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Formazione ed eliminazione delle sinapsi

Jeff W. Lichtman, Steven J. Burden, Susan M. Culican, Rachel O. L. Wong

I processi di costituzione e mantenimento delle
sinapsi giocano un ruolo centrale nella creazione di
circuiti neuronali funzionali. La formazione delle
sinapsi segue gli eventi che sono stati descritti nei
capitoli precedenti: il controllo dell’identita neuro-
nale (Capitolo 17) e il processo di guida degli assoni
e di selezione del bersaglio (Capitolo 18). L’arrivo di
un assone alla cellula bersaglio scatena una serie di
eventi neurochimici e morfologici che creano la
struttura conosciuta come sinapsi (vedi anche Ca-
pitoli 7 e 9). La costituzione di una sinapsi in segui-
{o al contatto iniziale fra l'assone in via di accresci-
mento e la sua cellula bersaglio, implica uno scam-
bio elaborato di segnali fra il neurone e il bersaglio,
nell’ambito del quale ogni cellula sostiene e induce
la differenziazione del suo partner. Nella prima
parte di questo capitolo considereremo i meccani-
smi cellulari e molecolari che sono alla base della
formazione delle sinapsi durante lo sviluppo.

La formazione delle sinapsi, comunque, non tet-
mina la storia di come viene costituita il pattern fina-
le delle connessioni sinaptiche. Il sistema nervoso in
via di sviluppo produce connessioni in grande ec-
cesso; in alcune strutture del cervello, sono presenti
precocemente circa il doppio delle connessioni che
poi verranno mantenute nell’adulto. Nella seconda
parte di questo capitolo, discuteremo della elimina-
zione delle sinapsi, una fase cruciale nella regola-
sione fine delle connessioni funzionali specifiche a
partire da un pattern inizialmente pitt diffuso. Gli
assoni presinaptici competono fra loro per il bersa-
glio postsinaptico e gli elementi che risultano per-
denti nella competizione retraggono le loro sinapsi

e qualche volta, ma non sempre, muoiono (vedi
Capitolo 20). Sia la distribuzione temporale, sia
Vefficacia dell’attivita neuronale, giocano un ruolo
essenziale nella regolazione di questo fenomeno. Si
pensa che la combinazione di questi due fenomeni
dello sviluppo — la formazione di sinapsi con le
appropriate cellule bersaglio e I'eliminazione delle
sinapsi che non riescono ad essere stabilizzate da un
appropriato pattern di attivita neuronale — sia alla
base della formazione durante lo sviluppo della
struttura finale e specifico delle connessioni adulte.

FORMAZIONE DELLE SINAPSI

Sebbene sia probabile che il processo di forma-
zione delle sinapsi sia simile nel sistema nervoso
centrale e in quello periferico, buona parte della
nostra conoscenza riguardo ai meccanismi che ne
stanno alla base ha origine dagli studi della giun-
zione neuromuscolare, cioé della sinapsi formata
fra i motoneuroni spinali e le loro cellule muscolari
bersaglio nel corpo. Gli studi della sinapsi neuro-
muscolare hanno tratto beneficio da: (1) la relativa
facilita con cui & possibile manipolare in vivo le sina-
psi in sviluppo o rigeneranti; (2) I'utilizzo di sistemi
di colture cellulari sia per i motoneuroni, sia per le
cellule muscolari; (3) lo studio dell’organo elettrico
di Torpedo, che rappresenta una sorgente abbondan-
te ed omogenea di sinapsi simili a quella neuromu-
scolare; e (4) 'utilizzo di topi mutanti e transgenici
per studiare ed alterare l'espressione genica.
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La formazione di sinapsi segue il contatto
fra i coni di crescita del motoneurone

in via di sviluppo e le fibre muscolari

che si stanno differenziando

Subito dopo il contatto fra |’assone del motoneu-
ronein érescita eil miotubo che sista differenziando,
dei segnali vengono scambiati fra il nervo e il musco-
lo, tali segnali danno il via alla formazione e all’as-
semblaggio sia del terminale nervoso presinaptico
altamente differenziato, sia dell’apparato muscolare
postsinaptico altamente specializzato. Nei vertebra-
ti, non ci sono evidenze che indicano che i motoneu-
roni preferiscano o selezionino un sito predetermi-
nato sul miotubo in sviluppo; piuttosto, sinapsi si
possono formare sulla maggior parte, se nonsu tutta
la superficie del miotubo. Sebbene si formino sinapsi
funzionali nel giro di minuti dopo I’avvenuto con-
tatto fra nervi motori in sviluppo e miotubi, le sina-
psi mature non sono evidenti, almeno nei mammife-
ri, fino a diverse settimane dopo che i primi contatti
si sono stabiliti. La maturazione richiede un’ulterio-
re arborizzazione dei terminali nervosi inizialmente
semplici e scarsamente ramificati, la retrazione e la
formazione di connessioni sinaptiche, cambiamenti
nell’efficacia del rilascio di acetilcolina, e modifica-
zioni della membrana postsinaptica.”®

La miofibra adulta, una cellula sinciziale contenen-
te da diverse centinaia a diverse migliaia di nuclei, &
innervata da unsingolo motoneurone che terminaesi
arborizza su circa lo 0,1% della superficie cellulare
della fibra muscolare3 Il recettore dell’acetilcolina
(AChR) e localizzato in questa piccola zona della
membrana della fibra muscolare (Fig. 19.1), e la sua
localizzazione nel sito sinaptico durante lo sviluppo
rappresenta unsegno distintivo degli eventi induttivi
che hanno luogo durante la sinaptogenesi.

L’assemblaggio della sinapsi neuromuscolare
richiede meccanismi complessi

I terminali nervosi dei motoneuroni sono situati
in depressioni poco profonde della membrana della
cellula muscolare, che si invagina ulteriormente in
pieghe regolari e profonde, chiamate, pieghe post-
giunzionali) (Fig. 19.1). Sulla cresta di queste pieghe
postgiunzionali sono localizzati i AChR e altre pro-
teine addizionali, mentre altre molecole, fra cui i
canali del sodio, sono particolarmente presenti nei
solchi. II terminale nervoso & ugualmente organizza-
to spazialmente, e la complessita della sua organiz-
zazione substrutturale riflette quella della membra-
na postsinaptica. Le vescicole sinaptiche sono rade
nella porzione di terminale nervoso coperto dalle
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cellule di Schwann, mentre sono abbondanti nella
regione del terminale nervoso che si trova di fronte
alla fibra muscolare. Inoltre, le vescicole sinaptiche
sono raggruppate in zone adiacenti a specializzazio-
ni della membrana presinaptica, denominate zone
attive. (Fig. 19.2), che sono i siti a livello dei quali
avviene la fusione delle vescicole sinaptiche con la
membrana cellulare. Le zone attive sono allineate
precisamente con le imboccature delle pieghe post-
giunzionali. Questa precisa giustapposizione assicu-
ra che l'acetilcolina incontri un’alta concentrazione
di AChR entro pochi microsecondi dopo il rilascio,
facilitando quindi la trasmissione sinaptica. L'alli-
neamento delle specializzazioni strutturali delle
membrane pre € postsinaptiche suggerisce che sia
avvenuta una trasmissione di segnali in una regione
spazialmente ristretta fra la cellula presinaptica e
quella postsinaptica, importante per il coordina-
mento del differenziamento pre e postsinaptico.?

La lamina basale sinaptica localizzata nello spa-
zio fra il terminale nervoso e la fibra muscolare sem-
bra essere la sede per almeno due differenti moleco-
le-segnale per le sinapsi neuromuscolari sia in viadi
sviluppo che adulte. Non & chiaro se queste moleco-
le debbano necessariamente essere associate alla
lamina basale per svolgere la loro funzione oppure
se possano trasmettere il segnale sia come molecole
associate alla membrana che come prodotti di secre-
zione. L’arrangiamento preciso delle proteine sulla
membrana postsinaptica della sinapsi neuromusco-
Jare, ad ogni modo, suggerisce che il confinamento
di queste molecole-segnale al sito sinaptico, € possi-
bilmente in sottodomini all'interno del sito sinaptico
stesso, potrebbe essere importante. Come le proteine
di membrana, che sono ancorate al citoscheletro o
alla matrice extracellulare e a causa della ridotta
mobilita laterale possono fornire segnali spazial-
mente ristretti, anchele molecole della lamina basale
non diffondono lateralmente e Sono particolarmente
adatte a fornire segnali spazialmente limitati.

La lamina basale sinaptica contiene segnali
per la differenziazione sinaptica

L’ipotesi che i segnali per l'induzione della diffe-
renziazione sia presinaptica sia postsinaptica siano
contenuti nella lamina basale, origina da studi delle
sinapsi neuromuscolari in via di rigenerazione.>® In
seguito a danno dell’assone di un motoneurone, 1a
porzione distale dell’assone (quella pitt vicina al
muscolo) degenera, mentre la porzione prossimale
rigenera e ricresce nel muscolo. L’assone rigenerato
reinnerva precisamente il sito sinaptico originale e
forma una sinapsi che non & distinguibile da quella
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FIGURA 19.1 Le membrane pre e postsinaptiche a livello della sinapsi neuromuscolare sono altamente specializzate. (A)
La fotografia al microscopio elettronico di una sinapsi neuromuscolare mostra un terminale nervoso (NT) avvolto da una cel-
lula di Schwann (S) e situato in una depressione poco profonda della membrana della cellula muscolare (M), che si invagina
ulteriormente in pieghe profonde e regolari, chiamate pieghe postgiunzionali (frecce). I AChRs, marcati tramite a-bungaro-
tossina legata a perossidasi di rafano, sono concentrati a livello del sito sinaptico. (B) Un ingrandimento maggiore mostra che
i AChRs sono concentrati sulle creste e lungo i lati delle pieghe postgiunzionali (freccia bianca). Rapsyn, i recettori di NRG e
MuSK sono concentrati nella membrana postsinaptica, mentre agrin, NRG, !'acetilcilinesterasi, S-laminin e certe isoforme di
collagene sono localizzate nella lamina basale sinaptica. Le pieghe postgiunzionali delle miofibre sono separate da intervalli

regolari e sono situati direttamente lungo le zone attive (freccia lunga) dove gruppi di vescicole sinaptiche si accumulano nel
terminale nervoso (frecce). Riprodotta per concessione da Burden et al ¢

originale. Le guaine vuote, formate dalle cellule di
Schwann e dalle loro lamine basali, che originaria-
mente avvolgevano gli assoni, sembrano fornire un
substrato favorevole per gli assoni dei motoneuroni

in via di rigenerazione e sono in grado di dirigerli
versoisiti sinaptici originari. Sebbene gli assoni rein-
nervino precisamente i siti sinaptici originari, moto-
neuroni sia originari sia estranei possono reinnerva-
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FIGURA 19.2 La lamina basale sinaptica contiene segnali per il differenziamento pre € postsinaptico. Il disegno a sinistra
illustra una sezione coronale di un muscolo normale contenente un terminale nervoso (NT), una cellula di Schwann e una
miofibra. I geni codificanti AChR vengono indotti nei nuclei sinaptici (in rosso) e i AchRs (in verde) sono concentrati ai siti
sinaptici. Le zone attive e i gruppi di vescicole sinaptiche nel terminale nervoso sono allineate con le pieghe postgiunzionali
(MBL), che & specializzata a livello del sito sinaptico (BL sinap-

tica) e che rimane intatta in seguito a degenerazione della miofibra originale. La MBL serve come ponte per le miofibre in via
di rigenerazione, le quali si formano dalla fusione delle cellule satelliti che proliferano in seguito a danno della miofibra ori-

ginale. (A) In questo esperimento, gli assoni innervanti il muscolo sono stati danneggiati e ne viene impedita la rigenerazio-
ne, anche il muscolo & stato danneggiato. Le nuove miofibre rigenerano all'interno della lamina basale della miofibra origina-
le, in assenza del nervo. L’addensamento in aggregati dei AChRs e l'espressione dei geni codificanti AChR vengono reindot-
ti a livello del sito sinaptico originale, nonostante I'assenza del nervo e delle altre cellule presinaptiche, come le cellule di
Schwann. Questo esperimento mostra che la lamina basale contiene i segnali necessari per la formazione di aggregati di
AChR e per l'attivazione dei geni codificanti AChR nei nuclei sinaptici delle cellule muscolari. (B) In questo esperimento, sia
J'assone motore, sia il muscolo sono stati danneggiati, ma solo alle fibre muscolari viene impedita la rigenerazione. Gli assoni
rigenerano nel sito sinaptico originale, anche in assenza delle loro cellule muscolari bersaglio. Essi accumulano vescicole
sinaptiche precisamente lungo i siti delle pieghe postgiunzionali originali. Questo esperimento dimostra che la lamina basale
sinaptica contiene i segnali in grado di indurre il differenziamento presinaptico.

re accuratamente e in maniera funzionalmente effi-
ciente i siti sinaptici originarinel muscolo denervato.

In seguito a danno sia degli assoni dei motoneuro-
nisia del muscolo, i terminali nervosi e le fibre musco-
lari degenerano e sono fagocitate, mentre la lamina
basale della fibra muscolare rimane intatta. Diverse
strutture, incluse le cellule di Schwann, le lamine
basali delle pliche postgiunzionaliela acetilcolineste-
rasi (AChE) rimangono nel sito sinaptico originale e
ne permettono l'identificazione. Gli assoni motori
infine rigenerano e crescono Vverso il muscolo, e le

nuove miofibre rigenerano all'interno della lamina
basale delle miofibre originarie. Gli assoni rigenerati
formano sinapsi con la miofibra rigenerata precisa-
mente dove era presente il sito sinaptico originario.
Perfino nel caso in cui la rigenerazione della fibra
muscolare venga impedita, gli assoni rigeneranti for-
mano sinapsi sul sito sinaptico originario, purché la
lamina basale sia intatta. Le zone attive, inoltre, si for-
mano in registro conlalamina basale che i trovava di
fronte alle pieghe postgiunzionali originarie (Fig.
19.2). Quindj, la presenza della miofibra non & neces-
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saria né per la precisa reinnervazione né per la diffe-
renziazione morfologica dei terminali nervosi rigene-
rati. Nel caso in cui la rigenerazione degli assoni
motori venga impedita, mentre viene permessa la
rigenerazione delle miofibre, i AChR si accumulano e
si formano nella miofibra rigenerata delle pieghe
della membrana precisamente a livello del sito sinap-
tico originario sulla lamina basale. Quindi, in assenza
di terminali nervosi, di miofibre e di cellule di
Schwann terminali, nel sito sinaptico originale si tro-
vano segnali istruttivi per li differenziazione sia pre
sia postsinaptica. Poiché la lamina basale sinaptica &
la struttura extracellulare principale che rimane a
livello della sinapsi neuromuscolare in seguito alla
rimozione di tutti gli elementi cellulari, questi risulta-
ti indicano che essa contiene i segnali che sono in
grado diindurre il differenziamento sia dei terminali
nervosi, sia delle miofibre.

