tivo da parte di questi assoni avviene anche se una pro-
teina G costitutiva & impropriamente espressa in queste
cellule (Imai et al., 2006; Chesler et «l., 2007). La cor-
retta interpretazione della crescita apparentemente di-
sordinata degli assoni che non esprimono il loro recet-
tore normale ¢ allora complicata dal fatto che, quando
un neurone olfattivo ¢ ostacolato nell’esprimere un par-
ticolare recettore odoroso che attiva una proteina G, esso
scegliera in maniera casuale di esprimere uno dei miglia-
ia di altri recettori. Dunque, nell’esperimento di elimi-
nazione del recettore, ognuna delle cellule che normal-
mente esprimono il recettore odoroso deleto sceglie di
esprimere un altro recettore al suo posto. Quindi, que-
sti assoni non avevano necessariamente perduto la loro
via verso il loro normale glomerulo, ma stavano invece
individuando accuratamente una gran varieta di diversi
glomeruli che corrispondevano ai loro nuovi recettori.

Scambiare i recettori & probabilmente un modo mi-
gliore per verificare se i recettori odorosi hanno un ruo-
lo di per sé nell'identificazione del bersaglio (Momba-
erts et al., 1996; Wang ez al., 1998). Dunque, in un al-
tro gruppo di esperimenti, il gene di un recettore odo-
roso specifico fu rimpiazzato da un gene di fusione con-
tenente non solo /zcZ ma anche il cDNA per un diver-
so recettore, cosi che gli assoni che esprimevano questo
recettore fossero facilmente individuabili (fig. 6.24).
Quando i neuroni olfattivi, che hanno come bersaglio
zone distinte del bulbo, si trovano con i propri recetto-
ri scambiati, essi non hanno pitt come obiettivo né i loro
normali glomeruli né i glomeruli tipici dei loro nuovi
recettori odorosi. Invece, essi si dirigono su un nuovo
specifico glomerulo da qualche parte nel mezzo, sugge-
rendo che i recettori odorosi abbiano un qualche ruolo
nel prendere la mira, ma anche che ci devono essere al-
tri fattori che guidano questi assoni ai loro bersagli spe-
cifici. Ci sono infatti evidenze sempre maggiori che sia
cosl. Come i muscoli della larva di Drosophila scoperti
in precedenza, diverse combinazioni di molecole di ade-
sione cellulare e di orientamento sembrano essere espres-
se da diversi neuroni recettori olfattivi. Questi fattori
possono condurre un assone olfattivo verso una zona vi-
cina appropriata e poi gli assoni possono avvalersi dei
loro recettori per il raggiungimento dell’obiettivo fina-
le. Quest'idea ¢ sostenuta dall’osservazione che, quando
i recettori dei neuroni sensoriali che hanno bersagli vi-
cini nella stessa regione sono scambiati fra di loro, gli as-
soni fanno bersaglio precisamente sulle zone vicine al
glomerulo del recettore scambiato (fig. 6.24).

Anche cambiamenti minori nella regione codifican-
te del gene per un recettore olfattivo causano cambia-
menti nella destinazione finale degli assoni che esprimo-
no quel gene (Feinstein e Mombaerts, 2004). I residui
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M71— P2) glomerulo tra i glomeruli M71 e P2 (P3— P2) proprio accanto al glomerulo P3

Figura 6.24 | recettori olfattivi sono coinvolti nellindividuazione del <o M71 invece del recettore P2, essi convergono su un glomerulo da
i normali P2 e M71. D. S sono forzati a

le. A. Gli assoni provenienti dai neuroni offattivi, che qualche parte tra i glomeru
glomerulo P2. B.Se esprimere il recettore p3, che & relativamente vicino al glomerulo P2,

omerulo accanto a P3. (Da Mombaerts, 1996

bersaglio centra
esprimono il recettore odoroso P2, convergono sul
il recettore P2 & rimosso, questi assoni non convergono su alcun glo-  essi CONVergono suun gl

merulo. C. Se a questi neuroni viene fatto esprimere il recettore odoro- Wang et al., 1998)

to nellespressione genica dovuta al fattore di trascrizio
ne CREB. Si pensa che CREB possa regolare in mod:

differenziato I'espressione di recettori che fungono da se

amminoacidici critici che influenzano |’ orientamento

tendono a essere raggruppati tra loro nei domini tran-

smembrana. Quando questt domini sono scambiati tra
due recettori genitori, gli assoni che esprimono 1 recet- gnale di orientamento, come Neuropilina (il recettote<

tori ibridi possono dirigersi sullo stesso glornerulo su cul Sema), sul coni di crescita dei neuroni sensoriali, cos
mappa |'assone che esprime la molecola genitore, 0 sU che potrebbe aiutarli a raggiungere il bersaglio appr¢
un glomerulo completamente diverso. Qualunque cosa priato nel bulbo (fig. 6.22B).

