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Abstract

A

Léutili zzo del |l a | uce per l o studio d
riguardato lo sviluppo di tecniche di imaging; mmegli ultimi anni

la fotonica ed i suoi principi sono state utilizegier manipolare,
stimolare e studiare li.attivit?’ di cel |
Lo scopo di questo lavoro di tesi € quello di passare in rassegna in

modo critico e piu recenti risultati ottenuti nella modulazione ed

attivazione di attivita di cellule neurali attraverst@cniche che

prevedbnol 6ut il i zzo dell a | uce

Generalmente, la stimolazionedeil monitoraggio consentono lo

studio delle attivita neurali che sono alla base dei controlli
omeostatici fisiologici, della memoria e di tutti i comportamenti

animali, quali aggressivita, sonno e farflg.

Si tratta di tecniche chein un futuro non molto lontano
potenzialmente potrebbero sostituireo, combinandosi, migliorare

quelle attualj chesi basano prevalentemente su fenomewignetici,

come la risonanza magnetica MRI, su fenomeni acustici, come

| 6 e c ogsudehamani elettrici, come la stimolazione transcranica

a corrente diretta (tDCS) e | 6el ettroert
Inoltre, il presente studio ritienehe la stimolazione otticgpossa

diventare una valida alternativa alla stimolazione elettriaache

perch® i | progresso di guestoul ti ma, nono
ottimismo nello sviluppo di interfacce braiomputer (BCls), é

ostacolab da difficolta che difficilmente possono esseyeperate

Innanzitutto, il cervello € una struttura tridimensionapsrcio, per

raggiungere gli strati pigprofondi, sono necessari inserimenti di

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

che questi possono innescare risposte inflammatorie.

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

una regione popolata da diversi tipi di neuroni ed altre cellule non

nervose, come gli astrociti i nf i ne, maggi or e N Il 61 |
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stimolo elettrico, maggiori sono i rischi di effetti indesiderptiesso

le cellule circostanti aglielettrodi [2] [3],

perch®

diffondono correnti in tutte lairezioni (Figura 1)rigua1, riducendone

drasticamente la risoluzione spaziaks quindi, la qualita della

risposta neurale.

Di contro, sfortunatamente, la maggior parte degli apprdzasati

sulla neurostimolazione otta non ha, attualmente,a capacita di

innescare o di inibire attivit&lettriche a frequenze superiori a 400

Hz, mentre quella elettrica € in grado di farhmche oltre i900 Hz

frequenze massime

consecutivamente.

per cui i

neuroni

propagano APs

Per esempio, lo studip4] ha confrontato le risposte neurali a fronte

di stimolazioni ottiche ed elettriche sui neuroni delle vie uditive di

topi e ha rilevato che leprime, mediate da una seri@éi microlaser

distribuiti in 3 aree del canale di Rosenthal, evidenziano prestazioni

di

stimolazioni elettriche.

migliori in termini

risposta neurale,

rispetto a quelle delle

La stimolazione ottica sfruttando i printpi dei fotoni, offre la

massima precisione in termini temporali e spaziali maniera meno

invasiva

rispetto a quella elettricain tal

modo, e possibile

focalizzare la stimolazione su strutture subcellulari, singole cellule

0 su piu cellule simultaneamee, allo scopo di indagare quelle reti

neurali che sono alla base di un determinato comportamento.

Il campo di ricerca delle neuroscienzen dagli albori delle prime

scoperte che hanno
funzionamenti

stimolazione ottica

cerebrali, ha

portato alla

compreso

comprensione di

le

numerosi

potenzialita della

guest o6ul



Infatti, gia nel 1891, Arsonval[5] aveva osservato che la

stimolazione ottica dei neuroni poteva avere luogo, mentre

Arvanitaki e Chalazonitis [5] ne gl i anni 060 di most r ¢
| 6eccitazione e | 6inibizione sono fort
ottici della radiazione, come la lunghezzh 6 o n d a e l 6i nt ens

tuttavia aq u edpdca,per motivi tecnici, non si era ancora in grado

di manipolare qgesti parametri tanto cruciali per la
neurostimolaziongche rimasero pocapprofonditifino agli enormi

progressi tecnologicicheer mi sero | 6espl osi one del
nuovo approccio di studio.

Loavvent o dlieannid 4 @oe ha condribuito enormemente

al successo delle neuroscieno®me mostrataalla brevettazione di

tale tecnica[6] e da risultati d numerosi studi. Per esempido

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

stesso, agisca direttamente sulle cellule nervose nel mollusco

Aplysia.
Si é dovutg infine, attendere glii ni z i degl[8], cannlo i 690
sviluppo della microelettronicae del | 6opt ceedoretdet r oni c a

maggiori conoscenze conquistate nella biologia, per ottenere
dispositivi e tecniche piu economiche, versatili e soprattutto
realizzabili.

Le tecniche di stimolazione o modulazione mediante luce piu
importanti sono:[9] [10] [11]:!l opt ogeneti ca, | 6uso d
ingegnerizzate fotoattivgl2] e | 6uso dell a radiazi one
La scelta della tecnica dipende primariamente dallo scopo dello

studio che si vuole effettuareperché ogni strumento ha i suoi

vantaggi e le sue limitazionil3].

LOopt ogenet inead | & omadiiicher genetiche in specifici

neuroni tramite microiniezioni di vettori virali contenenti transgeni

i quali, una vota integrati nel genoma dei neuronandranno ad

esprimere proteine fosensibili

La tecnica cheutilizza molecole fotoattive consistprincipalmente

nel |l i ni ettar e lagatu a mdlecades ahe ti trendopor |

attivi solo sottoesposizione luminosa.



La radiazione infrarossaghe attraverso protocolli di stimolazione a

differenti frequenze e in grado di indurre depolarizzazioni o
iperpolarizzazioni neuronali senza la necessita di modificare
geneticamente o chimicamente le cellule, ma sfruttando il
surriscaldamento transiente che avviene a livello della membrana
cellulare[14].

Concludendo gli approcci descritti mostrano come la luce possa
essere un metodo fisico innovativo non
cervello ma anche per la sua modulazione con elevata risoluzione

spaziale e temporale, efficacia e versatilg@asicurezza. Tuttavia,

| 6assorbi mento della | uce pu, causar e
o modul azione incontrollata dell e cell u
tecnologici che possano consentire di rilasciare la luce ai tessuti

nervosi in modo controllta e guidato sono ancora limitati.

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

di studio[15].



CAPITOLO 1
Introduzione

La luce

In fisica la luce ela radiazione elettromagneticEM), ovvero la

radi azi one del |l 6ener gi a ; ressdesimsgenp o el et
proprieta caratteristiche sia delle onde che delle particelle, un

concetto conosciuto com@ualismo ondaparticella.

Nel primo caso, la natura dmlatoria della luce consistaun 6 onda
composta di urtampo elettricee, perpendicolarmente@qu e st o,ul t i m

di un campo magneticoentrambi oscillanti iffase nella direzione di
propagazione. Questo comportamentodescrivibile attraverso le
espressionimatematiche delle equazioni di Maxwe[lL6]. Se si

considera la luce comeonda, @ssono essere ®gai diversi
fenomeni ti pici del | e onde come Il 6i n
rifrazione.

Nel secondo casola natura corpuscolaraella luce consiste di

pacchetti di energia, o quantdlenominat anche come fotoniquesti,

se posti nel vuoto, viaggiano alla velocita della lwistessa velocita
chenessunodaltra particell a d oTtalet a di n
modelo-particella puQ invece, spiegarequei fenomenitipici delle

particelle,g u a | i | 6assorbimento e | o spettro
parte degli atomi o molecole (noto come spettroscopia)

Inoltre, secondo il Modello Standardil fotone é la particella

associata aldbi nt er azi one e luaea tdelle mquattmoe t i ¢ a

interazioni fondamentali che compongono la natura.

L6interazione della radiazione EM con |
dallasual un g h e z z xui dohw lagatda frequenzide | e’ er gi a
[17], nonchéi | profilo dell i mpul so ottico si

temporale per esempi o basse & corrispondon

conseguenza, alte energiehe, se eccessive, possono distruggere i

v - v= frequenza [Hz] c= velocita della luce nel vuoto = 2992458 m/s
20 O E= energia per fotone [J] h= costante di Planck= 6.626 070 15B40s

~7 ~



tessuti biologici. Infatti, quando la luce incontra un mezzo
assorbente, essa puo perturbarlo in diversi mpdd rompere legami
molecolari, comportarsi da catalizzatore per accelerare reazioni

chi miche o crear e o rcdeattravéranot tessudii press|
[16] [18] [19].



LOi nterazi one del |l a | uce C

| fenomeniin baseai quali la propagazionalel fascio diluce varia

guando esso attraversa una porziomen@dteriasono la riflessiom, la
rifrazione, | 6assorbi mento e | o scatter
In ambito biomedicale, i primi due fenomeni sono piuttosto
trascurabili e difficilmente calcolabili, in quanto i tessuti umani, ad

eccezione quelli della cornea, sono opgcla disomogeneita dei

tessuti biologicj infatti, € la maggiore limitazioneche rende

complessa la scelta dei parametri.

Nel | 6ambito di uno studio che comport a
déonda del princidale parametroidil riferimento, perché é

proprio quello che determina i piu evidenti effetti sui tessutla cui
conseguonndo cled di rifrazione, i coef fi

assorbimento e di scattering.

Riflessione e rifrazione

Se il fascio cklla radiazione EMé orientato di un certo angold

(angolo di incidenza) rispetto alla normale della superficie, il fascio

sara riflesso di un angoldé (angolo di riflessiong)che € uguala d

p e rimplatbo con la superficie stessa; tafenomeno édefinito

riflessione

Si ha invece, riflessione totalese di super a | 6argol o I i n
situazione che si verifica quando la luce passa da un mezzo con indice

di rifrazione maggiore ad uno con indice di rifrazione minore

| vettori di entrambi ifasci e la normale della superficie giacciono

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

— —(Figura2) e valida solo se rcigentlignt
si assune che la superficiesia
liscia (riflessione speculare) 0
ovvero che la dimensione delli 9'. """"""" v |
rugositasia trascurabile rispetto
. Refraction

al |l a | ungheimzcaso

Reflection

Figura 2

Laser-Tissue Interactions: Fundamentals and Applications

51'l valore massimo dell 6angol o di rifrazione ~ 90A; perc

— OEI1® ; . Diconseguenzar

~90~



contrario, alora prevale la riflessione diffusa, che & chiaramente
caratteristica di tutti i tessuti.