L’agrina induce il differenziamento
postsinaptico

L’identificazione dei segnali localizzati nella la-
mina basale che sono in grado di indurre il differen-
ziamento postsinaptico & stata molto pilt semplice
di quanto sia stata l'identificazione dei segnali che
inducono differenziamento presinaptico, poiché il
fenomeno dell’addensamento in aggregati dei
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AChR, pud essere facilmente studiato utilizzando
sistemi di colture cellulari, a differenza di quanto
accade per la formazione delle zone attive. La ma-
trice extracellulare dell’organo elettrico di Torpedo
(vedi Riquadro 19.1), un tessuto che & omologo al
muscolo, ma innervato piit densamente, contiene
un fattore attivo che stimola il raggruppamento del
AChR nei miotubi in coltura. II fattore attivo del-
I'organo elettrico, denominato agrina, viene sinte-
tizzato dai motoneuroni, trasportato dagli assoni
motori fino ai siti sinaptici e depositato a livello
della lamina basale sinaptica.” L’agrina regola inol-
tre la distribuzione di altre proteine sinaptiche, fra
cui AChE, rapsina, utrofina e i recettori per la neu-
regolina (NRG), queste osservazioni indicano che
'agrina ricopre un ruolo centrale nel processo di
differenziamento sinaptico (Fig. 19.3).8 Il cDNA che
codifica l'agrina & stato isolato dal lobo elettrico di
Torpedo e dal sistema nervoso centrale dei vertebrati
superiori.!® L’agrina & una proteina di circa 200
kDa e contiene domini multipli di trasmissione del
segnale EGF-simili (epidermal growth factor), due di-
versi domini laminina-simili, e ripetizioni follistati-
na-simili multiple.® I quattro domini EGF-simile e i
tre domini tipo laminina G sono contenuti nella
regione C-terminale, tale regione & sufficiente per
indurre il raggruppamento di AChR nei miotubi in
coltura;'*1? invece le sequenze presenti nella regione

RIQUADRO 19.1

La maggioranza delle proteine localizzate a livello
delle sinapsi neuromuscolari furono identificate ini-
zialmente utilizzando membrane postsinaptiche isola-
te dall’'organo elettrico della razza marina, Torpedo.
L’organo elettrico genera scariche elettriche che servo-
no alla razza per navigare nel suo ambiente (“elettrolo-
cazione”) e per tramortire le prede. L'organo consiste
in una pila (stack) di migliaia di sottili cellule di forma
discoidale, chiamate elettrociti. Queste cellule iniziano
il loro processo differenziativo come fibre muscolari
scheletriche, poi perd perdono il loro apparato contrat-
tile. Un lato di ogni elettrocita riceve un ingresso si-
naptico da neuroni colinergici, in modo tale che meta
della membrana cellulare & costellata da terminali ner-
vosi. Questa innervazione cosi straordinariamente
densa contrasta con quella delle miofibre scheletriche,
in cui solo lo 0.1% della superficie cellulare & occupata
dai terminali nervosi. Quando il nervo viene stimolato,
la porzione innervata dell’elettrocita si depolarizza,
ma la cellula non genera potenziali d’azione. Poiché i
fluidi extracellulari posti sui due lati dell’elettrocita

L’ORGANO ELETTRICO DI Torpedo

sono isolati elettricamente, la depolarizzazione di un
lato della cellula genera una differenza di potenziale
elettrico notevole. I potenziali elettrici lungo ogni cel-
lula impilata nell’organo elettrico si sommano, come
accade in una batteria, in modo tale da creare una sca-
rica elettrica di centinaia di volts, un voltaggio che &
sufficiente a stordire una preda.

Poiché I'organo elettrico & specializzato per ricevere
un imput colinergico massivo, esso rappresenta una
sorgente omogenea e abbondante unica di membrane
pre e postsinaptiche che sono simili a quelle delle sina-
psi neuromuscolari. L'organo elettrico di una razza di
dimensioni moderate pesa diversi chilogrammi; quin-
di, si possono ottenere diversi milligrammi di proteine
postsinaptiche purificate da ogni singolo organo elet-
trico. Infatti, questo tessuto specializzato si & rivelato
essenziale per l'identificazione e la purificazione di
proteine come il recettore acetilcolinico, l"acetilcoline-
sterasi, la rapsina, la sintrofina, 1'agrina, la MuSK e
numerose proteine delle vescicole sinaptiche.

1I1. SVILUPPO DEL SISTEMA NERVOSO
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FIGURA 19.3 Agrin induce la redistribuzione dei AChRs. (Sinistra) I neuroni motori sintetizzano e rilasciano agrin a livello
della lamina basale sinaptica. Prima dell'innervazione, i AChRs (in verde) sono distribuiti in modo diffuso sulla superficie del
miotubo. (Destra) Il rilascio di agrin da parte del neurone motore causa la redistribuzione dei AChRs prima non raggruppati
a livello dei siti sinaptici adiacenti al nervo terminale. Tramite I’addensamento in gruppi dei A€hRs esistenti e 'aumento della
sintesi di nuovi AChRs, la concentrazione dei recettori a livello della sinapsi diventa molto maggiore rispetto a quella delle

regioni extrasinaptiche.

N-terminale sono responsabili dell’associazione
dell’agrina con la matrice extracellulare.

Due linee di evidenze indicano che il rilascio
locale di agrina da parte dei terminali dei motoneu-
roni & necessario per il processo di raggruppamento
di AChR nel siti sinaptici e per I'induzione del diffe-
renziamento postsinaptico. In primo luogo, "appli-
cazione di anticorpi diretti contro l'agrina blocca il
raggruppamento di AChR a livello della sinapsi
nervo-muscolo che si forma in sistemi di colture cel-
lulari,® e in secondo luogo, nei topi che non espri-
mono l'agrina mancano sinapsi normali (vedi oltre).

Il gene dell’agrina & espresso da diversi tipi cellu-
lari. Processi di splicing alternativo producono
isoforme multiple di agrina, che differiscono nella
loro efficienza di induzione di raggruppamento di
AChR.11214 ] 'isoforma che sembra essere pit attiva
nel favorire il raggruppamento di AChR viene
espressa dai motoneuroni,'! mentre altre isoforme di
agrina sono espresse in tipi cellulari diverse, incluse
le cellule muscolari scheletriche.”’ L’isoforma di
agrina pii attiva e specifica dei neuroni contiene
8-19 aminoacidi a livello del sito di splice, riferito
come sito Z nell’agrina di ratto e sito B nell’agrina di
pollo." Studi recenti indicano che il sito B, insieme
con l'ultimo dominio di laminina G, & sufficiente
all'induzione del raggruppamento dei AChR."®

Esperimenti che utilizzano sinapsi chimeriche
pollo-ratto indicano che I'applicazione di anticorpi
in grado di bloccare la forma di agrina specifica dei
neuroni inibiscono il raggruppamento di AChR,
mentre anticorpi diretti contro la forma di agrina
specifica del muscolo non hanno effetto inibitorio."

Anche se la forma di agrina derivata dal muscolo
pud avere un ruolo nel processo di formazione della
sinapsi, questi risultati dimostrano che tale forma
non pud sostituire I'agrina derivata dai neuroni nel
processo di raggruppamento di AChR.

La trasmissione di segnali mediata dall’agrina
e la formazione di sinapsi richiedono la MuSK

Il meccanismo che ¢ alla base del raggruppamen-
to dei AChR mediato dall’agrina non & tuttora cono-
sciuto, ma si pensa che un componente critico del
complesso recettoriale dell’agrina sia un recettore
tirosinchinasico (RTK) denominato chinasi musco-
lo-specifica (MuSK, muscle specific kinase). La MuSK
& espressa nell’organo elettrico di Torpedo e nel mu-
scolo scheletrico, dove si trova concentrata a livello
della membrana postsinaptica.’® Topi mutanti che
portano una delezione del gene codificante l'agrina
o del gene codificante la MuSK sono privi di sinapsi
neuromuscolari normali. Quindi, la somiglianza dei
fenotipi di topi mutanti per I'agrina e per la MuSK &
consistente con l'ipotesi che la MuSK sia un compo-
nente del complesso recettoriale dell’agrina. En-
trambi i topi mutanti sono immobili, sono incapaci
di respirare e muoiono poco dopo la nascita. La dif-
ferenziazione dei muscoli & normale, ma le fibre
muscolari mutanti sono prive di tutti le strutture
tipiche del differenziamento postsinaptico. Le pro-
teine derivate dal muscolo, inclusi AChR e AChE,
che si trovano concentrate a livello sinaptico nei topi
normali, sono uniformemente distribuite nelle mio-
fibre dei topi mutanti per la MuSK. Inotre, i geni
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codificanti i recettori ACh, che sono trascritti seletti-
vamente nei nuclei posti in prossimita delle regioni
sinaptichedelle fibre muscolari normali (vedi oltre),
nei topi mutanti per I'agrina o per la MuSK vengono
trascritti a velocita simili sia nei nuclei posti in pros-
simita delle regioni sinaptiche della membrana cel-
lulare, sia in quelli situati in corrispondenza di
regioni non sinaptiche delle fibre muscolari.

Quattro linee di evidenze indicano che la MuSK e
un componente del complesso recettoriale dell’agri-
na ed & richiesto per il segnale mediato dall’agrina
stessa: (1) I'agrina pud essere legata chimicamente
alla MuSK; (2) l'agrina induce una rapida fosforila-
zione dei residui della MuSK; (3) l'applicazione
extracellulare di un frammento ricombinante e solu-
bile di MuSK inibisce il raggruppamento dei AChR
indotto dall’agrina in cellule muscolari in coltura;
(4) cellule muscolari mutanti per MuSK in coltura
non mostrano raggruppamento di AChR mediato
dall’agrina, a differenza di quanto accade alle cellu-
le muscolari normali. La MuSK da sola, ad ogni
modo, non lega l'agrina, cid indica quindi che altri
fattori attivi o altre proteine siano richieste per la
trasmissione di segnali mediata dall’agrina.’

Studi indicano che l'agrina lega a-distroglica-
no,2 questo apre la possibilita chel” a-distroglicano
collabori con la MuSK nel processo di trasmissione
dei segnali indotto dall’agrina. L’a-distroglicano &
una proteina estrinseca di membrana che lega lalami-
nina della matrice extracellulare ed & covalentemente
legata al B-distroglicano, una proteina integrale di
membrana che si associa con proteine del citoschele-
tro intracellulare. Sebbene sia stato riportato che
l'applicazione di anticorpi diretti contro 1’ a-distrogli-
cano perturbano la formazione dei raggruppamenti
di AChR indotta dall’agrina,?? altri studi hanno tro-
vato che gli stessi anticorpi non alterano la risposta
mediata dall’agrina.? Inoltre, le sequenze dell’agrina
che legano a-distroglicano non sembrano essere ne-
cessarie per il raggruppamento dei AChR." Quindi,
anche se non si pud escludere che I'a-dystroglycan
possa partecipare al processo di trasmissione del se-
gnale mediato dall’agrina, non sembra avere unruolo
nell'iniziare il raggruppamento, ma pittosto potrebbe
essere solo una delle numerose molecole postsinapti-
che che raggruppano in risposta all’agrina.

La trasmissione retrograda di segnali
e il differenziamento presinaptico richiedono

I’agrina e la MuSK

Sebbene il processo di guida degli assoni motori
(pathfinding) verso il muscolo non sia alterato nei topi
privi di agrina o di MuSK, tali topi sono privi di ter-

minali nervosi normali”!® Le ramificazioni del
nervo intramuscolare principale nei topi mutanti non
stabiliscono contatti normali col muscolo, né forma-
no terminali nervosi correttamente posizionati e spe-
cializzati. Queste osservazioni suggeriscono che gli
assoni motori nei topi mutanti per 'agrina o per la
MuSK non ricevono il segnale appropriato necessa-
rio alla loro localizzazione precisa lungo il muscolo.
Poiché la MuSK & espressa dal muscolo scheletrico e
non dai motoneuroni, il comportamento aberrante
dei terminali presinaptici nei topi mutanti per la
MuSK & probabilmente dovuto all’azione indiretta
del sistema di trasmissione di segnali agrina-MuSK.
Questi risultati indicano la possibilita che il rilascio
dell’agrina da parte dei terminali nervosi causi,
mediante attivazione di MuSK, il rilascio da parte
della cellula muscolare di un segnale retrogrado
diretto al nervo, o alle cellule di Schwann e tale
segnale indicherebbe che & avvenuto un contatto fun-
zionale. In risposta a questo segnale di riconoscimen-
to o adesione proveniente dal muscolo, il terminale
assonale smetterebbe di crescere e inizierebbe il diffe-
renziamento presinaptico. Al contrario, la mancanza
di attivita sinaptica nei topi mutanti per la MuSK
potrebbe dare luogo ad una trasmissione di segnali
retrogradi aberrante, causando la crescita di assoni
motori in esubero. In ogni caso, questi risultati dimo-
strano l'importanza della trasmissione di segnali
reciproci franervo e muscolo durante lo sviluppo.

1l differenziamento postsinaptico richiede
la rapsina, che agisce a valle dell’agrina

e della MuSK

Gli eventi che seguono l'attivazione della MuSK
e che portano al differenziamento postsinaptico non
sono noti. L’agrina, tuttavia, causa la fosforilazione
di residui di tirosina della subunita 8 dei AChR e di
altre proteine postsinaptiche, suggerendo la possi-
bilita che questo processo di fosforilazione sia un
evento importante nel determinare I’addensamento
sotto forma di aggregati di AChR e forse di altre
proteine, a livello delle sinapsi.

Sembra probabile che una proteina di 43 kDa,
denominata rapsina, svolga un ruolo importante
nella trasmissione di segnali mediata dall’agrina.”
La rapsina & una proteina estrinseca (o periferica) di
membrana, presente a livello dei siti sinaptici in
rapporto di 1:1 coi AChR,%*?% che potrebbe interagi-
re direttamente coi AChR e potenzialmente con
altre proteine sinaptiche.?8%

L’agrina stimola il raggruppamento della rapsina
nei miotubi cresciuti in coltura, e il raggruppamento
di rapsina e di AChR sembra avvenire contempora-

I1I. SVILUPPO DEL SISTEMA NERVOSO




592

neamente a livello delle sinapsi in via di sviluppo.33!
Larapsina sembra avere un ruolo critico nel processo
di formazione della sinapsi. Topi privi di rapsina
muoiono entro poche ore dalla nascita e hanno diffi-
colta respiratorie e di movimento.22 E importante sot-
tolineare che il normale addensamento sotto forma
diaggregati di AChR, dei recettori di neuregolina, di
utrofina e di a-distroglicano non si verifica nei topi
mutanti carenti di rapsina. Nonostante cio, I'espres-
sione di AChR & maggiore nella regione centrale del
muscolo, e le proteine della lamina basale - AChE e
S-laminina — sono localizzate nei siti sinaptici, anche
sesono presentialivelli piti bassirispetto al topo nor-
male. La persistenza di una espressione genica speci-
fica alivello della sinapsi (vedi oltre) nei topi mutanti
per la rapsina pud spiegare probabilmente I'adden-
samento di AChR nella regione centrale delle fibre
muscolari mutanti. La trascrizione sinapsi-specifica
puo anche spiegare la localizzazione di AChE e di S-
laminina nei siti sinaptici mutanti, poiché gli mRNA
codificanti AChE e S-laminina, come accade per gli
mRNA codificanti le subunita di AChR, sono localiz-
zati a livello dei siti sinaptici normali. Poiché AChE e
S-laminina sono localizzati a livello della lamina
basale sinaptica, a differenza di quanto accade per
AChR, & piuttosto improbabile che possano diffon-
dere velocemente dal sito in cui sono stati deposti.
L’espressione forzata di rapsina negli oociti di
Xenopus o in linee cellulari derivate da fibroblasti o
da fibre muscolari causa l'aggregazione della rapsi-
na. %3 Inoltre, I'aggregazione della rapsina & neces-
saria e sufficiente perché avvengal’aggregazione dei
AChR nelle stesse cellule.

Alcuni geni sono espressi selettivamente
nei nuclei adiacenti alle zone sinaptiche
della membrana delle miofibre

Similmente a quanto accade per la proteina
AChR, gli mRNA che codificano le diverse subunita
(o, B, Y0 €e &) del AChR sono concentrati a livello
dei siti sinaptici.?>% Studi che utilizzano topi tran-
sgenici che esprimono un gene di fusione contenen-
te le regioni regolatorie dei geni codificanti le subu-
nita di AChR e un gene reporter, hanno dimostrato
che i geni codificanti AchR sono trascritti selettiva-
mente nei nuclei della miofibra adiacenti ai siti
sinaptici.®¥0 Quindi, la trascrizione localizzata dei
geni codificanti AChR nei nuclei sinaptici & respon-
sabile, almeno in parte, dell’accumulo degli mRNA
dei AChR a livello di tali siti.

Fino ad ora, la trascrizione selettiva a livello dei
nuclei sinaptici & stata dimostrata solo peri geni codi-
ficanti le subunita del AChR. Gli RNA messaggeri
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codificanti rapsina, NCAM, MuSK e la subunita cata-
litica dell’AChE, sono concentrati in modo simile
nelle regioni sinaptiche delle miofibre scheletri-
che.’41 Questi risultati suggeriscono l'ipotesi che que-
sti geni siano allo stesso modo trascritti preferenzial-
mente a livello nuclei sinaptici. Quindji, la trascrizione
sinapsi-specifica potrebbe essere un meccanismo
comune alla base del processo di localizzazione dei
prodotti genici a livello della sinapsi neuromuscolare.