facciano, sembra che tutti gli assoni che esprimono le
stesse proteine chimeriche si comportino nello stesso
modo. Inoltre, gli assoni che esprimono lo stesso recet

tore fascicolano l'uno con P'altro, prima di entrare nel
neuropilo glomerulare (Potter et al., 2001). Ma se la mo- Nelle rane e negli embrioni di pesce, gli assoni della re

lecola recettrice odorosa & utilizzata nella fascicolazione 12 proiettano circa Verso la corretta regione topogta

assonale e nel riconoscimento del bersaglio, i recettori  nel tetto, € iniziano poi a ramificare in questa zona

odorosi sui coni di crescita di queste cellule sensoriali  riser al., 1983; Stuermer € Raymond, 1989). Le ram

“Gutano” la loro via 0 C& in gloco un meccanismo diver- cazioni terminali precoci che fanno questi assoni P
so? Per esempio, potrebbc essere che il recettore odoro- nouna frazione sostanziosa del tetto. Dunque, la ma
5o attivi in qualche modo un meccanismo che prende la retino-tettale & ordinata, ma ¢ un alto tasso di sovt
mira? | recettori odorosi, in quanto molecole recettrici posizione tra le ramificazioni retiniche individuali. In
sette domini transmembrana, attivano delle proteine G ti, le registrazioni fisiologiche di ogni neuronc tett?
quando si legano alle sostanze odorose. Le proteine G, questi stadi precoci della formazione della mapp? r

una volta attivate, mediano e un ¢

Modificare e mettere a punto le connessioni

la segnalazione intracellula-  rane indicano che ogni neurone tettale ricev

pia frazione delle RGC presentt

re di cAMDP, e questo ha come risultato un cambiamen- proveniente da un'am
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la retina embrionale (Zhang ez al., 1998). Nel corso del-
lo sviluppo, le ramificazioni terminali vengono perfezio-
nate per frazioni sempre pili piccole dell’area del tetto, e
il collegamento topografico diventa sempre piir preciso
(Sakaguchi e Murphey, 1985). Nel pollo e nel topo, gli
assoni retinici oltrepassano i loro punti di terminazione
di una certa misura, e iniziano a formare ramificazioni
interstiziali approssimativamente nella posizione topo-
grafica corretta, dietro il cono di crescita (Nakamura e
O’Leary, 1989; Simon e O’Leary, 1990, 1992) (fig. 6.25).
La specificita topografica & in seguito aumentata grazie
alla ramificazione preferenziale dei rami posizionati cor-
rettamente, e |'eliminazione dei rami ectopici.

Durante la vita dell'individuo possono avvenire feno-
meni di perfezionamento topografico. Si consideri il caso
del pesce rosso. Esso nasce come piccolo animale di 1
mg, ma nel corso della sua vita pud arrivare a pesare piit
di 1 kg, aumentando il suo volume un milione di volte.
Mentre 'animale cresce, anche la retina cresce propor-
zionalmente, aggiungendo cellule in modo circonferen-
ziale sul bordo o al margine. Anche il tetto cresce, ma
principalmente nel terminale caudale. Affinché la map-
pa retino-tettale rimanga distribuita uniformemente, gli
assoni retinici devono ritrarre continuamente le ramifi-
cazioni anteriori e inviare nuove ramificazioni pilt poste-
riormente nel tetto (Gaze et al., 1979). Gli assoni prove-
nienti dal centro di una grande retina adulta, derivano
dalle cellule gangliari retiniche piu vecchie, nate quando