Larifrazione, invece,si ottienequando la velocita della luce cambia
al variare del materiale del mezzo di propagazona relazione
matematica chalescrive la rifrazionet conosciuta come léaegge di
Snel (Figura?2)

OB+ v
OEF 0

Dove w1 e v2 corrispondono alle velocita della luce nei due mezzi,
rispettivamente prima e dopo la superficie riflettente; | dangol o
rifrazione d 6 0 Figura?2)
Dal | 6idn dffaziene di un certo materialé (Y0 si ottiene:

¢ OEF ¢ i Q¢
La rifrazione e la riflessione sono fortemente legate tra loro

attraverso ldeggi di Fresnel.

Assorbimento

I n l i nea d i assopnbimentohap luago qubn@o particelle

cariche, come gli elettroni, vengono esposte al campo elettrico

oscillante delle onde EM la cui frequenza & in risondrzn quella

della particella; quindi, essa acquisisce una energia quantizzata tale

da passare ad un livellenergetico superiore, impiegando circa 1 fs.

Dopodi ch®, | 6el ettrone eccitato ritorne
rilasciando un fotone, in circa 1 ps.

Léoassorbanza del mezzo  definita c¢ome
assorbita ed intensita incidesit se piu fotoni vengono assorbiti,

l 6intensit?’ del fascio el ettromagnet.
attraverso il mezzo. La probabilita che il fotone venga assorbito €,

poi, guanti ficata dal d awreith diimesura:nt e di
m?mol?) diuna mol ecol a. Maggi ore sar”’ U,
probabilita che un fotone venga assorbito.

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

dipende da una serie di fattori: primariamente, dalla costituzione

4La risonanza si verifica quando il gap di energia elettronica (differenza del livello di energia tra lo stato
fondamentale e |l o stato eccitato dell delettrone) ~ ugua
si verifica che lafrequenzeed | 6 onda el ettromagnetica uguaglia |l a freque
dal fotone stesso.

~10~



elettronica dei suoi atomi eedle -
1ot uv Visible NIR-I NIR-II
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. = 102}
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R 5 H,0,/
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S
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Figura 3

interni come la temperatura.

Due sono le leggi che misuranc

Photoacoustic imaging in the second neénfrared
window: a review |

|l 6effettivo assorb. ... " ... . uce da
parte della materia e, quindi, del tessuto esposto alla lucéedge
di Lamberte lalegge di Beer

T Mon’ (S @ oY AT, AT
dovel(z)i ndi ca | 6i nt ensiindi cad ntae dliygsa sasnez aot -
e il coefficiente di assorbimento del mezzo,e la concentrazione

degli agenti assorbenti k & la variabile che dipende da parame

interni.

Léi nverso del coefficiente di assork
profondita di penetrazione ottica P« ; va detto che questa

relazione non é affetto dallo scattering, il quale in realta riduce

maggiormente la profondita.

Poiché i tessuti samcomposti da numerose e svariate molecole, come

| 6acqua, | e pr ot a@asaura dieedse iassqbeg foomit i
i n mani era differente a seconda dell a
stessi

Per esempio,l 6 a c greisanta dei picchi di assorbimento sparsi
i rregol armente soprattutto tra | e l ung
[20] (Figura3).

Scattering

Nel caso i n cCui |l a frequenza del |l 6ond
risonanza con guell a del | a particel/l
comungue, | 6energia del fotone, ma | a r
undéintensit?’ d isif chee ir fetont imcidend irgléntihoa

5 Ogni atomo o0 molecola ha un proprio spettro elettromagnetico, quindi proprie frequenze naturali,
corrispondenti ai picchi di assorbimento.

~11~



gquando penetrano in un mezzo denso, dando origine al fenomeno della
di spersi one. I n base alla conversione o0
del fotone, si distingue tra scattering elastico ed anaelastico.
Nel presente lavoro non verranno descritti detli di scattering
anaelastico, tra i quakcattering di Brillouine scattering di Raman
risultano essere i piu applicati
Al contrario, si trattera di scattering elastico, in cui le energie dei
fotoni incidenti e deviati sono le stesslea sceltatra i vari modelli
esistenti dello scattering elasticdipende dalla dimensione della
particella rispetto alla | unghezza doot
Se la dimensione della particella o della molecola e sufficientemente
piccola, prevale loscattering di Rayleigh | 6i nt e nsio,t ~ del
simile a quella dell assorbi ment o, I
di propagazione e del coefficiente di scatteripng

Ca Qon’ a

Attraverso opportuni calcoli di differenziazione e sostituzione, la

legge di Rayleighimplica poi chel 6i nt ensi t " Isdsia scatt e
fortemente dipen®@ente da o, I nf atti
Se, invece,|l a di mensi one del | a particell a

scattering di Mie
In realta, nessuno dei due modelli € in grado di descrivemaniera
precisa lo scattering nei tessuti biologigertanto,si ricorre spesso
alla funzione di probabilit®p ( di)un fotone di essere deviato di un
certo angolad; anchedi tale funzione esistono vamodelli, ma il piu
utilizzato e quelloconosciub comeHenyey Greenstein:

-

p Q (CAI-O

T
Dove g indica il coefficiente di anisotropidel mezzo in cui si

propagala luce

Se'Q p,loscatteringe puramente diretto; s& p, invece prevale
lo scattering a ritroso; infinese™Q 1, allora avviene la scattering
isotropico.

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

scattering quai diretto per tutti i tessuti esaminati, in particolare

~12~



quelli nervosj con il coseno medio

~ | Visble NIR- NIR-lI
dell'angolo di scattering € 12- . &
. = — Subcutaneous tissue (B)
nell'intervallo 0,9450,985. 1 — Muscle (©
G — Mucous tissue (D)

8 — Brain tissue (E)
1 — Cranial bone (F)
Intralipid tissue phantom (G)

Considerando sia lo scattering ch

| 6assorbi ment o,

Scattering coefficient

penetrazione ottica U  sara,

ovviamente, inferiore rispetto a ol ¢

T T T T T T
) ) ) . 400 600 800 1000 1200 1400 1600
caso in cui si considera sol Wavelength (nm)
N ) i Figura 4

l oassor MZ],nanfaﬂltlt 0 Photoacoustic imaging in the second neénfrared

window: a review
P
‘.| & ‘ A ‘
o p Q

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

si mi | i i n funzi one dFRguriad), d aul nl gbhael ztzrao dcbic

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

(GM) del cervello; per esempio| icoefficiente di estinzione gdella

prima € significativamente maggioredel suo complementare

anatomico per | 6i nter ofRlhnge spettrale

Lo stesso studio ha investigato anche come varia lo scattering in
tessuti tumorali; poiché la struttura di questi tende ad essere
macroscopicamente piu disomogeneénfatti, i valori dei coefficienti

di scattering ottenuti sono maggiori rispetto ai tessuti sani di materia

grigia.

6 =800 nm: ewmt =36.96 mmt ggm=7.68 mmt

~13~



CAPITOLO 2

Scopo della Ricerca:La luce e lo
studio del cervello

Negli ultimi anni, le tecnologie fotoniche hanno svolto un ruolo

sempre piu 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 end'ging dei

tessuti biologici sono oggi un campo di applicazione principale per

le tecnologie basate sulla luce e il termine biofotonica &

comunemente usato. Piu specificamente, i metodi e le applicazioni

basati sull'uso della luce nelle neuroscienze pempendere

ulteriormente i fenomeni cerebrali stanno crescendo rapidamente e un

bY

nuovo termine- neurophotonics & stato recentemente coniato per
fare riferimento a tutte le discipline che lavorano attivamente e in
sinergia con interfaccia tra ottica e nescienza. Questi metodi e
applicazioni abbracciano umnaarietadi soluzioni e strumenti, come
metodi microscopici e nanoscopici a super risoluzipoptogenetica

e altri metodi ottici per manipolare il comportamento cellulare, l'uso
di materiali sintetici e reporter d attuatori ottici codificati
geneticamenteLo scopo di questo lavoro di tesi € quello di passare
in rassegna in modo critice piu recenti risultati ottenuti nella
modulazione ed attivazione di attivita di cellule neurali attraverso

tecnichec he prevedono | 6utilizzo dell

~14~
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CAPITOLO 3

| neuroni ed Il loro principi
funzionali

Organizzazione del Sistema Nervoso

Il Sistema Nervosacsi divide in sistema nervoso centrale (CNS), in

sistema nervoso periferico (PNS) ed in sistema nervesterico

(ENS).

Il primo, che processa informazioni provenienti da altre parti del

corpo e le rinvia ad esse, include cervello e corda spinale, entrambi

protetti rispettivamente dal teschio e dalla colonna vertebrale. Il

cervello é organizzato come una rete complessangdciata, in cui

sono presenti anche vascolature ed altre cellule non nervose, come
astrociti, cellule gliali e celluleendoteliali [36].

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

Quel I i afferenti, organibzzaticepenbop
informazioni dai recettori sensoriali posti nei tessuti periferici e negli

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

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

parte costituiti da muscoli o gandole. Sono neuroni efferenti anche

quelli che determinano il sistema simpatico e parasimpatico.

ENS, i nfine, comprende [ neur oni ap
digerente, in grado di regolare la digestione comunicando con la flora

intestinale.

~15~



| neuroni

Sebbene ad oggi numerose evidenze indichino che non siano le uniche

cellule che controllano la capacita di ricevere, di elaborare e di

i nviare segnal i, i neur oni sono ad 0g
funzionale del Sistema Nervog@3]; essi sono capaci di ricevere una

serie di segnali elettrici, noti com@ ot enzi al i(APd)6azi one
processarli e trasmetterli a neuroni adiacenti o ad altre cellule non
nervose.

A livello morfologico o funzionale, esiste una grande varieta di

neuroni, ma tutti condividono tre distinti regioni: il corpo cellulare,

0 somg i dendriti ed un assone.

1 soma contiene i nucl eo, [ var i or
cellulare ed un mpio citoscheletro, il quale si dirama verso i dendriti

e gli assoni,fungendo da impalcatura cellulare e da mediatore di
trasporto di vescicole contenenti proteine necessarie.

| dendriti hanno il ruolo primario di ricevere le informazioni in arrivo

da alre cellule nervose e di trasmetterle verso il centro di
integrazione, definit@ona trigget

Al contrario del soma e degli assoni, i dendriti determinano, in larga

misura, la variabilita sia funzionale che morfologica dei neuroni:

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

mentre quelli del CNS possono avere complesse ramificazioni di
dendriti.

Il nol tr e, sull a superficie di guestoul ti
spine dendritiche, unita praticamente indipendenti, perché, dtre

ricevere il contatto sinaptico di altri neuroni, al loro interno spesso
contengono ipoliribosomi, enzimi in grado di sintetizzare proteine

proprie.

