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Abstract  

Lôutilizzo della luce per lo studio del cervello ha principalmente 

riguardato lo sviluppo di tecniche di imaging; ma, negl i ult imi anni,  

la fotonica ed i suoi principi sono state uti l izzati  per manipolare, 

stimolare e studiare lôattivit¨ di cellule cerebrali.  

Lo scopo di questo lavoro di tesi è quello di passare in rassegna in 

modo crit ico e più recenti  risultati ottenuti nella modulazione ed 

attivazione di att ivi tà di cellule neural i attraverso tecniche che 

prevedono lôutilizzo della luce. 

Generalmente, la st imolazione ed i l monitoraggio consentono lo 

studio delle att ività neurali  che sono alla base dei controll i  

omeostatici fisiologici, della memoria e di tutt i i  comportamenti  

animali , qual i aggressività, sonno e fame [1] .  

Si tratta di tecniche che in un futuro non molto lontano, 

potenzialmente, potrebbero sostituire o, combinandosi, migliorare 

quelle attuali, che si basano prevalentemente su fenomeni magnetici,  

come la risonanza magnetica MRI, su fenomeni acustici ,  come 

lôecografia e su fenomeni elettrici, come la stimolazione transcranica 

a corrente diretta (tDCS) e lôelettroencefalogramma (EEG). 

Inoltre, i l  presente studio rit iene che la stimolazione ottica possa 

diventare una valida alternativa alla stimolazione elettr ica, anche 

perch® il progresso di questôultima, nonostante abbia suscitato molto 

ottimismo nello svi luppo di interfacce brain-computer (BCIs), è 

ostacolato da difficoltà che diffici lmente possono essere superate. 

Innanzitutto, i l  cervello è una struttura tridimensionale, perciò, per 

raggiungere gli  strati più profondi, sono necessari  inserimenti  di  

oggetti  esterni,  gli  elettrodi appunto, piuttosto densi ed è ben noto 

che questi possono innescare risposte infiammatorie.  

Gli elettrodi, poi, non sono in grado di stimolare neuroni specifici in 

una regione popolata da diversi t ipi di neuroni ed altre cellule non 

nervose, come gli astrocit i; infine, maggiore ¯ lôintensit¨ dello 
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stimolo elettrico, maggiori sono i rischi di effett i  indesiderati  presso 

le cellule circostanti agli elettrodi [2]  [3], perch® questôultimi 

diffondono correnti in tutte le direzioni (Figura 1)Figura 1, riducendone 

drasticamente la r isoluzione spaziale e, quindi, la quali tà della 

risposta neurale. 

Di  contro, sfortunatamente, la maggior parte degli approcci basati  

sulla neurostimolazione ott ica non ha, attualmente, la capacità di 

innescare o di inibire attivi tà elettriche a frequenze superiori a 400 

Hz, mentre quella elettrica è in grado di farlo anche oltre i 900 Hz, 

frequenze massime per cui i neuroni propagano APs 

consecutivamente. 

Per esempio, lo studio [4]  ha confrontato le risposte neurali a fronte 

di stimolazioni ottiche ed elettriche sui neuroni delle vie uditive di 

topi e ha ri levato che le prime, mediate da una serie di microlaser 

distr ibuit i in 3 aree del canale di Rosenthal, evidenziano prestazioni 

migliori in termini di risposta neurale, rispetto a quelle del le 

stimolazioni elettriche. 

La stimolazione ott ica, sfruttando i principi dei fotoni, offre la 

massima precisione in termini temporali e spaziali, in maniera meno 

invasiva rispetto a quella elettrica: i n tal  modo, è possibile 

focalizzare la stimolazione su strutture subcellulari , singole cellule 

o su più cellule simultaneamente, allo scopo di indagare quelle reti  

neurali che sono alla base di un determinato comportamento. 

Il campo di ricerca delle neuroscienze, f in dagli  albori del le prime 

scoperte che hanno portato alla comprensione di numerosi 

funzionamenti cerebrali,  ha compreso le potenzialità della 

stimolazione ottica.  

Figura 1 

Journal of Neural Engineering - An optical neural interface: in vivo control of rodent 

motor cortex with integrated fiberoptic and optogenetic technology 
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Infatti , già nel 1891, Arsonval [5]  aveva osservato che la 

stimolazione ottica dei neuroni poteva avere luogo, mentre 

Arvanitaki e Chalazonitis [5]  negli anni ô60 dimostrarono che 

lôeccitazione e lôinibizione sono fortemente dipendenti da parametri 

ottici della radiazione, come la lunghezza dôonda e lôintensit¨; 

tuttavia, a quellôepoca, per motivi  tecnici,  non si era ancora in grado 

di manipolare questi parametri  tanto cruciali per la 

neurostimolazione, che rimasero poco approfonditi f ino agli enormi 

progressi tecnologici  che permisero lôesplosione del successo di un 

nuovo approccio di studio. 

Lôavvento dei laser negli anni ô70, poi, ha contribuito enormemente 

al successo delle neuroscienze, come mostrato dal la brevettazione di 

tale tecnica [6]  e dai risultat i di numerosi studi. Per esempio, lo 

studio [7]  ha mostrato come la stimolazione ottica mediata dal laser 

stesso, agisca direttamente sulle cellule nervose nel mollusco 

Aplysia. 

Si è dovuto, infine, attendere gli inizi degli anni ô90 [8] , con lo 

sviluppo della microelettronica e dellôoptoelettronica e con le 

maggiori conoscenze conquistate nella biologia, per ottenere 

dispositivi  e tecniche più economiche, versati l i  e soprattutto 

realizzabil i . 

Le tecniche di stimolazione o modulazione mediante luce più 

importanti sono: [9]  [10] [11]:lôoptogenetica, lôuso di molecole 

ingegnerizzate fotoattive [12] e lôuso della radiazione infrarossa. 

La scelta della tecnica dipende primariamente dallo scopo dello 

studio che si vuole effettuare, perché ogni strumento ha i suoi 

vantaggi e le sue l imitazioni [13]. 

Lôoptogenetica consiste nellôindurre modifiche genetiche in specifici  

neuroni tramite microiniezioni di vettori virali contenenti transgeni, 

i qual i, una volta integrati nel genoma dei neuroni, andranno ad 

esprimere proteine fotosensibil i. 

La tecnica che uti l izza molecole fotoattive consiste principalmente 

nellôiniettare neurotrasmettitori legati  a molecole che l i rendono 

attivi solo sottoesposizione luminosa. 
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La radiazione infrarossa, che attraverso protocoll i  di  stimolazione a 

differenti frequenze è in grado di indurre depolarizzazioni o 

iperpolarizzazioni neuronali senza la necessità di modificare 

geneticamente o chimicamente le cellule, ma sfruttando i l  

surriscaldamento transiente che avviene a l ivello della membrana 

cellulare [14]. 

Concludendo gli  approcci descri tt i  mostrano come la luce possa 

essere un metodo fisico innovativo non soltanto per lôimaging del 

cervello ma anche per la sua modulazione con elevata risoluzione 

spaziale e temporale, efficacia e versati l i tà e sicurezza. Tuttavia,  

lôassorbimento della luce pu¸ causare effetti di fotodanneggiamento 

o modulazione incontrollata delle cellule. Dôaltra parte, gli strumento 

tecnologici che possano consentire di ri lasciare la luce ai tessuti  

nervosi in modo controllato e guidato sono ancora l imitati. 

In questo senso, approcci ibridi di fotonica ed elettronica sono in fase 

di studio [15].  
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CAPITOLO 1  

Introduzione 

La luce 

In fisica la luce è la radiazione elettromagnetica (EM), ovvero la 

radiazione dellôenergia nel campo elettromagnetico; essa esibisce 

proprietà caratterist iche sia delle onde che delle particelle, un 

concetto conosciuto come dualismo onda-particella. 

Nel primo caso, la natura ondulatoria del la luce consiste in unôonda 

composta di un campo elettr ico e, perpendicolarmente a questôultimo, 

di un campo magnetico, entrambi oscil lanti in fase nel la direzione di  

propagazione. Questo comportamento è descrivibile attraverso le 

espressioni matematiche delle equazioni di Maxwell [16]. Se si 

considera la luce come onda, possono essere spiegati  diversi 

fenomeni tipici delle onde come lôinterferenza e lôindice di 

rifrazione. 

Nel secondo caso, la natura corpuscolare della luce consiste di 

pacchetti  di  energia, o quanti,  denominati  anche come fotoni;  questi,  

se posti nel vuoto, viaggiano alla velocità della luce stessa, velocità 

che nessunôaltra particella dotata di massa pu¸ superare. Tale 

modello-particella può, invece, spiegare quei fenomeni t ipici del le 

particel le, quali lôassorbimento e lo spettro ottico dellôemissione da 

parte degl i atomi o molecole (noto come spettroscopia). 

Inoltre, secondo il  Modello Standard, i l  fotone è la particel la 

associata al lôinterazione elettromagnetica, una delle quattro 

interazioni fondamentali che compongono la natura. 

Lôinterazione della radiazione EM con la materia dipende fortemente 

dalla sua lunghezza dôonda, cui sono legate la frequenza1 e lôenergia2 

[17], nonchè il profilo dellôimpulso ottico sia nel senso spaziale che 

temporale: per esempio basse ɚ corrispondono ad alte frequenze e, di 

conseguenza, alte energie, che, se eccessive, possono distruggere i 

 
1 ὺ   v= frequenza [Hz]  c= velocità della luce nel vuoto = 299 792 458 m/s  
2 Ὁ Ὤὺ  E= energia per fotone [J] h= costante di Planck= 6.626 070 15E10-34 J·s 
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tessuti biologici. Infatti,  quando la luce incontra un mezzo 

assorbente, essa può perturbarlo in diversi modi: può rompere legami 

molecolari, comportarsi da catal izzatore per accelerare reazioni 

chimiche o creare onde dôurto/di pressione che attraversano i  tessuti 

[16] [18] [19].  
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Lôinterazione della luce con la materia vivente 

I fenomeni in base ai quali  l a propagazione del fascio di luce varia 

quando esso attraversa una porzione di  materia sono la ri f lessione, la 

rifrazione, lôassorbimento e lo scattering. 

In ambito biomedicale, i  primi due fenomeni sono piuttosto 

trascurabil i  e diffici lmente calcolabil i , in quanto i tessuti umani, ad 

eccezione quell i  del la cornea, sono opachi; la disomogeneità dei 

tessuti biologici,  infatti, è la maggiore l imitazione che rende 

complessa la scelta dei parametri . 

Nellôambito di uno studio che comporta lôuso dei laser, la lunghezza 

dôonda della luce ¯ il principale parametro di ri ferimento, perché è 

proprio quel lo che determina i più evidenti effett i  sui tessuti e da cui  

conseguono lôindice di rifrazione, il coefficiente dôestinzione, di 

assorbimento e di scattering. 

Riflessione e rifrazione 

Se i l fascio della radiazione EM è orientato di un certo angolo ɗi  

(angolo di incidenza) rispetto alla normale del la superficie, i l  fascio 

sarà ri f lesso di un angolo ɗô (angolo di ri f lessione), che è uguale a ɗ 

per lôimpatto con la superficie stessa; tale fenomeno è definito 

rif lessione.  

Si ha, invece, rif lessione totale se ɗi  supera lôangolo limite
3 , 

situazione che si veri fica quando la luce passa da un mezzo con indice 

di r ifrazione maggiore ad uno con indice di r ifrazione minore. 

I  vettori di entrambi i fasci e la normale della superficie giacciono 

sullo stesso piano, chiamato come piano di incidenza. La relazione 

—  — (Figura 2) è valida solo se 

si assume che la superficie sia 

l iscia (ri f lessione speculare), 

ovvero che la dimensione della 

rugosità sia trascurabile rispetto 

alla lunghezza dôonda; in caso 

 
3 Il valore massimo dellôangolo di rifrazione ¯ 90Á; perci¸, dalla legge di Snell si ha che lôangolo limite ¯  

—  ÓÉÎ
ὲ
ὲ .  Di conseguenza n2 < n1  

Figura 2 

Laser-Tissue Interactions: Fundamentals and Applications 
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contrario, allora prevale la r if lessione diffusa, che è chiaramente 

caratteristica di tutt i  i  tessuti. 