Neuregolina attiva ’espressione genica
nei nuclei sinaptici

Studi svolti sui muscoli in via di rigenerazione
hanno dimostrato che un segnale in grado di indur-
re la trascrizione sinapsi-specifica & contenuto a
livello della lamina basale sinaptica.*** Uno dei
candidati potenziali alla bast del segnale trascrizio-
nale e il prodotto del gene per la neuregolina
(NRG).* Il gene NRG codifica pii1 di una dozzina di
prodotti, risultanti da splicing alternativo, che
hanno attivita multiple. Sebbene sia stato purificato
originariamente come ligando in grado di stimolare
la fosforilazione di residui di tirosina dell’oncogene
neu, NRG e stato purificato indipendentemente dal
sistema nervoso centrale, sotto forma fattore attivo
in grado di indurre la sintesi di AChR (denominato
ARIA, AChR-inducing activity),*® e dalla ghiandola
pituitaria, come fattore attivo che stimola la prolife-
razione delle cellule di Schwann (denominato GGF,
glia growth factor).* NGR si trova ad alte concentra-
zioni a livello selle sinapsi neuromuscolari ed & in
grado di attivare l'espressione del gene codificante
AChR nelle cellule muscolari cresciute in coltura.?
La maggior parte delle isoforme di NRG sono pro-
teine transmembrana, possono essere attive nella
forma legata sulla superficie della membrana oppu-
re nella forma processata, come accade per EGF, per
ottenere un frammento solubile in grado di trasmet-
tere il segnale.

NRG contiene un singolo dominio EGF-simile,
che & sufficiente da solo per la trasmissione del
segnale. Lo splicing alternativo all'interno del domi-
nio EGF-simile porta alla formazione di due tipi di
isoforme, i tipi e e B, che differiscono nella loro affi-
nita per i diversi recettori di NRG (vedi oltre). Non
si conosce molto riguardo il ruolo dello splicing
alternativo a livello di altri domini di NRG. I moto-
neuroni sintetizzano NRG,*# e la proteina NRG
pud essere visualizzata a livello degli assoni moto-
ri,¥ queste osservazioni indicano che parte della
proteina NRG che si trova a livello dei siti sinaptici
viene sintetizzata dai motoneuroni. Comunque,
anche le miofibre scheletriche, sintetizzano NRG, e
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parte della proteina NRG che si trova a livello dei
siti sinaptici viene prodotta proprio dalle miofibre.
Poiché lesisoforme neuronali dell’agrina possono
causare 'addensamento di NRG muscolare sotto
forma di aggregati, questo suggerisce che l'agrina
potrebbe avere un ruolo nel processo di localizza-
zione della NRG muscolare a livello dei siti sinapti-
ci e che 'espressione genica sinapsi-specifica po-
trebbe essere iniziata e mantenuta, almeno in parte,
da un meccanismo autocrino di trasmissione del
segnale NRG/ErbB.

Due membri della famiglia dei recettori di EGF,
ErbB3 e ErbB4, sono recettori per NRG. Entrambi
questi recettori sono concentrati a livello della
membrana postsinaptica della sinapsi neuromusco-
lare, 84 e la colocalizzazione di NRG, ErbB3 e ErbB4
a livello delle sinapsi suggerisce l'ipotesi che NRG
sia un segnale che regola il differenziamento sinap-
tico (Fig. 19.4, Riquadro 19.2). Ad ogni modo, non &
ancora chiaro se la trasmissione di segnali mediata
da NRG sia necessaria all'espressione genica sina-
psi-specifica. Topi privi di NRG, ErbB3 o ErbB4
muoiono infatti il decimo giorno di vita embrionale
a causa del mancato sviluppo del cuore, 4-5 giorni
prima della formazione delle sinapsi neuromusco-
lari.50-52

Riassunto

Il processo di formazione delle sinapsi & indotto
da una serie complessa di interazioni che avvengo-
no fra i neuroni presinaptici e le loro cellule bersa-
glio postsinaptiche. La giunzione neuromuscolare
rappresenta |’esempio pitt studiato di formazione di
sinapsi. I motoneuroni sintetizzano e rilasciano una
grossa proteina, denominata agrina, nella matrice
extracellulare a livello dei siti sinaptici. Sia l’agrina,
sia la MuSK, un recettore tirosinchinasico presente
sulle cellule muscolari, sono richieste per la forma-
zione normale delle sinapsi a livello della giunzione
neuromuscolare. L’agrina induce 1'addensamento
in aggregati dei recettori dell’acetilcolina a livello
della sinapsi, processo in cui gioca un ruolo chiave
la proteina intracellulare rapsina, inoltre l'agrina
inizia il processo di differenziazione postsinaptica.
L’assone motore rilascia anche neuregolina, che
aumenta |'espressione del recettore dell’acetilcolina
da parte del muscolo. La cellula muscolare, di con-
verso, manda segnali retrogradi al neurone che sta-
bilizzano il terminale presinaptico e inducono la
sua differenziazione. I meccanismi cellulari e mole-
colari alla base della formazione delle sinapsi nel
sistema nervoso centrale sono meno conosciuti, ma
sembra probabile che vengano utilizzate strategie

ErbBs ~_

Trascrizione dellACHR FRLIR HIRR

FIGURA 19.4 Espressione gerfica sinapsi-specifica. Il dise-
gno rappresenta una visione longitudinale della miofibra
multinucleata innervata da un singolo terminale nervoso. Il
diagramma mostra che i geni codificanti per le subunita di
AchR vengono trascritti selettivamente nei nuclei (in blu
scuro) che si trovano nella regione sinaptica della fibra, que-
sto causa un accumulo dei mRNA codificanti AChR (in blu
chiaro) e della proteina AChR a livello del sito sinaptico. Il
nervo induce questa distribuzione spazialmente ristretta del-
la trascrizione, e i segnali extracellulari che inducono 1'es-
pressione genica sinapsi-specifica sono contenuti nella lami-
na basale sinaptica. NRG (in giallo), che & associato con la la-
mina basale sinaptica, con il terminale nervoso e con la mem-
brana postsinaptica, & il candidato pilt promettente per la
mediazione del segnale che induce la trascrizione sinapsi-
specifica. I recettori di NRG, ErbB3 e ErbB4 (in verde), insie-
me a ErbB2, sono concentrate nella membrana postsinaptica.
Questo modello propone che NRG stimoli una via di trasmis-
sione del segnale (frecce) che induce 'espressione dei geni
codificanti per AChR nei nuclei che si trovano vicino i recet-
tori NRG attivati.

simili a quelle identificate a livello della giunzione
neuromuscolare.

UNA VISIONE DI INSIEME
DEL PROCESSO DI ELIMINAZIONE
DELLE SINAPSI

I processi di sviluppo responsabili della creazione
del sistema nervoso includono non solo meccanismi
che producono un numero enorme di elementi cellu-
lari e sinaptici, ma anche processi che rimuovono
molti di questi stessi elementi. I fenomeni della
morte cellulare programmata, della rimozione di
collaterali e dell’eliminazione delle sinapsi, sono
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RIQUADRO 19.2

—

FORMAZIONE DELLE SINAPSI
NEL SISTEMA NERVOSO CENTRALE

Ogni singolo neurone del sistema nervoso centrale
(SNC) riceve un input da migliaia di sinapsi che usano
diversi neurotrasmettitori. La maggior parte delle
sinapsi nel cervello e nel midollo spinale appartengo-
no ad una delle due seguenti classi: (1) sinapsi eccitato-
rie che usano il glutammato come neurotrasmettitore e
sono localizzate sulle spine dendritiche, (2) sinapsi ini-
bitorie che rilasciano GABA e sono localizzate sul tron-
co (shaft) dei dendriti e sui corpi cellulari. Un neurone
potrebbe in teoria localizzare tutti i componenti poten-
zialmente necessari per la trasmissione del segnale a
livello di tutti i siti postsinaptici, oppure localizzare
componenti specifici solo alle sinapsi dove sono richie-
sti. Si stanno accumulando evidenze sempre pitt
numerose a favore della seconda ipotesi.53‘55 I recettori
dei neurotrasmettitori non sono localizzati indiscrimi-
natamente a tutti i siti pos’csir\aptici formati da un neu-
rone; piuttosto, i recettori del glutammato sono adden-
sati in agglomerati selettivamente nelle zone fronteg-
giate da terminali glutammatergici, e i recettori del
GABA sono raggruppati selettivamente di fronte ai
terminali GABAergici® (Fig.19.5, A-F). Inoltre, subu-
nita differenti del recettore del glutammato possono
essere localizzate selettivamente a livello di siti postsi-
naptici glutammatergici diversi di uno stesso neurone.
Quindi, esiste un’eterogeneita considerevole della
composizione molecolare delle sinapsi nel SNC.

Nel SNC, per ogni tipo di neurotrasmettitore posso-
no esistere gruppi diversi di molecole che organizzano
la sinapsi. La Rapsina e la MuSK non sono stati trovate
nel cervello, e anche sel'agrina ¢largamente espressa, le

prove per verificare un suo ruolo potenziale nel proces-
so di formazione di sinapsi interneuronali hanno forni-
to finora risultati negativi. Una combinazione di studi
biochimici e molecolari ha portato all’identificazione di
diverse molecole potenzialmente in grado di causare
I'addensamento in agglomerati dei recettori nel SNC.
Gephyrin & una proteina estrinseca di membrana che &
in grado di legare sia la subunita 3 del recettore inibito-
rio della glicina, sia la tubulina; questa molecola potreb-
be quindi fornire un collegamento essenziale frailrecet-
tore della glicina e il citoscheletro postsinaptico.*
Sebbene gephyrin sia concentrata a livello delle sinapsi
GABAergiche, non & stato finora osservato un suo lega-
me diretto fra con i recettori del GABA, rimane quindi
ancora sconosciuta la funzione di gephyrinnelle sinapsi
GABAergiche. Gephyrin non & presente nelle sinapsi
glutammatergiche. Queste sinapsi contengono diverse
proteine caratterizzate dai domini PDZ, tali domini
sono in grado di mediare V'interazione proteina-protei-
na tramite il legame dei domini PDZ con sequenze C-
terminali specifiche, oppure tramite interazioni fra i
domini PDZ? stessi (Fig.19.5G). A livello della sinapsi
glutammatergica, la proteina con dominio PDZ prototi-
pica & PSD-95 /SAP90, membri della stessa famiglia
sono capsina/PSD93 e SAP102.

Queste proteine contengono tre dominiPDZ:PDZle
PDZ2 legano il terminale carbossilico delle subunita
NMDAR? del recettore glutammatergico e dei canali
K*, PDZ2 lega inoltre il dominio PDZ dell’enzima NO-
sintetasi. Quindi, i membri della famiglia PSD-95 posso-
no sia legare fra loro i recettori, sia servire come ponte
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Segnale presinaptico

Recettore #
AMPA

$ densin-180

Recettore

FIGURA 19.5 Formazione di sinapsi fra neuroni del CNS. Le proteine sinaptiche sono raggruppate nei neuroni ippo-
campali in coltura. (A-C) I neuroni ippocampali sono stati messi in coltura e poi sono stati marcati con anticorpi che
riconoscono (A) una subunita del recettore eccitatorio del glutammato chiamata GluR1 (in verde), che & localizzata al
lato postsinaptico della sinapsi, e (B) una proteina delle vescicole sinaptiche chiamata Sinaptofisina (in rosso), che
marca i terminali presinaptici. (C) La sovrapposizione delle immagini mostrate in (A) e (B) rivela che gli addensamenti
dei recettori del glutammato localizzati su spine dendritiche sono giustapposti a un gruppo di terminali presinaptici,
che appaiono come “macchie calde” di immunoreattivita alla sinaptofisina. La colocalizzazione di GluR1 e di sinaptofi-
sina appare in giallo. (D-F) Neuroni ippocampali sono stati messi in coltura, e in questo esperimento i neuroni sono
stati marcati con anticorpi che riconoscono (D) la subunita del recettore eccitatorio GluR!1(In verde) oppure (E) le subu-
nita B2/3 di un recettore inibitorio, il recettore GABA,, (in rosso). (F) In contrasto alla colocalizzazione delle immuno-
reattivita di GluR1 e di sinaptofisina, i recettori del glutammato e del GABA si addensano in siti chiaramente non
sovrapposti. GluR1 (in verde) si trova principalmente sulle spine dendritiche, mentre il recettore del GABA @ localizza-
j to sui tronchi (shaft) dei dendriti. Studi ulteriori hanno rivelato che i recettori del glutammato sono addensati al di sotto
|

di sinapsi che rilasciano glutammato, mentre i recettori del GABA sono concentrati a livello dei terminali che rilasciano
GABA. (G) Modello della composizione molecolare dei siti postsinaptici eccitatori. I recettori del glutammato sono
addensati ai siti postsinaptici, con i recettori ionotropici (inclusi i recettori AMPA e NMDA) localizzati direttamente
| lungo le zone attive presinaptiche e i recettori metabotropici (mGluRs) localizzati leggermente pit1 lontano. L'addensa-
;_ mento dei recettori a livello delle sinapsi, come altri aspetti della formazione delle sinapsi, viene probabilmente media-
] to in parte dalle proteine contenenti domini PDZ, PSD-95 e GRIP. I domini PDZ (indicati come box a strisce oppure a
scacchi) mediano l'interazione proteina-proteina, legandosi a sequenze C-terminali di altre proteine oppure ad altri
domini PDZ. Le proteine con domini PDZ multipli (come ad esempio le proteine della famiglia PSD-95 e GRIP) funzio-
nano probabilmente sia legando fra loro i recettori, sia agendo come ponti per il raggruppamento di altre proteine
sinaptiche (ad esempio, NO sintasi). Tuttora non si sa come le proteine PDZ si attacchino al citoscheletro. L'attacco dei
. recettori NMDA all’actina del citoscheletro potrebbe essere mediata dall’ a-actinina, che lega i recettori NMDA compe-
tendo con la Ca?*—calmodulina. Infine, proteine transmembrana come densin-180 potrebbero agire come molecole di
5 trasduzione del segnale per mediare la comunicazione intersinaptica.

frale molecole di trasduzione del segnale che agiscono a
valle. Altre famiglie di proteine divergenti che conten-
gono domini PDZ legano i recettori non-NMDA del
glutammato, come esemplificato da GRIP, una proteina
con sette domini PDZ, di cui PDZ4 e PDZ5 legano le
subunita del recettore glutammatergico AMPA.%
Grazie agli sviluppi recenti delle sonde molecolari e
dei sistemi di coltura, lo studio del processo di forma-

zione delle sinapsi nel SNC sta avanzando rapidamen-
te, ma comunque rimangono tuttora molti problemi
aperti. Quali sono i segnali che inducono la formazio-
ne di sinapsi? La formazione dei siti postsinaptici non
dipende dal rilascio di neurotrasmettitore,® che sareb-
be un meccanismo potenziale ovvio. Le sinapsi del
SNC sono caratterizzate da un vallo sinaptico piccolo,
largo circa 15 nm, che non contiene una lamina basale
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pronunciata, questa osservazione suggerisce che il
contatto diretto fra proteine trasmembrana pre e post-
sinaptiche potrebbe rappresentare una delle forme
principali di trasmissione del segnale. Finora sono
state identificate poche molecole che potrebbero avere
un ruolo nella trasinissione del segnale transinaptico,
fra queste sono promettenti le cadherins e densin-180,
una nuova proteina transmembrana presente a livello
sinapsi glutammatergiche.® Le sinapsi nel SNC devo-
no anche essere in grado di andare incontro a cambia-
menti della forza in risposta ad un imput, perfino nel-
l'adulto. A tal fine, la regolazione del numero e del-
I'efficacia dei recettori postsinaptici rappresenta una
strategia probabile. I meccanismi molecolari che po-
trebbero controllare questa regolazione costituiscono
un’area di studio attivo. Per esempio, I'entrata di cal-

cio attraverso i recettori NMDA attiva la calmodulina,
che inibisce direttamente I'apertura del canale e com-
pete con l'a-actinina per il legame al recettore stesso,
inducendo forse in questo modo un effetto a lungo ter-
mine tramite il rilascio del recettore NMDA dall’actina
citoscheletrica.6! Le interazioni cellulari coinvolte nello
sviluppo delle sinapsi nel SNC sono probabilmente
pit difficili da studiare di quanto lo sia l'identificazio-
ne dei costituenti molecolari. La produzione e I'utiliz-
zo di strumenti che permettano la visualizzazione,
come ad esempio sonde fluorescenti specifiche,®! anti-
corpi “etichettati”, oppure proteine costituite dalla fu-
sione fra proteine sinaptiche e la green fluorescent pro-
tein (GFP) saranno importanti per esplorare la natura
dinamica dello sviluppo e della plasticita delle sinapsi
nel SNC.

esempi di come avviene questo processo di rimozio-
ne. Il motivo per cui il sistema nevoso ha bisogno di
eliminare neuroni gia costituiti e di smantellare le
Joro connessioni sinaptiche non & ben compreso. Nel
campo dell'ingegneria, uno degli algoritmi iterativi
pitt veloci utilizzati per raggiungere la soluzione di
un problema complesso & un metodo di approssima-
zione che intenzionalmente supera il bersaglio e poi
regredisce di un intervallo ristretto attorno alla solu-
zione vera. Si pud ipotizzare che il numero giusto di
neuroni, di ramificazioni assonali e di sinapsi sia
ottenuto pit1 facilmente grazie ad una strategia che
raggiunge il punto finale regolando entrambi i pro-
cessi di costruzione e di rimozione.

