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The hippocampus (HIP) is recognized as a major telencephalic area processing learning and 

episodic memory events through the accumulation of neuronal signals deriving from the 

different subregions. In particular, hippocampal neurons have received particular attention due 

to some of their functional properties being regulated by GABAergic and Glutamat- (Glu)-ergic 

neuronal signals during both postnatal and adult stages. For the present study, growth of 

hamster hippocampal neurons on biohybrid membrane substrates allowed us to show for the 

first time that the two major GABAA α receptor subunits (α2,5) promote early neuronal shaping 

plus expression differences of the main neuronal cytoskeletal factors (GAP-43, MAP2, Syn, the 

neurotrophin BDNF) along with Gluergic subtypes. In a first case, the selective GABAAR 

agonist diazepam (DZP; α2,5) caused very great (p<0.001) increases of dendritic sprouting and 

branching processes mainly at DIV3, while its effects continued to account even for great 

(p<0.01) axonal length during the entire culture period. In addition, DZP also accounted for 

great (p<0.01) up-regulation of neuritic NR1, GluR2 and MAP2 while it moderately (p<0.05) 

increased synaptophysin (Syn) at DIV7. Such effects were abolished by its highly selective 

antagonist flumazenil. The application of the inverse α5 agonist (RY-080) tended to strongly 

suggest its specific role on the dendritic component via the inhibition of BDNF, as shown by a 

reduction of dendritic length at DIV7 concomitantly to very low levels of the neurotrophin. 

Conversely, the effects of the preferentially specific agonist for hippocampal α2 subunit 

(flunitrazepam) were, instead, directed at the formation of growth cones at DIV3 in the 

presence of greatly (p<0.01) diminished GAP-43 levels as displayed by strongly reduced 

axonal sprouting. It is interesting to note that contextually to these morphological variations, 

the transcription of some Gluergic receptor subtypes resulted to be altered. Indeed, the α2 

agonist was responsible for a distinctly rising expression pattern of axonal NR1 mRNA levels 

from DIV3 (p<0.01) until DIV7 (p<0.001), along with a very great up-regulation of Syn at 

DIV7. In the case of RY-080, it evoked a very great (p<0.001) downregulation of dendritic 

GluR2 at only DIV7. Together, our results demonstrate that GABAA α2,5 receptor-containing 

subunits are considered key modulating neuronal elements of HIP morphological features by 

regulating the precise synchronization of cytoskeletal factors. Moreover, the notable NR1 and 

GluR2 transcription differences promoted by these GABAA α subunits tend to favorably 

corroborate the early role of α2 + α5 on HIP neuronal networks in hibernating rodents through 

the recruitment and activation of silent neurons. We are still at the beginning but further studies 

are required to establish the nature of molecular signals controlling responses of the different 

hippocampal subregions, which may have therapeutic bearings for neurological disorders. 
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L’ippocampo (HIP) è ampiamente riconosciuto come principale area telencefalica preposta al 

controllo dell’apprendimento e di eventi mnemonici attraverso l’accumulo di segnali neuronali 

inviati da distinte regioni ippocampali. In particolare, I neuroni ippocampali hanno ricevuto 

notevole attenzione recentemente grazie ad alcune proprietà funzionali regolate dalla 

trasmissione GABAergica e Gluergica sia nel periodo postnatale che nell’adulto. In questo 

studio, l’impiego di neuroni ippocampali di criceto cresciuti su supporti bioibridi a membrana 

ha permesso di dimostrare, per la prima volta, che le maggiori subunità α del GABAAR (α2,5) 

promuovono il differenziamento precoce della morfologia neuronale oltre a regolare 

l’espressione di importanti fattori citoscheletrici (GAP-43, MAP2, Syn, la neurotrofina BDNF) 

insieme a specifici sottotipi Gluergici. In un primo caso, l’applicazione dell’agonista selettivo 

diazepam (DZP; α2,5) determina un incremento molto elevato (p<0.001) dei processi di 

sprouting e branching dendritico principalmente a DIV3, mentre  suoi effetti continuano a 

determinare una maggiore (p<0.01) lunghezza assonica per l’intero periodo di coltura. In 

aggiunta, il DZP determina una forte up-regulation del livello degli mRNAs neuritici per NR1, 