La rifrazione, invece, si  ott iene quando la velocità della luce cambia 

al variare del materiale del mezzo di propagazione. La relazione 

matematica che descrive la ri frazione è conosciuta come la legge di 

Snell  (Figura 2) 

ÓÉÎ—

ÓÉÎ—

ὺ

ὺ
 

Dove v1 e v2 corrispondono alle velocità della luce nei due mezzi, 

rispettivamente prima e dopo la superficie ri f lettente; ɗr ¯ lôangolo 

rifrazione (ɗôô in Figura 2) 

Dallôindice di rifrazione di un certo materiale ὲ  ὧȾὺ si ott iene: 

ὲÓÉÎ— ὲ ίὭὲ— 

La rifrazione e la rif lessione sono fortemente legate tra loro 

attraverso le leggi di Fresnel. 

Assorbimento 

In linea di principio, lôassorbimento ha luogo quando particelle 

cariche, come gli  elettroni, vengono esposte al campo elettrico 

osci l lante delle onde EM la cui frequenza è in r isonanza4 con quella 

della particella; quindi, essa acquisisce una energia quantizzata tale 

da passare ad un l ivello energetico superiore, impiegando circa 1 fs. 

Dopodich®, lôelettrone eccitato ritorna al livello energetico inferiore, 

rilasciando un fotone, in circa 1 ps.  

Lôassorbanza del mezzo ¯ definita come il rapporto tra lôintensit¨ 

assorbita ed intensità incidente: se più fotoni vengono assorbit i,  

lôintensit¨ del fascio elettromagnetico si attenua sempre pi½ 

attraverso i l mezzo. La probabil ità che i l  fotone venga assorbito è, 

poi, quantificata dal coefficiente di estinzione (Ů ï unità di misura:  

m2·mol-1) di una molecola. Maggiore sar¨ Ů, maggiore sar¨ la 

probabil ità che un fotone venga assorbito. 

Chiaramente, la capacità di un mezzo di assorbire la radiazione EM 

dipende da una serie di fattori: primariamente, dalla costituzione 

 
4 La risonanza si verifica quando il gap di energia elettronica (differenza del livello di energia tra lo stato 

fondamentale e lo stato eccitato dellôelettrone) ¯ uguale allôenergia associata al fotone. In altre parole, quando 

si verifica che la frequenza dellôonda elettromagnetica uguaglia la frequenza naturale della particella colpita 

dal fotone stesso. 
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elettronica dei suoi atomi e del le 

sue molecole5 e, quindi, dalla loro 

concentrazione, dal la lunghezza 

dôonda della radiazione stessa, 

dallo spessore dello strato 

assorbente e, infine, da parametri 

interni come la temperatura. 

Due sono le leggi che misurano 

lôeffettivo assorbimento della luce da 

parte della materia e, quindi, del tessuto esposto alla luce: la legge 

di Lambert e la legge di Beer. 

  Ὅᾀ  ὍὩὼὴ‘ᾀ  Ὅᾀ ὍὩὼὴὯὧᾀ 

dove I(z) indica lôintensit¨ alla distanza z indicante lôasse ottico, µa 

è i l  coefficiente di assorbimento del mezzo, c è la concentrazione 

degli agenti assorbenti e kô è la variabile che dipende da parametri  

interni. 

Lôinverso del coefficiente di assorbimento corrisponde alla 

profondità di penetrazione ottica ‏  ρ‘ ; va detto che questa 

relazione non è affetto dallo scattering, i l  quale in realtà riduce 

maggiormente la profondità. 

Poiché i tessuti  sono composti  da numerose e svariate molecole, come 

lôacqua, le proteine ed i pigmenti, ciascuna di esse assorbe i  fotoni 

in maniera differente a seconda della lunghezza dôonda dei fotoni 

stessi. 

Per esempio, lôacqua presenta dei picchi di assorbimento sparsi 

irregolarmente soprattutto tra le lunghezze dôonda dellôinfrarosso. 

[20] (Figura 3 ). 

Scattering 

Nel caso in cui la frequenza dellôonda EM incidente non sia in 

risonanza con quella della particella, questôultima assorbe, 

comunque, lôenergia del fotone, ma la riemette in una direzione e con 

unôintensit¨ differente. Ci¸ fa sì che i  fotoni incidenti rallentino 

 
5 Ogni atomo o molecola ha un proprio spettro elettromagnetico, quindi proprie frequenze naturali, 

corrispondenti ai picchi di assorbimento. 

Figura 3  

Photoacoustic imaging in the second near-infrared 

window: a review 
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quando penetrano in un mezzo denso, dando origine al fenomeno della 

dispersione. In base alla conversione o meno di una parte dellôenergia 

del fotone, si distingue tra scattering elastico ed anaelastico. 

Nel presente lavoro non verranno descritt i  modell i  di  scattering 

anaelastico, tra i quali scattering di Bri l louin e scattering di Raman 

risultano essere i più applicati. 

Al contrario, si tratterà di scattering elastico, in cui le energie dei  

fotoni incidenti  e deviati  sono le stesse. La scelta tra i  vari modell i  

esistenti dello scattering elastico dipende dalla dimensione della 

particella rispetto alla lunghezza dôonda. 

Se la dimensione del la part icella o della molecola è sufficientemente 

piccola, prevale lo scattering di Rayleigh; lôintensit¨ del fascio, 

simile a quella dellôassorbimento, ¯ in funzione di z indicante lôasse 

di propagazione e del coefficiente di scattering µs:  

Ὅᾀ ὍὩὼὴ‘ᾀ 

A ttraverso opportuni calcoli di di fferenziazione e sostituzione, la 

legge di Rayleigh implica poi che lôintensit¨ di scattering I s sia 

fortemente dipendente da ɚ, infatti: Ὅͯ  . 

Se, invece, la dimensione della particella ¯ ~ɚ, si ricorre allo 

scattering di Mie.   

In realtà, nessuno dei due modell i è in grado di descrivere in maniera 

precisa lo scattering nei tessuti biologici;  pertanto, si ricorre spesso 

alla funzione di probabil i tà p(ɗ) di un fotone di essere deviato di un 

certo angolo ɗ;  anche di tale funzione esistono vari  modell i, ma il più 

uti l izzato è quello conosciuto come HenyeyïGreenstein: 

ὴ—
ρ

τ“

ρ Ὣ

ρ Ὣ ςὫÃÏÓ—
 

Dove g indica i l  coefficiente di anisotropia del mezzo in cui si 

propaga la luce. 

Se Ὣ ρ , lo scattering è puramente diretto; se Ὣ ρ, invece prevale 

lo scattering a ritroso; infine, se Ὣ π, allora avviene la scattering 

isotropico. 

Gli autori  dello studio [21] hanno, infatti,  dimostrato che prevale lo 

scattering quasi diretto per tutt i i  tessuti esaminati, in particolare 
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quell i  nervosi, con i l  coseno medio 

dell 'angolo di scattering 

nell ' intervallo 0,945-0,985.  

Considerando sia lo scattering che 

lôassorbimento, la profondit¨ di 

penetrazione ottica ŭ sarà, 

ovviamente, inferiore rispetto al 

caso in cui si considera solo 

lôassorbimento [22], infatti:  

‏
ρ

σ‘ ‘ ρ Ὣ ‘
 

Inoltre, se da un lato i tessuti  nervosi condividono proprietà ottiche 

simili in funzione della lunghezza dôonda (Figura 4), dallôaltro ci 

sono differenze nette tra la materia bianca (WM) e la materia grigia 

(GM) del cervello; per esempio, il  coefficiente di estinzione µt  della 

prima è significativamente maggiore del suo complementare 

anatomico per lôintero range spettrale investigato6 [21]. 

Lo stesso studio ha investigato anche come varia lo scattering in 

tessuti  tumorali;  poiché la struttura di questi  tende ad essere 

macroscopicamente più disomogenea, infatti,  i  valori dei coefficienti  

di scattering ottenuti  sono maggiori  rispetto ai tessuti sani di materia 

grigia. 

  

 
6 ɚ = 800 nm:   ɛwmt =36.96 mm-1 ɛgmt=7.68 mm-1 

Figura 4 

Photoacoustic imaging in the second near-infrared 

window: a review 
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CAPITOLO 2  

Scopo della Ricerca: La luce e lo 

studio del cervello 

Negli ult imi anni, le tecnologie fotoniche hanno svolto un ruolo 

sempre più importante nel sostenere lo studio di organismi viventi  

(ad esempio cellule, piccoli  animali e umani) in biologia e medicina. 

Le applicazioni biomediche come la spettroscopia e l ' imaging dei 

tessuti biologici sono oggi un campo di applicazione principale per 

le tecnologie basate sul la luce e i l  termine biofotonica è 

comunemente usato. Più specificamente, i  metodi e le applicazioni 

basati sull 'uso della luce nelle neuroscienze per comprendere 

ulteriormente i  fenomeni cerebrali stanno crescendo rapidamente e un 

nuovo termine - neurophotonics - è stato recentemente coniato per 

fare ri ferimento a tutte le discipline che lavorano attivamente e in 

sinergia con interfaccia tra ottica e neuroscienza. Questi  metodi e 

applicazioni abbracciano una varietà di soluzioni e strumenti,  come 

metodi microscopici e nanoscopici a super risoluzione, optogenetica 

e altri  metodi ottici  per manipolare i l  comportamento cellulare, l 'uso 

di materiali sintetici e reporter ed attuatori ott ici codificat i  

geneticamente. Lo scopo di questo lavoro di tesi è quello di passare 

in rassegna in modo crit ico e più recenti risultati  ottenuti  nella 

modulazione ed attivazione di att ività di cellule neurali  attraverso 

tecniche che prevedono lôutilizzo della luce.  
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CAPITOLO 3  

I neuroni ed il loro principi 

funzionali  

Organizzazione del Sistema Nervoso 

I l  Sistema Nervoso si divide in sistema nervoso centrale (CNS), in 

sistema nervoso periferico (PNS) ed in sistema nervoso enterico 

(ENS). 

Il primo, che processa informazioni provenienti  da altre part i del  

corpo e le rinvia ad esse, include cervel lo e corda spinale, entrambi 

protett i rispettivamente dal teschio e dalla colonna vertebrale. Il  

cervello è organizzato come una rete complessa ed intricata, in cui 

sono presenti anche vascolature ed altre cellule non nervose, come 

astrocit i,  cel lule gl iali e cellule endoteliali [36]. 

Invece, PNS include neuroni afferenti/sensoriali  e neuroni efferenti. 

Quelli afferenti, organizzati perlopi½ in ñfasciò, ricevono 

informazioni dai recettori  sensoriali posti nei tessuti  peri ferici  e negl i 

organi e le trasmettono al CNS; i  neuroni efferenti,  invece, ricevono 

comandi dal CNS e l i rinviano a specifici bersagli , per la maggior 

parte costituit i  da muscoli  o ghiandole. Sono neuroni efferenti  anche 

quell i  che determinano i l  sistema simpatico e parasimpatico. 

ENS, infine, comprende i neuroni appartenenti allôapparato 

digerente, in grado di regolare la digestione comunicando con la flora 

intestinale. 
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I neuroni 

Sebbene ad oggi numerose evidenze indichino che non siano le uniche 

cellule che controllano la capacità di r icevere, di elaborare e di 

inviare segnali, i neuroni sono ad oggi ancora considerati lôunit¨ 

funzionale del Sistema Nervoso [23]; essi sono capaci di ricevere una 

serie di segnali  elettrici,  noti come potenziali dôazione (APs), 

processarli e trasmetterl i a neuroni adiacenti  o ad altre cellule non 

nervose. 

A l ivello morfologico o funzionale, esiste una grande varietà di 

neuroni, ma tutti  condividono tre distint i regioni: i l  corpo cellulare, 

o soma,  i  dendrit i ed un assone. 

Il soma contiene il nucleo, i vari organuli necessari per lôattivit¨ 

cellulare ed un ampio citoscheletro, i l  quale si dirama verso i dendrit i 

e gli assoni, fungendo da impalcatura cellulare e da mediatore di 

trasporto di vescicole contenenti proteine necessarie. 

I dendrit i  hanno i l ruolo primario di ricevere le informazioni in arrivo 

da altre cellule nervose e di trasmetterle verso i l centro di 

integrazione, definito zona trigger.  

Al contrario del soma e degl i assoni, i dendrit i determinano, in larga 

misura, la variabil i tà sia funzionale che morfologica dei neuroni:  

infatti , i  neuroni afferenti del PNS possono avere un solo dendrite, 

mentre quell i  del CNS possono avere complesse ramificazioni di 

dendrit i. 