Gli elementi che vengono rimossi durante questi
processi di sviluppo non sono necessariamente “sba-
gliati”, in senso qualitativo. Piuttosto, i cambiamenti
sembrano essere funzionali ad un aggiustamento del
numero delle cellule e delle connessioni. Per quanto
riguarda, in particolare, l'eliminazione delle sinapsi,
la riorganizzazione sembra essere correlata alla re-
golazione fine dell’efficacia e del numero delle con-
nessioni sinaptiche. Come sara spiegato in questa
sezione, questi tipi di alterazione possono essere
ottenuti tramite “convalida funzionale”, e questo
processo pud essere guidato da alcuni aspetti del-
I'attivita precoce dei circuiti sinaptici. Poiché i mec-
canismi intrinseci che stabiliscono le connessioni nel
sistema nervoso sembrano apparentemente piutto-
sto buoni, non & sorprendente che le modificazioni
dipendenti dall'uso delle connessioni siano spesso
sottili. Tuttavia, queste piccole differenze sono criti-
camente importanti per la creazione di un sistema
nervoso che risulti essere finemente regolato per
V'azione e la percezione nel mondo in cui si trovera.

Sono conosciuti diversi meccanismi
di eliminazione delle sinapsi

La morte cellulare programmata, descritta nel
Capitolo 20, contribuisce alla eliminazione di sina-
psi. Un esempio di questo fenomeno di eliminazione
& rappresentato dal ganglio ciliare embrionale nel
pollo.2 Durante gli stadi di sviluppo,*¥ le cellule
pregangliari vanno incontro ad un periodo di morte
cellulare, che si verifica dopo che queste cellule
hanno stabilito connessioni sinaptiche funzionali
con le cellule del ganglio ciliare.®® Di conseguenza,
quando le cellule pregangliari muoiono, alcune cel-
lule gangliari restano denervate, indicando che que-
ste ricevevano input solo dalle cellule morenti.

Ci sono anche evidenze che i neuroni i cui assoni
siano stati tagliati perdono di conseguenza anche il
loro input presinaptico. Questo fenomeno di priva-
zione di sinapsi potrebbe essere il risultato di un
interruzione del rifornimento di fattori trofici (vedi
Capitolo 21). Sebbene la perdita di sinapsi in questa
situazione non sia probabilmente dovuta ad un pro-
cesso di competizione dipendente dall'attivita, i mec-
canismi sottostanti ad entrambe le situazioni potreb-
bero essere correlati.® In questa parte del capitolo ci
concentreremo sul processo di eliminazione di sina-
psi dipendente dall‘attivita che avviene comune-
mente durante una fase precoce della vita postnatale.

Perché il sistema nervoso va incontro
ad un processo di eliminazione delle sinapsi!

L’eliminazione delle sinapsi durante lo sviluppo &
pitt facilmente interpretabile nella situazione incuie
necessario suddividere 'innervazione fra popola-

1. SVILUPPO DEL SISTEMA NERVOSO




UNA VISIONE DI INSIEME DEL PROCESSO DI ELIMINAZIONE DELLE SINAPSI 597

zioni omogenee di cellule bersaglio. Questa situazio-
ne si presenta con una certa frequenza nel sistema
nervoso dei vertebrati terrestri, in cui gruppi di neu-
roni svolgono funzioni simili o quasi identiche.
Consideriamo come esempio l'innervazione delle
fibre muscolari da parte dei motoneuroni. In tutti i
vertebrati terrestri (anfibi, rettili, uccelli e mammife-
ri), gruppi contenenti da decine a centinaia di moto-
neuroni innervano singoli muscoli scheletrici, che
sono a loro volta composti da centinaia a migliaia di
fibre muscolari praticamente identiche. Questo tipo
di ridondanza & meno comune negli invertebrati,
dove spesso un singolo motoneurone & responsabile
dell'innervazione di un muscolo particolare, che & a
sua volta composto da solo una o da poche cellule.

Nei muscoli scheletrici a contrazione veloce (per
esempio, fibre muscolari che rispondono all’inner-
vazione con una singola scossa molto rapida e di
tipo tutto o nulla), la maggioranza delle fibre mu-
scolari presentano una singola giunzione neuromu-
scolare localizzata pressappoco nel mezzo della loro
lunghezza. Questa giunzione neuromuscolare viene
innervata tipicamente da un solo assone motore
(innervazione singola). Questa situazione pone nu-
merose domande. Quale fenomeno da origine a
questa specificita? Perché solo uno dei molti assoni
motori che proiettano al muscolo contattera alla fine
questa fibra?

Sia nei vertebrati, sia negli invertebrati, processi
come la guida degli assoni lungo un percorso speci-
fico e la formazione selettiva di sinapsi operano in
modo tale da permettere l'accesso di neuroni speci-
fici a bersagli postsinaptici specifici. Per esempio, ci
sono evidenze sia a favore della specificita della
scelta del partner postsinaptico basata sul tipo di
fibra, sia a favore di una corrispondenza topogra-
fica fra la posizione del motoneurone nel midollo
spinale e la posizione della fibra nel muscolo.t Ad
ogni modo, diverse linee di evidenza indicano che
l'associazione di un assone motore con le determi-
nate fibre muscolari che innerva non pud essere
spiegata pienamente né dalla navigazione selettiva
degli assoni in vicinanza di alcune fibre muscolari e
non di altre, né da meccanismi di formazione selet-
tiva delle sinapsi. Nel muscolo scheletrico, 'arran-
glamento spaziale delle connessioni fra assoni mo-

.tori e fibre muscolari non & indicativo della presen-

za di un modello di regolazione fine, come ci si
aspetterebbe se la distribuzione di una unita moto-
ria fosse il risultato di un meccanismo di guida spe-
cifico degli assoni innervanti. Nei mammiferi, per
esempio, la distribuzione delle fibre muscolari in
una unita motoria sembra essere piuttosto casuale
in molti muscoli (vedi Capitolo 30). Quindi, fibre

muscolari adiacenti sono tipicamente innervate da
assoni motori differenti, mentre ogni assone motore
proietta diffusamente a grandi regioni all’'interno
del muscolo, sovrapponendosi completamente alle
proiezioni di molti altri neuroni. Inoltre, se alcuni
assoni motori vengono tagliati, gli assoni rimanenti
producono collaterali che innervano le fibre musco-
lari denervate, indicando che un assone puo inner-
vare altre fibre muscolari in assenza degli assoni
rispettivi.¥” In piti, se i nervi motori vengono deviati
in modo tale da proiettare ad un muscolo che di
solito non innervano, gli assoni crescono e stabili-
scono facilmente sinapsi sul muscolo estraneo,
questo indica che il muscolo & piuttosto permissivo
nei confronti sia della navigazione degli assoni, sia
della formazione di sinapsi. Quindi, il fatto che ogni
fibra muscolare scheletrica abbia una giunzione
neuromuscolare e venga innérvata da solo un asso-
ne non & probabilmente dovuto a restrizioni a livel-
lo della guida dell’assone o della sinaptogenesi.
Dato che i processi di crescita dell’assone e di
selettivita della formazione di sinapsi sembrano
insufficienti per spiegare la struttura semplice di
innervazione osservata nel muscolo adulto, dobbia-
mo cercare altrove una spiegazione. In questo conte-
sto, il fatto che virtualmente tutte le fibre a contrazio-
ne rapida nei vertebrati terrestri diventano innervate
singolarmente, dopo un periodo precoce durante lo
sviluppo nel quale esse sono contattate da pitt di un
assone, & significativo. Il fatto che diversi assoni pos-
sano contrarre e contraggano connessioni su una
singola fibra muscolare significa che I'innervazione
singola richiede I’eliminazione di sinapsi preceden-
temente costituite. Quindi, I'eliminazione di sinapsi
sembra apparentemente il fenomeno tramite cui
I'innervazione multipla viene rimossa da fibre mu-
scolari che richiedono input da un solo assone.
Perché dovrebbe essere vantaggioso per una cel-
lula postsinaptica ricevere innervazione da un solo
input quando ce ne sono diversi “desiderosi” di fare
il lavoro? Al momento, una risposta generale non
pud essere formulata. In tutti i casi conosciuti, quan-
do si richiede che una cellula postsinaptica venga
guidata da un input forte, l'innervazione singolt
origina da un processo di selezione fra vari assoni.
La selezione di un solo input potrebbe essere parte
di un processo in cui popolazioni omogenee di cel-
lule pre e postsinaptiche sono analizzate in modo
tale da ottenere una organizzazione finale di con-
nessioni sinaptiche funzionalmente piti complessa.
Per quanto riguarda in particolare il muscolo, il
modo in cui i diversi muscoli sono utilizzati richie-
de il reclutamento successivo di motoneuroni tale
da generare una tensione crescente. Le giunzioni
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neuromuscolari sono disegnate per accoppiare fe-
delmente igpotenziali d’azione presinaptici ai poten-
ziali d’azione postsinaptici, in modo tale che un sin-
golo assone causi la contrazione delle fibre musco-
lari che innerva ogni volta in cui & percorso da un
potenziale d’azione. Vista la sicurezza di questa
connessione, la presenza di assoni multipli ad
innervare la stessa fibra muscolare sarebbe ridon-
dante. Affinché il sistema sia in grado di fornire
contrazioni muscolari di forza graduata senza che
vi sia spreco di sinapsi, sono necessari due fattori:
primo, un singolo motoneurone deve innervare
solo un sottogruppo delle fibre di un muscolo; se-
condo, una singola fibra muscolare deve essere
innervata da un solo assone motore. Questa potreb-
be essere una delle ragioni funzionali dell’utilita del
processo di eliminazione delle sinapsi nel muscolo
scheletrico. Ci si pud facilmente immaginare motivi
analoghi in altri distretti del sistema nervoso, dove
I'eliminazione delle sinapsi potrebbe servire a ripar-
tire Vinnervazione fra cellule bersaglio simili.

Quali effetti produce ’eliminazione
delle sinapsi?

Un modo pitl preciso di descrivere i cambiamen-
ti quantitativi a livello del sistema di connessioni
che ha luogo durante 'eliminazione delle sinapsi
richiede che si tengano in considerazione le pro-
prieta di convergenza e di divergenza dei circuiti
sinaptici. Il grado di convergenza di una cellula ber-
saglio viene definito dal numero di input che da
diverse cellule presinaptiche che contraggono sina-
psi su una data cellula postsinaptica. Durante la for-
mazione delle sinapsi, le cellule bersaglio postsi-
naptiche possono ricevere input da molte cellule
presinaptiche (“innervazione multipla”). Questa
innervazione in esubero & stata documentata in
diversi distretti del sistema nervoso centrale e di
quello periferico degli animali in via di sviluppo.
Sebbene 'eliminazione di sinapsi risulti sempre in
una diminuzione netta del grado di convergenza, il
numero assoluto di input che sono mantenuti fun-
zionanti dopo I’eliminazione puo essere variabile.

La riduzione del grado di convergenza suuna cel-
Jula postsinaptica pud essere ottenuta in due modi
diversi. In primo luogo, la riduzione del numero di
assoni che fanno sinapsi su un bersaglio particolare
pud essere secondaria ad un processo di morte cellu-
lare 6263 In secondo luogo, il grado di divergenza, oil
numero di cellule postsinaptiche su cui un dato neu-
rone forma sinapsi, pud diminuire. In accordo con
questa seconda possibilita, evidenze sia anatomiche
che fisiologiche suggeriscono che pud avvenire una
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perdita di connessioni all'interno della regione ber-
saglio, pur rimanendo costante il numero dei neuro-
ni innervanti.®7! Quindi, gli assoni devono inizial-
mente innervare pilt cellule bersaglio di quante
rimarranno connesse alla fine dello sviluppo. L'evi-
denza pitt diretta a favore della diminuzione del
grado di divergenza durante lo sviluppo proviene
dall’analisi del numero di fibre muscolari che un
assone motore innerva in funzione dell’eta. Pren-
dendo in considerazione diversi tipi di muscoli, la
conclusione & la stessa: le dimensioni delle unita
motorie diminuiscono esattamente nello stesso pe-
riodo durante il quale le fibre muscolari perdono le
connessioni da parte di alcuni degli assoni innervan-
656972 cid prova che gli assoni abbandonano le con-
nessioni con alcune delle cellule bersaglio mentre
rimangono connessi con altre (vedi Fig.16.6A). E
interessante notare che questa diminuzione del gra-
do di convergenza e di divergenza pud essere osser-
vato nei muscoli degli animali adulti in seguito a
reinnervazione dopo danno al nervo. Quando gli
assoni motori ricrescono verso il muscolo, le fibre
muscolari ricevono transitoriamente un’innervazio-
ne multipla. Due settimane dopo, tutti gli assoni che
contattano ogni singola fibra muscolare, tranne uno,
si retraggono, lasciando la fibra muscolare innervata
da un singolo assone (vedi Fig. 19.6B).737

11 termine “eliminazione” delle sinapsi pud porta-
re all'impressione sbagliata che il numero totale
delle sinapsi su una cellula postsinaptica diminuisca
durante il processo. Per capire perché non & necessa-
rio che sia cosi, dobbiamo distinguere l'idea di sina-
psi dal termine input. Quando assoni individuali

N
FIGURA 19.6 Il processo di eliminazione delle sinapsi cam-
bia il grado di convergenza e quello di divergenza delle con-
nessioni neuromuscolari. (A) Alla nascita, le fibre muscolari
sono innervate da numerosi assoni motori (MN, motorneuron).
Durante le prime settimane di vita postnatale, la convergenza
degli assoni diminuisce, perché tutti gli imput tranne uno
vengono eliminati da ciascuna fibra muscolare. Questo avvie-
ne tramite rimozione di ramificazioni piuttosto che tramite
morte cellulare dei motoneuroni. Quindi, il processo di elimi-
nazione porta anche ad una diminuzione della divergenza
degli assoni. (B) Una diminuzione sia della convergenza, sia
della divergenza viene ricapitolata durante I'eliminazione di
sinapsi nel muscolo adulto. In seguito a danno del nervo @,
gli assoni motori ricrescono verso il muscolo denervato (2).
Durante la reinnervazione, gli assoni formano collaterali e
occupano molte fibre muscolari. A volte si possono osservare
fibre muscolari con innervazione multipla (3). Tre settimane
dopo la reinnervazione, si ha un processo di eliminazione
delle sinapsi, che ristabilisce l'innervazione singola in ogni
fibra muscolare (4).
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(input) innervano le cellule bersaglio, questi possono
stabilire molti siti di contatto sinaptico con la cellula
postsinaptica. Durante lo sviluppo, le cellule presi-
naptiche rafforzano alcune connessioni, aumentan-
do l'area di terminazione su parte delle cellule post-
sinaptiche,”s e quindi aggiungendo pitt siti di rila-
scio, e indeboliscono, o eliminano totalmente, altre
connessioni rimuovendo siti sinaptici su altri bersa-
gli postsinaptici. Un esempio di addizione e perdita
contemporanee di sinapsi € rappresentato dal gan-
glio parasimpatico sottomandibolare, che & respon-
sabile della stimolazione della salivazione. Al mo-
mento della nascita, le cellule del ganglio sottoman-
dibolare del ratto sono innervate da cinque o piu
assoni. Durante il primo mese di vita postnatale, il
numero di assoni diminuisce a uno o due. Nello stes-
so periodo, perd, il numero totale di sinapsi sulle cel-
lule bersaglio aumenta.”® Questo significa che gli
input rimanenti formano pitt sinapsi, compensando
cosi la perdita di connessioni sinaptiche causata
dalla rimozione degli altri assoni. Quindi, poiché
'assone aumenta il numero di sinapsi su alcune
delle cellule bersaglio, mentre perde le sue connes-
sioni con altre, il processo rappresenta una ridistri-
buzione di sinapsi piuttosto che una perdita netta.
L'effetto funzionale di questa ridistribuzione & che
gli assoni esercitano all'inizio un’influenza debole
su molte cellule bersaglio condivise, mentre alla fine
del processo hanno un controllo forte su un numero
pit piccolo di bersagli postsinaptici.