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

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

possono variare da pochi mm fino a 1 m; APs avanzano lungo questa
regione con una velocita che raggiunge i 100 m/s se adeguatamente

rivestite da guaine mieliniche.
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Va specificato c¢che, nonostanmetumo | 6 asson
per ogni cellula nervosa, dalla sua superficie possono emergere
ramificazioni collaterali.

e chiamatasinapsi la regione in cui il terminale assonico di un
neurone presinaptico incontra una cellula bersaglio, o un dendrite in
caso di neurone postsaptico.

| neuroni, come tutte le altre cellule viventi, hanno un potenziale di
membrana a riposo, che in media e-d0 mV. Esso e condizionato
dal |l i neguale distribuzione degl. i oni
differente permeabilita della membrana alitioni: se queste due
caratteristiche vengono alterate, si modifica, conseguentemente, il
potenziale di membrana.

Ad esempi o, | 6 a g'gnelucitdapkasmd idepdlaosizza la N a
membrana cellulare, inducendo la cellula ad essere piu positiva;
mentre, co una perdita di ioni Ko con un aumento di ioni Clla
membrana si iperpolarizza, inducendo la cellula ad essere piu
negativa.

Se gli ioni principali che determinano la variazione di potenziale di
membrana sono gli ioni K piu concentrati nel citoplasa e gli ioni

Na*, ClI" e C&*, pi % concentrat. nel |l 6ambient e
degli spostamenti di tali ioni sono i canali ionici a cancello.

In genere esistono vari tipi di canali ionici a cancello, ma 3 di questi
sono quelli maggiormente presenti helmembrane di neuroni: i
canali ionici regolati meccanicamente, che si trovano
prevalentemente nei neuroni sensoriali e che si attivano in funzione
di uno stimolo meccanico, come la pressione; i canali ionici regolati
chimicamente, presenti pressoché utte le cellule nervose, e che si
aprono, per esempio, quando ligandi come i neurotrasmettitori
attivano tali canali; infine, i canali ionici voltaggidipendenti, che

si aprono in presenza di cambiamenti localizzati di potenziali di
membrana.

Tali potenzali di membrana sono classificati in potenziali graduati

ed i n potenziald] dbéazi one.
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| potenziali graduati

| potenziali graduati, generalmente originati nei dendriti e nel soma,

sono segnali di iperpolarizzazione o di depolarizzazione, con
unbdbampiezza proporzionale all éintensit
t al i segnal.i S i riduce all aument ar e de
per dissipazione di corrente e per resistenza del citoplasma.
Successivamente, questi segnali raggiungono la zoigger, nella

quale sono presenti ad alte concentrazioni canali" Naltaggio

dipendenti sulla membrana, che, complessivamente, stabiliscono il

livello soglia in termini temporali’ o spazialf, affinché si possa

innescare un AP.

Va notato che questo tgp di organizzazione varia da neurone a

neurone ed e cio che contraddistingue la base del processamento delle
informazioni nel sistema nervoso.

| potenziali graduati depolarizzanti sono considerati eccitatori se le

loro intensita sono maggiori o uguali a@lkeéllo soglia’; in tal caso, i

canali Nd in prossimita 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 aosiderati inibitori, perché riducono la somma

delle intensita dei potenziali graduati depolarizzanti allontanandoli

dal livello soglia.

I potenzi al i ddoazi one

Una volta che un AP viene originato nella zona trigger, grazie
all 6i nf |l U RBswapradpagadome non diminuisce di intensita,

al contrario di quanto accade ai potenziali graduati.

Infatti, quando il potenziale di membrana é&0/-55 mV raggiunge i

+30 mV per vi a d'% tontémporaneansest® i cdniali N a
Na* si chiudono ed i canalK® si aprono; attraverso questi, ioni*K
escono dalla cellula, ripolarizzando la membrana verso il potenziale

di riposo.

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 65 mV [23]
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Durante il suddetto
intervallo, definito come

periodo refrattario assoluto

non Si possono innescar
ulteriori APs +++

indipendentemente

Figura 5

Fisiologia umana. Un approccio integrato

dal |l 6i ntensi t-2 . - - - A -

ms; cio fornisce ai cancelli dei canali Naempo sufficiente per
ritornare allo stato di ripo. Ne consegue che APs non possono
sovrapporsi e propagarsi in senso inverso.

Al periodo refrattario assoluto, segue il periodo refrattario relativo,
durante il quale non tutti i cancelli dei canali Nsono tornati alla
posizione iniziale, mentre queltei canali K sono ancora aperti.

In questo lasso temporale, &€ possibile innescare un AP a patto che il
potenziale graduato depolarizzante che lo provoca sia piu intenso del
normale, in quanto la membrana puo essere iperpolarizzata fif0 a
mV.

La conduz one di un AP |l ungo | 6assone
cariche della regione attiva, che provocano la depolarizzazione di
nuove sezioni di membrandigurab).

Infatti, le cariche positive, introdotte nel citoplasma attraverso la
depolarizzazione di una sezione di assone, si diffondono in tutte le
direzioni, poiché attratte dalla carica negativa del potenziale di
membrana a riposo.

Quelle che sidiffondono verso il terminale assonico, inducono
all 6apert ur adetle sezoaimsackeissivdl della membrana,
generando nuovi AP; mentre, quelle che si diffondono a ritroso, verso
la zona trigger, non innescano alcuna depolarizzazione, perché i
candi 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 'Ke Na relativamente
trascurabili rispetto a quellerdlai ve al | 6i nterno ed

cellula.
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Nel momento in cui un AP arriva al terminale assonico, esso innesca

| 6apert ur a?"ddltaggiadipeidenti;Gtraverso tali canali,

per gradiente chimico, nel citoplasma entranai C&", provocando
l6esocitosi di vescicol e contenent i L
neurotrasmettitori o di neuromodulatori, che vengono rilasciati nello

spazio sinaptico.

I n base all ointensit?’ del |l o stimol o ini
del treno di APs consecutivi e, cosguentemente, la quantita di
neurotrasmettitori rilasciati.

Successivamente, tali molecole andranno a legarsi con specifici

recettori di membrana della cellula postsinaptica determinando cosi
specifiche risposte.

E importante notare che non si tratta di auncomunicazione

unilaterale; piuttosto di una comunicazione bilaterale, perché le

cellule postsinaptiche, a loro volta, possono inviare neuromodulatori

ai neuroni presinaptici.Questa proprieta dei neuroni di regolare

l 6attivit?’ a | i ve@rith pastitiealsinaptica i na p s i -~ d
Se i neurotrasmettitori si legano a recettori accoppiati a proteine G,

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

ioni ci, provocandone | 6apertur a, S i a
veloce, di tipo ecitatorio (EPSP) o di tipo inibitorio (IPSP).
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CAPITOLO 4

Approcci e tecnologie fotoniche per
lo studio delle cellule cerebrali

Laser

Léintroduzione dei | a s 8f harperinessoalb or at or
indagare in maniera precisa e di porsi nuove domande negli studi.

Esistono due sistemi lasg¢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 utilizzato 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 nelle tenologie dei diodi laser, ora molto economici ed in

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

elettroni liberi, attualmente estremamente precisi in quanto
forniscono i mpul si di dur at e c he ra
femtosecondo.

Combinando ultrafast laser a stato solido, lenti ottici ad alta apertura
numericad® (NA) ed altri componenti, si possono, inoltre, ottenere
tecnologie come il laser Tw&®hoton Excitation Light (TPElaser

2P), versione successiva del laser @eoton ExcitatiorLight (OPE)

[25]. Questa strumentazione, pur essendo notevolmente dispendiosa

e fortemente dipendente dalla |l unghezz
progettata inizialmente come microscopio, per via della eccezionale

capacita di forire un imaging di un volume a pipoint di dimensioni

simili a quelle di larghe spine dendritiche, in maniera altamente
localizzata, sian vivochein vitro. Essa consente, inoltre, anche una

maggiore penetrazione dei tessuti ed una ridotta fototossidéts la

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

Come nel caso di OPE, di | unghezze do
96 ¢OEF n T Il éindice di rifrazione; d -~ la divergenza d
gaussiano, Na puo essere scritta in questo altro nfiodee —; o ésgka lunghezza d'onda nel vuoto della

luce emessaP ¢ il diametro del fascio inscita
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versione OPE Kigura 6) vengono assorbiti simultaneamente via

stadio virtuale.

Per

gquesta ragione, tale

tecnologia viene,

successivamente,

largamente applicata in photoncaging di molecole, in particolare i

neurotasmettitori photocaged, utilizzati nel settore neuroscientifico

[26] [27].
Difatti, in questo modo si attivano quelle molecole solo nel piano

focale, anziché liberare in prossimita delle spine dendritiche ed in

mas s a [ neurotrasmettitor:i |l ungo undoé
del |l 6eccitazione | ineare.
In conclusione, i parametri fondamentali per la progettazione dei
laser che verranno applicati poi sui tessuti biologici sono: la durata
di esposizione, che determina gkffetti termici, generalmente
secondo Al a regol a del 10s 0, per Cui o
termici possono essere considerati trascurabili se con frequenze di
i mpul si moder at e; |l a Il unghezza dbéonda,
di penetrazione, dipedente da scattering ed assorbimento; la densita
di energia ed, i nfine, l 6i ntensi't ef f e
l Iens = l One-photon Two-photon
B .y excitation emission flux  emission
Photons‘Z{:"’.'." C \/\ G C
' &—6—e o
S o . o
Focal plane T- ot |
B

One-photon excitation

Two-photon excitation

4

—A

'

S1 — S1 [—% —
o hv o
U4 x 8 K_— = 8
-’ ¥ A 2
= 3 hv, = 3
S8 JJ"{ 58

So So
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 attmente sono
comunemente usate per numerose applicazioni e rappresentano una
ti pol ogia di'pe leiradlimaziohiEMn d a

Si compongono di un nucleo cilindrico centrale,cibre, in genere

fatto di silica ultrapura, circondato da un mantello, dladding;

all 6esterno dell a fibra
i sola | a parte interna, proteggendol
fisici e dalla corrosione. Se la luce entra nel nucleo con una certa
angolazione, essa si propaghera lungofibra tramite una serie di
riflessioni totali alla superficie di separazione fra i due materiali del
nucleo e del mantello.

I nfatti), |l 6i ndi ce di rifrazione del
a quello del cladding.

Grazie alla economicita e alla vsatilita delle fibre ottiche, ne esiste

una grande varieta, sebbene con differenti parametri come il diametro

del nucleo, da cui & possibile ricavare NAgli indici di rifrazione,

le caratteristiche del materiale e il drogaggio apportato nei materiali
stessi del core e del cladding.

C i mportante precisare, i n particol ar e

possibile servirsi di fibre ottiche con diametri inferiori acfn per
limitazioni fisiche; la propagazione di onde EM cessa, infatti, di
essere efficacgl4].

Tuttavia, ancora in ambito medico, € proprio grazie alla ridotta
dimensione delle fibre ottiche ed alle proprieta che le determinano
che si presenta il vantaggio piu importante rispetto ai convenzionali
fili che trasportano segnali elettri¢®]; ovvero, la possibilita 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.