Figuiz 5.25 Gli assoni RGC oltrepassano la loro zona di terminazio-
Ne corretta in modo posizione-dipendente negli embrioni di pollo. A.
A?so_ni RGC nell'intero tetto marcati con una piccola iniezione focale
di Dil nella retina temporale periferica (in alto), nella retina centrale
_(r}el mezzo), o nella retina periferica nasale (in basso) a E11. | siti di
lnlezut_)ne sono mostrati negli schemi della retina dissezionata in toto
ed ewdenziati da frecce. Il posizionamento relativo degli assoni e del-
€ ramificazioni evidenziati nel tetto & mostrato a destra, con disegni
| contorno di ogni tetto su cui sono tracciati gli assoni e le ramifica-
Zoni evidenziate. Gli assoni hanno oltrepassato la loro TZ topografica-
Mente corretta (le posizioni predette delle TZ sono contrassegnate

6. Selezione del bersaglio i &

il pesce era solamente una piccola larva (fig. 6.26). Ini-
zialmente questi assoni proiettano al centro del tetto del-
la larva. Le cellule del tetto della larva rimangono al polo
anteriore del tetto, mentre nuove cellule sono aggiunte
caudalmente nel corso della vita. Cos, per il momento
in cui il pesce ha raggiunto proporzioni adulte, gli asso-
ni delle cellule gangliari retiniche nel centro della retina
proiettano alle cellule nel mezzo del grande tetto adulto,
forse un millimetro distante (Easter e Stuermer, 1984).
Dunque, questi assoni continuano a cambiare i loro ber-
sagli preferiti verso cellule sempre pit: posteriori, nel cor-
so della loro vita. Un simile cambiamento nella riorga-
nizzazione delle connessioni ¢ evidente quando meta del-
la retina o del tetto di un pesce viene asportato. Quan-
do viene asportata meta della retina, le proiezioni della
porzione rimanente si espandono, per coprire tutto il tet-
to. Quando invece & rimosso meta del tetto, le proiezio-
ni retiniche si comprimong per innervare la meta rima-
nente (Schmidt e Easter, 1978; Schmidt e Coen, 1995).
Questo tipo di regolazione & osservabile anche nei crice-
ti neonati con il collicolo superiore parzialmente aspor-
tato (fig. 6.17). Questa forma di espansione o compres-
sione topografica, come lo spostamento naturale conse-
guente alla crescita asimmetrica del tetto, non dipende
dagli schemi di attivita delle fibre retiniche. La regola-
zione pud avvenire al buio o anche in presenza continua
di tetrodotossina (TTX), che blocca i potenziali d’azio-
ne (Meyer e Wolcott, 1987).
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con punte di freccia nere), ma la distribuzione delle ramificazioni in-
terstiziali lungo gli alberi assonali (punte di freccia bianche) & forte-
mente spostata per la posizione della TZ futura lungo I'asse antero-
posteriore (A-P) del tetto. Gli assoni temporali periferici mostrano il
maggior superamento del punto terminale, e gli assoni nasali perife-
rici mostrano un superamento minore. B. La distribuzione delle rami-
ficazioni interstiziali lungo 'albero assonale & espresso in percentua-
le. Lasse A-P del tetto & diviso in intervalli di 500 wm, e il numero di
ramificazioni in ogni intervallo & rappresentata come percentuale del-
le ramificazioni totali per ognuno dei tre gruppi di iniezione. (Da Ya-
tes et al, 2001)
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Po-

Temporale@ T
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del tetto
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B Controllo Meta del tetto Regolazione

C Controllo Meta retina Regolazione

ot Nasale Rimozione nasale

1 f ; T

Figura 6.26 Spostamento delle connessioni. A. Nel corso della vita di
una rana, o di un pesce, i loro occhi e il loro cervello continuano a cre-
scere. La retina cresce come un albero, in modo circonferenzale, men-
tre il tetto si espande in semicerchi posteriormente. Come risultato, la
porzione della nuova retina aggiunta temporalmente, deve inviare as-
<oni al tetto primordiale anteriore, mentre le fibre provenienti dalla re-
tina centrale primordiale devono spostarsi posteriormente, € nuove fi-
bre nasali si dirigono al tetto posteriore appena formato al fine di man-
tenere un ordine topografico nella mappa. B. Se meta del tefto & rimos-
so nel pesce, dopo circa un mese |a mappa retinotopica si imodellera
e si comprimera per occupare in modo uniforme la meta rimanente del
tetto. C. Una regolazione simile awiene quando viene rimossa meta

della retina. Le proiezioni fimanenti si espandono in ttto il tetto. (Da
Schmidt e Easter, 1978; Gaze etal, 1979; Schmidt e Coen, 1995)