In che modo avviene ’eliminazione di sinapsi
a livello della giunzione neuromuscolare?

Studi anatomici che prendono in esame la transi-
zione dalla innervazione multipla a quella singola a
livello della giunzione neuromuscolare hanno for-
nito evidenze sostanziali che dimostrano che la per-
dita di input funzionali & accompagnata dalla rimo-
zione fisica dei terminali nervosi. In generale, gli
assoni sembrano ritirarsi piuttosto che degenerare
durante il processo di eliminazione delle sinapsi.®%
Per trasmettere I'idea che un assone si sta ritirando
dalla fibra muscolare,8 & stato usato il termine
“retrazione bulbare” che descrive le terminazioni
assonali simili ad un bulbo trovate a livello delle
giunzioni soggette ad eliminazione.

Sono stati utilizzati dei coloranti lipofili per mar-
care i diversi assoni con colori differenti, con lo
scopo di capire in che modo gli input in competizio-
ne fra loro siano schierati spazialmente. Questo
approccio fornisce un’immagine dei cambiamenti
anatomici che avvengono al livello dei terminali
nervosi quando un assone si ritrae. Questi studi

hanno mostrato che i terminali degli assoni che for-
mano un’innervazione multipla a livello di una
giunzione neuromuscolare sono interdigitati (Fig.
19.7): i terminali di ogni assone sono sparsi fra ter-
minali di altri assoni confinati nella stessa giunzio-
ne. Quindj, il meccanismo che porta all’eliminazio-
ne deve essere un processo altamente localizzato.
La perdita di sinapsi sembra avvenire gradualmen-
te (vedi Fig. 19.8), questa osservazione suggerisce
che ogni sito sinaptico potrebbe essere sottoposto al
processo di eliminazione sinaptica in modo indi-
pendente dagli altri siti. Quando tutti i terminali di
un assone si sono retratti, I’assone stesso si retrae
mostrando un piccolo bulbo alla sua estremita. A
questo punto, l'assone appare abbastanza assotti-

FIGURA 19.7 Le sinapsi di diversi assoni sono interdigita-
te a livello della giunzione neuromuscolare in via di svilup-
po. La figura mostra la distribuzione dei bottoni sinaptici di
due assoni che innervano la stessa cellula muscolare. Gli
assoni sono separatamente marcati alla nascita tramite sonde
lipofiliche differentemente colorate (dil in rosso, diA in
verde). L’analisi di queste giunzioni neuromuscolari con
innervazione multipla mostra che le connessioni terminali di
ogni assone sono distribuite in modo casuale e strettamente
mescolate coi terminali di altri assoni, nell’ambito della stes-
sa giunzione. Questa stretta giustapposizione di sinapsi che
saranno mantenute e sinapsi che verranno eliminate deve
essre regolata in modo altamente localizzato. Da Balice-
Gordon et al 8 '
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. gliato, se lo si confronta con l'assone che rimane a Quindi, a livello della giunzione neuromuscolare

a livello della giunzione (Fig. 19.9). Dal punto di vista gli assoni competono per ottenere l'innervazione

. funzionale, una ramificazione assonale & ancora esclusiva della fibra muscolare.

: capace di rilasciare il neurotrasmettitore in risposta

- alla stimolazione del nervo anche dopo che alcune La cascata di eventi che porta alla eliminazione

- delle sue terminazioni si sono retratte.” delle sinapsi richiede tempo

3. Sebbene non ci sia tuttora un consenso generale

o riguardo il quadro complessivo dei fattori che rego- Per studiare i cambiamenti che portano alla elimi-

e lano il fenomeno di eliminazione delle sinapsi, la nazione di sinapsi, & utile seguire i vari eventi nel

d maggior parte dei ricercatori sarebbero probabil- corso del tempo. Poiché la sequenza di eventi non

i mente d’accordo nell’affermare che la competizio- avviene in modo sincrono su tutte le cellule postsi-

li ne fra assoni risulta essere una forza guida centrale naptiche, sono stati sviluppati dei metodi che per-

e nel processo. Il termine “competizione” pud essere mettono di osservare la stessa giunzione sinaptica

A definito in diversi modi,® ma in tutte le definizioni, diverse volte nel corso di molti giorni. Questo ap-

i- cid che alla fine accade ad un competitore (in questo  proccio e stato utilizzato all’inizio per seguire la per-
caso, un assone) dipende dalla presenza di altri dita dell'innervazione multipla nell’animale adulto
competitori (o altri assoni che innervano la stessa dopo rigenerazione del nervo.” Ramificazioni asso-
giunzione). Parlando grossolanamente, si ha com- nali formano innervazioni multiple su molte fibre
petizione quando degli individui (per esempio, muscolari durante le prime settimane in seguito al
competitori) devono ottenere qualcosa che, a lungo ritorno del nervo in corrispondenza della sede pre-
termine, non pud essere condiviso o aumentato. cedentemente denervata, queste ramificazioni poi si

PO P4
P10 P14 | ,
&
b

o i FIGURA 19.8 L’eliminazione di sinapsi a livello della giuzione neuromuscolare & un processo che si protrae nel tempo. Nei
i topi, per esempio, alla nascita (P0) due assoni diversi che innervano la stessa fibra muscolare occupano tipicamente una por-
! zione simile di territorio sinaptico. Nello stesso punto, nelle due settimane successive, la porzione di territorio occupata dai
> due input inizia a divergere: un assone espande le sue connessioni sinaptiche e occupa pit1 territorio di quanto ne occupasse
in stadi pitt precoci (assone rosso), mentre l'altro perde siti sinaptici a causa del processo di eliminazione delle sinapsi (asso-
ne blu). Alla fine, le aree occupate dai due assoni sono molto diverse. L’assone destinato ad essere eliminato ha perso quasi
tutte le sue sinapsi. Il calibro dell’assone perdente & ridotto. Infine, il terminale nervoso si retrae (“bulbo di retrazione”; vedi
anche la Fig.19.9) dalla giunzione sinaptica, lasciando la fibra muscolare innervata singolarmente.
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FIGURA 19.9 Un bulbo di retrazione si pud osservare
quando un assone si ritrae da una giunzione muscolare. Due
assoni che innervano la stessa fibra muscolare sono marcati
per mezzo di due diversi coloranti di membrana lipofilici (dil
in rosso, diA in verde).Quando tutte le sinapsi di un assone
(in verde) sono state eliminate, 'assone si ritrae dalla giunzio-
ne. L’assone non mostra le caratteristiche tipiche di un proces-
so degenerativo, ma piuttosto sembra ritrarsi verso l'assone
principale. Inoltre, si noti I'aspetto avvizzito dell’assone stes-
s0, il quale & molto pitt sottile di quello rosso, che mantiene i
contatti con la fibra muscolare. Da Balice-Gordon et al.*

retraggono, lasciando al termine del processo le
fibre muscolari di nuovo innervate da un singolo
assone.” L’osservazione ripetuta della stessa giun-
zione neuromuscolare ha mostrato, sorprendente-
mente, che il sito lasciato vacante dall'input che si
retrae non viene rioccupato da un assone superstite
posto nelle vicinanze. Inoltre, i siti sinaptici lasciati
vacanti subiscono cambiamenti postsinaptici: i siti
che hanno perso i terminali nervosi, perdono anchei
AChR, la cui presenza viene rivelata tramite marca-
tura con a-bungarotossina coniugata con una mole-
cola fluorescente (vedi Fig. 19.10). E interessante
notare i AChR iniziano a sparire prima che i termina-
li nervosi si siano retratti dal sito sottostante. Questa
osservazione morfologica & confermata da studi
elettrofisiologici che mostrano come, durante il pro-
cesso di eliminazione di sinapsi in seguito a reinner-
vazione nel muscolo adulto (e durante lo sviluppo),
pud esserci un rilascio sinaptico indebolito durante
la stimolazione di uno degli assoni che formano
linnervazione multipla di una giunzione neuromu-
scolare.”®® Insieme, questi risultati sono a favore
dell’ipotesi che I'assone in procinto di retrarsi indugi
per un certo periodo in prossimita di un sito sinapti-
co che ha gia iniziato a perdere parte dei suoi AChR.
Questa occupazione & sempre temporanea, comun-
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que, poiché poche settimane dopo il completamento
del processo rigenerativo del nervo, non si possono
piti osservare regioni in cui vi & una debole presenza
di recettori e si osserva invece una corrispondenza
perfetta fra1’assone rimanente e una configurazione
di recettori rimodellata ed uniformemente densa.
Questo suggerisce che i siti caratterizzati da una
bassa densita di AChR osservati ad un punto tempo-
rale intermedio perdono, al termine del processo, sia
i terminali nervosi, sia i AChR rimanenti. Studi in
vivo del processo di perdita di sinapsi nel muscolo
adulto suggeriscono che la membrana postsinaptica
viene modificata in modo permanente a livello del
sito che perde la sinapsi.

L’eliminazione dell'innervazione multipla du-
rante lo sviluppo normale procede in modo simile. I
ACHhR vengono persi dal sito sinaptico da cui i ter-
minali nervosi si sono retratii. Inoltre, una diminu-
zione della densita di AChR & osservata prima della
perdita del terminale nervoso sovrastante. Quindi,
durante l'eliminazione delle sinapsi, sia nell’adulto
in seguito a reinnervazione, sia durante lo sviluppo,
l'evidenza pill precoce che un sito perdera alla fine
la sua connessione sinaptica, & la diminuzione della
densita di AChR, che rappresenta un’alterazione
postsinaptica.”*% In questo contesto, gli eventi si-
naptici deboli osservati in seguito a reinnervazione
e durante lo sviluppo,” possono essere spiegati dal
rilascio di quantita normali di acetilcolina su siti
postsinaptici che hanno gia perso un numero signi-
ficativo di AChR.

Gli studi fisiologici e anatomici precedentemente
descritti hanno portato alla formulazione dellipote-
si che il processo di eliminazione di sinapsi avvenga
per stadi, iniziando con la perdita della capacita di
recepire il neurotrasmettitore a livello postsinapti-
co, seguita dalla rimozione fisica del bottone sinap-
tico sovrastante. L’inizio di questo processo a stadi
sembra essere lento, ma una volta iniziato conduce
velocemente (in circa 1-2 giorni) al distacco comple-
to di un input.”

Queste osservazioni riguardo al processo di elimi-
nazione di sinapsi a livello della giunzione neuromu-
scolare in via di rigenerazione o di sviluppo pongono
la domanda: qual & la natura della competizione frai
terminali assonali? Una delle ipotesi pilt semplici &
quella della presenza di una competizione “diretta”.
In tale scenario, ogni assone cerca di ottenere il con-
trollo esclusivo di qualcosa che risulta essere essen-
ziale per il mantenimento sinaptico. In biologia esi-
stono molti esempi di competizione diretta, come la
competizione per una nicchia ecologica o la competi-
zione fra popolazioni di neuroni per fattori trofici
essenziali per la loro sopravvivenza. E stato, infatti,
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FIGURA 19.10 L’eliminazione di sinapsi a livello della giunzione neuromuscolare coinvolge la perdita dei componenti sia
pre che postsinaptici. (A) Le fibre muscolari adulte sono innervate da assoni multipli come risultato del processo di reinner-
vazione che segue la lesione del nervo. Questo pannello mostra due giunzioni muscolari su due fibre muscolari adiacenti, 8
giorni dopo la lesione del nervo. I terminali del nervo sono stati marcati usando coloranti vitali (4-di-2-asp) in modo tale da
poterli osservare in vivo. La giunzione che si trova in basso a destra riceve due input: uno arriva da destra e innerva la por-
zione superiore della giunzione, e I'altro & una collaterale (punta di freccia) che origina dalla giunzione adiacente sulla sinistra
e che innerva la porzione inferiore della stessa giunzione. (B) La stessa giunzione (in basso a destra in A) osservata 8 e 22 gior-
ni dopo la lesione. In questi pannelli i terminali nervosi sono marcati con un colorante vitale (DiAsp) (sinistra), e i AChRs
postsinaptici sono marcati con a-BGT coniugata con rodamina (destra). Il 22° giorno, risulta evidente che la collaterale nella
porzione inferiore della giunzione si & ritirata e che i AChRs, prima presenti sotto il suo terminale, sono spariti (si confrontino
le punte di freccia bianche e quelle nere). E interessante notare che l’assone rimanente non forma collaterali che vanno ad
occupare il sito vacante. Questa osservazione suggerisce che il sito sinaptico precedente non & piti in grado di sostenere i ter-
minali nervosi. Modificato da Culican, S.M., Nelson, C.C., and Lichtman, J.W. (1998). Multiple postsynaptic markers lost at
sites undergoing synapse elimination at the mouse neuromuscolar junction. . Neurosci. (18)13:4953-4965.

proposto che il processo di eliminazione di sinapsi " tico) fornito dalla cellula bersaglio.”® La disponibilita
sia il risultato della competizione fra assoni per un crescente di molecole che hanno le caratteristiche
fattore trofico (che favorisca il mantenimento sinap- necessarie per essere candidati potenziali hanno sti-
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molato i ricercatori a valutare il ruolo di tali molecole
nel processo di eliminazione delle sinapsi, ma finora
questi studi non hanno dato risultati certi.

Una possibilita alternativa & che la competizione
sia “indiretta”. In questo caso, i competitori potreb-
bero non essere influenzati dalla competizione fino
a che non venga presa una decisione finale. In que-
ste competizioni indirette, un terzo elemento valuta
i competitori, (per esempio, un uccello maschio mo-
stra il suo piumaggio o canta per corteggiare una
femmina indipendentemente dal fatto che altri
maschi facciano la stessa cosa), in accordo con que-
sto scenario, il muscolo potrebbe servire per selezio-
nare un assone fra gli altri.

Poiché l'interazione competitiva in tale competi-
zione indiretta viene mediata da un terzo elemento,
le evidenze che legano l'azione dei competitori (ad
esempio, l'attivitd presinaptica) al risultato finale
(ad esempio, l'innervazione singola) potrebbe non
essere ovvia. Questa situazione & abbastanza diffe-
rente da quanto accade per la competizione diretta,
dove il processo (ad esempio, la competizione per
un fattore trofico) e il risultato (la retrazione del-
’assone causata dalla mancanza del fattore trofico)
sono connessi in modo piu diretto. Quindi, durante
il processo di eliminazione delle sinapsi, un assone
potrebbe non avere nessuna strategia competitiva
che gli permetta di diventare l'innervante esclusivo
di una cellula bersaglio, ma il suo comportamento
normale porterebbe a quel risultato perché la fibra
bersaglio segue una sua strategia di scelta. L'osser-
vazione che dei cambiamenti a livello della membra-
na postsinaptica sono rilevabili precocemente, quan-
do i terminali assonali sono ancora presenti, & consi-
stente con lipotesi di una competizione indiretta.
Quindi, il processo di eliminazione di sinapsi po-
trebbe essere indotto da un messaggio retrogrado.

Non & chiaro quale evento possa mediare 1'asso-
ciazione fra il muscolo postsinaptico e il terminale
neuronale vincitore. Un’ipotesi semplice, anche se
lontana dall’essere accertata, & che il recettore “per
se”, oltre al ruolo svolto nella neurotrasmissione,
rivesta anche questo ruolo di selezione. Per esempio,
nella miastenia gravis, un disordine autoimmune
caratterizzato dalla presenza di anticorpi contro il
recettore dell’acetilcolina che porta ad un numero
pericolosamente basso di recettori, i terminali nervo-
si sono persi in quei siti dove i recettori sono stati eli-
minati.””® [ topi transgenici privi di agrina’® (che &
responsabile dell’addensamento in aggregati di
recettori a livello della giunzione neuromuscolare),
o di MuSK? (che prende parte probabilmente alla
costituzione del complesso recettoriale dell’agrina
nel muscolo),!! mostrano non solo una scarsita re-
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cettoriale sulla membrana postsinaptica, ma anche
perdita di terminali nervosi normali. Una spiegazio-
ne alternativa & che un’altra(e) molecola(e), per
esempio una proteina adesiva, sia responsabile del
mantenimento del terminale nervoso ed sia regolata
in parallelo con i AChR. L’evidenza a favore di que-
sto tipo di meccanismo & supportata dalla scoperta
che diversi marcatori postsinaptici (fra cui rapsina,
residui di fosfotirosina e utrofina) oltre a AChR,
sono persi a livello dei siti che vanno incontro ad eli-
minazione sinaptica.?®® Tutte queste linee di eviden-
za, ad ogni modo, suggeriscono che il mantenimento
di un terminale nervoso dipenda in qualche modo
dall'integrita della specializzazione postsinaptica.