YL a guida ddéonda = un tipo di mezzo di trasmissione,
elettromagnetiche all dédinterno di una data struttura.
12 0 ¢ €& ;m | 6indice orgmri fdoandone dbhdding Unhelexatai one del

NA consente di proiettare la luce in maniera piu focalizzata
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Molecode Esogene Fotosensibili

Una tecnicaefficiente per alterareda remotoi comportamenti dei
neuroni utilizzando la lucé® consiste ndl 6 us o di mol ecol
gqualche modo sono sensibili alla luséessa e rispondono alterando
le proprie funzioni e strutture

Esse si suddividono in due categorimeolecoleincapsulaé in gabbie
fotolabili [9] [13] 1% e piccole molecole fotebistabili [13] [28].

| caged moleculessono una combinazione di differenti gruppi di
molecole: elemento chiave é il gruppo protettivo fotolabile che,
confina entro una finestra spaziale e temporaleesgoso alla luce,
libera il gruppo bioattivo contenuton esso. Il gruppo bioattivo
conside in biomolecole che legandosi a recettorimetabotropict®,
innescano  depolarizzazioni inducendo APsin caso di
neurotrasmettitori glutammat8, o iperpolarizzazioniin caso di
neurotrasmettitori GABA.

In settori diversi dalle neuroscienze, il grupgmoattivo include
anchealtre biomolecole che influenzano d attivita nervoses non,
come buffersdi calcio o di sodip nucleotidicome ATP,peptidi e
perfino MRNA e DNA'[29].

Per quanto riguarda il gruppo protettivbe gabbiedevono essere
chimicamente e biologicamente inerti, ma difficilmente si € in grado
di ottenere gabbie ideali e, per questa ragioaen atto una forte
ricercache si dedica allestudio ealla progettazime dinuove gabbige
data | 6enor me v .aVaisatblindaiotchein genergria c a
progettazione delle gabbie dipende dalla natdealoro contenut.

Le molecole bistabili, invece,fungonoda foto-switch e ne esistono

molteplici configurazionj ciascumm delle quali si isomerizza in

e C

ri sposta a deter minat e Lamagghoepmpartee d 6 o n d ¢

di questemolecole fotoisomerizzabili o fotoattivabilipero,richiede

13 |lluminazione2P e UV

“per evitare ridondanze, in questo lavoro, |l a frase
nellasa traduzione originale Auncaged/ caged mol ecul eso
15| recettore metabotropico & primariamente una proteina G che, una volta legatosi il ligando, innesca una
cascata di risposte intracellul§2i3]

16| glutammato & un anione dcido glutammico, da non confondere con il glutammato monosodico

1711 presente lavoro trattera prevalentemente dei neurotrasmettitori glutammato e GABA
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una manipolazione genetica affinché vengano espresse
eterologamente sui recettodnotropici*® dei siti di affinita[28] [30],
dovele molecole in questionpossono legarsi

A differenza delle proteineutilizzate n e bdto@enetica,la cui
risposta nervosa e provocata dalla fedttivazioneprincipalmentedi
ChRso HRs la risposta nervosamediatadallafoto-isomerizzazione
della molecola che funge da bottoaecanali ionici come canali K

Si ricorre a questo approcciper indurre orrenti depolarizzantio
iperpolarizzantisu specifici tipi di cellule o subregioni cellulari
mirate. Compar at o all dapprocci o non geneti c:
la stimolazione ottica avvienen maniera moltopiu accurata e
specifica

L6i dea di approcciar si all éutilizzo de
bioattive, a partire da precursori inertrisale adi anni 6 8, @uando

si scopri che gli esteri -2ditrobenzyl (NB) legati ad ATP o0 a
nucleotidi, venivano scissisottoesposizionedi luce ultravioletta
(<340 nm)[31].

Tuttavia,essendo lanolecole libere di NBgeattive biologicamente,
fu necessario sviluppare approcci migliori.

Lo sviluppo di foteswitch e di gabbie é cresciuto, infatti, sempre piu
negli ultimi anni, per merito dei sostanziali progressi dei materiali,
della chimica e della genetica, che hanconsentito un ampliamento
delle potenzialita di druglelivery ai neuroni, rendendolo un
avanzato ed importante strumento per investigazioni
neuroscientificheg26] [28] [32], oncologiche e per la rigenerazione
della vista[33].

In particolare, nelle neuroscienzale metodo haontribuito, tramite
luce, alla comprensione dcircuiti neurali a maggiori risoluzioni e
della connettivita funzionale dei neuronéome il processamento di

i nformazioni nervose e | 6i mmagazzi nam
input eccitatori sinaptici[26] [28] in numerose aree cerebrali
principalmente le cortecce visive e senisdr [9].
Nonostante cio, @& oggi si rilevano limitazioni a causadi effetti

indesiderati, quali il rilascio di biomolecole in maniera non

18| recettore ionotropico, una volta legatosi il ligando, permette il flusso ionico attraverso la mef@Btana
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totalmente precisa e controllagala tossicita dei sottoprodottt bene
precisare inoltre,chel 6 uncaging di neur otrasmett.
efficace solo per guidare le singole attivazioni sinaptiche spine
dendritiche rendendoquesto approccionutilizzabile perlo studio di

risposte nervose in siti non sinaptii@6].

I Compost. Ai ngabbiati o

Per ch® | 06 eaf gruppoapcotettivodpeneurotrasmettitor{29]

[34] sia garantita, € necessario cHa cinetica della reazione

fotolitica si realizzi in un range di tempo del millisecondim modo

chei neurotrasmettitorinnesdiino o inibiscanoAPs.

| sottoprodotti @&l gruppo protettivo che si ottengono dpesta

reazione fotolitica devono rimanere il piu possibildioinerti e,
successivamentee s ser e espul si dal sito e dall
la circolazione sanguigna.

Numerosi studil13] [26] [29] [34]r i por t ano che | 6approcec
per innescare la reazione fotolitica del complesso gabbia
biomolecola, r i chi ede | 6unt nmidrdsaopi® lasar i 2P

guest 0 aglisteiimuna sezione trasversale piu ristretta, nitida e

profonda rispetto al laser 1B1], c he, ol tretutt o, richi
di | uce con | ungh e msaggeth dnagyiordnanteal el | 6 UV
scattering ead assorbimentpcon possibili ingentdanniai tessuti.

Per queste ragioni, si e cercato di progettare gabbie fotoattivabili con

laser 2R c on | unghezzhe ardwno nfidea a quelle
del | 6i nfr ar oda sidurre il piu possitdie 1o scattering
renderequi ndi |, possi birtepiuledarecdelesrneido. al | e a

Nelle Figura 7.B e Figura 7.C dello studio[26] viene mostrad la
precisione delaser 2P (puntino rosso)infatti, il lasere in grado di
fotoattivare solole gabbie espostein prossimita di una spina
dendriticaproveniente daina cultura di neuroni murinirilasciando
neurotrasmettitori di glutammato che andranno successivamente a

legarsi ai recettori ionotropici AMPA.
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Figura 7

Frontiers in Synaptic Neuroscience Probing Single Synapses via the Photolytic Release of Neurotransmitters
| neurotrasmettitori di glutammato sono tra i principali
neurotrasmettitori nei tessuti nervosi di numerosi mammiferi
motivo per cui i glutammataecaged sono largamente usati nei vari
studi di neuroscienze.

Al contrario del glutammato, il neurotrasmettiortGABA €& poco
adeguato al | 6 a p p debec gablmie, le quali vengono poco
ingegnerizzate, perché vari stuf4] riportano che i GABAcaged
hanno proprietd fotochimiche e farmacologictsdavorevoli: per
esempio, la maggior parte dei GABédaged presenta un
comportamento antagonista prima che avvenga la fotolisi tra la
gabbia e il neurotrasmettitore in questione.

In realtd,il presente studio éivolto ad un settore di ricerca ancora
in fase di sviluppp t a n ti §lutamenhtecageded i GABA-caged

in grado disoddisfae tutti i requisiti necessariper il fotorilascio

ottimalenegli studi delle neuroscien®ono a tuttbdoggi anco
Di seguito,nevengono presentati alcuni.

2-nitrosobenzaldehyde (NB)Ach

Le prime gabbie utilizzateal | a f i ne d eeganda basa dii 680,
NB [31]; utilizzate per studiare, con i neurotrasmettitori Ach, la
cinetica e | 6attivazi.one dei recettor:i

Non esibivano, pero, una buona sensibilita tramite laser 2P e si era
costretti ad usare laser 1per fornire sufficiente energiautile a

fotoattivare le gabbie NB Cio provocava dani ai tessuit e, inoltre,

19 Nei tessuti nervosi umani, il glutammato costituisce oltre il 50% dei neurotrasm¢2tpri

~27 ~



la reazione fotolitica lasciava sottoprodotti piuttosto reattighe

potevano compromettere lo studio delle funzioni sinaptiche.

U-carboxy2-nitrobenzyl (CNBY Glutammato&GABA

I CNB e trale prime gabbie meglio realizzatéJna singola molecola

di glutammato é ingabbiattra due gruppi protettivi di CNBi, quali,

con | 6assorbimento di due f ot oni emess
separano rapi@mente dal glutammatoche, di seguto, attivera

recettori ionotropici con un andamento temporale normale (0.5 ms)

[29] [34] .

Poco stabile, invece, risulta il fotorilascio del GABA, perche il

GABA-cagedpresenta comportamenti antagonif20].

4-methoxy7-nitroindolinyl (MNI) - Glutammato

| gruppi protettivi MNIevidenzianda piu alta sensibilitaon il laser

2P: infatti, possono essere fotolitizzatn un volumeinferiore a 1

e m, risoluzione spazi al e mi ni ma c he c
recettori per il glutammato a livello di singola spina dendritica.

Inoltre, il tasso di liberazione spontanea di glutammato in assenza di

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

fotolitica sono inerti e non alterano le funzioni neuron@lB] [34].

Nel | a situazione I n Cui S i us.i | aser
del |l 6i nfrar oss o aua3concentmgzione magyiore Hii e s t
MNI-glutammatq cosa chepuo interferirecon lo studio delle reti

neural basde sulle cinetiche dei recettori ionadpici.

RuBirGABA

Basatos ul | 6 el ement o &atestationpbessB indrganicoo ,

offre la possibilita di utilizzare in maniera sicura e miglior6&ABA ,

per | 6 a s amportamentd antagonista prima della fotolisi.