Inoltre, sulla superficie di questôultimi possono essere presenti anche 

spine dendrit iche, unità praticamente indipendenti , perché, oltre a 

ricevere i l contatto sinaptico di altri neuroni, al loro interno spesso 

contengono i  poliribosomi, enzimi in grado di sintetizzare proteine 

proprie. 

Circa gl i assoni, la maggioranza delle cellule nervose ne ha uno solo,  

che si estende da una zona specializzata del soma con lunghezze che 

possono variare da pochi mm fino a 1 m; APs avanzano lungo questa 

regione con una velocità che raggiunge i 100 m/s se adeguatamente 

rivestite da guaine mieliniche. 
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Va specificato che, nonostante lôassone sia fondamentalmente uno 

per ogni cellula nervosa, dalla sua superficie possono emergere 

ramificazioni collateral i. 

è chiamata sinapsi la regione in cui i l  terminale assonico di un 

neurone presinaptico incontra una cellula bersaglio, o un dendrite in 

caso di neurone postsinaptico. 

I neuroni, come tutte le altre cellule viventi,  hanno un potenziale di 

membrana a riposo, che in media è di -70 mV. Esso è condizionato 

dallôineguale distribuzione degli ioni ai capi della membrana e dalla 

differente permeabil ità della membrana a tali ioni: se queste due 

caratteristiche vengono alterate, si modifica, conseguentemente, i l  

potenziale di membrana. 

Ad esempio, lôaggiunta di ioni Na+ nel citoplasma depolarizza la 

membrana cellulare, inducendo la cellula ad essere più positiva; 

mentre, con una perdita di ioni K+ o con un aumento di ioni Cl-,  la 

membrana si iperpolarizza, inducendo la cellula ad essere più 

negativa. 

Se gli  ioni principali  che determinano la variazione di potenziale di 

membrana sono gli ioni K+,  più concentrati  nel citoplasma, e gli ioni 

Na+, Cl-  e Ca2+, pi½ concentrati nellôambiente esterno, i mediatori 

degli spostamenti  di  tali ioni sono i  canal i ionici  a cancello. 

In genere esistono vari  t ipi  di  canali  ionici a cancello, ma 3 di questi  

sono quell i  maggiormente presenti nelle membrane di neuroni: i  

canali ionici regolati meccanicamente, che si trovano 

prevalentemente nei neuroni sensoriali e che si att ivano in funzione 

di uno stimolo meccanico, come la pressione; i canal i ionici regolati  

chimicamente, presenti pressochè in tutte le cel lule nervose, e che si 

aprono, per esempio, quando ligandi come i neurotrasmettitori  

att ivano tali  canal i; infine, i  canali  ionici voltaggio-dipendenti, che 

si aprono in presenza di cambiamenti localizzati di potenziali di 

membrana. 

Tali potenziali di membrana sono classif icati in potenziali graduati  

ed in potenziali dôazione. 



~ 18 ~ 
 

I potenziali graduati 

I potenziali graduati ,  generalmente originati nei dendrit i e nel soma, 

sono segnali  di  iperpolarizzazione o di depolarizzazione, con 

unôampiezza proporzionale allôintensit¨ dello stimolo. Lôintensit¨ di 

tali segnali si riduce allôaumentare della distanza dal punto di origine 

per dissipazione di corrente e per resistenza del citoplasma. 

Successivamente, questi  segnali  raggiungono la zona trigger, nella 

quale sono presenti  ad alte concentrazioni canal i Na+ voltaggio-

dipendenti  sulla membrana, che, complessivamente, stabil iscono i l  

l ivel lo soglia in termini temporali7 o spazial i8, affinchè si possa 

innescare un AP.  

Va notato che questo tipo di organizzazione varia da neurone a 

neurone ed è ciò che contraddistingue la base del processamento delle 

informazioni nel sistema nervoso. 

I potenziali  graduati  depolarizzanti sono considerati  eccitatori se le 

loro intensità sono maggiori  o ugual i al  livel lo soglia9; in tal caso, i  

canali Na+ in prossimità della zona trigger si aprono consentendo 

influssi di  Na+,  con la conseguente ulteriore depolarizzazione di 

membrana dando origine ad un AP. Al contrario, i  potenziali graduati  

iperpolarizzanti sono considerati inibitori ,  perchè riducono la somma 

delle intensità dei potenziali  graduati depolarizzanti allontanandoli  

dal l ivello soglia. 

I potenziali dôazione 

Una volta che un AP viene originato nella zona trigger, grazie 

allôinflusso di Na+, la sua propagazione non diminuisce di intensità, 

al contrario di quanto accade ai potenzial i graduati. 

Infatti,  quando il potenziale di membrana da -60/-55 mV raggiunge i  

+30 mV per via dellôinflusso di Na+, contemporaneamente i canali  

Na+  si chiudono ed i  canal i K + si aprono; attraverso questi,  ioni K+  

escono dalla cel lula, ripolarizzando la membrana verso i l potenziale 

di r iposo. 

 
7 Numero minimo di segnali in un intervallo di tempo 
8 Numero minimo di segnali simultanei nella zona trigger 
9 Per i neuroni di mammiferi il livello soglia = -55 mV [23] 
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Durante i l  suddetto 

intervallo, definito come 

periodo refrattario assoluto, 

non si possono innescare 

ulteriori  APs 

indipendentemente 

dallôintensit¨ per circa 1-2 

ms; ciò fornisce ai cancell i  dei canali Na+ tempo sufficiente per 

ritornare allo stato di riposo. Ne consegue che APs non possono 

sovrapporsi e propagarsi in senso inverso. 

Al periodo refrattario assoluto, segue i l periodo refrattario relativo, 

durante i l  quale non tutti i  cancell i  dei canali Na+ sono tornati alla 

posizione iniziale, mentre quel l i  dei canal i K+ sono ancora aperti. 

In questo lasso temporale, è possibile innescare un AP a patto che i l 

potenziale graduato depolarizzante che lo provoca sia più intenso del 

normale, in quanto la membrana può essere iperpolarizzata fino a -90 

mV. 

La conduzione di un AP lungo lôassone ¯ dovuta ai flussi locali di 

cariche della regione attiva, che provocano la depolarizzazione di 

nuove sezioni di membrana (Figura 5). 

Infatti, le cariche positive, introdotte nel citoplasma attraverso la 

depolarizzazione di una sezione di assone, si  di ffondono in tutte le 

direzioni, poiché attratte dalla carica negativa del potenziale di 

membrana a riposo. 

Quelle che si di ffondono verso i l  terminale assonico, inducono 

allôapertura di canali Na+ delle sezioni successive della membrana, 

generando nuovi AP; mentre, quelle che si diffondono a ri troso, verso 

la zona trigger, non innescano alcuna depolarizzazione, perché i  

canali Na+ precedenti  si trovano ancora allo stato refrattario assoluto 

e, quindi, inattivi. 

Va notato che per la propagazione di potenziali graduati e di un AP, 

sono sufficienti concentrazioni di ioni K+ e Na+ relativamente 

trascurabil i  rispetto a quelle relative allôinterno ed allôesterno della 

cellula. 

Fisiologia umana. Un approccio integrato 
Figura 5 
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Nel momento in cui un AP arriva al terminale assonico, esso innesca 

lôapertura di canali Ca2+ voltaggio-dipendenti; attraverso tali canali,  

per gradiente chimico, nel citoplasma entrano ioni Ca2+, provocando 

lôesocitosi di vescicole contenenti una quantit¨ costante di 

neurotrasmettitori o di neuromodulatori , che vengono ri lasciat i nello 

spazio sinaptico. 

In base allôintensit¨ dello stimolo iniziale, si determina la frequenza 

del treno di APs consecutivi e, conseguentemente, la quanti tà di 

neurotrasmettitori r i lasciati. 

Successivamente, tali molecole andranno a legarsi con specifici  

recettori di membrana della cellula postsinaptica determinando così 

specifiche risposte. 

È importante notare che non si tratta di una comunicazione 

unilaterale; piuttosto di una comunicazione bi laterale, perchè le 

cellule postsinaptiche, a loro volta, possono inviare neuromodulatori  

ai neuroni presinaptici. Questa proprietà dei neuroni di regolare 

lôattivit¨ a livello delle sinapsi ¯ definita plasticità sinaptica.  

Se i neurotrasmetti tori si legano a recettori accoppiati a proteine G, 

si attua un potenziale sinaptico lento; mentre, se si legano a canal i  

ionici, provocandone lôapertura, si attua un potenziale sinaptico 

veloce, di t ipo eccitatorio (EPSP) o di t ipo inibitorio (IPSP). 
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CAPITOLO 4  

Approcci e tecnologie fotoniche per 

lo studio delle cellule cerebrali 

Laser 

Lôintroduzione dei laser nei laboratori di ricerca [8]  ha permesso di 

indagare in maniera precisa e di porsi nuove domande negli studi. 

Esistono due sistemi laser [24]: quello ad onde continue (CW), che 

consiste in laser a gas e, in casi rari , allo stato solido, e quello ad 

impulsi, che viene ampiamente uti l izzato nei settori che coinvolgono 

tessuti biologici, in particolare nervosi;  si tratta primariamente di 

laser allo stato solido e laser ad eccimeri. 

Recentemente, in ambito medico, sono state ottenute ulteriori 

migliorie nel le tecnologie dei diodi laser, ora molto economici ed in 

grado di emettere radiazioni sia CW che ad impulsi, e dei laser ad 

elettroni l iberi , attualmente estremamente precisi in quanto 

forniscono impulsi di durate che raggiungono lôordine del 

femtosecondo. 

Combinando ultrafast laser a stato sol ido, lenti ott ici ad alta apertura 

numerica10 (NA) ed altri  componenti , si possono, inoltre, ottenere 

tecnologie come il  laser Two-Photon Excitation Light (TPE- laser 

2P), versione successiva del laser One-Photon Excitation Light (OPE)  

[25]. Questa strumentazione, pur essendo notevolmente dispendiosa 

e fortemente dipendente dalla lunghezza dôonda utilizzata, ¯ stata 

progettata inizialmente come microscopio, per via della eccezionale 

capacità di fornire un imaging di un volume a pin-point di dimensioni 

simil i a quelle di larghe spine dendrit iche, in maniera altamente 

localizzata, sia in vivo che in vitro.  Essa consente, inoltre, anche una 

maggiore penetrazione dei tessuti  ed una ridotta fototossicità, data la 

sua natura di eccitazione non l ineare, per cui, due fotoni, e non uno 

come nel caso di OPE, di lunghezze dôonda doppie rispetto alla 

 
10 ὔὃ ὲÓÉÎ—; n ¯ lôindice di rifrazione; ɗ ¯ la divergenza del fascio. Se il profilo di un laser ¯ di tipo 

gaussiano, Na può essere scritta in questo altro modo: ὔὃ ḙ ; ɚ0 è la lunghezza d'onda nel vuoto della 

luce emessa e D è il diametro del fascio in uscita 
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versione OPE (Figura 6) vengono assorbit i simultaneamente via 

stadio virtuale. 

Per questa ragione, tale tecnologia viene, successivamente, 

largamente applicata in photo-uncaging di molecole, in particolare i  

neurotrasmettitori photocaged, ut i l izzati nel settore neuroscientifico 

[26] [27]. 

Difatti , in questo modo si att ivano quel le molecole solo nel piano 

focale, anziché l iberare in prossimità delle spine dendrit iche ed in 

massa i neurotrasmettitori lungo unôintera colonna, per via 

dellôeccitazione lineare.  

In conclusione, i parametri fondamental i per la progettazione dei 

laser che verranno applicat i poi sui tessuti biologici  sono: la durata 

di esposizione, che determina gli effett i termici,  generalmente 

secondo ñla regola del 1Õsò, per cui con durate inferiori gli effetti 

termici possono essere considerati  trascurabil i  se con frequenze di 

impulsi moderate; la lunghezza dôonda, che determina la profondit¨ 

di penetrazione, dipendente da scattering ed assorbimento; la densità 

di energia ed, infine, lôintensit¨ effettiva, nota come energia radiante. 

Figura 6 

Frontiers in Synaptic Neuroscience - Two-

Photon Uncaging of Glutamate 
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Fibra ottica 

Sviluppate ed innovate dai premi Nobel in Fisica 2009 Charles Kao, 

Willard Boyle, e George Smith, le fibre ottiche attualmente sono 

comunemente usate per numerose applicazioni e rappresentano una 

tipologia di guida dôonda11 per le radiazioni EM. 