L’eliminazione non competitiva di sinapsi che si
verifica sui dendbriti e sui corpi cellulari di neuroni le
cui connessioni coi rispettivi bersagli sono state inter-
rotte tramite assotomia,(Fig. 19.11)?*% sembra proce-
dere con un meccanismo simile. In particolare, anche
la retrazione presinaptica che si verifica in questa
situazione sperimentale, accade dopo la diminuzione
della densita dei recettori per i neurotrasmettitori
sullamembrana postsinaptica.’* Quindi, induesitua-
zioni in cui le sinapsi vengono perse in modo perma-
nente — il processo di eliminazione competitiva di
sinapsi e il processo di eliminazione di sinapsi in
seguito ad assotomia — i primi cambiamenti sembra-
no avvenire a livello della cellula postsinaptica.

La cellula postsinaptica agisce
come intermediario tramite ’attivazione
del recettore per il neurotrasmettitore

Il fatto che la cellula postsinaptica possa seletti-
vamente rimuovere i recettori che si trovano di
fronte ai terminali di un assone, pur mantenendo
attive le specializzazioni postsinaptiche associate ad
un altro assone, pone una domanda interessante.
Come pud una fibra muscolare discriminare fra siti
occupati da assoni differenti che convergono alla
stessa giunzione? Una delle differenze pitt probabi-
li fra i diversi input & rappresentata dai diversi pat-
tern di scarica. Gli assoni motori sono reclutati
seguendo un ordine fissato, in modo da permettere
contrazioni progressivamente maggiori del musco-
lo (vedi Capitolo 30). Quindi, & improbabile che i siti
associati a due input diversi a livello della giunzione
neuromuscolare siano attivi in modo sincrono. Per
capire se una fibra muscolare sia in grado di distin-
guere fra regioni recettoriali attive in modo diverso,
basandosi sul pattern temporale delle scariche,
regioni ristrette di giunzioni innervate singolar-
mente vengono silenziate tramite applicazioni foca-
lizzate di a-bungarotossina, che & in grado di bloc-
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he care in vivo lattivita neuromuscolare (vedi Ri- mentre l'altro segnale ha un effetto destabilizzante
io- quadro 19.3) nel topo.®! I risultati hanno mostrato (dovuto all’attivita) sui recettori in genere. Quindi,
er che piccole regioni non attive vengono eliminate quando tutte le sinapsi sono attive in modo sincro-
el ] (rimozione c}ei recettori seguita da retrazione no (come accade a livello delle giunzioni innervate
ta dell’assone). E interessante notare come il silenzia- singolarmente), tutte le regioni recettoriali sono
le- | mento di regioni pitt estese non dia luogo all’elimi- protette dagli effetti destabilizzanti dell’attivita.
ita nazione delle sinapsi. Questi risultati suggeriscono  Allo stesso modo, quando tutte, o la maggior parte,
na, che la trasmissione neuromuscolare nei siti non delle sinapsi sono silenti (come accade quando si ha
, bloccati funziona da stimolo per 1'eliminazione dei denervazione), non si hanno effetti destabilizzanti e
oli- siti bloccati. In altre parole, l'attivita neuronale che le sinapsi sono mantenute in modo durevole. Al
. | si verifica nella maggior parte dei siti recettoriali contrario, quando alcune sinapsi, ma non tutte,
to destabilizza selettivamente e alla fine causa I'elimi- sono fortemente attive, un segnale causa la destabi-
o nazione delle regioni silenti. Tale effetto destabiliz- lizzazione delle regioni meno attive, sia a livello
b zante dell’attivita implica che diversi segnali medi- presinaptico che postsinaptico (Fig. 19.13).
s ; no l'effetto dell’attivita stessa nella fibra muscola-
e re.” Per esempio, l'attivazione del recettore causata Riassunto
- ’ dal neurotrasmettitore provoca due tipi opposti di
trasmissione del segnale. Un segnale protegge i Il processo di eliminazione delle sinapsi trasforma
e recettori attivati dagli effetti deleteri dell’attivita, un’organizzazione delle connessioni inizialmente
) A Normale B Assotomia C Dopo 1 settimana D D_opo rig_enerazione. _
3 (acuta) degli assoni postgangliari

Innervazione
pregangliare

Cellule gangliari

Innervazione
postgangliare

Tagliato i 0 1)
0 8 b
8 0 i

Bersaglio periferico
(muscolo liscio)

FIGURA 19.11 Gli assoni presinaptici si retraggono dai neuroni bersaglio dopo il taglio (assotomia) degli assoni di questi
ultimi. Per esempio, le cellule gangliari simpatiche mandano i loro assoni a innervare il bersaglio cellulare (A). Quando la con-
nessione frale cellule gangliari eiloro bersagli periferici viene interrotta tramite assotomia (B), si osserva una perdita dell'input
pregangliare alle cellule gangliari (C). Una settimana dopo 'assotomia, l'innervazione delle cellule gangliari risulta ridotta
sostanzialmente. La perdita delle connessioni sinaptiche & reversibile: quando gli assoni delle cellule gangliari reinnervano il
loro bersaglio periferico, si riformano le sinapsi pregangliari (D). Questi risultati mostrano che cambiamenti a livello delle cel-
lule postsinaptiche possono causare la rimozione dei terminali nervosi presinaptici. Altri esperimenti sui gangli autonomi'®
mostrano che cambiamenti della densita dei recettori postsinaptici precedono la perdita di sinapsi. Adattato da Purves.”
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diffusa in una struttura adulta, dove le sinapsi inter-
connettono in modo specifico elementi pre e postsi-
naptici. Ogni cellula muscolare & inizialmente inner-
vata da numerosi assoni motori ma durante lo svi-
luppo tutti gli assoni in entrata vengono eliminati,
tranne uno. L’eliminazione delle sinapsi a livello
della giunzione neuromuscolare avviene tramite un
processo a stadi. In corrispondenza di ogni sito, la
giunzione postsinaptica perde i suoi recettori per
'acetilcolina, diventando cosl incapace di risponde-
re al neurotrasmettitore e il terminale presinaptico si
atrofizza e si retrae fisicamente. Quando tutti i siti
bersaglio sono stati rimossi, la ramificazione assona-
le si retrae permanentemente dalla fibra muscolare.
La perdita di sinapsi & scatenata da un processo com-
petitivo fra gli assoni motori, dipendente dall’atti-
vita nervosa. In tal modo, gli input inattivi sono eli-
minati selettivamente e gli input pitt attivi vengono
stabilizzati in sede. L'attivita sincrona di tuttii termi-
nali di un assone li protegge dalla destabilizzazione
ottenendo come risultato finale il perdurare dei
numerosi siti sinaptici associati ad un assone.

ELIMINAZIONE DELLE SINAPSI
NEL SISTEMA VISIVO IN SVILUPPO

La competizfone per i bersagli postsinaptici, il cui
risultato & I’eliminazione delle connessioni sbagliate,
& un fenomeno comune, tramite il quale vengono for-
mati molti diversi pattern di connessioni durante lo
sviluppo del sistema nervoso centrale. Lo sviluppo
delle vie visive rappresenta I'esempio di competizio-
ne pit estesamente studiato nel sistema nervoso cen-
trale. Il ruolo del periodo critico sullo sviluppo di
questo sistema verra discusso in dettaglio nel Ca-
pitolo 22. I lavori classici di Hubel e Wiesel svolti
negli anni ‘60 hanno fornito un contributo importan-
te su come pattern distinti di connessioni visive siano
stabiliti durante lo sviluppo. Negli animali giovani, i
neuroni dello strato IV della corteccia visiva possono
essere attivati da entrambi gli occhi, cioé sono guida-
ti binocularmente. In seguito, tuttavia, gli input gui-
dati da ciascun occhio si retraggono da diversi neu-
roni corticali, ottenendo come risultato finale che
alcuni neuroni corticali siano dominati fortemente
dall’occhio destro e altri siano dominati da quello
sinistro. I neuroni corticali che vengono dominati
dallo stesso occhio sono raggruppati insieme, dando
luogo ad una struttura sorprendente formata da stri-
sce alternate denominate colonne di dominanza ocu-
lare (Fig. 19.14).101% Questa organizzazione delle
connessioni pud essere dimostrata sia elettrofisiolo-

gicamente'”? sia anatomicamente tramite l'iniezione
in un occhio di un tracciante radioattivo che viene
trasportato in maniera anterograda in corteccia.!®
L’emergenza delle colonne di dominanza oculare
riflette il rimodellamento anatomico che ha luogo a
livello delle arborizzazioni assonali individuali. Gli
assoni talamocorticali che proiettano allo strato IV
sono inizialmente distribuiti in modo uniforme all’in-
terno dello strato, ma nel corso dello sviluppo, essi
assumono una distribuzione a chiazze e ogni arboriz-
zazione diventa ristretta a una o pitt colonne apparte-
nenti ad uno specifico occhio. Quindi, il cambiamento
dell’ampiezza delle colonne di dominanza oculare &
mediata dall’eliminazione di sinapsi relativa agli
input di ogni occhio. Questo non significa che il nu-
mero totale di sinapsi diminuisca durante lo sviluppo.
Come avviene nel sistema nervoso periferico, gli asso-
ni che rimangono elaborangmolte nuove connessioni
che compensano numericamente la perdita di connes-
sioni causata dalla retrazione degli assoni dell’occhio
non dominante (Fig. 19.15). In altre parole, durante il
processo di formazione delle colonne di dominanza
oculare la singola arborizzazione perde, ma anche
guadagna, spazio sinaptico all'interno del bersaglio.
La distinzione critica & quindi relativa a dove le con-
nessioni sono eliminate ed aggiunte. L'eliminazione

restringe la popolazione neuronale binoculare, l'ag-

giunta da forza alle connessioni che rimangono.

La separazione degli input dai due occhi avviene
due volte nel sistema visivo. Durante il periodo pre-
natale, I'entrata visiva a livello della porzione dorsa-
le del nucleo genicolato laterale (NGL) viene sepa-
rata in strati, piuttosto che in colonne. Nei gatti em-
brionali, i terminali assonali delle cellule gangliari
provenienti dai due occhi si sovrappongono estesa-
mente nell’ambito del NGL, prima di separarsi gra-
dualmente per formare gli strati genicolati occhio-
specifici gia evidenti alla nascita. Come accade nella
corteccia, questo processo di fine rimodellamento
coinvolge sia la retrazione di ramificazioni collatera-
li di assoni dalle regioni inappropriate del nucleo
genicolato, sia I'elaborazione dei processi che si tro-
vano nello strato oculare specifico. Gli studi fisiologi-
ci confermano le osservazioni anatomiche, questi
hanno infatti dimostrato che i neuroni del genicolato
sono guidati binocularmente all'inizio, ma, quando
raggiungono la maturita, mantengono V'input di un
solo occhio.’®* Quindi, come per la formazione delle
colonne di dominanza oculare, 1'emergenza degli
strati occhio-specifici nel NGL ha luogo grazie ad un
processo che porta all’eliminazione delle connessio-
ni inappropriate (per una visione di insieme, vedi
Shatz1%). Nonostante I'eliminazione delle connessio-
ni dia luogo ad una selezione delle entrate prove-
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RIQUADRO 19.3

L’a-BUNGAROTOSSINA

Numerosi coloranti (dye), colorazioni (stains) e
marcatori sono stati importanti per la rivelazione della
struttura e'della funzione sinaptica. Alcuni fra i pitt
potenti sono stati presi in prestito dalla natura. Molti
veleni e tossine si legano a proteine specifiche. Un
esempio & rappresentato dalla tossina di serpente a-
bungarotossina (a-btx). Questa tossina & uno dei costi-
tuenti del veleno del serpente simile al cobra della spe-
cie Bungarus. La letalita dell’a-btx & conseguenza della
sua capacita di legare le subunita a dei AChR nicotini-
ci delle cellule muscolari scheletriche dei vertebrati
(con una eccezione notevole: i AChR di serpente non si

‘Jegano alla a-btx). Poiché a-btx & un antagonista com-

petitivo irreversibile di ACHhR, il loro legame paralizza
e causa la morte per soffocamento della preda.

I ricercatori hanno tratto vantaggio da questa tossi-
na di serpente per studiare molti aspetti di AChR. Per
esempio, a-btx & stata usata per purificare i AChR
dalle membrane di Torpedo. Inoltre, la tossina puo esse-

A

AChRs

Rodamina coniugata con AChRs
a-bungarotossina (a-btx)

t=2d

re coniugata a marcatori radioattivi oppure a molecole
fluorescenti (A), che possono essere osservati al micro-
scopio, per visualizzare i recettori sulle cellule musco-
lari, e poter cosi determinare la loro distribuzione, sta-
bilita e motilita nella membrana. Poiché la tossina si
lega essenzialmente in modo irreversibile al recettore
nella membrana della fibra muscolare, i recettori pos-
sono essere marcati una volta e poi si pud seguire il
loro comportamento nel tempo. (B) Questo approccio
ha fornito evidenze sostanziali riguardo alla stabilita
delle regioni sinaptiche sulle fibre muscolari, al tempo
di vita dei recettori nella membrana a livello dei siti
giunzionali, e a come i AChR si muovono all’interno
del piano della membrana. Per quanto riguarda in par-
ticolare gli studi del processo di eliminazione delle
sinapsi, la tossina ¢ stata usata per inattivare selettiva-
mente alcune regioni di una sinapsi tramite applica-
zione locale (puffing) su una piccola regione di una

giunzione.®!
4

e

FIGURA 19.12 (A) a-btx si lega in modo irreversibile alla subunita a dei AchRs nicotinici del muscolo. In questi espe-

rimenti, a-btx viene resa visibile tramite il colorante fluorescente rodamina,
AchRs marcati con a-btx vengono seguiti lungo il tempo. (B
prima della prima osservazione (t=0 giorni). Si acquisisce I
male. La stessa giunzione viene poi osservata altre 4 volte,
osservare dopo 22 giorni sono stati marcati 3 settimane prima,
Modificato da Turney, S.G., Culican, S.M., e Lichtman, J.W. (1996). A quantitat

immagine della giunzione, € po
durant

indicata nella figura con il cerchio rosso. I
I AchRs di questa giunzione sono stati marcati con a-btx
i si lascia recuperare 1'ani-
e le tre settimane successive. I recettori che si possono
ma ancora rimangono a livello della membrana.
ive fluorescence-imaging technique for

studing acetylcholine receptor turnover at neuromuscolar junctions in living animals. J.Neurosci. Methods 64:199-208.
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FIGURA 19.13 Evidenze sperimentali suggeriscono che il processo di eliminazione delle sinapsi sia il risultato di segnali
mediati da attivita elettrica all'interno della cellula postsinaptica. (A) L'attivazione dei recettori postsinaptici potrebbe dare
origine a due segnali opposti all'interno della fibra muscolare. Una conseguenza dell'attivazione del recettore sarebbe un
segnale di “punizione” (frecce rosse) in grado di causare la perdita di recettori a livello della membrana postsinaptica. L’atti-
vazione dei recettori potrebbe d’altra parte generare un segnale “protettivo” (punti blu) in grado di bloccare il segnale di
punizione, e quindi la destabilizzazione dell'apparato postsinaptico, nei siti in cui avviene I'attivazione del recettore. Quando
tutti i recettori sono attivati in modo sincrono, non si osserva perdita di recettori dalle sinapsi (grazie ai punti blu). (B)
Quando due input sono attivati differenzialmente, i recettori attivi vengono protetti, mentre quelli inattivi (x) no. (C) Questo
processo porta alla perdita dei recettori inattivi (non protetti) dalla membrana e la retrazione conseguente del terminale ner-
voso sovrastante. (D) Ad ogni modo, quando tutti i recettori sono silenti, non si ha il segnale di “punizione” (frecce rosse) e
quindi non si osserva perdita di sinapsi. Da Jennings.*
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FIGURA 19.14 (A) Colonne di dominanza oculare della corteccia visiva di scimmia neonata, a livello dello strato IVC, rive-
late tramite l'iniezione di [*H]prolina nel corpo vitreo di un occhio. Le strisce chiare rappresentano il tracciante trasportato
anterogradamente dall’occhio iniettato. Le regioni scure sono occupate dagli assoni guidati dall’altro occhio. (B) La depriva-
zione monoculare tramite sutura delle palpebre di un occhio (in questo caso, per 18 mesi a partire da due settimane dopo la
nascita) causa il restringimento delle colonne a cui afferisce l'occhio deprivato e I’espansione delle colonne dell’occhio non
deprivato (Hubel et al.1)_ (C) L’iniezione di un altro tracciante, la perossidasi di rafano (regioni chiare), in un occhio rivela
l'organizzazione a strisce dei terminali assonali delle cellule gangliari a livello della porzione dorsale-del nucleo genicolato
laterale del gatto, qui mostrato per un animale al giorno embrionale 56 (circa una settimana prima della nascita). OT, tratto
ottico; MIN, nucleo interlaminare mediale; A e C, glistrati AeC del genicolato ricevono input dall’occhio contralaterale. (D)
L’infusione cronica di tetrodotossina, TTX, nel cervello fra i giorni embrionali 42 e 46 previene la formazione degli strati

occhio-specifici. Shatz e Stryker.!""

nienti da un dato occhio su un neurone genicolato,
d’altra parte si verifica anche un incremento delle
sinapsi da parte del terminale che rimane.