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

cinetica e con | uce visibile, i che co
complessoa maggior profondita nei tessutnervosirispetto a altre
GABA-caged[35].
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Hydrogel fotosensibile

Léutili zzo del | 6i dr ogel fotosensibile
recentemente attirandmolta attenziongsoprattutto da parte di quei

settori che si occupano dngegneria tissutale e ddrug-delivery. Il

suosuccesso e dovuto allelevaa flessibilita e bioompatibilita, che

caratterizza, comunque, tutti gli idrogelinfatti, | 6 i d rpuda e |

cambiare forma avere un payload molto variabile e puo essere

degradad d a parte del | 6or ganiisomespostee nz a c h
inflammatorie. Combinado queste proprieta con quelle della luce, si

ottiene un sistema di druglelivery di molecole bioattivemolto

efficiente [32].

Le neuroscienz@revedono2 approcci principali: idrogel fototermici

ed idrogelphoto-cleavable.

Il primo consistene |l | i nt e ganapartiaelhere e idtiodel, in

grado di assorbire la luce e convertirla in caloreio induce

cambi ament i del |l a struteecompodeaeil | 60i dr og
rilascio dineurotrasmettitorcaricai n e | | 0 i stesso[82¢[B6].

Il secona, invece, consiste in idrogel che, in risposta alla luce,

subis@no variazioni strutturali o degradazioni, con conseguente
dispersione in sito dedontenuto.

Rimangono problemi quali la fabbricazionded i nt r oduzi one di C
tipo di gruppo protettivo nel sistema biologico, in particolare nel

cervello, perché lo studio[36] ha riscontrato chegli hydrogel
neurotrasnitter-caged oltrettapassanocon difficolta la barriera

ematoencefalica.
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| photoswitches

| photoswitchesal contrario delle molecole caged, vengaundizzati

nel caso sia richiesta wunbéalta specifi
livello di singola sinapsi ed un controllo spazkwemporale maggiore

circala diffusionee la separazionalel ligando[28].

Lemol ecol e che fungono da photoswitch,
alla luce, in genere sono di natura sintetica e sono capaci di cambiare

la propria struttura chimica in maniera reversibile assorbendo Ia luce

tale fenomenp noto come fotoisomerizzaziong pud innescae
depolarizzazioni o iperpolarizzazioni imna scala temporale del
picosecondo, tempi inferiori di diversi ordini di grandezza rispetto a

qguelli dei normali processi biologici.

Altre proprietautili in ambientifisiologici, includono la selettivita a
determinatispettri di assorbimento della lucka solubilita in acqua,

la stabilita in caso di eventi chimici quali idrolisi, ossidazione e

riduzi one, e, ovviame f3dlehvi | 6assenza di
Esistono numerosi e differenti photoswitches, ma la maggior parte di

essi ha lo stesso grupgtimicodi partenzasi tratta di azobenzeR®

una molecolache, scoperta ndl @ 8 0 O impiegata nel | 6i ndustri a
delle tinture,vieneoggi molto utilizzataperapplicazioni biologiche

in particolarenel settore dellmeuroscienz¢28] [37], grazie dle sue

eccellenti propriet@® biocompatibilita

L6azobenzene, all o stato di ri poso,
conformazione trans ed  molto stabile
energia che ha una conformazione cis. Infatti, assenza di

illuminazione & allo stato di IYE

& ey —— o 2
T WY
equilibrio, | 6i somer o At W

. I} 1:{{rans/E)
azobenzene si presenta nel i
99.99% dei casi con una
conformazione planate come &
. ) =t (s
viene mostrato nell&igura 8.A & g
Figura 8

e momento dipolare ~M?!. Se

Chemical Society ReviewAzobenzenephotoswitches
for biomolecules

20 Ci sono altri gruppi chimici rilevanti come spiropyrans, diarylethenes, fulgides, naphthopyrans, e stilbenes;
tuttavia, il seguente |l avoro si incentrer”™ prevalent eme]
21 Debye: Coulomb-metro
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guesto I somero VvViene irr aaecssadubisce on | uce
una conformazione e diventds-azobenzene, in cui un gruppo fenile

ruota rispetto al suo gruppo azo di circa 5%igura 8.B) con un

momento dipolare di 3 [J38]. Tale isomero ritorna allo stato di

equilibrio per rilassamento termicee posto al buioo se viene

i rradiato con & maggi or i di 450nm.

Dal momento chel rilassamento termico decis-azobenzeneichiede

diversi giorni a temperatura ambiened al buio[38], sono stati
ingegnerizza¢ diverse e numerose varianti di azobenzeng&ali

derivati possono isomerizzarsiin maniera differente rispetto

all 6or[BYI[3% adae | ungh e z@redsdhiifted, dhanodo

da assorbire luce a profonditda maggiori nei tessuti nerye®inza

apportare danniel ement o chi ave del |de@avatobenzene
e cheessinon vengono modificato degradatdal sistema biologico

siain vitro chein vivo.

Infine, ne |l | 6 a mbstudi oneumbsgcientifici, queste varianti di
azobenzene vengonapplicake, da una estremita, a recettorin

genere canali ionici, e dal | @d lun rnaurotrasmettitore
agonista/antagonista poro bloccante

Percio, i derivati, in funzione della luce,assunono una certa
posizionerispetto al recettore g di conseguenzasonoin grado di
controll are | 6apert urnadoddpolarizzaaionad i I oni
iperpolarizzazion. In genere tali ligandi funzionano molto bene se

legati a canali voltaggio Ked arecettori glutammatqg13].

QueSi com pleSSi di A \/O|tageﬂecept‘3,r \/\ Ligand ﬂ
ligandi fotosensibili si >, & O
- : c
possono dividere in due 2% o
. S
macrayruppi, in base alla N
heat
necessita di una

. . . Vel Receptor 1ethe
manipolazione  genetice g VoltgeReceptor T Lo

[33] [28]: ligandi
liberamente diffusi ﬁ’
(PCLs, Figura 9.A) e B
legati per affinita(PALS,

Figura 9

Fi gu ra 9 B) e i g andi Current Opinion in Neurobiology - Precise modulation of neuronal
' ! activity with synthetic photoswitchable ligands
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legati covalentemente ai siti di attacco desiderato, introidott
geneticamente nerecettor bersagli senza che vi siano alterazioni
delle funzioni originarig(PTLs, Figura9.B).

PhotoChromic Ligands (PCLS)

| PCLsnon richiedonouna terapia genica, perché si tratta di ligandi

liberamente circolanti che, una volta interagito con i recettori
specifici, sidissociano da essi in funzione della luce.

| PCLs possono comportarsiacome transbloccanti o cisbloccanti:

I primi inducono segnali nervosi se si fotoisomerizzano, mentre i
secondj in manierainversa inducono segnali nervoshn assenza di
luce [33] [28] [40].

| PCLs, grazie alla semplicita ea | |abbondanza chimica
del | 6azobenzene,ierisdella dotostimalazioneiottiqgai o n
nei primi studi neuroscientifici ella fine degli annié 6 [@1] [40].

Tali studi si riferivanoal PCL bisQ, un agonista photoswitch per il
recettore acetilcolina.ln seguitq sono stati progettatidifferenti
PCLs in grado di controllare le attivita neuronali tramite canali ionici
voltaggio-dipendenti, incluso canali ¥ Na" e C&' e recettori
glutammato come AMPA, NMDA &ainate, principali recettori che
mediano laneurotrasmissione eccitator[40].

Generalmente, pero, i PCLs sono liberamente circolanti in ambiente
fisiologico, percio, possono diffondersi e legarsi a recettori di cellule

0 subregioni che non sono oggetti di studio.

Photoswitchable Tethered Ligands (PTLS)

Allo scopo di minimizzare la possibilita di interazioni non desiderat

ed aumentare la concentrazione locale del ligando, alteraaténte

ai PCLs possono essere utilizzatPTLs. Sviluppaitsi parallelamente

ai primi, i PTLs consentono di essere legati covalentemente ai
recettori specifici ma apatto cheparte del gene che codifica tale
recettorevenga trattatceterologamente, per esprimere anahesito

di affinita al ligando specifico.

Il primo complesso recettordgando ingegnerizzaté statoSPARK??

[31], un derivat o deléllegatxibporonbmecante a

22 SyntheticPhotoisomerizable AzobenzeRegulated K - SPARK

~32~

c

ui



(MAL-AZO-QA). Applicando un sito diaffinita per mutazione al
canalepotassio voltaggio dipendente Shaker, SPARK e in grado di
legarsi ad essoNella transconfigurazione, SPARK blocca il canale

i oni co e si fotoi someri zza r apidbdament e
comporta un incremento della coanttanza di ioni K intracellulared

una conseguenterpolarizzaione delneurone

Dopodiché SPARK ritorna allo statodi equilibrio: se posto al bui,

il rilassamento termico puo impiegare oltre 10 min; mentre, se viene
esposto ad impulsi di luce i s i b~500enm(ileritorno allo stato
iniziale pudessere accelerato finm2 min [31]. A causa delle elevate
durate el rilassamento termico in entraralbe condizionj assenza o
presenza di luce, questcomplesso non e, tuttavia, utilizzabile per
controllare attivita nervose.

Un complesso recettorBgando che, invece, ha ricevuto molta
attenzione soprattutto da parte teheuroscienze, e il LiGIuR42]

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

(iIGIuR6) in una subunita specificaal quale si lega il ligando
azobenzene derivato MAGo * MAG
(Figura 10.A), a sua volta : ,
agganciatoal neurotrasmettitore '= I

engineered GluK2

glutammato.

La diretta fotoattivazione di tale

complesso offre la possibilita d _=

depolarizzare, tramite potenzial

postsinaptici eccitatori

glutamatergici, i neuroni in .

. 23 - . . L-MAGO4g9 |off (trans) €T on (¢
VIVO“® In maniera praticamente

correlata al treno di impulsi ™ oy
luminosi, con frequenze fino ¢ /
50 Hz.

Figura 10

Frontiers in Molecular Neuroscience- A Toolkit for
Orthogonal and in vivo Optical Manipulation of lonotropic

23 Gli studi[33] [42] riportano che su una coltura di neuroni ippocampali murini e su pesce zebra, la
fotoattivazione di LiGIuR innesca APs corgeettente 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 a5 Hz.
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Queste frequenze rientrano nella scala temporale fisiologica delle
attivazioni dei recettori glutammato.

Grazie alla poprieta caratteristica bistabile dei derivati di
azobenzene, illuminando liGluRa | unghezze dbéonda dif
possibile aumentare o diminuire la conduttanza in maniera
controllatg quindi, il tempo di eccitazione e precisamente defriit

funzione degli impulsi luminosi.

Undul teriore caratteristica diunLi Gl uR
AP con un breve ma intenso impulso lumimgseguitqg da altri brevi

ma deboli impulsi lummosi che innescano ulteriori APsfruttando il

rilassamento termico piuttosto prolungaito prossimita delle spine
dendritiche.Tutto cio prosegueifché non siutilizzano impulsi a

l unghezze doéomndhadesarhe gigompleti il riktassamento

termico (~18 min).L6 aspetto negativo di guesto
attraente, € che la versionee |l | 6 a z oNVAGH Fegura 10.B)
richiedeundi rr aggi @8%enm)per il Ppadsaggio transis, e

per i ritorno i npdae=re®®@nm) o dl@ssamensoi bi | e (
termico di diversi minuti.