Queste connessioni mutevoli fanno parte di un fe-
nomeno di sviluppo piut ampio in base al quale, una vol-
ta che la mappa topografica & stata formata, essa viene
messa a punto, modificata e regolata finemente. Una par-
ce della rifinitura pud essere basata su schemi di cresci-
ta, 0 pud seguire eventi craurmatici, come affermato in
precedenza, ma essa ha anche un’attivita, o aspetto, di-
pendente dall’esperienza. Senza Pimpulso dato dall’atti-
vith, la mappa retino-tettale del pesce rosso ¢ topografi-
ca, ma le dimensione dei campi recettivi registrati nel
tetto sono pitt grandi e meno precisi del normale. Lana-
lisi delle ramificazioni assonali individuali della retina
mostra che esse sono circa quattro volte pitt grandi di
quelle normali (Schmidt e Buzzard, 1990). Esami ripe-
tuti nel tempo di singole ramificazioni retiniche mostra-
no gli efferti dell’activita sulla ramificazione e sulla topo-
grafia. Quando I'attivith retinica & abolita dalla tetrodo-
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tossina (TTX), il risultato & un aumento nell’aggiunta e
nell’eliminazione di rami; in altre parole, la stabilita dei
rami diminuisce ed essi continuano Pesplorazione di un
territorio pilt ampio (Schmidt e Buzzard, 1990).
& un semplice detto nel campo della neurobiologia
dello sviluppo: «neuroni che scaricano insieme, si lega-
no insiemen. Nel sistema retina-tetto del pesce rosso, ¢
possibile applicare questo assunto regolando le modali-
¢ di scarica per cambiare sperimentalmente i campi re-
cettivi dei neuroni del tetto in qualunque direzione nel-
lo spazio visivo (Vislay-Meltzer ez 4l., 2006). I meccani-
smi con cui Pattivita simultanea pub avere tali effetti sul-
la regolazione delle connessioni sono affrontati in detta-
glio nel Capitolo 9. In questa sede si vuole solamente far
notare come lattivica influisca sulle mappe topografiche
nel sistema nervoso. Un esempio particolarmente inte-
ressante & la corteccia somatosensoriale. Il neurochirur-
go Wilder Penfield (Penfield, 1954a), durante Iesecuzio-
ne di operazioni per rimuovere foci epilettici nel cervel-
lo di pazienti completamente coscienti, colse 'opportu-
nita per studiare l'organizzazione della corteccia stimo-
lando localmente diverse regiont con uz elettrodo. Quan-
do stimolava il giro postcentrale, i pazienti riportavano
la sensazione di essere toccati in specifiche aree del cor-
po. La stimolazione di punti adiacenti faceva si che i pa-
zienti sperimentassero wali sensazioni nelle porzioni vici-
ne della superficie corporea, sebbene i fossero occasio-
nali salti, come tra la mano e la faccia. Mappando que-
ste sensazioni nella corteccia di diversi pazienti, Penfield
fu in grado di mettere insieme un homunculus somato-
sensoriale coerente ¢, nel giro precentrale, di un homun-
culus topografico corrispondente, in cui la stimolazione
causava il movimento di specifiche parti del corpo (fig:
6.27). Un elemento rilevante che Penfield noto imme-
diatamente nell homunculus era l'ingrandimento relati-
vo di parti della mappa. Questa sembra essere una carat |
ceristica costante in molte mappe del SNC. I tratti pil
ampi dell’ homunculus umano sono le labbra, la linguace
le punte delle dita. Al contrario, la rapprescntazione del-
la parte superiore della schiena & abbastanza piccola. In
altri animali, la corteccia somatosensoriale ha una rap”
presentazione espansa di differenti parti del corpo: p&!
esempio, le zampe del procione, il naso della talpa naso,
a stella e le vibrisse del topo sono particolarmente gra®”
di. Lingrandimento di alcune parti del corpo nella sud.
rappresentazione corticale & dovuta, probabilmente, alla
densita dell'innervazione periferica. Quindi, nelluom®
la punta di ogni dito ha pitt o meno la stessa quantitd
recettori sensoriali dell’intera parte alta della schiena-
Nell’uomo, la perdita di censibilica in un'area del €O
po, come accade quando un nervo periferico ¢ reciso 1t
seguito 2 un incidente o all'intervento medico, spessd der
ed