Si compongono di un nucleo cil indrico centrale, i l  core, in genere 

fatto di si l ica ultra-pura, circondato da un mantello, i l  cladding; 

allôesterno della fibra ¯ presente una guaina protettiva, il jacket, che 

isola la parte interna, proteggendola dallôambiente esterno, da stress 

fisici e dalla corrosione. Se la luce entra nel nucleo con una certa 

angolazione, essa si propagherà lungo la fibra tramite una serie di 

rif lessioni totali  al la superficie di separazione fra i  due materiali  del 

nucleo e del mantello.  

Infatti, lôindice di rifrazione del core ¯ leggermente maggiore rispetto 

a quello del cladding. 

Grazie alla economicità e alla versati l i tà delle fibre ottiche, ne esiste 

una grande varietà, sebbene con differenti  parametri come il diametro 

del nucleo, da cui è possibile ricavare NA12, gli indici di rifrazione, 

le caratteristiche del materiale e i l  drogaggio apportato nei material i  

stessi del core e del cladding. 

Ĉ importante precisare, in particolare nellôambito medico, che non ¯ 

possibile servirsi  di  fibre ottiche con diametri inferiori  a 4 ɛm per 

l imitazioni f isiche; la propagazione di onde EM cessa, infatti, di  

essere efficace [14].  

Tuttavia, ancora in ambito medico, è proprio grazie al la ridotta 

dimensione delle fibre ottiche ed alle proprietà che le determinano 

che si presenta i l  vantaggio più importante rispetto ai convenzionali  

f i l i  che trasportano segnali  elettr ici  [9] ; ovvero, la possibil i tà che le 

fibre ottiche offrono di proiettare la radiazione luminosa su una 

porzione di tessuto molto piccola in maniera focale, al contrario della 

diffusione della corrente che si espande in tutte le direzioni. 

 
11 La guida dôonda ¯ un tipo di mezzo di trasmissione, il quale consente la propagazione guidata di onde 

elettromagnetiche allôinterno di una data struttura. 
12 ὔὃ ὲ ὲ ; n1 ¯ lôindice di rifrazione del core; n2 ¯ lôindice di rifrazione del cladding. Una elevata 

NA consente di proiettare la luce in maniera più focalizzata 
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Molecole Esogene Fotosensibili 

Una tecnica efficiente per alterare da remoto i  comportamenti dei 

neuroni, ut i l izzando la luce13, consiste nellôuso di molecole che in 

qualche modo sono sensibil i  al la luce stessa e rispondono alterando 

le proprie funzioni e strutture. 

Esse si suddividono in due categorie: molecole incapsulate in gabbie 

fotolabil i  [9]  [13]  14 e piccole molecole foto-bistabil i  [13] [28]. 

I caged molecules sono una combinazione di differenti  gruppi di 

molecole: elemento chiave è i l  gruppo protettivo fotolabile che, 

confinato entro una f inestra spaziale e temporale ed esposto alla luce, 

l ibera i l  gruppo bioattivo contenuto in esso. Il gruppo bioattivo 

consiste in biomolecole che, legandosi a recettori metabotropici15, 

innescano depolarizzazioni inducendo APs in caso di 

neurotrasmettitori glutammato16 , o iperpolarizzazioni in caso di 

neurotrasmettitori GABA. 

In settori diversi dalle neuroscienze, i l  gruppo bioattivo include 

anche altre biomolecole, che influenzano le attività nervose e non, 

come buffers di calcio o di sodio, nucleotidi come ATP, peptidi e 

perfino mRNA e DNA17 [29]. 

Per quanto riguarda i l gruppo protettivo, le gabbie devono essere 

chimicamente e biologicamente inerti,  ma diffici lmente si è in grado 

di ottenere gabbie ideali e, per questa ragione, è in atto una forte 

ricerca che si dedica allo studio e alla progettazione di nuove gabbie, 

data lôenorme variabilit¨ chimica. Va sottolineato che, in genere, la 

progettazione delle gabbie dipende dalla natura dei loro contenuti .  

Le molecole bi-stabi l i, invece, fungono da foto-switch e ne esistono 

molteplici  configurazioni, ciascuna delle quali si  isomerizza in 

risposta a determinate lunghezze dôonda della luce. La maggior parte 

di queste molecole fotoisomerizzabil i  o fotoattivabi l i, però, richiede 

 
13 Illuminazione 2P e UV 
14 Per evitare ridondanze, in questo lavoro, la frase ñmolecole liberate/incapsulate in gabbieò verr¨ mantenuta 

nella sua traduzione originale ñuncaged/caged moleculesò  
15 Il recettore metabotropico è primariamente una proteina G che, una volta legatosi il ligando, innesca una 

cascata di risposte intracellulari [23] 
16 Il glutammato è un anione di acido glutammico, da non confondere con il glutammato monosodico 
17 Il presente lavoro tratterà prevalentemente dei neurotrasmettitori glutammato e GABA 
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una manipolazione genetica affinchè vengano espresse 

eterologamente sui recettori ionotropici18 dei sit i  di affinità [28] [30], 

dove le molecole in questione possono legarsi. 

A  differenza delle proteine uti l izzate nellôoptogenetica, la cui 

risposta nervosa è provocata dalla foto-attivazione principalmente di  

ChRs o HRs, la risposta nervosa è mediata dalla foto-isomerizzazione 

della molecola che funge da bottone a canali  ionici  come canali K+. 

Si r icorre a questo approccio per indurre correnti  depolarizzanti  o 

iperpolarizzanti su specifici t ipi di  cel lule o subregioni cellulari  

mirate. Comparato allôapproccio non genetico del rilascio di ligandi, 

la stimolazione ottica avviene in maniera molto più accurata e 

specifica. 

Lôidea di approcciarsi allôutilizzo della luce per liberare molecole 

bioattive, a partire da precursori inerti, r isale agli anni ô80, quando 

si scoprì che gli  esteri 2-nitrobenzyl (NB) legati  ad ATP o a 

nucleotidi , venivano scissi sottoesposizione di luce ultravioletta 

(<340 nm) [31]. 

Tuttavia, essendo le molecole l ibere di NBs reattive biologicamente, 

fu necessario sviluppare approcci migl iori .  

Lo svi luppo di foto-switch e di gabbie è cresciuto, infatti, sempre più 

negli ult imi anni, per merito dei sostanziali progressi dei materiali , 

della chimica e della genetica, che hanno consentito un ampliamento 

delle potenziali tà di drug-delivery ai neuroni, rendendolo un 

avanzato ed importante strumento per investigazioni 

neuroscientif iche [26] [28] [32], oncologiche e per la rigenerazione 

della vista [33]. 

In particolare, nelle neuroscienze tale metodo ha contribuito, tramite 

luce, alla comprensione di circuit i  neurali a maggiori  risoluzioni e 

della connettività funzionale dei neuroni, come il processamento di 

informazioni nervose e  lôimmagazzinamento e lôintegrazione degli 

input eccitatori sinaptici [26] [28] in numerose aree cerebrali,  

principalmente le cortecce visive e sensori ali  [9] . 

Nonostante ciò, ad oggi si ri levano l imitazioni a causa di effett i  

indesiderat i,  quali i l  ri lascio di biomolecole in maniera non 

 
18 Il recettore ionotropico, una volta legatosi il ligando, permette il flusso ionico attraverso la membrana [23] 
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totalmente precisa e controllata e la tossicità dei sottoprodotti. È bene 

precisare, inoltre, che lôuncaging di neurotrasmettitori ¯ altamente 

efficace solo per guidare le singole attivazioni sinaptiche in spine 

dendrit iche, rendendo questo approccio inuti l izzabi le per lo studio di 

risposte nervose in sit i  non sinaptici [26].  

I composti ñingabbiatiò 

Perch® lôefficacia di un gruppo protett ivo per neurotrasmett itori [29] 

[34] sia garantita, è necessario che la cinetica della reazione 

fotolit ica si real izzi in un range di tempo del mil l isecondo, in modo 

che i  neurotrasmettitori inneschino o inibiscano APs. 

I  sottoprodotti del gruppo protettivo che si ottengono da questa 

reazione fotolit ica, devono rimanere i l  più possibile bioinert i e,  

successivamente, essere espulsi dal sito e dallôorganismo attraverso 

la circolazione sanguigna. 

Numerosi studi [13] [26] [29] [34] riportano che lôapproccio migliore 

per innescare la reazione fotolit ica del complesso gabbia-

biomolecola, richiede lôutilizzo di un microscopio laser 2P; 

questôultimo agisce in una sezione trasversale più ristretta, nit ida e 

profonda rispetto al laser 1P [31], che, oltretutto, richiede lôutilizzo 

di luce con lunghezze dôonda dellôUV, soggetta maggiormente a 

scattering e ad assorbimento, con possibi l i  ingenti danni ai tessuti. 

Per queste ragioni, si  è cercato di progettare gabbie fotoattivabil i  con 

laser 2P, con lunghezze dôonda che arrivi no fino a quelle 

dellôinfrarosso, in modo da ridurre i l  più possibi le lo scattering e 

rendere, quindi, possibile lôaccesso alle aree più remote del cervello.  

Nel le Figura 7.B e Figura 7.C dello studio [26] viene mostrata la 

precisione del laser 2P  (puntino rosso); infatti , i l  l aser è in grado di 

fotoatt ivare solo le gabbie esposte in prossimità di una spina 

dendrit ica proveniente da una cultura di neuroni murini,  ri lasciando  

neurotrasmettitori di  glutammato che andranno successivamente a 

legarsi ai recettori ionotropici AMPA. 
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I neurotrasmettitori di  glutammato sono tra i  principal i  

neurotrasmettitori nei tessuti  nervosi di numerosi mammiferi19 , 

motivo per cui i  glutammato-caged sono largamente usati nei vari  

studi di neuroscienze. 

Al contrario del glutammato, i l  neurotrasmettitore GABA è poco 

adeguato allôapproccio delle gabbie, le quali  vengono poco 

ingegnerizzate, perché vari studi [34] riportano che i  GABA-caged 

hanno proprietà fotochimiche e farmacologiche sfavorevol i: per 

esempio, la maggior parte dei GABA-caged presenta un 

comportamento antagonista prima che avvenga la fotolisi  tra la 

gabbia e i l  neurotrasmettitore in questione. 

I n realtà, i l  presente studio è rivolto ad un settore di ricerca ancora 

in fase di sviluppo, tantô¯ che i glutammato-caged ed i GABA -caged 

in grado di soddisfare tutti i  requisit i necessari per i l  fotori lascio 

ottimale negli studi delle neuroscienze sono a tuttôoggi ancora pochi. 

Di seguito, ne vengono presentati alcuni. 

2-nitrosobenzaldehyde (NB) - Ach 

Le prime gabbie uti l izzate, alla fine degli anni ô80, erano a base di  

NB [31]; uti l izzate per studiare, con i  neurotrasmettitori Ach, la 

cinetica e lôattivazione dei recettori nicotinici.  

Non esibivano, però, una buona sensibil i tà tramite laser 2P e si era 

costretti  ad usare laser 1P, per fornire sufficiente energia uti le a 

fotoatt ivare le gabbie NB. Ciò provocava danni ai tessuti  e, inoltre, 

 
19 Nei tessuti nervosi umani, il glutammato costituisce oltre il 50% dei neurotrasmettitori [23] 

Figura 7 
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la reazione fotolit ica lasciava sottoprodotti piuttosto reattivi, che 

potevano compromettere lo studio delle funzioni sinaptiche. 

Ŭ-carboxy-2-nitrobenzyl (CNB) ïGlutammato&GABA 

I l  CNB è tra le prime gabbie meglio realizzate. Una singola molecola 

di glutammato è ingabbiata tra due gruppi protettivi  di  CNB, i  quali,  

con lôassorbimento di due fotoni emessi da una sorgente laser 2P, si 

separano rapidamente dal glutammato che, di seguito, att iverà 

recettori  ionotropici  con un andamento temporale normale (0.5 ms) 

[29] [34] .  

Poco stabile, invece, risulta i l  fotori lascio del GABA, perchè i l  

GABA-caged presenta comportamenti antagonisti  [29]. 