Le mappe retinotopiche sono rifinite
tramite il processo di eliminazione delle sinapsi

Il rimodellamento fine delle connessioni tramite
eliminazione delle sinapsi non & un fenomeno esclu-
sivo del processo di separazione degli input oculari,
ma gioca anche un ruolo nella formazione delle
mappe retinotopiche. Queste mappe trasmettono ai
centri visivi del cervello le informazioni posizionali
relative all'immagine in modo topografico. Le
mappe retinotopiche sono presenti a livello del tetto
ottico dei pesci, degli anfibi, del pollo e dei suoi ana-
loghi e a livello del collicolo superiore, del NGL e

della corteccia visiva nei mammiferi. Vi sono eviden-
ze che indicano che il processo di eliminazione delle
sinapsi rende pil precise le mappe retinotopiche ini-
zialmente grossolane che si formano naturalmente
durante lo sviluppo (nei pesci e negli anfibi anche
durante la rigenerazione). I meccanismi responsabili
della formazione della mappa iniziale sono discussi
nel Capitolo 18. Nei vertebrati inferiori, quando a
stadi precoci dello sviluppo gli assoni retinici inva-
dono la struttura bersaglio & gia definita una mappa
abbastanza precisa che necessita successivamente di
un rimodellamento minore. Nel pollo e nei roditori
invece, & necessario un rimodellamento assonale
notevole prima che una mappa ad alta definizione
divenga evidente. Questo non & sorprendente perché
nei vertebrati inferiori il problema di ottenere una
mappa a grana fine & complicato dall’addizione con-

I1I. SVILUPPO DEL SISTEMA NERVOSO




610 19. FORMAZIONE ED ELIMINAZIONE DELLE SINAPSI

FIGURA 19.15 Eliminazione delle sinapsi nel sistema visi-
vo in via di sviluppo. Precocemente durante lo sviluppo, gli
input dall’occhio destro (giallo) e da quello sinistro (porpora)
convergono sui dendriti della stessa cellula bersaglio. A que-
sto stadio (A), ogni input contrae pochi contatti sinaptici sia
con i dendriti che appartengono alla colonna di dominanza
oculare a sinistra (bianco) e sia con quelli che appartengono
alla colonna di dominanza oculare a destra (grigio). Succes-
sivamente (B e C), gli input guidati dai due occhi segregano e
i dendriti associati ad una colonna di dominanza oculare
vengono guidati da un solo occhio. Il processo di segregazio-
ne coinvolge sia I'eliminazione di sinapsi formate dagli input
che si retraggono che l'addizione di sinapsi formate dagli
input che rimangono.

tinua di cellule gangliari alla periferia della retina e
dalla continua crescita del tetto che deve accogliere
gli assoni retinici nuovi che stanno arrivando. Al con-
trario, nel pollo e nei roditori, la maggior parte del
processo di formazione della mappa ha luogo quan-
do le posizioni nel bersaglio sono gia definite. (Vedi
Roskies et al.,'% per una visione di insieme riguardo
alla formazione delle mappe nelle diverse specie).

Si assume che Ieliminazione delle sinapsi duran-
te il rimodellamento fine delle mappe avvenga tra-
ite rimozione delle ramificazioni aberranti dei ter-
minali assonali. Questo processo sembra essere pit
esteso nel roditore piuttosto che nel pollo. Questa
differenza & abbastanza plausibile perché nel pollo
le arborizzazioni delle cellule gangliari che proven-
gono dalla retina temporale sono pitt 0 meno confi-
nate nella porzione rostrale del tetto gia al momento
dell’invasione del bersaglio. Al contrario, gli assoni
nasali si estendono caudalmente, lungo l'intera
superficie del tetto. Il comportamento diverso degli
assoni temporali e nasali nel modo in cui innervano
il tetto di pollo si basa su segnali guida che stabili-
scono la specificita topografica all'inizio del proces-
so di formazione della mappa.! Nel ratto neonato, a
differenza di quanto accade nel pollo, si osserva una
sovrapposizione completa delle ramificazioni e del-
le arborizzazioni degli assoni retinici temporali e
nasali a livello del collicolo superiore. Comunque, al
termine della seconda settimana postnatale, le arbo-
rizzazioni assonali delle cellule gangliari temporali
sono precisamente confinate nella porzione rostrale
del collicolo, mentre le arborizzazioni assonali delle
cellule gangliari nasali sono confinate strettamente
nella porzione caudale.!® A livello strutturale, il
rimodellamento fine della mappa presente nel colli-
colo superiore coinvolge sia la retrazione delle arbo-
rizzazioni posizionate non correttamente, sia la rie-
Jaborazione dei terminali posizionati correttamente,
analogamente a quanto accade per la formazione
degli strati occhio-specifici nel NGL e delle colonne
di dominanza oculare nella corteccia visiva.

In che modo vengono rimosse le ramificazioni in
esubero durante il rimodellamento fine della map-
pa? Una possibile maniera, gia menzionata prece-
dentemente in questo capitolo, consiste nella rimo-
zione tramite morte cellulare delle arborizzazioni
non correttamente posizionate. Proprio questo mec-
canismo contribuisce al rimodellamento della map-
pa nel collicolo superiore di ratto'® e al rimodella-
mento dell’entrata oculare a livello del nucleo geni-
colato del gatto, dato che gli strati occhio specifici si
formano durante il periodo di morte cellulare pro-
grammata delle cellule gangliari.''®

Sebbene la morte cellulare sembri contribuire alla
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rimozione dei processi posizionati non accurata-
mente, studi anatomici, in particolare quelli in cui
Iattivita nervosa delle vie visive viene perturbata,
suggeriscono che le ramificazioni che si trovano
nelle regioni bersaglio sbagliate vanno incontro ad
un processo di retrazione. A differenza di quanto
accade per la formazione degli strati occhio-specifi-
ci e delle colonne di dominanza oculare, non si sa se
questo rimodellamento strutturale delle arborizza-
zioni assonali rifletta realmente 1’eliminazione delle
connessioni sinaptiche perché finora non & stato
determinato fisiologicamente il pattern delle connes-
sioni ad ogni stadio della formazione della mappa.

Il rimodellamento delle connessioni visive
richiede attivitd neuronale

Uno degli esperimenti piti importanti nel campo
della plasticita sinaptica, eseguito da Hubel e Wiesel,
dimostra che la segregazione degli assoni che avviene
normalmente durante un periodo precoce della vita
postnatale pud essere alterato drammaticamente tra-
mite modificazione dell’attivitd neuronale dei due
occhi.™ Quando piccoli gatti vengono allevati con un
occhio chiuso mediante sutura temporanea, le colon-
ne di dominanza oculare che ricevono dall’occhio
chiuso diventano marcatamente pit piccole di quelle
che ricevono dall’occhio aperto(vedi Fig. 19.14). Le
dimensioni piti grandi delle colonne cui afferiscono
gli assoni provenienti dall’occhio aperto non sono
perd il risultato di una crescita delle terminazioni as-
sonali nel territorio occupato normalmente dall’oc-
chio suturato. Piuttosto, I’occhio aperto rimane con-
nesso in proporzione maggiore alle cellule che contat-
ta inizialmente, mentre I'occhio suturato perde una
proporzione maggiore delle sue connessioni iniziali.

Lo “spostamento” della preferenza dell’occhio
non sembra dipendere dalla presenza di un pattern
di attivita “visiva” per se. Infatti, se 'occhio non
occluso viene silenziato totalmente tramite iniezio-
ne intraoculare di tetrodotossina (TTX) (che abolisce
l'insorgenza del potenziale d’azione, N.d.R.), la propor-
zione corticale delle bande di dominanza oculare
risulta spostata in favore dell'occhio suturato, ma
ancora attivo spontaneamente.!? E interessante no-
tare che, quando l'attivazione postsinaptica delle
cellule corticali viene prevenuta tramite I'applica-
zione cronica di agonisti del recettore GABA i L
neuroni corticali sviluppano una preferenza verso
'occhio suturato.’® Questo fenomeno pud essere
spiegato come segue: la sola deprivazione monocu-
lare causa una riduzione del territorio corticale oc-
cupato dagli input che originano dall’occhio chiuso,
rispetto al territorio guidato dagli input provenienti

dall’occhio aperto; quando perd l'attivita postsinap-
tica viene bloccata, gli assoni che rispondono al-
I'occhio deprivato non perdono territorio e le entra-
te provenienti dall’occhio aperto non riescono ad
innervare regioni corticali che sarebbero altrimenti
occupate se le cellule corticali fossero responsive.!14
Queste osservazioni dimostrano chiaramente da un
lato che l'attivita postsinaptica & importante e dal-
I'altro che se I'elemento postsinaptico non & in gra-
do di rispondere, I'input pil1 attivo non necessaria-
mente vince la competizione. L'effetto del blocco
dell’attivita elettrica sulla formazione delle arboriz-
zazioni nel nucleo genicolato & molto rapido, dive-
nendo evidente gia in pochi giorni.15116 L5 soppres-
sione funzionale degli input dell’occhio deprivato
viene accompagnata da un rimodellamento della
struttura delle arborizzazioni (Fig. 19.16).117

Anche la segregazione degli input visivi a livello
del NGL richiede I'attivazione dei neuroni postsi-
naptici. Nel gatto, I'infusione cronica di TTX nel
NGL durante la vita prenatale, nell'intervallo tem-
porale durante il quale avviene la segregazione
occhio-specifica, previene l'emergenza degli strati
occhio-specifici. 101117 (Figg. 19.14, 19.16). Nei mam-
miferi sviluppati, ad esempio nel furetto, ogni strato
occhio-specifico & ulteriormente diviso in sottolami-
ne che contengono le arborizzazioni assonali delle
cellule gangliari i cui centri dei campi recettivi sono
di tipo “on” o “off”. Il blocco dell'attivita postsinapti-
ca dei neuroni del NGL durante lo sviluppo previene
la formazione di queste sottolamine.® Quindi, come
accade nel sistema nervoso periferico, la struttura e
I'organizzazione delle connessioni degli assoni delle
cellule gangliari e dei neuroni genicolati sono alta-
mente sensibili alle manipolazioni che alterano le
interazioni sinaptiche con i rispettivi bersagli.

In tutti questi esperimenti & implicito il fatto che
I'attivita necessaria perché avvenga la segregazione
degli input visivi non trae origine solo dalla stimola-
zione visiva tramite 'attivazione dei fotorecettori.
Sebbene le colonne di dominanza oculare rimangano
plastiche per un certo periodo dopo la nascita (deno-
minato periodo critico), nelle scimmie per lo meno
queste sono evidenti gia prima della nascita e del-
I'apertura degli occhi. Infatti, I'attivita spontanea &
importante per la formazione delle colonne di domi-
nanza oculare. Le colonne di dominanza oculare non
si formano per nulla nel caso in cui piccoli gatti rice-
vano, nel periodo postnatale, iniezioni di TTX in
entrambi gli occhi.™ L'attivita spontanea riveste un
ruolo evidente anche nella guida dello sviluppo delle
connessioni retinogenicolate dato che, nei gatti e nelle
scimmie, la segregazione occhio-specifica si verifica
ben prima della nascita. Inoltre, nel furetto, le sottola-
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FIGURA 19.16 (In alto) Sezione coronale delle arborizzazioni genicolocorticali di gattini con sutura monoculare per 33
giorni dopo la nascita. Le arborizzazioni terminali che afferiscono all’occhio deprivato (occhio D) hanno una complessita
drammaticamente ridotta se confrontate con quelli dell’occhio non deprivato (occhio ND), che mostrano un alto grado di
complessita e sono raggruppati in “patches” (Antonini e Stryker.!'5116) (In basso). I terminali assonali delle cellule gangliari
non sono confinati nelle regioni appropriate della porzione dorsale del nucleo genicolato laterale quando l'attivita viene bloc-
cata tramite TTX durante il periodo in cui avviene normalmente la formazione degli strati occhio-specifici (si confronti con
’esempio di un’arborizzazione ipsilaterale che termina nello strato A1l di un animale normale). Sretavan et al.!'7 A, anteriore;

L, laterale; 3, 4, strati corticali 3 e 4.

mine on e off compaiono prima che i fotorecettori
siano maturi.'?® Considerate assieme, queste osserva-
zioni suggeriscono che la retina immatura pud forni-
re segnali generati spontaneamente che potrebbero
essere adatti ad istruire la segregazione precoce degli
input visivi nel nucleo genicolato e nella corteccia.

Qual & la natura delle istruzioni contenute nel
pattern temporale dell’attivita spontanea? E noto
che la presenza di attivita, di per sé, non ¢ in grado
di guidare il processo di eliminazione delle sinapsi
nel sistema visivo e che sono invece richieste pattern
temporali specifici degli impulsi.

Le cellule gangliari della retina immatura sono in
grado di generare raffiche sincrone di potenziali
d’azione. Nella retina del furetto neonato le raffiche

di potenziali d’azione di cellule gangliari vicine
sono correlate ad onde retiniche di propagazione
che non hanno una direzione precisa ma che si ripe-
tono periodicamente (ogni 15 secondi-1 min) (Fig.
19.17).121-123 Le onde retiniche contengono informa-
zioni spaziali e temporali che potrebbero guidare il
rimodellamento fine dipendente da attivita delle
connessioni retinogenicolate. Per esempio, poiché le
onde sono generate indipendentemente in ogni reti-
na, & improbabile che l'attivita dei due occhi sia
coincidente. L'asincronia fra gli input provenienti
dai due occhi potrebbe rendere conto della segrega-
zione nei diversi strati occhio-specifici del NGL e, in
secondo luogo, nelle diverse colonne di dominanza
oculare in corteccia. Inoltre, poiché le onde assicura-
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no che cellule gangliari vicine siano sincronizzate
meglio rispetto a cellule pit distanti fra loro, i neu-
roni genicolati potrebbero essere in grado di stima-
re le relazioni di vicinanza della retina basandosi
sulla sua attivazione sequenziale. Questo aspetto
potrebbe essere utile per il rimodellamento fine
della mappa retinotopica. Le onde retiniche potreb-
bero, inoltre, fornire la spiegazione del perché le ter-
minazioni delle cellule gangliari on e off siano sepa-
rate nel NGL™ (Fig. 19.18). Rimane ancora da capi-
re se le onde retiniche siano effettivamente in grado
di guidare questi processi di sviluppo in vivo, e
sarebbe utile a tal fine poter alterare, invece che
abolire completamente, la struttura temporale degli
impulsi provenienti dalle cellule gangliari.

E necessario enfatizzare che questo tipo di atti-
vita non fornisce segnali che specificano quale stra-
to del NGL dovrebbe servire I'occhio destro o quel-
lo sinistro. Piuttosto, questo pattern di attivita po-
trebbe fornire uno “sbilanciamento” all’attivita de-
gli input in competizione e potrebbe altresi fornire
un modo in base al quale il neurone genicolato pud
riconoscere se i segnali provengono dalla stessa sor-
gente oppure da un’altra. In conclusione, la decisio-
ne su quale input debba venire mantenuto e quale
perso richiede altri meccanismi, che potrebbero
coinvolgere o meno l'attivita neuronale.

In che modo sono alterate le connessioni
sinaptiche nel sistema visivo in via di sviluppo?