cermina ur’invasione della rappresentazione cortic
quell'area da parte delle rappresentazioni delle parti adie
centi. Si pensa che questa sia la ragione per cul le pers?
ne che hanno perso un arto possono riferire di prove®




-08-17990-6

giunta e
silith dei
ne di un
).
biologia

, si lega-
rosso, ¢
modali-
ampi re-
one nel-
neccani-
ferti sul-
in detta-
aente far
»grafiche
nte inte-
‘ochirur-
2secuzio-
2l cervel-
>pportu-
ia stimo-
0. Quan-
ortavano
: del cor-
che i pa-
ioni vici-
' occaslo-
ndo que-
, Penfield
' somato-
1 homun-
10lazione
srpo (fig.
td imme-
1to relati-
1na carat-
tratti pilt
alingua e
zione del-
iiccola. In
L una rap-
‘orpo: per
talpa naso
ente gran-
) nella sua
Nente, alla
lell'uomo,
juantica di
schiena.
tta del cor-
L reciso in
‘Z;:Spesso de-
forticale di

> le perso-
dl provare

© 978-88-08-17990-6

A Area motoria

Figura 6.27 Rappresentazione somatotopica nella corteccia. A. Uarea
motoria del giro precentrale della corteccia cerebrale umana fu stimo-
lata elettricamente durante un intervento neurochirurgico. B. Un ho-
munculus corporeo sulla corteccia motoria illustra la sequenza ordina-
ta di rappresentazione dei vari muscoli, ma anche la rappresentazione
sproporzionatamente ingrandita dei muscoli implicati nei movimenti
di particolare complessita. (Da Penfield, 1954)

sensazioni nell’arto fantasma, specialmente quando vie-
ne toccata una parte del corpo la cui rappresentazione
corticale ¢ vicina a quella dell’arto mancante (Ramachan-
dran e Rogers-Ramachandran, 2000). Toccare il viso di
una persona in questa condizione pud darle la sensazio-
ne di essere stata toccata sulla mano mancante. La spie-
gazione ¢ che le fibre nervose che trasmettono le infor-
mazioni riferite al tocco sul viso invadono [’area cortica-
le adiacente, che era utilizzata per ricevere le informazio-
ni dall’arto perduto. Il resto del cervello perd, non ha an-
cora “imparato” il cambiamento di significato del segna-
le che arriva a questa parte della corteccia, cosi esso lo in-
terpreta ancora come il tocco sulla mano (fig. 6.28). Espe-
timeni sulle scimmie, in cui una copertura di TTX sul
Dervo paralizza temporaneamente un singolo dito, han-
No mostrato che ¢’¢ una rapida riorganizzazione della
Mappa somatosensoriale a livello della corteccia. Nel giro
d} qualche giorno, la rappresentazione del dito insensi-
.llf? si restringe, e la rappresentazione delle dita adiacen-
Ust espande (Merzenich e Jenkins, 1993). Questi cam-
lamenti corticali nella rappresentazione della somato-
t0pia possono essere molto ampi, anche negli animali
2ormali, come rivelato da un originale esperimento del
ational Institute of Health. Gli antivivisezionisti ruba-
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rono un gruppo di scimmie dopo che la loro corteccia
somatosensoriale era stata mappata, ed esse non furono
ritrovate che 10 anni dopo circa. Quando gli scienziati
rimapparono la loro corteccia somatosensoriale, scopri-
rono che la portata dei riarrangiamenti era radicale, nel-
I'ordine delle decine di millimetri (Palca, 1991). Cost,
una riorganizzazione minore della mappa somatosenso-
riale sta avvenendo durante la vita, probabilmente in-
fluenzata dall’esperienza e dall’attiviti. Anche il norma-
le utilizzo pud cambiare le rappresentazioni topografiche
in modo impressionante. Le scimmie addestrate a uiliz-
zare solo un dito per distinguere le differenze tra diverse
trame superficiali per poche ore al giorno per molti mesi,
presentano una rappresentazione corticale di quel dito
enormemente espansa (Recanzone ez al., 1992).