La versione MAGso (Figural10.C), invece richiede un irraggiamento

piu reds hi f tpakd 460 @&®m) per il passaggio traitss e ritorna

allo stato stabile transolamente con rilassamento termico al bdio

diverse centinaia di millisecondB3] [28].

Photoswitchable Affinity Labels (PALS)

| PALs sono molto simili ai PTLs con | uni ca di fferen

recettore specifico, il sito di affinitd per il complesso photoswitch
ligando specifico &€ endogeno, uindi, non & necessaria alcuna
modifica genetica [44]. La maggior parte dei PALs si lega
covalentemente a specifici canali*K ma questo approccio risulta
utile ancheper inibire attivita neuronali tramite recettori GABA
[45] o studiare attivita e cinetiche deecettoriGPCRS[46], recettori

che presentano gia siti di affinita ai PALSs.

Tuttavia, questo approccio non € molto esplorato nelle neuroscienze,
tanto cheil presentdavoro non ha trovataltri studi neuroscientifici

al riguarda
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Studi receti: osservazioni ed innovazioni

La fotochimica, che vanta un settore scientifiosalentea |l | 6 e poc a
industriale e quindpionieredi innumerevoli studi, € uno dei possibili
approccicon cui si possonocontrollare tramite la luce, leattivita
nervose. E, perdo, merito dl progres® tecnologio degli ultimi
decennj soprattutto in relazionalla microscopia laser 2P31], sela
fotochimica ha guadagnatal riconoscimento di cui oggi gode nel
campo dellastimolazione ottica

Essa, infatti, consente dilteraretramite 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 delle cellule.

Pochi sono gli studi relativi alle neuroscienze che fanno uso di questo
approccio fotochimico ricorrendo ai complessi photoswitodando;

la maggior parte deglistudi, invece, prevede il ricorso a
neurotrasmettitori caged fotoattivabipier i diversi intrinseci aspetti
vantaggiosi

Innanzitutto,i caged fotoattivabilinonrichiedonoalcuna espressione
genicaesogena gquindi, nessuna terapia genica

Nonostante cido, consentono di studigarmappare emanipolarele
connessionifunzionali delle sinapsicon una precisione spaziale e
temporale non paragonakil a quella degli altri approcci,
optogenetica compresa possibileregolare i potenziali a livello di
singola sinapsi da remoto anche dopo diverso tempo
dall 6i nt r o deu meurotnaesmettlitori cagedper merito anche
degli sviluppi della microscopia laser 2P.
Grazie alla notevole modellabilita delle gabbie, la loro

ingegnerizzazione € un settore in continuo rinnovamento ed ogni anno

vengono pubblicati numerostudi in merito. Perdi pi %, | 6avvento
degli idrogel [36] ha permesso di ingegnerizzare gabbie
biodegradabili e biocompatibili, il che ha reso questo settore di

ricerca molto piu attraente di quanto non lo fosse una decina di anni
fa.
Un ulteriore motivo che giustifica questa continua ingegnerizzazione

e | ibteresseche essa suscita anche aftri settori di ricercache si
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occupano del druglelivery, sia a livellouniversitario chedi aziende
farmaceutiche

Bisognha considerarepero,che questa metodologia dapprocco, pur
meno invasiwa rispetto alle altrgpropose in questo lavorpcomporta
conseguenze irreversibili del photeuncaging pu0 produrre
sottoprodotti da smaltirein caso difotolisi ripetute o prolungate,
aumenta ilrischio di esaurimento locale del glutammato caged e,
quindi, la necessita di @ntinue perfusion di quedi
neurotrasmettitori

In altre parole questo approccio non e consigliabile se si devono
applicare trenidi impulsi luminosi ad alte frequenzd3], elementi
chiave della neurostimolazione.
Attualmente, & gabbie piu utilizzate e commercializzadeno CNB

e MNI-caged ma é noto che la loro sintesi & piuttosto impegnativa
[29].

I nol tr e, c6 da sottolineare <che
contiene neurotrasmettitori glutammato. Diversi studi, infatti,
evidenzianola difficolta di ingegnerizzare gabbie che contengano
neurotrasmettitoridifferenti dal glutammatq in particolare GABA,
perché si presentano spesso instabilita chimieheomportament
antagonisit prima che avvenga la fotolisi della gabHdia4] [47].

In alternativa ai neurotrasmettitori cagesli possonocoinvolgere i

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

A

alle pratiche optogenetiche. Bdbene quest o6ul ti me of fran

sicurezza edi efficacia maggiori in caso di modifiche genetiche
photoswitches, come LiGIuR Ziapin2 e NanoParticls (NPs)
meritano comunque | 6attenzione,da
perché consentono di studiare reti neurali da un punto di vista
di fferente rispetto a quello dell
I LiGIuRs, infatti, sono capac¢ di innescare APsad alte frequenze
[42] a partire da una singola sinapsi di una spina dendrito@ajascia
presupporre a chi scrive chpotenzialmentejntroducendo proteine
voltaggio sensing, come i GEVIsj siala possibilita di osservare

tracciarela propagazione di segnali nervosi in intere reti neurali

~36~
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dal | 06,i dovezsioro posti i photoswitcheslla fine con alta
risoluzione temporale spaziale

Un recentestudio [48] ha sviluppato un PALlpiuttosto differente ed
innovativo rispetto a quelli gia esistented ai PTLs: senza alcuna
modi fica genetica e da una versione in
si & ottenuto un anfifilicd* azobenzene photoswitch, denominato
Ziapin2.

Questo si interpone tra le estremita della membrana cellUlRiggura
11A) e, fotoisomerizzandodi g@ak-470 nm) si restrirge (Figural1B)
provocando undistanziamento tra le estremita della membrana e, di
conseguenza, riducendone la capacitghza

Cio comportarobustevariazioni di potenziali tra60mV e-30mV in
una scala temporaleompresa tra ips & il ns;quindi, Ziapin2induce
rapidissimeiperpolarizzazioni

Per contro, o completo rilassamento termico al buper ritornare
dal cisstateallo transstate nel quale si ristabilisce la capacitanza
di membrana ai livelli prestimolo, impiega circa 108 sZiapin2 ha
mostrato la stessa efficacia sia vitro, in una cultura di neuroni

ippocampali,chein vivo, nellacorteccia somatosensoriale murino

A Ziapin2 B C

membrane

; y 6 w— DMSO
A Gt ' 2% —Ziapin2
- 81 -
. A =
% :
Gl o fi6 Al 4 d ’ 400 ms
s, g z Yiw (4 9 QZJ\. 0 WV 7
S
y
Figura 11

BioRxiv - A Membrane-Targeted Photoswitch Potently Modulates Neuronal Firing

24 Una molecola anfifilica possiede sia un gruppo idrofilo sia uno idrofobo. Ne sono esempi i fosfBBpidi
%La capacitanza di me mbr ana =~ | (“)an-aol-(gl-'g;&:(heleteri(tita rico dell a
delmateriale contenuta tra le due superffci area superficiale, d = distanza tra le due superfici
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Optogenetica

iAThe devel opment o f optogenetics <cl e
neuroscience, and many other branches of science, into pre

andpostopt ogenetic eras. o0
Sheena A. Josselyn

L6optogenet i c acopertanegl 2002 dadreseakdck dal

suo teame considerat a A Met hoodhlla aiistat h e y e a
specializzata Nature Methodp49]. Successivamenteltri scienziati

di spicco come quelli delDei s s er o,tchd s qudliah@anno

collaborato anche Ed Boyden, Feng Zhang (uno degli inventori della

tecnica CRISPRCas),Ernst Bamberg e Georg Nagel, hanno

compreso le ulteriori potenzialitai duesta tecnicacui hanno dato il

nome di AopBd.geneticado

L6opt og,drateotdi unainterdisciplinarieta di studi di settore,

quali la geneticala biologia,| 6 o pt o e | eld ioingeynedaa hae

consentito un rapido sviluppo deilthaging ottico e del targeting

geneticodi specifici tipi di cellule in particolarel 6 appl i cazi one
guesta tecnologia ai neuronha reso possibile visualizzare e

manipolare circuiti neuralin vivo.

Tal e tecnica consi st e salitarhenté diorigme® d u z i o n e
natural a cui vengono poi apportatelelle mutazionj attraverso

differenti approcci, che codificancopsine, proteine sensibili a

det ermi nat e | unghezze débonda(indel | a r
particolarea bande dello spettro del visibijee proteine voltaggio

dipencenti fluorescenti le quali, proprio grazie alla loro

fluorescenza, permettono di essere individuatédornendo cosi

i nformazi oni circa | 6intensit? del p ot e
L 6 optetcg danriscosso in breve tempo grande succesdce ea

tutt Sun@ignm di s p emratsca Ibni moki laboratori di ricerca,

soprattutto delle neuroscienze; cio € dovuto non tanto alla possibilita

di stimolazione nervosahe offre,quantoalla possibilita di hnescare

o inibire potreenneur@aicdn uadisoluzione spaziale

pari a quella cellulare e con scale temporali dell'ordinel d
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millisecond?® [51], consentendo la comprensione della funzione di
numerosi circuiti neuraliin vivo e di fenomeni patologici, oltre a
dimostrare inesattezze di precedenti teorie neuroscientifiche, come la
confutazione del ruolb58] svolto dall 6ar e:
[1] La pubblicazione di eminenti articoli relativi agli studi di
optogenetica ha consentito

1 la comprensione el fatto chestati comportamentali complessi

come ansieta eepressiongemergno da piccoli tratti distati

individuali fisiologici 2 e dai circuiti neurali ad essi
sottostanti [53]

91 06identificazione d #, ig martpcplare d i eng
del | 6i p g a hpstretto rapporto che intercorre tra
| or o e l 6atti vit?’ mn e mo n i; cgl i n g ue
engrammi sonpinfatti,i n gr ado di controll are |

la separazione delle memorjB5]

! una maggiore comprensione del ruolo dei ritmi thefa
nel |l 6i ppocampo, responsabildii del | a ¢
memoria[56];

T la di mostrazione dell 6esistenza di s
cui S i basa | a sopravvivenza dell &ir
respirazione, ritmo e¢candiano, bilancio energetico ed istinto
di difesa sono regolati proprio da spectiEe mappe neurali
[57];

1 la determinazione dpattern di azioni motorie controllate da
specifiche cellule ecircuiti neurali i quali ne regolano il
funzionamento o il disfunzionamento, favorendo Ia
comprensione di alcune malattie neurodegenerative come il
Parkinson[58];

1 la scoperta di circuiti neurali della ricompensan el | 6 ar e a
ventrale tegmentale (VTA) sono statiindividuati, infatti, nel

mesencefalo neuroni responsabili del rilascio di dopamina che

26 Sono tempi necessari ai neuroni per elaborare e scambiare informazioni con altri neuroni

27 per esempio cambiamento del ritmo respiratdemperatura corporea, pressione sanguigna, etc.