4-methoxy-7-nitroindolinyl (MNI) - Glutammato 

I gruppi protettivi MNI evidenziano la più alta sensibil i tà con i l laser 

2P: infatti , possono essere fotolit izzati  in un volume inferiore a 1 

ɛm3, risoluzione spaziale minima che consente lôattivazione dei 

recettori per i l  glutammato a l ivello di singola spina dendrit ica.  

Inoltre, i l  tasso di l iberazione spontanea di glutammato in assenza di 

laser 2P è minino, se non nullo, e i  sottoprodotti della reazione 

fotolit ica sono inerti  e non alterano le funzioni neuronali  [13] [ 34]. 

Nella situazione in cui si usi laser 2P con lunghezze dôonda 

dellôinfrarosso (730 nm), ¯ richiesta una concentrazione maggiore di 

MNI -glutammato, cosa che può interferire con lo studio del le reti  

neurali  basate sulle cinetiche dei recettori  ionotropici. 

RuBi-GABA 

Basato sullôelemento atomico Rutenio, questo complesso inorganico 

offre l a possibi l i tà di uti l izzare in maniera sicura e migliore i l  GABA , 

per lôassenza di comportamento antagonista prima della fotolisi. 

Inoltre, le RuBi-GABA possono essere attivate con una rapida 

cinetica e con luce visibile, il che consente lôutilizzo di tale 

complesso a maggiore profondità nei tessuti nervosi rispetto ad altre 

GABA-caged [35]. 
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Hydrogel fotosensibile 

Lôutilizzo dellôidrogel fotosensibile ¯ un approccio che sta 

recentemente attirando molta attenzione, soprattutto da parte di quei 

settori  che si occupano di ingegneria tissutale e di drug-delivery. Il  

suo successo è dovuto alla elevata flessibil i tà e biocompatibil i tà, che 

caratterizza, comunque, tutt i gli idrogel: infatt i, lôidrogel può 

cambiare forma, avere un payload molto variabile e può essere 

degradato da parte dellôorganismo senza che si attivino risposte 

infiammatorie. Combinando queste proprietà con quelle della luce, si  

ott iene un sistema di drug-delivery di molecole bioattive molto 

efficiente [32].  

Le neuroscienze prevedono 2 approcci principali : idrogel fototermici 

ed idrogel photo-cleavable.  

I l  primo consiste nellôintegrazione di nanoparticelle nellôidrogel, in 

grado di assorbire la luce e convert irla in calore; ciò induce 

cambiamenti della struttura dellôidrogel circostante e comporta i l  

ri lascio di neurotrasmettitori caricati  nellôidrogel stesso [32] [36].  

I l  secondo, invece, consiste in idrogel che, in risposta alla luce, 

subiscono variazioni strutturali  o degradazioni, con conseguente 

dispersione in sito del contenuto. 

Rimangono problemi quali la fabbricazione e lôintroduzione di questo 

tipo di gruppo protettivo nel sistema biologico, in part icolare nel  

cervello, perché lo studio [36] ha riscontrato che gli  hydrogel 

neurotrasmitter-caged oltrettapassano con difficoltà la barriera 

ematoencefalica. 
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I photoswitches 

I photoswitches, al contrario delle molecole caged, vengono uti l izzati 

nel caso sia richiesta unôalta specificit¨ tra ligando e recettore a 

livel lo di singola sinapsi ed un controllo spazio-temporale maggiore 

circa la diffusione e la separazione del l igando [28].  

Le molecole che fungono da photoswitch, ovvero ñbottoniò sensibili 

alla luce, in genere sono di natura sintetica e sono capaci di cambiare 

la propria struttura chimica in maniera reversibile assorbendo la luce; 

tale fenomeno, noto come fotoisomerizzazione, può innescare 

depolarizzazioni o iperpolarizzazioni in una scala temporale del 

picosecondo, tempi inferiori di diversi ordini di grandezza rispetto a 

quelli  dei normali processi biologici . 

Altre proprietà uti l i  in ambienti  fisiologici, includono la selett ività a 

determinati spettr i di  assorbimento della luce, la solubil i tà in acqua, 

la stabil i tà in caso di eventi chimici quali  idrolisi,  ossidazione e 

riduzione, e, ovviamente, lôassenza di tossicit¨ [33]. hv1 

Esistono numerosi e differenti photoswitches, ma la maggior parte di 

essi ha lo stesso gruppo chimico di partenza: si tratta di azobenzene20, 

una molecola che, scoperta nellô ó800 ed impiegata  nellôindustria 

delle tinture, viene oggi molto uti l izzata per applicazioni biologiche, 

in particolare nel settore delle neuroscienze [28] [37], grazie al le sue 

eccellenti  proprietà e biocompatibil i tà. 

Lôazobenzene, allo stato di riposo, ¯ un isomero con una 

conformazione trans ed ¯ molto stabile rispetto allôisomero di alta 

energia che ha una conformazione cis. Infatti,  in assenza di 

i l luminazione ed al lo stato di 

equil ibrio, lôisomero trans-

azobenzene si presenta nel 

99.99% dei casi con una 

conformazione planare, come 

viene mostrato nella Figura 8.A  

e momento dipolare ~0 D 21. Se 

 
20 Ci sono altri gruppi chimici rilevanti come spiropyrans, diarylethenes, fulgides, naphthopyrans, e stilbenes; 

tuttavia, il seguente lavoro si incentrer¨ prevalentemente sullôazobenzene. 
21 Debye: Coulomb·metro 

Figura 8 

Chemical Society Review -Azobenzene photoswitches 

for biomolecules 



~ 31 ~ 
 

questo isomero viene irradiato con luce UV (ɚ~340 nm), esso subisce 

una conformazione e diventa cis-azobenzene, in cui un gruppo feni le 

ruota rispetto al suo gruppo azo di circa 55° (Figura 8.B) con un 

momento dipolare di 3 D [38]. Tale isomero ritorna allo stato di 

equil ibrio per ri lassamento termico se posto al buio o se viene 

irradiato con ɚ maggiori di 450nm. 

Dal momento che i l r i lassamento termico del cis-azobenzene richiede 

diversi giorni a temperatura ambiente ed al buio [38], sono stati  

ingegnerizzate diverse e numerose varianti  di  azobenzene. Tali  

derivati possono isomerizzarsi in maniera differente rispetto 

allôoriginale [37] [39] ed a lunghezze dôonda più red-shifted, in modo 

da assorbire luce a profondità maggiori  nei tessuti nervosi, senza 

apportare danni. Elemento chiave dellôazobenzene e dei suoi derivati  

è che essi non vengono modificati  o degradati  dal sistema biologico, 

sia in vitro che in vivo. 

Infine, nellôambito di studi neuroscientifici , queste varianti  di  

azobenzene vengono applicate, da una estremità, a recettori, in 

genere canali ionici, e dallôaltra, ad un neurotrasmettitore 

agonista/antagonista o poro bloccante. 

Perciò, i derivati, in funzione della luce, assumono una certa 

posizione rispetto al recettore e, di conseguenza, sono in grado di 

controllare lôapertura dei canali ionici innescando depolarizzazioni o 

iperpolarizzazioni . In genere, tali  l igandi funzionano molto bene se 

legati a canali  voltaggio K+ ed a recettori glutammato [13]. 

Questi complessi di 

l igandi fotosensibil i  si  

possono dividere in due 

macrogruppi, in base al la 

necessità di una 

manipolazione genetica 

[33] [28]: l igandi 

l iberamente diffusi 

(PCLs, Figura 9.A ) e 

legati  per affinità (PALs, 

Figura 9.B), e l igandi 

Figura 9 

Current Opinion in Neurobiology - Precise modulation of neuronal 

activity with synthetic photoswitchable ligands 
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legati  covalentemente ai sit i  di  attacco desiderato, introdotti  

geneticamente nei  recettori  bersaglio, senza che vi siano alterazioni 

delle funzioni originarie (PTLs, Figura 9.B). 

PhotoChromic Ligands (PCLs) 

I PCLs non richiedono una terapia genica, perché si tratta di l igandi 

l iberamente circolanti che, una volta interagito con i recettori  

specifici, si dissociano da essi in funzione della luce. 

I PCLs possono comportarsi sia come trans-bloccanti o cis-bloccanti:  

i  primi inducono segnali nervosi se si fotoisomerizzano, mentre i  

secondi, in maniera inversa, inducono segnali nervosi in assenza di 

luce [33] [28] [40]. 

I PCLs, grazie alla semplicità e allô abbondanza chimica 

dellôazobenzene, sono stati i pioni eri del la fotostimolazione ottica 

nei primi studi neuroscientifici  della fine degli  anni ô60 [41] [40]. 

Tali  studi si  ri ferivano al PCL bis-Q, un agonista photoswitch per i l  

recettore aceti lcol ina. In seguito, sono stati progettati di fferenti  

PCLs in grado di controllare le attività neuronal i tramite canal i ionici  

voltaggio-dipendenti , incluso canali K+, Na+ e Ca2+ e recettori  

glutammato come AMPA, NMDA e Kainate, principali recettori  che 

mediano la neurotrasmissione eccitatoria [40]. 

Generalmente, però, i PCLs sono l iberamente circolanti in ambiente 

fisiologico, perciò, possono diffondersi e legarsi a recettori di  cellule 

o subregioni che non sono oggetti di studio. 

Photoswitchable Tethered Ligands (PTLs) 

Allo scopo di minimizzare la possibil i tà di interazioni non desiderate 

ed aumentare la concentrazione locale del l igando, alternativamente 

ai PCLs, possono essere uti l izzati i  PTLs. Sviluppati si parallelamente 

ai primi, i PTLs consentono di essere legati covalentemente ai 

recettori  specifici,  ma a patto che parte del gene che codif ica tale 

recettore venga trattato eterologamente, per esprimere anche un sito 

di affinità al l igando specifico.  

Il  primo complesso recettore-l igando ingegnerizzato è stato SPARK22 

[31], un derivato dellôazobenzene a cui è legato i l  poro bloccante 

 
22 Synthetic Photoisomerizable Azobenzene-Regulated K+ - SPARK  
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(MAL -AZO-QA). Applicando un sito di affinità per mutazione al 

canale potassio voltaggio dipendente Shaker, SPARK è in grado di 

legarsi ad esso. Nel la trans-configurazione, SPARK blocca i l  canale 

ionico e si fotoisomerizza rapidamente (<100ms) con ɚ~380 nm; ciò 

comporta un incremento della conduttanza di ioni K intracellulari ed 

una conseguente iperpolarizzazione del neurone. 

Dopodichè, SPARK ritorna allo stato di equil ibrio: se posto al buio, 

i l  ri lassamento termico può impiegare oltre 10 min; mentre, se viene 

esposto ad impulsi di luce visibile (ɚ~500 nm), i l  ri torno allo stato 

iniziale può essere accelerato fino a 2 min [31]. A causa delle elevate 

durate del ri lassamento termico in entrambe le condizioni, assenza o 

presenza di luce, questo complesso non è, tuttavia, uti l izzabile per 

controllare attività nervose. 

Un complesso recettore-l igando che, invece, ha ricevuto molta 

attenzione soprattutto da parte delle neuroscienze, è i l  LiGluR [42] 

[43]: si tratta di un recettore ionotropico glutammato modificato 

(iGluR6) in una subunità specifica, al quale si lega i l l igando 

azobenzene derivato MAG 0 

(Figura 10.A), a sua volta 

agganciato al neurotrasmettitore 

glutammato. 

La diretta fotoattivazione di tale 

complesso offre la possibi l i tà di 

depolarizzare, tramite potenziali  

postsinaptici  eccitatori  

glutamatergici , i  neuroni in 

vivo 23  in maniera praticamente 

correlata al treno di impulsi 

luminosi, con frequenze fino a 

50 Hz. 

 
23 Gli studi [33] [42] riportano che su una coltura di neuroni ippocampali murini e su pesce zebra, la 

fotoattivazione di LiGluR innesca APs correttamente con treni di impulsi luminosi fino a 50 Hz; mentre lo 

studio [28] , effettuato sulla corteccia V1 murina, riporta che impulsi luminosi guidano spikes con frequenze 

fino a 5 Hz. 

Figura 10 
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Queste frequenze rientrano nella scala temporale fisiologica delle 

attivazioni dei recettori glutammato. 