In generale, ci sono numerosi modi tramite i
quali I'input sinaptico totale pud venire alterato
durante la competizione per i bersagli. In primo
luogo, il pattern di connessioni esistenti puo essere
modificato da meccanismi che alterano il numero
dei contatti, tramite eliminazione sinaptica o sinap-
togenesi. In secondo luogo, le sinapsi esistenti pos-
sono cambiare la loro efficacia di trasmissione tra-
mite meccanismi di potenziamento a lungo termine
(LTP, long term potentiation) o di depressione a
lungo termine (LTD, long term depression). Entrambe
queste possibilita hanno evidenze sperimentali, ed
entrambi questi meccanismi sono probabilmente
responsabili del processo di segregazione degli
input visivi. Vi sono anche evidenze che indicano
che i cambiamenti dell’efficacia sinaptica potrebbe-
ro precedere avvenire in parallelo all’eliminazione
delle sinapsi, giocando un ruolo nel rafforzamento
(o nell'indebolimento) degli input in competizione.
Per esempio, il potenziamento sinaptico che coin-
volge modificazioni LTP-simili e i recettori NMDA,
potrebbe avere un ruolo importante nella segrega-
zione degli input. La LTP & osservabile nella cortec-

cia visiva primaria,' & pitt facile provocarla negli
animali giovani che in quelli adulti’® e il periodo
durante il quale pud essere provocata viene prolun-
gato dall’allevamento al buio degli animali.’ Gli
esperimenti che prevengono la LTP nella corteccia
visiva in via di sviluppo tramite l'infusione di APV,
che & un bloccante del recettore NMDA, forniscono
pero risultati difficili da interpretare. In particolare,
sebbene la segregazione delle colonne di dominan-
za oculare sia assente,'”® I'applicazione di APV ap-
parentemente blocca completamente l'attivitd neu-
ronale, come si ottiene in seguito a somministrazio-
ne di TTX. Il blocco dei recettori NMDA nelle cellu-
le bersaglio del sistema visivo previene anche il
rimodellamento fine della mappa retinotopica nella
rana'” e la formazione delle sublamine on e off nel
furetto.18 In tutti questi casi, comunque, non si sa se
la distruzione del normale précesso di segregazione
sia il risultato della diminuzione di LTP oppure di
una diminuzione generale dell’attivita.1®

In che modo I'attivitad influenza le dimensioni
dell’arborizzazione, la distribuzione e, presumibil-
mente, I'organizzazione degli input? Evidenze sem-
pre pitt numerose mostrano che i neuroni richiedo-
no fattori di crescita specifici non solo per sopravvi-
vere, come descritto nei Capitoli 20 e 21, ma anche
per il loro mantenimento. La scoperta di come varia
I'espressione delle molecole neurotrofiche e dei
rispettivi recettori nel cervello durante lo sviluppo
ha acceso un notevole interesse riguardo il loro
ruolo nella competizione sinaptica.®1® [l NGF
(nerve growth factor) & stato implicato nel processo di
segregazione normale della dominanza oculare
nella corteccia visiva di ratto e si pensa che NT-4
(neurotrofina 4) e BDNF (brain-derived neurotrophic
factor) giochino un ruolo nel riarrangiamento sinap-
tico nella corteccia visiva di gatto. Queste molecole
trofiche sembrano agire sia pre sia postsinaptica-
mente. L'applicazione di BDNF in coltura promuo-
ve la crescita dendritica delle cellule corticali dello
strato IV, mentre l'infusione continua di NT-4 e di
BDNF nella corteccia visiva previene la formazione
delle colonne di dominanza oculare. Presumibil-
mente, le arborizzazioni genicolocorticali o non rie-
scono a rimodellarsi o crescono eccessivamente.132
L’attivita dei neuroni sembra essere correlata con la
loro risposta alle molecole trofiche. Sebbene nessu-
no degli esperimenti eseguiti finora dimostri in mo-
do conclusivo che le neurotrofine sono coinvolte di-
rettamente nel processo di eliminazione delle si-
napsi nella corteccia, le evidenze attuali suggerisco-
no che queste molecole possano essere coinvolte
intimamente nella costituzione delle connessioni
nel sistema visivo in via di sviluppo.
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FIGURA 19.18 Rappresentazione diagrammatica della segragazione delle arborizzazioni degli assoni retinici a livello del
nucleo genicolato del furetto durante lo sviluppo. Le scariche di attivita correlate all’interno della retina contengono segnali
che sembrano adatti per istruire il rimodellamento fine delle connessioni retinogenicolate. L’attivita asincrona fra i due occhi-
(occhio destro, RE; occhio sinistro LE) potrebbe portare alla segregazione delle entrate e, alla fine, all'emergenza degli strati
occhio-specifici durante la prima settimana postnatale. Quando ogni strato occhio-specifico viene ulteriormente suddiviso in
sottolamine On e Off (fra la seconda e la terza settimana postnatale), le cellule On e Off mostrano frequenze di scarica diffe-
renti, e questo riduce il grado di correlazione della loro attivita. Con, assoni controlaterali; Ipsi, assoni ipsilaterali; Al e A,

strati Al e A dei nucleo genicolato. P = giorno postnatale.

Il processo di eliminazione di sinapsi guidato
da attivitd avviene dovunque nel sistema
nervoso centrale in via di sviluppo?

Sebbene i meccanismi guidati da attivita sembrino
operare in modo tale da eliminare gli input sinaptici
inappropriati nel sistema visivo in via di sviluppo,
tali meccanismi non sono richiesti per la formazione

FIGURA 19.17 (A) Le registrazioni da una vasta popola-
zione di cellule gangliari nella retina di furetto neonato tra-
mite una gruppo di multielettrodi rivelano la presenza di
scariche di attivita spontanee, che avvengono semiperiodica-
mente. Ogni gruppo di linee verticali rappresenta un isto-
gramma di potenziali d’azione e ogni traccia orizzontale rap-
Presenta la registrazione da una cellula. (B) La ricostruzione
dell’attivita in posizioni determinate indica che questa si
diffonde come un’onda lungo la regione registrata. La
dimensione della regione attiva & proporzionale alla frequen-
za dei potenziali d’azione in quellistante. Queste “onde”
Tetiniche sono generate in assenza di stimolazione visiva e
Sono presenti dalla nascita (P0) fino a poco prima dell’aper-

.~ tura degli occhi (P30). Il profilo del gruppo di multielettrodi &
~ indicato dagli esagoni e, per ogni eta, I'attivita viene registra-

taa intervalli consecutivi di mezzo secondo all’interno di una

. Scarica. Wong et gl.12

di tutte le connessioni visive. Per esempio, all'interno
della neocortex in via di sviluppo, anche se le connes-
sioni fra le cellule piramidali degli strati II /III orien-
tate tangenzialmente devono essere ancora ben defi-
nite, le loro proiezioni radiali sono gia precise all’ini-
zio dello sviluppo.*1 Allo stesso modo, I’organiz-
zazione spaziale delle mappe relative alla preferenza
di orientamento nella corteccia visiva dei mammiferi
superiori & stabilita senza che sia necessaria la pre-
senza di attivita guidata dalla visione, 13136 anche se
laregolazione fine dell’orientamento cui rispondono
i neuroni corticali individuali & influenzata dal-
I'esperienza visiva e dall’attivita retinica spontanea.
Un esempio interessante esterno al sistema visi-
Vo, in cui la distribuzione precisa degli input sembra
formarsi in assenza di attivity, e rappresentato
dall’organizzazione spaziale caratteristica di con-
nessioni scoperta nel sistema somatosensoriale del
roditore. I baffi o vibrisse dei roditori sono innerva-
ti da nervi distinti, che sono attivati dal movimento
della vibrissa. Le fibre nervose afferenti dalle vibris-
se terminano principalmente in due regioni del
tronco dell’encefalo, il nucleo proprio del trigemino
e la pars oralis del nucleo trigeminale spinale, che
mandano proiezioni a loro volta al talamo ventrale
posteriore e alla regione SI della corteccia somato-
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sensoriale. La disposizione spaziale delle vibrisse
sul muso si riflette topograficamente nella distribu-
zione di unita funzionali discrete nella corteccia SI,
chiamate barrels (barili) (Fig. 19.19).1%1% La presen-
za di questi sistemi precisi di connessioni ha inco-
raggiato i neurobiologi ad esaminare come questa
organizzazione si formi e a cercare somiglianze con
lo sviluppo delle colonne di dominanza oculare.

Esperimenti basati sulla manipolazione dell’atti-
vita nella corteccia somatosensoriale hanno comun-
que, prodotto risultati inaspettati e conflittuali. I
primi esperimenti hanno mostrato che il blocco
dell’attivita tramite infusione cronica di TTX a livel-
lo del nervo infraorbitario o nell’area S1, oppure tra-
mite l'applicazione di antagonisti del recettore
NMDA nell’area 51, non previene né 'emergenza né
la distribuzione dei barrels durante lo sviluppo.’® Al
contrario, nei topi privi della subunita NR1 del recet-
tore NMDA la disposizione a barrel & assente gia a
livello del nucleo trigemino.*? Poiché il blocco far-
macologico del recettore NMDA dalla nascita non &
in grado di prevenire la formazione di barrel trigemi-
nali,’! per spiegare questi risultati conflittuali, si
pud ipotizzare che nei topi privi di NR1 la formazio-
ne di barrel trigeminali sia solo rallentata (non & perd
possibile verificare questa ipotesi perché questi topi
muoiono poco dopo la nascita), oppure che il blocco
farmacologico iniziato dopo la nascita sia applicato
troppo tardivamente, dato che i barrel trigeminali
sono gia normalmente presenti a quell’eta.

Quando si valuta la formazione dei barrel tramite
l’analisi della distribuzione delle cellule corticali o
dei pattern delle arborizzazioni afferenti utilizzando
tecniche anatomiche, i risultati suggeriscono che
l'attivita non gioca nessun ruolo nello sviluppo di
quella particolare distribuzione topografica. Ad ogni
modo, studi pil recenti basati su approcci fisiologici
indicano al contrario che l'attivita & necessaria.
Quando le cellule corticali dell’area S1 vengono bloc-
cate cronicamente utilizzando antagonisti del recet-
tore del glutammato, la distribuzione dei barrel, rive-
lata tramite colorazione per la citocromo-ossidasi,
sembra inalterata.l® Invece, mentre normalmente le
risposte a bassa latenza associate alla stimolazione di
una singola vibrissa sono confinate all’interno di un
solo barrel, negli animali trattati le risposte alla stimo-
lazione della singola vibrissa possono essere regi-
strate anche nei barrel circostanti a quello specifico.'

1l riarrangiamento sinaptico & un fenomeno
connesso esclusivamente allo sviluppo?

Si pensa generalmente all’eliminazione delle sina-
psi come ad un fenomeno tipico dello sviluppo, che

avviene in un intervallo di tempo discreto. Nel siste-
ma visivo in via di sviluppo, il periodo durante il
quale si verifica il riarrangiamento sinaptico, inclusa
I’eliminazione delle sinapsi, viene chiamato periodo
critico. Difatti, gli effetti della deprivazione monocu-
lare possono essere parzialmente recuperati se il
periodo di deprivazione non eccede il periodo criti-
0.1% Trascorso il periodo critico, le colonne di domi-
nanza oculare non possono piit essere modificate,
anche se un occhio non viene piti usato per decenni.

Cosa significa la fine del periodo critico? Una pos-
sibilita & che tale fine sia correlata a cambiamenti
ambientali dei segnali di sviluppo che controllano la
plasticita sinaptica. Un esempio di cid potrebbe esse-
re la regolazione che avviene durante lo sviluppo
della distribuzione dell’espressione dei fattori trofici
o dei rispettivi recettori nel sistema nervoso
centrale.®»130 In molti casi, cdmunque, la sparizione o
la diminuzione dell’espressione dei fattori trofici e
dei loro recettori non coincidono con la fine del
periodo critico. Una seconda possibilita & che, alla
fine del periodo critico, non ci sia pitt competizione
sinaptica poiché gli input dei vari competitori sono
gia suddivisi e quelli rimanenti sono tutti attivi in
modo sincrono (o per lo piti sincrono). In questo sce-
nario, la desincronizzazione degli input residui
dovrebbe causare un rimodellamento sinaptico ulte-
riore. Questo rimodellamento potrebbe manifestarsi
sia sotto forma di perdita delle connessioni che si
desincronizzano sia sotto forma di rafforzamento di
altre connessioni. Sarebbe comunque da escludere
I'evenienza della produzione di nuove connessioni.
Evidenze a sostegno di questo meccanismo proven-
gono da esperimenti eseguiti sia nel sistema nervoso
periferico, sia in quello centrale. A livello della giun-
zione neuromuscolare adulta, il blocco dei AChR
postsinaptici in una parte della giunzione causal’eli-
minazione delle sinapsi nella regione inattiva.®* Nel
sistema nervoso centrale, lesioni focali binoculari
della retina portano alla perdita dell’attivita dipen-
dente dalla visione delle cellule corticaliinnervate da
quella porzione del campo visivo. Col tempo pero
queste cellule corticali diventano di nuovo responsi-
ve a stimoli visivi, e i loro campi recettivi risultano
pili grandi del normale e localizzati in regioni retini-
che ai bordi dello scotoma. Questo rimodellamento
dell’organizzazione del campo recettivo & stato spie-
gato chiamando in causa il rafforzamento, tramite
'elaborazione di nuove sinapsi, di proiezioni nor-
malmente silenti provenienti da regioni della retina
adiacenti a quella lesionata.!*>14314

Anche se la competizione pud riemergere in deter-
minate condizioni che causano la desincronizzazione
dell’attivita degli input esistenti, il sistema deve alla
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FIGURA 19.19 (A) Organizzazione delle unita funzionali del sistema somatosensoriale dei roditori. Ogni vibrissa sul muso
viene rappresentata da una relazione funzionale uno-ad-uno con gruppi di neuroni bersaglio lungo il sistema somatosenso-
riale, relazione che termina a livello della regione S1 della corteccia coi barrels.1® (B) Il blocco dell’attivita postsinaptica trami-
te D-APV, antagonista del recettore NMDA, durante lo sviluppo neonatale non previene l'emergenza dei barrels in S1.
Comunque, anche se l'organizzazione anatomica non sembra influenzata da questo trattamento, le analisi fisiologiche forni-
scono indicazioni diverse. Le risposte con latenza breve (eccitazione monosinaptica diretta dagli afferenti talamici) dei neuro-
ni dello strato IV in S1 alla stimolazione delle vibrisse sono normalmente confinate nel barrel appropriato (vedi controllo
adulto). Nella corteccia trattata con D-APV (C), tali risposte (punti neri) non si trovano solo all’interno, ma anche al di fuori

dei confini del barrel appropriato.’®

fine raggiungere uno stato in cui non pud pit avveni-
re nessuna competizione perché tutti i competitori
sono stati eliminati. La formazione della memoria
richiede plasticitd, ma l'immagazzinamento della
memoria richiede stabilita di fronte all’esperienza in
corso. Questa dicotomia apparente & in accordo, dal
punto di vista meccanicistico, con la perdita di con-
nessioni sinaptiche indotta dall’esperienza. In questo
scenario, la formazione della memoria richiede che
un sottogruppo di connessioni vengano selezionate
mentre altre vengano eliminate, e che una volta che
queste connessioni sono state eliminate, quegli input
non possano pitt influenzare i circuiti che sono stati
costituiti. Quindi, le nuove esperienze non sono in
grado di sovrapporsi alle memorie gia depositate.
Poiché le perdite indotte durante 1'eliminazione
delle sinapsi sono permanenti e mediate dall’atti-
vit, tali perdite potrebbero potenzialmente rappre-

sentare un modo in cui potrebbero stabilirsi modifi-
cazioni della circuiteria sinaptica del cervello ed
essere mantenute indefinitamente.

Riassunto

Nel sistema visivo, la distribuzione temporale e
spaziale dei potenziali d’azione gioca un ruolo chiave
nel rimodellamento fine dell’organizzazione topo-
grafica delle connessioni assonali, nella creazione
degli strati occhio-specifici nel nucleo genicolato late-
rale, e nella generazione delle colonne di dominanza
oculare nella corteccia visiva. In ogni caso, il rimodel-
lamento sinaptico coinvolge la retrazione delle arbo-
rizzazioni assonali e la perdita delle sinapsi posizio-
nate non correttamente e la rielaborazione successiva
di sinapsi di fronte ai terminali posizionati corretta-
mente. L’esperienza visiva modificalo sviluppo degli
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assoni influenzando il pattern temporale degli impul-
si che originano dai due occhi. Durante lo sviluppo
fetale, prima dell'inizio dell’esperienza visiva, onde
spontanee di potenziali d’azione creano pattern
distinti di attivita nei due occhi; queste onde potreb-
bero essere utilizzate durante lo sviluppo per rifinire
le connessioni visive nel nucleo genicolato laterale. I
recettori NMDA e/ o le neurotrofine potrebbero esse-
re importanti in questo processo. Esempi di competi-
zione dipendente dall’attivita sono stati trovati in
ogni parte del sistema nervoso centrale.
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