28Mappe neuralbtrac ce mnemoni che neurobiologiche che si fdeposit
di variazioni biochimiche e biofisiche a seguito di apprendimento e di esperienze.

29 Fluttuazioni dell'ttivita elettrica del cervello con frequenze comprese tra 5 e 12 Hz.
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determinano il segnale di ricompensa, a partire dal semplice
condizionamento di PavloV59], fino alle piu complesse

strategie di apprendimen{®O];

| aédividuazione delle precise mappe neurali che regolano i
comportamenti sociali animali, compries 6 accoppi ament o

| 6aggressivit "™, tal i mappe erano mol
perché collocate nelle profondita del cerve[Ri].
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Figura 12  Cell - The Microbial Opsin Family of Optogenetic Tools

Le opsine

L a maggi oranza dei geni utili zzat. ne
microbiale si tratta di ogine che codificano proteinéotosensibili

che sono sta&trovate principalmente negli archeareei batteri.

Ogni proteina opsina richiede |l 6i ncor
aldeide della vitamina A, una delle tante varianti di vitaminache

varia da specie a specie unimportante cromoforpche fornisce poi

al complesso opsinaetinale lasensibilita alla lucgetale complesso

costituisce la base chimica della vista ed € nominato rodopsina

Quandola rodopsina assorben impulso diluce di una determinata

l unghezza ddéonda, i reti hal et ecrroomof
complessoed attua una serie di cambiamenti strutturali gwdano

i trasporto 1 oni coleinfer@azaopiecontpwteime d e i c at
trasduttori di segnalj62].

| geni delle opsine sono divisi in due supamiglie, molto differenti

nelle sequenze geneticheel meccanisme nelle funzionalitaopsine

microbiali (type I) ed opsinanimali (type I1).[63]

| geni delle opsine Type | sono stati trovati in procarioti, alghe

funghi e controllano diverse funzioni tra le quali il movimento
fototattico, il depositodi energia,lo sviluppo e la biosintesi di

retinali [64]. Quando i retinali vengono attivati dalla luce, essi
rimangono associati con le opsine con un legame covalente ed
invertono termicamente gli stati attans; questo fenomeno, @ero,

perfettamente reversibile ed & anche molto rapido

¥per tale ragione, queste rodopsine sono considerate pof
particolare nel campo delle neuroscienze, proprio per modulare le atéwi@se ad alte frequenfEr5]
[51].
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Invece, le opsine typdl si trovano solo negli eucariote sono

responsabili della visione. Inoltre, una piccola parteedsesvolge

importanti ruoli nel ritmo circandiano enella regolazione dei
pigmenti[65].

Le opsine type Il consistono fondamentalmentein recettori

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

illuminate, si realizzanodelle isomerizzazioni ed interazioni tra
proteineche provocano unaascata di molecole messaggerpieste

ultime trasmettono segnali biochimicche andranno a trasdurre altre

proteine

Al contrario de retinali delle rodopsine typel, quest retinali si

dissociano dalle opsinél d o p o | 6i someri zzazi one pr
luce; percio si tratta di un processo irreversibiée a causa delle

cascate di molecole messaggexdi effetti cellulari cambiano con

una cinetica piu lenta rispetto alla cinetica cltaratterizzale
rodopsinetype I3,

Le opsine microbiali(type |) rimangonq comunque le piu utilizzate

per le seguentiragioni: dipendono da un unico gene compatto (e

quindi facile da introdurre negenomacellulare) responsabiledella

loro sensibilitaalla luce edeirelativi effetti; in assenza di luce, non

vi e risposta alcuna; le rispostavvengono con intensita e con

l unghezze doéonda dell a |l uce ben toller
millisecondo.

Le funzioni svolte dalle opsine us at e nel |l degomat ogenet i
depolarizzazione ed iperpolarizzazione in presenza di luce,
photosensing, fluorescenza in presenza di potenziali di membrana.

Queste opsine comprendono:

Bacteriorhodopsins (BRs)inibizione

Consistono in pompe protonichiemdividuate nelHalobacterium
halobium [66] e sonotra le primead essere statesservate e

studiate Vengono altamente espresse sulle membrane in

3 Nonostante | o scarso utilizzo di queste rodopsine (typ:«
laboratori si dedicano allo sviluppo di opsine sintetiche e chimeriche, coptéXRs cle servono per
controll are compl essi segnali bi ochi mi[ldgd. nel |l 6ambi to di
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condizioni di basso ossigeno, eén presenza della lugeper
mantenere un corretto gradiente di protoni sulla meania
cellulare ed una corretta produzione di ATRraslocanoprotoni

dal citoplasma al mezzo extracellulaj@7].

Proteorhodopsins (PRs)nibizione

Opsine simili alle BRs in quanto pomp protoniche trovate in
diversiproteobatteri marini con un fotociclo similecaello delle

BRs [68]. E statoosservat che le PRs tra le specigresenti a

diverse latitudini,presentano unaarianza di assorbimento tra le

l unghezze dbébonda del bl u e del verde
residuo amnoacida Al momentqg i meccanismi interni di queste

PRs sono poco conosciuytper cui scarsa € la loro applicabilita

nel optogenetica.

Sensory Rhodwsins (SRIs SRIIs)- photosensing

Identificate in Halobacterium salinarumal quale permettono di
essere fototatticoll fotociclo di tali rodopsinee simile a quelk
delle BRs con analogo trasporto interno di proto[69]; nel caso
in cui il batterio éstimolato dalla luce,le rodopsinesubismno
delle varazioni strutturalj che, di conseguenzainnescao una

cascata di fosforillaziorit.

Halorhodopsins (HRs)nibizione

Consistono in pompe cloruro, scoperte in diveesicheobatteri
[70], tra cui il menzionatoHalobacterium halobium.Il loro
meccanismo €& simile a quello delle BRs, con la differenza che le
HRs pompano ioni cloruri dal mezzo extracellulare al citoplasma
[71] [72]. La HR proveniente dalNatronomonas pharaonis
(NpHR) e largamente utilizzata, perché capace di iperpolarizzare
ad alte frequenze; se esposta agli impulsi di luce con lunghezza
ddéonda dehaci/0nan),thle capacita consente di inibire

il singolo spiked i potenzial e ddazi one, a fro

32 A seguito di queste, si determina nel batterio il movimento dei flagelli che, se la luce «@id#o(SRI,
pcco assorbimento: 587 nm), guidano | 6organismo verso |

allontanano dalla sorgente (SRIl, picco assorbimento: 487[h#Y).
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spikes(precisione temporale minore o uguale a 30 Hz), con una

probabilita pari o superiore al 959%3] [74], mentre, il flusso dei

cloruri si interrompe rapidamente appena il fascio luminoso cessa.

La Figural3 mostral 0 i

A
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Zi one,

trami

t e |

di spikes innescati con impulsi di corrente indotta a 300 pA

Channelrhodospins (ChRs&ccitazione

Sono delle opsine uniche ndbro genere, scopertenel 2002

(ChR1)[75] e nel 2003(ChR2)[76] d a |

t eam

di Nag

verde Chlamydomonasche le consenbno di essere fototattia

Queste rodopsinéanno parte della categoria e GPCRS?, esse

conducono, i n

ntervalll.

tempor al

maniera non selettivaationi sia che bivalenti(H*, Na", K*, e

Ca’*); si precisa cheesistong

comunque delle ChRs che

conducono selettivamente certi catiomila conduttanza degli ioni

nei

ChRs (ed anche nelle ACRs che verranno menzionati

uce

e |

successivamente) potrebbe dipendere dalla valenza complessiva

della determinata ChR/ACRs e dalla distribuzione di

carichia | |

0 i

nterno

del

por o.

residui

Il ChR2 naturalepu0 essere attivato rapidamentébf < 250 ¢s,

brr =9 . 5

K

2in Bsposta pd un impulso di luce visibile

(Zpeak=470-490 nm - blu) [51] [76] [77]. Quindi, questi canalisi

aprono

depolarizzando la zona circostanteger 16 al t a

rapi

337 Ueliche (7TM receptorgyansmembrana

dament e
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cationi e, se esposti in maniera continua alla luce o con una
frequenzasuperiore a 20 Hz, si desensibilizzano con una bassa ma

stabile conduttanza (=25 nA). Al cessare dell 6i I I umi
chiusura del ChR puo essere accelerata dalla presenza di ioni H+
intracellulari.

| due aspettimaggiormentenegativi di questa rodapna sono che,
primariamente ¢ necessaria una elevata espressiGh®2perché

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

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

gli spikes nervosi (8240pS) e cio com@rta un minimo di rischio

che possano insorgere molteplici spikes in risposta ad un unico

impulso luminosg oppure possono insorgere spikes senza daie

sia alcuno stimolo luminosg provocando implicazioni tra diversi

potenziali in caso di interazioni nervos (Figura 14);
secondariamente, molte cellubotate di ChR2s0on riescono ad

innescare spikesorrettamente, in risposta ad un treno di impulsi

con frequenze maggiori di 40 H51] [78].

Percio,ancor a oggi , i n base all e esiger
gueste rodopsine;stdbt ee swhnthhbhe sio,i Vo
continuamente ingegnerizzate per migliorarne le performances,

quali il tempo di chiusura del canale, il flusso degli ioni e la
selettivitaa@t er mi nate | unghez[Z9[8@],6nonda ed
considerazione del fattohe queste ChRono state modellate dalla

natura nel corso di miliardi di anni perclhh&amente flessibili. Nel

campo delle neuroscien481], infatti, si cerca di ingegnerizzare

una ChR che abbian(rrnel | 6or dine dgR],imanoseco
modo da manipolare arbitrariamente e selettivamente singoli

neuroni prima che arrivino informazioni da neuroadiacenti.