Grazie al la proprietà caratteristica bistabile dei derivati di  

azobenzene, i l luminando il LiGluR a lunghezze dôonda differenti, ¯ 

possibile aumentare o diminuire la conduttanza in maniera 

controllata; quindi, i l  tempo di eccitazione è precisamente definito in 

funzione degl i impulsi luminosi. 

Unôulteriore caratteristica di LiGluR ¯ la possibilit¨ di innesco di un 

AP con un breve ma intenso impulso luminoso, seguito, da altr i brevi  

ma deboli impulsi luminosi che innescano ulteriori APs, sfruttando i l  

ri lassamento termico piuttosto prolungato in prossimità delle spine 

dendrit iche. Tutto ciò prosegue finchè non si uti l izzano impulsi a 

lunghezze dôonda maggiori o in attesa che si completi i l  ri lassamento 

termico (~18 min). Lôaspetto negativo di questo approccio tanto 

attraente, è che la versione dellôazobenzene MAG 0 (Figura 10.B) 

richiede unôirraggiamento UV (380 nm) per i l  passaggio trans-cis, e 

per il ritorno inverso luce visibile (ɚpeak  = 600 nm) o ri lassamento 

termico di diversi minuti. 

La versione MAG460 (Figura 10.C), invece, richiede un irraggiamento 

più red-shifted (ɚpeak  = 460 nm) per i l  passaggio trans-cis e r itorna 

allo stato stabile trans solamente con ri lassamento termico al buio di 

diverse centinaia di mil l isecondi [33] [28]. 

Photoswitchable Affinity Labels (PALs) 

I PALs sono molto simil i  ai  PTLs, con lôunica differenza che sul 

recettore specif ico, i l  sito di affinità per i l  complesso photoswitch-

l igando specifico è endogeno e, quindi, non è necessaria alcuna 

modifica genetica [44]. La maggior parte dei PALs si lega 

covalentemente a specifici  canali  K+, ma questo approccio risulta 

uti le anche per inibire attività neuronal i tramite recettori  GABAA  

[45] o studiare attività e cinetiche dei recettori  GPCRs [46], recettori  

che presentano già si t i di affinità ai PALs. 

Tuttavia, questo approccio non è molto esplorato nelle neuroscienze, 

tanto che i l  presente lavoro non ha trovato altri  studi neuroscienti fici 

al riguardo.  
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Studi recenti: osservazioni ed innovazioni 

La fotochimica, che vanta un settore scientifico risalente allôepoca 

industriale e quindi pioniere di innumerevoli studi, è uno dei possibil i  

approcci con cui si  possono controllare, tramite la luce, le attività 

nervose. È, però, merito del progresso tecnologico degli  ult imi 

decenni, soprattutto in relazione alla microscopia laser 2P [31], se la 

fotochimica ha guadagnato i l riconoscimento di cui oggi gode nel 

campo della stimolazione ott ica. 

Essa, infatt i, consente di alterare tramite luce, con una risoluzione 

spaziale mai raggiunta in passato, le strutture di molecole chimiche, 

che hanno dimensioni inferiori di diversi ordini di  grandezza rispetto 

a quelle delle proteine o delle cellule.  

Pochi sono gli studi relativi alle neuroscienze che fanno uso di questo 

approccio fotochimico ricorrendo ai complessi photoswitch-l igando; 

l a maggior parte degli studi, invece, prevede i l ricorso a 

neurotrasmettitori caged fotoattivabi l i per i diversi intrinseci aspetti  

vantaggiosi.  

Innanzitutto, i caged fotoatt ivabil i  non richiedono alcuna espressione 

genica esogena e, quindi, nessuna terapia genica. 

Nonostante ciò, consentono di studiare, mappare e manipolare le 

connessioni funzionali delle sinapsi con una precisione spaziale e 

temporale non paragonabile a quel la degli altri approcci, 

optogenetica compresa; è possibile regolare i  potenziali  a l ivello di 

singola sinapsi da remoto anche dopo diverso tempo 

dallôintroduzione dei neurotrasmettitori  caged, per merito anche 

degli sviluppi della microscopia laser 2P. 

Grazie al la notevole modellabil i tà delle gabbie, la loro 

ingegnerizzazione è un settore in continuo rinnovamento ed ogni anno 

vengono pubblicati numerosi studi in merito. Per di pi½, lôavvento 

degli idrogel [36] ha permesso di ingegnerizzare gabbie 

biodegradabil i e biocompatibil i , i l  che ha reso questo settore di 

ricerca molto più attraente di quanto non lo fosse una decina di anni 

fa. 

Un ulteriore motivo che giusti fica questa continua ingegnerizzazione 

è lôinteresse che essa suscita anche in altri settori di ricerca che si 
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occupano del drug-delivery, sia a l ivello universitario che di aziende 

farmaceutiche. 

Bisogna considerare, però, che questa metodologia di approccio, pur 

meno invasiva rispetto alle altre proposte in questo lavoro, comporta 

conseguenze irreversibi l i  del photo-uncaging; può produrre 

sottoprodott i da smaltire; in caso di fotolisi ripetute o prolungate, 

aumenta i l rischio di esaurimento locale del glutammato caged e, 

quindi, la necessità di continue perfusioni  di questi  

neurotrasmettitori.  

I n altre parole, questo approccio non è consigliabile se si devono 

applicare treni di impulsi luminosi ad alte frequenze [13], elementi  

chiave della neurostimolazione. 

Attualmente, le gabbie più uti l izzate e commercializzate sono CNB- 

e MNI-caged, ma è noto che la loro sintesi è piuttosto impegnativa 

[29].  

Inoltre, cô¯ da sottolineare che la maggior parte di queste gabbie 

contiene neurotrasmettitori  glutammato. Diversi studi, infatti , 

evidenziano la difficolt à di ingegnerizzare gabbie che contengano 

neurotrasmettitori di fferenti  dal glutammato, in particolare GABA, 

perché si presentano spesso instabil i tà chimiche e comportamenti  

antagonisti  prima che avvenga la fotolisi della gabbia [34] [47]. 

In alternativa ai neurotrasmettitori caged, si possono coinvolgere i  

PTLs, che sotto certi aspetti  sono vantaggiosi e meno invasivi rispetto 

alle prat iche optogenetiche. Sebbene questôultime offrano standard di 

sicurezza e di efficacia maggiori  in caso di modifiche genetiche, i  

photoswitches, come LiGluR, Ziapin2 e NanoParticles (NPs), 

meritano comunque lôattenzione da parte della comunit¨ scientifica, 

perché consentono di studiare reti neural i da un punto di vista 

differente rispetto a quello dellôoptogenetica.  

I LiGluRs, infatti , sono capaci  di innescare APs ad alte frequenze 

[42] a partire da una singola sinapsi di una spina dendrit ica; ciò lascia 

presupporre a chi scrive che, potenzialmente, introducendo proteine 

voltaggio sensing, come i GEVIs, ci sia la possibil i tà di osservare e 

tracciare la propagazione di segnali nervosi in intere reti neurali: 
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dallôinizio, dove sono posti i  photoswitches, al la fine con alta 

risoluzione temporale e spaziale.  

Un recente studio [48] ha sviluppato un PAL piuttosto differente ed 

innovativo rispetto a quell i  già esistenti ed ai PTLs: senza alcuna 

modifica genetica e da una versione ingegnerizzata dellôazobenzene, 

si è ottenuto un anfif i l ico24 azobenzene photoswitch, denominato 

Ziapin2. 

Questo si interpone tra le estremità della membrana cel lulare (Figura 

11A ) e, fotoisomerizzandosi (ɚpeak~470 nm), si restringe (Figura 11B) 

provocando un distanziamento tra le estremità del la membrana e, di 

conseguenza, riducendone la capacitanza25. 

Ciò comporta robuste variazioni di potenziali  tra -60mV e -30mV in 

una scala temporale compresa tra i l ps ed i l  ns; quindi, Ziapin2 induce 

rapidissime iperpolarizzazioni.   

Per contro, un completo ri lassamento termico al buio per ritornare 

dal cis-state allo trans-state, nel quale si ristabil isce la capacitanza 

di membrana ai l ivel l i  pre-st imolo, impiega circa 108 s. Ziapin2 ha 

mostrato la stessa efficacia sia in vitro,  in una cultura di neuroni 

ippocampali, che in vivo,  nella corteccia somatosensoriale murino. 

 

  

 
24 Una molecola anfifilica possiede sia un gruppo idrofilo sia uno idrofobo. Ne sono esempi i fosfolipidi [23]. 
25 La capacitanza di membrana ¯ lôanalogo elettrico della capacit¨. Ĉ espressa come ‐ὃὨ [F]; Ů = dielettricità 

del materiale contenuta tra le due superfici, A = area superficiale, d = distanza tra le due superfici 

Figura 11 

BioRxiv - A Membrane-Targeted Photoswitch Potently Modulates Neuronal Firing 



~ 38 ~ 
 

Optogenetica 

ñThe development of optogenetics cleanly splits 

neuroscience, and many other branches of science, into pre- 

and post-optogenetic eras.ò 

Sheena A. Josselyn 

Lôoptogenetica ¯ una tecnica scoperta nel 2002 da Miesenböck e dal 

suo team e considerata ñMethod of the year 2010ò dalla rivista 

specializzata Nature Methods. [49]. Successivamente, altri scienziat i  

di spicco come quell i del Deisserothôs lab, con i quali  hanno 

collaborato anche Ed Boyden, Feng Zhang (uno degli inventori del la 

tecnica CRISPR-Cas), Ernst Bamberg e Georg Nagel, hanno 

compreso le ulteriori  potenzialità di questa tecnica, cui hanno dato i l  

nome di ñoptogeneticaò [50]. 

Lôoptogenetica, frutto di una interdiscipl inarietà di studi di settore, 

quali la genetica, la biologia, lôoptoelettronica e la bioingegneria, ha 

consentito un rapido sviluppo dellôimaging ottico e del targeting 

genetico di specifici  t ipi  di  cellule; in particolare, lôapplicazione di 

questa tecnologia ai neuroni ha reso possibi le visualizzare e 

manipolare circuit i  neurali in vivo. 

Tale tecnica consiste nellôintroduzione di geni, solitamente di origine 

naturali  a cui vengono poi apportate delle mutazioni, attraverso 

differenti approcci, che codificano opsine, proteine sensibil i  a 

determinate lunghezze dôonda della radiazione luminosa (in 

particolare a bande dello spettro del visibile) e proteine voltaggio-

dipendenti  fluorescenti, le quali, proprio grazie alla loro 

fluorescenza, permettono di essere individuate fornendo così 

informazioni circa lôintensit¨ del potenziale di membrana.  

Lôoptogenetica ha riscosso in breve tempo grande successo ed è, a 

tuttôoggi, unôindispensabile pratica in molti laboratori di ricerca, 

soprattutto del le neuroscienze; ciò è dovuto non tanto al la possibil i tà 

di stimolazione nervosa che offre, quanto alla possibil i tà di innescare 

o inibire potenziali dôazione nei neuroni con una risoluzione spaziale 

pari a quella cellulare e con scale temporal i dell 'ordine del 
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mil l isecondo26  [51], consentendo la comprensione della funzione di 

numerosi circuit i neurali in vivo e di fenomeni patologici , oltre a 

dimostrare inesattezze di precedenti teorie neuroscienti fiche, come la 

confutazione del ruolo svolto dallôarea MPA [52] 

[1]  La pubbl icazione di eminenti articoli relativi agli studi di  

optogenetica ha consentito: 

¶ la comprensione del fatto che stati comportamentali complessi, 

come ansietà e depressione, emergono da piccoli  tratt i  di  stati  

individuali f isiologici 27  e dai circuit i  neurali ad essi 

sottostanti.  [53] 

¶ lôidentificazione di gruppi di engrammi28 , in particolare 

dellôippocampo [54], e lo stretto rapporto che intercorre tra 

loro e lôattivit¨ mnemonica in quegli stessi neuroni; gl i 

engrammi sono, infatti , in grado di controllare lôintegrazione e 

la separazione delle memorie [55]  

¶ una maggiore comprensione del ruolo dei ritmi theta29 

nellôippocampo, responsabili della codifica e decodifica della 

memoria [56];  

¶ la dimostrazione dellôesistenza di specifici circuiti neurali su 

cui si basa la sopravvivenza dellôindividuo: sonno, fame, sete, 

respirazione, r itmo circandiano, bilancio energetico ed istinto 

di di fesa sono regolati proprio da specifiche mappe neurali   

[57];  

¶ la determinazione di pattern di azioni motorie controllate da 

specifiche cellule e circuit i  neurali, i  quali ne regolano i l  

funzionamento o i l  disfunzionamento, favorendo la 

comprensione di alcune malattie neurodegenerative come il  

Parkinson [58];  

¶ l a scoperta dei circuit i  neurali  della ricompensa nellôarea 

ventrale tegmentale (VTA) : sono stati individuati, infatti, nel  

mesencefalo i  neuroni responsabil i  del ri lascio di dopamina che 

 
26 Sono tempi necessari ai neuroni per elaborare e scambiare informazioni con altri neuroni 
27 Per esempio cambiamento del ritmo respiratorio, temperatura corporea, pressione sanguigna, etc. 
28 Mappe neurali o tracce mnemoniche neurobiologiche che si ñdepositanoò nel sistema nervoso sotto forma 

di variazioni biochimiche e biofisiche a seguito di apprendimento e di esperienze. 
29 Fluttuazioni dell'attività elettrica del cervello con frequenze comprese tra 5 e 12 Hz. 
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determinano i l  segnale di ricompensa, a partire dal semplice 

condizionamento di Pavlov [59], fino alle più complesse 

strategie di apprendimento [60];  

¶ lôindividuazione del le precise mappe neurali che regolano i  

comportamenti sociali animali , compresi  lôaccoppiamento e 

lôaggressivit¨; tali mappe erano molto difficili da individuare, 

perché collocate nelle profondità del cervello [61]. 
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Le opsine 

La maggioranza dei geni utilizzati nellôoptogenetica ¯ di origine 

microbiale; si  tratta di opsine che codif icano proteine fotosensibil i 

che sono state trovate principalmente negli archea e nei batteri. 