Le rappresentazioni centrali del sistema somatosenso-
riale sono flessibili e possono dipendere dalla stimolazio-
ne sensoriale, soprattutte in giovane eta. Nel topo, sin-
gole aree corticali, chiamate barili, sono dedicate a ogni
vibrissa. I campi a barili della corteccia sono di dimen-
sioni praticamente uguali alla corteccia somatosensoria-
le dedicata al resto del corpo (Woolsey e Van der Loos,

A B
Normale | | ||
Normale Amputato
C D E
Corteccia

Ramificazione 3
nell'area
corticale
del braccio

L'area

del braccio
del talamo
. degenera
Tutte Amputazione Amputazione
le connessioni del braccio centrale
intatte periferico; o danno spinale;

ineuroni DRG  gli assoni DRG
sopravvivono degenerano

Figura 6.28 Plasticita su larga scala nella corteccia somatosensoriale.
A. La normale organizzazione della topografia corticale nel sistema so-
matosensoriale. B. Un danno a un braccio pu® determinare una riorga-
nizzazione su larga scala della mappa corticale. C. C'&¢ una mappatura
isomorfa del talamo somatosensoriale sulla corteccia primaria. D. Quan-
do il braccio & danneggiato perifericamente e i neuroni sensoriali nel DRG
soprawivono, la riorganizzazione & pil corticale che talamica. E. Quando
il danno & pit centrale e determina la degenerazione delle cellule DRG,
sia il talamo sia la corteccia si riorganizzano. (Da Merzenich, 1998)
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1970). Ci sono cinque file di barili che corrispondono
alle cingue file di vibrisse. Quando una setola & distrut-
ta tramite cauterizzazione precocemente nella vita del
topo, il barile corticale che la rappresenta si restringe,
mentre i barili adiacenti si espandono nel territorio del-
la corteccia dedicato, in origine, alla vibrissa cauterizza-
ta (Dietrich et al., 1981; Simons ez al., 1984) (fig. 6.29).
Quando due vibrisse sono incollate assieme, i loro barili
corticali si fondono. La scoperta probabilmente pit sor-
prendente ¢ il caso del topo che era nato con una vibris-
sa in pili, come capita a volte. Questo topo aveva un ba-
rile in pitt nella corteccia (Van der Loos ez al., 1984). Da
questi risultati emerge chiaramente che la rappresenta-
zione neurale della superficie corporea ha una certa fles-
sibilita nella sua struttura. Gli stessi campi sensoriali, ¢ la
loro attivitd, guidano questa flessibilita.

Lattivith pud giocare un ruolo critico nel migliora-
mento della selezione del bersaglio da parte degli assoni
sensoriali odorosi. Se gli assoni attivi nello stesso mo-
mento tendono a terminare vicini, allora i neuroni ol-
fattivi con le stesse molecole recettrici dovrebbero rispon-
dere nello stesso modo alle sostanze odorose. Se i neu-