I = light activation

Prolonged depolarization Missed spike

L

50 ms

Figura 14

Nature Neuroscience Ultrafast ontoaenetic control
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Principali ChRs ingegnerizza¢ sonomostrate nellaFigura 15%43°

e quelli che nevale la pena citag sona

VChR1

-naturale-Uof f = 119.7 N 9.7 ms

E la prima rodopsina scoperta che presemna fotocorrente, seppur
bassa (<100 pA), nonostante la sostanziale redshift (>560 nm) della

luce, cosa che nel ChR naturale & pressoché n8B&[77];

Famiglia di C1Vt ChR

-naturale

Ha consentito per | a pcombmmatorm:oguetste | 6 opt O
rodopsine infatti, rispondono indipendentemente a due differenti

|l unghezze dbéonda (bl u e rossa), entr amk
una stessa cellula senza che le loro caratteristiche si alterino tra di

loro [84] [77];
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Figura 15

Nature Methods - Independent optical excitation of distinct neural populations

34 NellaFigura 15 nonvengono mostrati le prestazioni di CheTa, CatCh e ReaChR
35 Fig.5: Proprieta delle cinetiche di diverse Channelrhodopsin in culture di nea:iiotocorrenti massime

€) action spectrd) Off-kinetics under the contitins inai c. g) on-cinetica.h) cinetica di recovery
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ReaChR
-naturale-Gs=361.0 N 75.8 ms

E tra le prime ChRxhe possono essere attivate in maniera ottimale

con la luce arancioneosso D590-630 nm) ed offrire miglioramenti

nella fotocorrente e cinetiche migliori rispetto ai precedenti-red

shifted ChRs. Considerando che la luce rossa subisce meno scattering

guando attraversa i tessuti ed € meno assorbita dal sangue rispetto

al |l e l unghezze ddonda del bl u/ verde,
rodopsine abbiano un importante ruolo in moltissimi settori

del | 6optogeneti ca. Nel caso del | e neu
possibile studiare anche zone remote del cervello quali diencefalo o
tronco encefalico, grazi e all 6attivazi
gqueste zone, senzhricorso adoperazioni chirurgiche transcraniche,

come | 6i ntroduzi ¢8d]774 i fibre ottiche

Catch

-naturale

Si tratta di una ChR molto simile al ChR2, ma con una maggiore
permeabilitd al calcice conseguentalta intensita di corrent§77]
[82] [86];

CheTa

-mutante- Git= 4. 4 ms

E la rodopsina che per prima ha permesso il raggiungimento di
importanti traguardi nel settore delle neuroscienze: caratterizzata,
infatti), da una rapida ripresa dall 6in
maggiore stazionarieta temporale e da una lieve-gkidt di 20 nm
rispetto al ChR2 naturaléa=470 nm) ad alte frequenze di treni di
impulsi luminosi (56200 Hz) la riduzione di eventi spuri di extra
spikes e di artefatti da plateaux di potenziali risulta notevole.
Ciononostante, CheTA presenta una lieve riaunz del picco di
corrente[78] e, per frequenze minori a 50 Hz, le sue prestazioni
diminuiscono drasticamente, tanto da rendere piu conveniente il

ricorso alle ChR2s;
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Chronos

-mutante- Gs= 3. 6 ms

present a unbdalta precisione tempor al e
rispetto alle varianti ChRs una opsina ultrdight-sensitive blue che

viene largamente usatper le sueeccellentiproprietaa fronte diun

usogenericodi channelrhodopsifn87];

Chrimson T light
-naturale-Uoff = 24.6 N
-mutante K176R/Y261F/S267M

(vf-Chrimson)

= Chrimson
== Chrimson Y261F/S267M
=== Chrimson K176R/Y261F/S267M

Uof f = 2.7 N O.
. 20 ms _
-mutante Y261F/S267Mf-Chrimson) ~ Figura 16 -
Nature Methods - High frequency neural spiking
L"b f f - 5 7 N O 5 and auditory signaling by ultrafast red-shifted

Sono le ChRsdi ultima generazione, sono caratterizzate da una

maggiore dipendenza lineare del voltaggio della fotocorrente e
presentano un redhift maggiore rispetto a tutte le precedenti ChRs
conosciute$d= 594 nm) , che consente una magg.i
tessui.

In particolare poi, le versioni mutanti, rispetto a quella naturale,
presentano unbdalt a espressione di me n
cinetica di chiusura Kigura 16) , consentendo unbdel evat
precisione di risposta a livello temporalé7] [82] [87].

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

ippocampali di rattaad una temperatura di 34°GGhrimson presenta

Gir= 3. 2 NmentrviGhemsonpresentads=1.6 N 0. 1 ms.
Pertaler agi one, data | 6el evatissima cinet.
esse sono dei potenziali mezzi che in principio possono attivare una
fotostimolazione neurale per un range di frequenze che arriva ai

6 0 0 Haw studig inoltre, riporta risultati promettenti iguardo

l 6ut i | i 2zChomsooh eih topi affetti da sordita, perchg al

contrario dela vf-Chrimson f-Chrimson puo essere stimolata con

i mpul si Il umi nosi a bassa P parefnsi t - (C
Chri mson; 1. 252 Rperl .vioCRArinmedM) nmomn  una

probabilita che si avvicina all00% di innesco di uno spike per ogni

impulso; mentre nel caso di v€hrimson si possono innescare extra
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spikes afrequenze di 80 e 100 Hezon un 28% di probabilita, valori

che possono compromettere sostanzialmente la fedelta della
fotostimolazione neuralePer tale ragione,f-Chrimson chi scrive

ritiene che questa ChR potrebbe risultareompettente per quanto
riguarda la durata delle batiernecessari@a | | 6 e mi simpulsin e di

luminosi originati da microlaser.

Anion-conducting channelrhodopsins ACRs 1
inibizione)

Le prime ACRs[82] [88], chloride-conducting channelrhodopsins
(ChloCs) sono state ottenute da @ngegnerizzazione della ChR2
[89], con larimozione di aminoacidi carichi negativamente dal poro
del canaleIn questo modo, in rispe®tna al |l 6i n
maggiore influsso nel citoplasmdi cariche negative (ioni cla),
inducendmeuna iperpolarizzazionaelle prossimita della rodopsina
Per via dell a natura general e dei cl o
strumento di silenziamento rimarfortemente dipendeetdai cloruri
stessi in maniera localg per poter manovr ar e ( Ash
depol ari zzazione di me mbf9@.na o i ni bire
Successive modifiche e scopertéd ulteriori rodopsinein altri
organismj che funzionalmente svolgono lo stesso ruolo del ChloCs,
hanno consentitol 6 i mp i e gACRs/dACrs (ispettivamente
naturale e sintetico)con caratteristiche differenti in base alle
esigenze della optogeneticaale la pena citare almeno un paio:
1 GtACR1 [88]: di origine natural e, prov
Guillardia theta presenta una elevata selettivita agli anioni
1 FLASH [88]: una delle versioni mutate di GtACR1piu
promettentj presenta una rapida risposta alla soppressione di
singoli spikes (con un treno di impulsi fino a 40 HzJuna
elevatatollerabilita ed efficacia a livello di espressiors
membrana una Viev3® d i i perpol ari zzazione dov
selettivita agli anioni (infatti la superficie extracelluladel

FLASH é maggiormente elettropositawispettoa quella della

36 Potenziale di reversione
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versione naturale) e, infine, una rapidaff-cinetica (U
~14ms)

Geneticallyencoded voltage indicator (GEVI)

Si tratta di unatipologiadi proteinaingegnerizzat¥ che puodrilevare

attivita elettrofisiologiche [91], ovveroil potenziale di membrana in

una determinata cellulaed emettere tale segnalgottoforma di

segnale luminoso fluorescent€on i GEVIs e possibile registrare
simultaneamente e distintamente gruppi di oltre 500 neuf8h] in

uno spazio tridimensionale attraverso diverse modalita di scansione
multiphoton laser, il tutto in animali svegli e preservando le strutture

cellulari. Una delle caratteristiche che ha permesso la larga
utilizzazione di questa tipologia di proteina, &ée pud essere

introdotta in maniera mirata a qualunque stadio di sviluppo di un
organismo ed in specifiche regioni cerebrali, in determinati tipi di

cellule o in precisi compartimenti subcelluld@2].

Inoltre, usare queste proeine permetteebbe d i evitare | 6 us
convenzionale di tecniche quali patch clamp® o array di

microelettrodi (MEAS®), perchépossono alterare la struttueasono

piuttosto invasiviin vivo.

La prima generazione di GEVi%" era caratterizzataperd da una

bassa risposta ottica a fr of/F*®e di pot e
da una cinetica voltageensing molto lenta (>20 ms) e, quindi, non
rispondevacorrettamenten ai singol i potenzi al.i |
potenziali sottosoga, innescati da un treno di impulsi a medie
frequenze.Uno studio [93] riporta anche casi difototossicita e
fotobleachingper ottenere un rapporto SNR comparabile ai GECIs

(Genetically encoded calcium indicatoperché e stato impiegato un

37Va sottolineato che in natura, fino ad ora, non & stato scoperto nessun organismo con una proteina che
svolge una funzione del genere

BGI i el ettrodi patch possono misurare sia i potenzial i
piccolo numerali neuroni per volta.
®Tracciano i potenziali di centinaia di neur oni simultat

i segnali rilevati non sono spesso chiari, percio sono necessari ulteriori strumenti, come algoritmi, per
decodificare i seggli nervosi.

40 La prima generazione usava proteine voltaggio dipendenti, cioé i veiémging domain (VSD).

4111 primo GEVI, nominato FlaSh (qF/F: <5%), consisteva in una fusione tra un canale volsgyesitive

K* (Shaker), che si comporta come un trasduttore elettromeccanico, ed un green fluorescent protein (GFP),
che fungono da trasduttori optomeccaffdi].

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, compromettendohed i nt er o i maging ottico
Per tale ragione.,fino alla fine degli anni6 9, Osi utilizzavano
maggiormente iGECIs: queste sonoproteine offrono prestazioni

migliori, come | 6 aemparalearispettozaigprimi GEVIs, ma,

per contro,misurano solo gli eventi associati a flussi di iowralcio,

che non sempre tracaia le iperpolarizzazioni odepolarizzazioni

sottosoglia per di piu,sonolimitate da una lenta cineticdi ripresa

e, quindi, non rispondno in manieraprecisaa rapidi treni dispikes

AP [94].

La Figural7 mostra le cinetiche dei segnali GEVIs (sinistra) e dei

GECIs (destra) registratein vivo in diverse regionisubcellulari di

un Drosophila i nt er neur one Visivo,; | 6i magi ng
microscopio twephoton[95].

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

model | i di riferimento natural. di GE VI
i n guestobar ea di ri cer ca,anclehdellasf r utt a
DARPA [93], tesa ad ingegnezzare GEVIs affinché presentino da

una parte

performances quali la luminosita, la fotostabilita, la sensibilita, la
cinetica e | a ri spost a l i near e e dal |
tossicit™, |l a |l ocalizzazione su membr a
deeptissue. Percio, lo scopo € sviluppare GEWbke abbiano un

SNR* piu elevato possibile, cioé che il segnale utile possa essere pill

robusto possibile e facilmenti@adividuabile dai microscopi ottici.

Figura 17

The Journal of Neuroscience Genetically Encoded Voltage Indicators:
Opportunities and Challenges

43 Signakto-noise ratio
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