Ogni proteina opsina richiede lôincorporazione di un retinale, o 

aldeide della vitamina A, una delle tante varianti  di  vitamina A, che 

varia da specie a specie; è un importante cromoforo, che fornisce poi 

al complesso opsina-ret inale la sensibil i tà al la luce; tale complesso 

costituisce la base chimica della vista ed è nominato rodopsina. 

Quando la rodopsina assorbe un impulso di luce di una determinata 

lunghezza dôonda, il retinale cromoforo isomerizza lôintero 

complesso ed attua una serie di cambiamenti  strutturali che guidano 

il trasporto ionico, lôapertura dei canali o le interazioni con proteine 

trasduttori di segnali  [62]. 

I geni delle opsine sono divisi in due superfamigl ie, molto differenti  

nelle sequenze genetiche, nel meccanismo e nelle funzionalità: opsine 

microbiali  (type I) ed opsine animali  (type II).  [63]  

I geni delle opsine Type I sono stati  trovati in procarioti , alghe e 

funghi e control lano diverse funzioni tra le quali i l  movimento 

fototattico, i l  deposito di energia, lo sviluppo e la biosintesi di  

ret inali [64]. Quando i retinali  vengono attivati  dalla luce, essi 

rimangono associati  con le opsine con un legame covalente ed 

invertono termicamente gl i stati  al l-trans; questo fenomeno è, però,  

perfettamente reversibile ed è anche molto rapido30. 

 
30 Per tale ragione, queste rodopsine sono considerate potenti strumenti largamente usati nellôoptogenetica, in 

particolare nel campo delle neuroscienze, proprio per modulare le attività nervose ad alte frequenze [175] 

[51]. 

Figura 12 Cell - The Microbial Opsin Family of Optogenetic Tools 
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Invece, le opsine type II  si trovano solo negli  eucarioti e sono 

responsabil i  della visione. Inoltre, una piccola parte di esse svolge 

importanti ruoli nel ritmo circandiano e nella regolazione dei 

pigmenti  [65].  

Le opsine type II consistono fondamentalmente in recettori  

accoppiati  alle proteine G (GPCRs), perciò, quando vengono 

il luminate, si  realizzano delle isomerizzazioni ed interazioni tra 

proteine che provocano una cascata di molecole messaggere; queste 

ult ime trasmettono segnali  biochimici, che andranno a trasdurre altre 

proteine. 

Al contrario dei ret inali delle rodopsine type I, questi retinali si  

dissociano dalle opsine II  dopo lôisomerizzazione provocata dalla 

luce; perciò si tratta di un processo irreversibile e, a causa delle 

cascate di molecole messaggere, gli effett i cellulari cambiano con 

una cinetica più lenta rispetto alla cinetica che caratterizza le 

rodopsine type I 31. 

Le opsine microbiali (type I) rimangono, comunque, le più ut i l izzate 

per le seguenti ragioni: dipendono da un unico gene compatto (e 

quindi facile da introdurre nel genoma cellulare) responsabile del la 

loro sensibi l i tà alla luce e dei relat ivi effett i;  in assenza di luce, non 

vi è risposta alcuna; le risposte avvengono con intensità e con 

lunghezze dôonda della luce ben tollerate e con scale temporali del 

mill isecondo.  

Le funzioni svolte dalle opsine usate nellôoptogenetica sono: 

depolarizzazione ed iperpolarizzazione in presenza di luce, 

photosensing, fluorescenza in presenza di potenziali  di  membrana. 

Queste opsine comprendono: 

Bacteriorhodopsins (BRs) - inibizione 

Consistono in pompe protoniche individuate nel Halobacterium 

halobium [66] e sono tra le prime ad essere state osservate e 

studiate. V engono altamente espresse sulle membrane in 

 

31 Nonostante lo scarso utilizzo di queste rodopsine (type II) nellôoptogenetica, a partire da questôultime, molti 

laboratori si dedicano allo sviluppo di opsine sintetiche e chimeriche, come le OptoXRs che servono per 

controllare complessi segnali biochimici nellôambito di specifici eventi dipendenti dalla luce [176]. 
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condizioni di basso ossigeno e, in presenza della luce, per 

mantenere un corretto gradiente di protoni sulla membrana 

cellulare ed una corretta produzione di ATP, traslocano protoni 

dal citoplasma al mezzo extracellulare [67]. 

Proteorhodopsins (PRs)- inibizione 

Opsine simil i  alle BRs in quanto pompe protoniche trovate in 

diversi proteobatteri marini con un fotociclo simile a quello delle 

BRs [68]. È stato osservato che le PRs tra le specie presenti a 

diverse latitudini, presentano una varianza di assorbimento tra le 

lunghezze dôonda del blu e del verde in funzione di un singolo 

residuo aminoacido. Al momento, i  meccanismi interni di  queste 

PRs sono poco conosciuti , per cui scarsa è la loro applicabi l i tà 

nellôoptogenetica. 

Sensory Rhodopsins (SRIs - SRIIs) - photosensing 

I denti ficate in Halobacterium salinarum, al quale permettono di 

essere fototattico. Il  fotociclo di tali rodopsine è simile a quelle 

delle BRs con analogo trasporto interno di protoni [69]; nel caso 

in cui i l  batterio è stimolato dalla luce, le rodopsine subiscono 

delle vari azioni strutturali, che, di conseguenza, innescano una 

cascata di fosfori l lazioni32. 

Halorhodopsins (HRs)-inibizione 

Consistono in pompe cloruro, scoperte in diversi archeobatteri 

[70], tra cui i l  menzionato Halobacterium halobium. I l  loro 

meccanismo è simile a quello delle BRs, con la differenza che le 

HRs pompano ioni cloruri  dal mezzo extracellulare al citoplasma 

[71] [72]. La HR proveniente dal Natronomonas pharaonis 

(NpHR) è largamente uti l izzata, perché capace di iperpolarizzare 

ad alte frequenze; se esposta agli impulsi di luce con lunghezza 

dôonda del giallo (ɚmax=570nm), tale capacità consente di inibire 

i l  singolo spike di potenziale dôazione, a fronte di un treno di 

 
32 A seguito di queste, si determina nel batterio il movimento dei flagelli che, se la luce è giallo-verde (SRI, 

picco assorbimento: 587 nm), guidano lôorganismo verso la fonte luminosa; al contrario, se la luce ¯ blu, lo 

allontanano dalla sorgente (SRII, picco assorbimento: 487 nm)  [177]. 
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spikes (precisione temporale minore o uguale a 30 Hz), con una 

probabil ità pari  o superiore al 95% [73] [74], mentre, i l  f lusso dei 

cloruri si  interrompe rapidamente appena i l fascio luminoso cessa. 

La Figura 13 mostra lôinibizione, tramite luce, a diverse frequenze 

di spikes innescati con impulsi di  corrente indotta a 300 pA. 

Channelrhodospins (ChRs)- eccitazione 

Sono delle opsine uniche nel loro genere, scoperte nel 2002 

(ChR1) [75] e nel 2003 (ChR2) [76] dal team di Nagel nellôalga 

verde Chlamydomonas, che le consentono di essere fototattica. 

Queste rodopsine fanno parte della categoria delle GPCRs33; esse 

conducono, in intervalli temporali dellôordine del millisecondo, in 

maniera non selettiva cationi sia che bivalenti  (H+, Na+, K+, e 

Ca2+); si precisa che esistono,  comunque, delle ChRs che 

conducono selettivamente certi cationi e la conduttanza degli  ioni 

nei ChRs (ed anche nelle ACRs che verranno menzionati  

successivamente) potrebbe dipendere dal la valenza complessiva 

della determinata ChR/ACRs e dal la distribuzione di residui 

carichi allôinterno del poro. 

I l ChR2 naturale può essere attivato rapidamente (ŰON < 250 ɛs, 

ŰOFF = 9.5 Ñ 2.8 ms) in risposta ad un impulso di luce visibile 

(ɚpeak~470-490 nm - blu) [51] [76] [77]. Quindi, questi canali, si  

aprono rapidamente dopo lôassorbimento di un fotone, 

depolarizzando la zona circostante per lôalta conduttanza di 

 
33 7 Ŭ-eliche (7TM receptors) transmembrana 

Nature - Multimodal fast optical interrogation of neural circuitry  
Figura 13 
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cationi e, se esposti in maniera continua al la luce o con una 

frequenza superiore a 20 Hz, si desensibil izzano con una bassa ma 

stabile conduttanza (~0.25 nA). Al cessare dellôilluminazione, la 

chiusura del ChR2 può essere accelerata dalla presenza di ioni H+ 

intracel lulari.  

I due aspetti maggiormente negativi di questa rodopsina sono che, 

primariamente, è necessaria una elevata espressione ChR2 perché 

la conduttanza di uno essi è di diversi ordini di  grandezza inferiore 

(40fS) rispetto ai t ipici ed endogeni canali ionici  che controllano 

gli spikes nervosi (5-240pS) e ciò comporta un minimo di rischio 

che possano insorgere molteplici spikes in risposta ad un unico 

impulso luminoso, oppure possono insorgere spikes senza che ci 

sia alcuno stimolo luminoso, provocando implicazioni tra diversi 

potenziali in caso di interazioni nervose (Figura 14); 

secondariamente, molte cellule dotate di ChR2s non riescono ad 

innescare spikes correttamente, in risposta ad un treno di impulsi 

con frequenze maggiori di 40 Hz [51] [78]. 

Perciò, ancora oggi, in base alle esigenze dellôoptogenetica, 

queste rodopsine, dette anche ñbi-stable switchesò, vengono 

continuamente ingegnerizzate per migliorarne le performances, 

quali i l  tempo di chiusura del canale, i l  f lusso degli  ioni e la 

selettività a determinate lunghezze dôonda ed ad ioni [79] [80], in 

considerazione del fatto che queste ChR sono state modellate dalla 

natura nel corso di mil iardi di anni perché altamente flessibil i . Nel  

campo delle neuroscienze [81], infatti,  si cerca di ingegnerizzare 

una ChR che abbia un ŰOFF nellôordine del nanosecondo [82], in 

modo da manipolare arbitrariamente e selettivamente singoli  

neuroni prima che arrivino informazioni da neuroni adiacenti . 