canza di un barile

Campo a barili fuso

Figura 6.29 Plasticita del campo a barili murino nella corteccia soma-
tosensoriale. A. Corrispondenza tra le vibrisse e il campo a barili nella
cortecdia di un topo normale. B. Una vibrissa in pit nella fila C provoca
|a formazione di un barile in piti in un punto appropriato della corteccia.
C. Un danno neonatale alla vibrissa B3 causa un restringimento di que-
sto barile e l'espansione di quelli adiacenti. D. Unire due vibrisse causa
|a fusione di due campi a barili. (Da Woolsey e Van der Loos, 1970)
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roni sensoriali olfattivi esprimono una mutazione che li
rende elettricamente non responsivi alle sostanze odoro-
se, sebbene essi mappino correttamente, all’inizio, sui
glomeruli bersaglio, poi non riescono a competere con
gli assoni attivi che esprimono lo stesso recettore, € ven-
gono eliminati (Zhao e Reed, 2001). E interessante no-
tare che questi assoni possono essere recuperati grazie a
tappi nel naso, che causano la privazione di sostanze odo-
rose agli assoni potenzialmente attivi. Questi studi sug-
geriscono che lattivita competitiva & necessaria per sta-
bilizzare le connessioni specifiche nel bulbo. Lidea del-
la competizione & rafforzata dalla scoperta che, molto
presto nell'innervazione del bulbo, alcuni glomeruli sono
innervati da pitt di un tipo recettoriale di assone; questo
modello viene perd riorganizzato dopo la nascita, cosl
che, alla fine, ogni glomerulo & innervato da un solo tipo
recettoriale (Zou et al., 2004). Limportanza del succes-
so dellattivita fisiologfca nella creazione della mappa ¢
sostenuta anche da esperimenti che mostrano come l'ini-
bizione di tutte le attivita spontanee in un gruppo di
neuroni sensoriali olfattivi, che esprimono un singolo
recettore odoroso, causa un disfacimento selettivo del
glomerulo bersaglio. A questo punto, gli assoni che ori-
ginariamente invadevano questo glomerulo creano con-
tatti inappropriati in diverse regioni del bulbo (Yu et al,,
2004). Lattivita di impulso degli assoni olfattivi, come
Pattivita delle proteine G, regola I'espressione di mole-
cole di orientamento repulsive, come Efrina-A5 e Eph-
AS, e molecole di adesione omofilica come Kirrel2 e Kir-
rel3 (Serizawa et al., 2006). Lespressione attivita-dipen-
dente di queste molecole pub aiutare gli assoni che espri-
mono lo stesso recettore odoroso a fascicolare assieme ¢
segregare da assoni appartenenti ad altre classi odorose
che si dirigono nelle vicinanze (fig. 6.22¢).

Trovare la strada che porta in prossimita del corretto ber-
saglio & solo il primo passo nel processo di selezione del-
le corrette cellule postsinaptiche su cui fare sinapsi. Aven-
do raggiunto la soglia del bersaglio, gli assoni utilizzano
una gran varieta di segnali, come cambiamenti relativi
nei fattori di crescita, per entrare nel bersaglio e iniziare
a ramificare. Gli assoni in crescita sono spesso incorag:
giati a entrare in un bersaglio da un ingresso specifico; ¢
scoraggiati dall’uscirne attraverso barriere repulsive che
li circondano da ogni parte. Ci sono una gran varietd di
molecole nella zona bersaglio, compresi fattori di crescl”
ta, neurotrofine e CAM, che concorrono, spesso in cofm
binazione, a codificare diverse possibili cellule bersaglio
lungo diversi assi e strati. Nelle mappe continue, le at:
ferenze in arrivo si distinguono 'una dall’altra grazie le
quantita graduate di diversi recettori, come i recetto!
Eph, sulle loro superfici, cosi che essi rispondano in moc

topografico ai gradienti di segnali di orientamento, com¢
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le Efrine attraverso le cellule bersaglio. Questi gradienti
di ligandi e recettori sono spesso il risultato di eventi di
modellamento che avvengono molto precocemente nel-
I’embrione,’;per esempio, quelli che creano i modelli ro-
stro-caudali e dorso-ventrali (vedi Cap. 2). Le mappe di-
screte, nonostante rappresentino informazioni qualita-
tive invece che spaziali, utilizzano meccanismi di indivi-
duazione dell’obiettivo simili. Segnali molecolari, nella
forma di recettori specifici, molecole di adesione omo-
filica o eterofilica, e in particolar modo molecole come
Dscam, che possono mostrare una grande diversita, sono
spesso coinvolte nei livelli finali, cellulari e sinaptici, di

6. Selezione del bersaglio

individuazione del bersaglio. La natura molecolare del
riconoscimento del bersaglio, porta ad apprezzare come
un sistema nervoso possa collegare i suoi elementi, con
un grado di precisione piuttosto elevato, in assenza di
funzione. La precisione delle connessioni neurali, co-
munque, normalmente dipende dall’attivita neuronale,
che entra in gioco quando le sinapsi sono state formate
(vedi Cap. 8). Questo & il momento in cui i collegamen-
ti del sistema nervoso possono essere verificati e messi a
punto per assicurarsi che siano in buono stato. Nel Ca-
pitolo 9, impareremo di pili su come funzioni l'attivita
neurale per modificare la connettivita sinaptica.
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