Figura 14 

Nature Neuroscience - Ultrafast optogenetic control 
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Principali ChRs ingegnerizzate sono mostrate nella Figura 1534,35 

e quell i  che ne vale la pena citare sono: 

VChR1 

-naturale - Űoff = 119.7 Ñ 9.7 ms 

È la prima rodopsina scoperta che presenta una fotocorrente, seppur 

bassa (<100 pA), nonostante la sostanziale redshift (>560 nm) della 

luce, cosa che nel ChR naturale è pressochè nulla [83] [77];  

Famiglia di C1V1- ChR 

-naturale 

Ha consentito per la prima volta lôoptogenetica combinatoria: queste 

rodopsine, infatti, r ispondono indipendentemente a due differenti  

lunghezze dôonda (blu e rossa), entrambe espresse sulla membrana di 

una stessa cellula senza che le loro caratteristiche si alterino tra di 

loro [84] [77];  

 
34 Nella F igura 15 non vengono mostrati le prestazioni di CheTa, CatCh e ReaChR 
35 Fig.5: Proprietà delle cinetiche di diverse Channelrhodopsin in culture di neuroni. a-c) Fotocorrenti massime 

e) action spectra. f)  Off-kinetics under the conditions in aïc. g) on-cinetica. h) cinetica di recovery 

Figura 15 

Nature Methods - Independent optical excitation of distinct neural populations 
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ReaChR 

-naturale - Űo f f =361.0 Ñ 75.8 ms 

È tra le prime ChRs che possono essere attivate in maniera ottimale 

con la luce arancione-rosso (ɚ Ḑ590-630 nm) ed offrire miglioramenti  

nella fotocorrente e cinetiche migl iori rispetto ai precedenti red-

shifted ChRs. Considerando che la luce rossa subisce meno scattering 

quando attraversa i tessuti ed è meno assorbita dal sangue rispetto 

alle lunghezze dôonda del blu/verde, ¯ lecito che questo tipo di 

rodopsine abbiano un importante ruolo in moltissimi settori 

dellôoptogenetica. Nel caso delle neuroscienze, sarebbe, infatti, 

possibile studiare anche zone remote del cervello quali diencefalo o 

tronco encefalico, grazie allôattivazione delle ReaChRs poste in 

queste zone, senza i l  ricorso ad operazioni chirurgiche transcraniche, 

come lôintroduzione di fibre ottiche [85] [77];  

Catch 

-naturale 

Si tratta di una ChR molto simile al ChR2, ma con una maggiore 

permeabil ità al calcio e conseguente alta intensità di corrente [77] 

[82] [86];  

CheTa 

 -mutante - Űo f f = 4.4 ms 

È la rodopsina che per prima ha permesso i l raggiungimento di 

importanti  traguardi nel settore delle neuroscienze: caratterizzata, 

infatti, da una rapida ripresa dallôinattivazione del canale, da una 

maggiore stazionarietà temporale e da una l ieve red-shift di 20 nm 

rispetto al ChR2 naturale (ɚ=470 nm), ad alte frequenze di treni di 

impulsi luminosi (50-200 Hz) la riduzione di eventi spuri di extra 

spikes e di artefatt i da plateaux di potenziali  risulta notevole. 

Ciononostante, CheTA presenta una l ieve riduzione del picco di 

corrente [78] e, per frequenze minori  a 50 Hz, le sue prestazioni 

diminuiscono drasticamente, tanto da rendere più conveniente i l  

ricorso alle ChR2s; 
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Chronos 

-mutante - Űo f f = 3.6 ms 

presenta unôalta precisione temporale ed una cinetica maggiore 

rispetto alle varianti  ChRs; è una opsina ultra-l ight-sensitive blue che 

viene largamente usata per le sue eccellenti proprietà a fronte di un 

uso generico di channelrhodopsin [87];  

Chrimson 

-naturale - Űoff = 24.6 Ñ 0.9 ms;  

-mutante K176R/Y261F/S267M 

  (vf -Chrimson) 

Űoff = 2.7 Ñ 0.3 ms; 

-mutante Y261F/S267M (f -Chrimson) 

Űoff = 5.7 Ñ 0.5 ms. 

Sono le ChRs di ult ima generazione, sono caratterizzate da una 

maggiore dipendenza l ineare del voltaggio della fotocorrente e 

presentano un red-shift maggiore rispetto a tutte le precedenti  ChRs 

conosciute (ɚ= 594 nm), che consente una maggiore penetrazione nei 

tessuti.  

In particolare poi, le versioni mutanti, rispetto a quella naturale, 

presentano unôalta espressione di membrana ed una accelerata 

cinetica di chiusura (Figura 16), consentendo unôelevata e stabile 

precisione di risposta a l ivello temporale [77] [82] [87]. 

Lo studio [77] fa notare che, in una popolazione di neuroni 

ippocampali  di  ratto ad una temperatura di 34°C, f-Chrimson presenta 

Űo f f  = 3.2 Ñ 0.2 ms, mentre vf-Chrimson presenta Űo f f  =1.6 Ñ 0.1 ms. 

Per tale ragione, data lôelevatissima cinetica di queste ChRs mutanti, 

esse sono dei potenziali mezzi che in principio possono attivare una 

fotostimolazione neurale per un range di frequenze che arriva ai 

600 Hz. Lo studio, inoltre, riporta risultat i promettenti riguardo 

lôutilizzo del f-Chrimson in topi affett i da sordità, perché, al  

contrario della vf -Chrimson, f -Chrimson può essere stimolata con 

impulsi luminosi a bassa intensit¨ (0.65 Ñ 0.31 mW/mm2 per f-

Chrimson; 1.25 Ñ 1.02 mW/mm2 per vf-Chrimson) con una 

probabil ità che si avvicina al 100% di innesco di uno spike per ogni 

impulso; mentre nel caso di vf-Chrimson  si possono innescare extra 

Nature Methods - High frequency neural spiking 

and auditory signaling by ultrafast red-shifted 

optogenetics 

Figura 16 
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spikes a frequenze di 80 e 100 Hz con un 28% di probabil ità, valori  

che possono compromettere sostanzialmente la fedeltà della 

fotostimolazione neurale. Per tale ragione, f -Chrimson, chi scrive 

rit iene che questa ChR potrebbe risultare promettente per quanto 

riguarda la durata delle batterie necessarie allôemissione di impulsi 

luminosi originati da microlaser. 

Anion-conducting channelrhodopsins (ACRs ï 

inibizione) 

Le prime ACRs [82] [88], chloride-conducting channelrhodopsins 

(ChloCs) sono state ottenute da unôingegnerizzazione della ChR2 

[89], con la rimozione di aminoacidi carichi negativamente dal poro 

del canale. In questo modo, in risposta allôimpulso luminoso, côè un 

maggiore influsso nel citoplasma di cariche negative (ioni cloro), 

inducendone una iperpolarizzazione nel le prossimità della rodopsina. 

Per via della natura generale dei cloruri, lôuso delle ACRs come 

strumento di si lenziamento rimane fortemente dipendente dai  cloruri 

stessi in maniera locale, per poter manovrare (ñshuntingò) la 

depolarizzazione di membrana o inibire lôeccitazione [90].  

Successive modifiche e scoperte di ulteriori rodopsine in altri  

organismi, che funzionalmente svolgono lo stesso ruolo del ChloCs, 

hanno consentito lôimpiego di nACRs/dACrs (r ispettivamente 

naturale e sintetico) con caratteristiche differenti in base alle 

esigenze del la optogenetica; vale la pena citarne almeno un paio: 

¶ GtACR1 [88]: di origine naturale, proveniente dallôalga 

Guillardia theta, presenta una elevata selettività agli anioni;  

¶ FLASH [88]: una delle versioni mutate di GtACR1 più 

promettenti, presenta una rapida risposta alla soppressione di 

singoli spikes (con un treno di impulsi fino a 40 Hz), una 

elevata tollerabil i tà ed efficacia a l ivello di espressione su 

membrana, una Vrev
36 di iperpolarizzazione dovuta dallôalta 

selettività agli anioni (infatti la superficie extracellulare del 

FLASH è maggiormente elettropositiva rispetto a quella del la 

 
36 Potenziale di reversione 



~ 50 ~ 
 

versione naturale) e, infine, una rapida off -cinetica (Űo f f  

~14ms). 

Genetically encoded voltage indicator (GEVI)  

Si tratta di una tipologia di proteina ingegnerizzata37 che può ri levare 

attività elettrofisiologiche  [91], ovvero i l  potenziale di membrana in 

una determinata cel lula, ed emettere tale segnale sottoforma di 

segnale luminoso fluorescente. Con i  GEVIs è possibi le registrare 

simultaneamente e distintamente gruppi di oltre 500 neuroni [91] in 

uno spazio tridimensionale attraverso diverse modalità di scansione 

multiphoton laser, i l  tutto in animali  svegl i e preservando le strutture 

cellulari. Una delle caratteristiche che ha permesso la larga 

uti l izzazione di questa tipologia di proteina, è che può essere 

introdotta in maniera mirata a qualunque stadio di sviluppo di un 

organismo ed in specif iche regioni cerebral i, in determinati t ipi di  

cellule o in precisi compartimenti subcellulari [92]. 

Inoltre, usare queste proteine permetterebbe di evitare lôuso 

convenzionale di tecniche quali patch clamp38  o array di 

microelettrodi (MEAs39), perché possono alterare la struttura e sono 

piuttosto invasivi in vivo. 

La prima generazione di GEVIs40,41 era caratterizzata, però, da una 

bassa risposta ottica a fronte di potenziali dôazione (~1% ȹF/F42) e 

da una cinetica voltage-sensing molto lenta (>20 ms) e, quindi, non 

rispondeva correttamente n¯ ai singoli potenziali dôazioni, n® ai 

potenziali sottosoglia, innescati  da un treno di impulsi a medie 

frequenze. Uno studio [93] riporta anche casi di fototossicità e 

fotobleaching per ottenere un rapporto SNR comparabile ai GECIs 

(Genetically encoded calcium indicator), perché è stato impiegato un 

 
37 Va sottolineato che in natura, fino ad ora, non è stato scoperto nessun organismo con una proteina che 

svolge una funzione del genere 
38 Gli elettrodi patch possono misurare sia i potenziali dôazione che sottosoglia, ma ne tracciano solo in 

piccolo numero di neuroni per volta. 
39 Tracciano i potenziali di centinaia di neuroni simultaneamente, consentendo unôalta risoluzione spaziale ma 

i segnali rilevati non sono spesso chiari, perciò sono necessari ulteriori strumenti, come algoritmi, per 

decodificare i segnali nervosi. 
40 La prima generazione usava proteine voltaggio dipendenti, cioè i voltage-sensing domain (VSD). 
41 Il primo GEVI, nominato FlaSh41 (ȹF/F: <5%), consisteva in una fusione tra un canale voltage-sensitive 

K+ (Shaker), che si comporta come un trasduttore elettromeccanico, ed un green fluorescent protein (GFP), 

che fungono da trasduttori optomeccanici [91].  
42 Rapporto di variazione fluorescenza rispetto allo stato di riferimento 
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imaging a potenze di eccitazione maggiori di diversi ordini di  

grandezza, compromettendone lôintero imaging ottico. 

Per tale ragione, f ino alla fine degli  anni ó90, si uti l izzavano 

maggiormente i GECIs: queste sono proteine offr ono prestazioni  

migliori, come lôaccuratezza temporale, r ispetto ai primi GEVIs, ma, 

per contro, misurano solo gli eventi associati a flussi di ioni calcio, 

che non sempre tracciano le iperpolarizzazioni o depolarizzazioni  

sottosoglia; per di più, sono l imitate da una lenta cinetica di r ipresa 

e, quindi, non rispondono in maniera precisa a rapidi treni di spikes 

AP [94].  

La Figura 17 mostra le cinetiche dei segnali di GEVIs (sinistra) e dei 

GECIs (destra), registrate i n vivo in diverse regioni subcellulari di  

un Drosophila interneurone visivo; lôimaging ¯ effettuato con 

microscopio two-photon [95].  

Perciò, ancora oggi, visto che non sono stati scoperti in natura 

modelli di riferimento naturali di GEVIs, cô¯ una forte competizione 

in questôarea di ricerca, che sfrutta i finanziamenti anche della 

DARPA [93], tesa ad ingegnerizzare GEVIs affinché presentino da 

una parte 

performances quali la luminosità, la fotostabil i tà, la sensibil i tà, la 

cinetica e la risposta lineare e dallôaltra compatibilit¨ quali la 

tossicit¨, la localizzazione su membrana e lôadattabilit¨ allôimaging 

deep-tissue. Perciò, lo scopo è svi luppare GEVIs che abbiano un 

SNR43 più elevato possibile, cioè che i l segnale uti le possa essere più 

robusto possibi le e facilmente individuabile dai microscopi ottici. 

 
43 Signal-to-noise ratio 

Figura 17 
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