GluR2 e MAP2 mentre esso aumenta solo in modo moderato (p<0.05) il livello della 

sinaptofisina (Syn) a DIV7. Tali effetti sono completamente aboliti dall’antagonista 

benzodiazepinico flumazenil. Gli effetti indotti dall’applicazione dell’agonista inverso per la 

subunità α5 (RY-080)  tende a sottolineare la specificità di tale subunità sulla determinazione 

della componente dendritica attraverso la riduzione dei livelli di BDNF, in accordo con la 

ridotta lunghezza dendritica a DIV7 parallela ai livelli molto bassi di tale neurotrofina. Al 

contrario, l’azione dell’agonista preferenziale per la subunità α2 (flunitrazepam) è, invece, 

diretta alla formazione del cono di crescita a DIV3 in presenza di una forte riduzione (p<0.01) 

dei livelli di GAP43 oltre che del processo di sprouting dendritico. E’ interessante notare che 

contemporaneamente alle alterazioni morfologiche ora descritte, anche la trascrizione di alcune 

subunità Gluergiche risulta alterata. Infatti, l’agonista di α2 è responsabile di distinti incrementi 

dei livelli di mRNA della subunità  NR1 da DIV3 (p<0.01) a DIV7 (p<0.001), oltre che di 

un’up-regulation molto forte della Syn a DIV7. Nel caso di RY-080, esso è responsabile di una 

down-regulation molto forte (p<0.001) dei livelli di GluR2 solo a DIV7. Considerati 

nell’insieme, i nostri risultati dimostrano che i recettori GABAA contenenti le subunità α2,5 

rivestono un ruolo chiave nella determinazione morfologica delle componenti neuronali 

attraverso la regolazione sincronizzata di importanti fattori citoscheletrici. Inoltre, le evidenti 

alterazioni nella trascrizione di NR1 e GluR2 promosse da tali subunità GABAergiche porta a 

considerare un ruolo precoce per α2 + α5 sui network neuronali ippocampali nei roditori  

ibernanti attraverso il reclutamento di sinapsi silenti. Siamo ancora all’inizio ma ulteriori studi 

ci consentiranno di determinare la natura dei processi molecolari che controllano le risposte 

delle diverse are ippocampali con importanti applicazioni terapeutiche verso patologie 

neurologiche. 
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Introduzione 

Introduzione 
 

Numerosi studi hanno focalizzato l’attenzione sull’organizzazione funzionale dei 

diversi campi neuronali, supportando in particolare evidenze sperimentali relative 

all’importanza dell’equilibrio inibitorio/eccitatorio in distinte aree telencefaliche, quali 

l’ippocampo (HIP). Un primo e fondamentale sistema neuronale implicato in tale 

equilibrio è il complesso recettoriale GABAergico di tipo A (GABAAR), appartenente 

alla superfamiglia dei complessi proteici accoppiati a canali ionici e riconosciuto come 

il maggior sistema di neurotrasmissione nel sistema nervoso dei Mammiferi. Tra le 20 

subunità del GABAAR coinvolte nella formazione della struttura pentamerica (Sernagor 

et al., 2010), le subunità α rappresentano il principale componente responsabile 

dell’attività interneuronale inibitoria, oltre che del corretto assemblaggio recettoriale e 

di distinte proprietà farmacologiche (Sieghart, 1995). La trasmissione GABAergica 

neocorticale precoce esercita un preciso ruolo nella regolazione della proliferazione, 

migrazione e differenziamento cellulare, agendo da primo potenziale organizzatore 

neuronale rispetto all’influenza eccitatoria di altri sistemi quale il sistema Gluergico. Di 

conseguenza, i neuroni di nuova formazione sono in grado di ricevere input 

GABAergici dagli interneuroni ancor prima che si formino le sinapsi Gluergiche 

(Brooks-Kayal et al., 1998; Hennou et al., 2002), una tendenza ulteriormente 

confermata dalla comparsa di sinapsi GABAergiche già a partire dai primissimi giorni 

di sviluppo neuronale in alcune aree telencefaliche e corticali (Swanwick et al., 2006).  

Una delle regioni telencefaliche che maggiormente presenta proprietà di plasticità 

sinaptica è l’ippocampo (HIP), un’area che esibisce un’organizzazione anatomica molto 

complessa, oltre ad essere attivamente implicata in svariate funzioni neuro-

comportamentali, omeostatiche e mnemoniche (Benfenati, 2007). Il Corno di Ammone 

che esso comprende, in particolare, è distinto in quattro subregioni tra le quali, CA1 e 

CA3 differiscono sia per l’organizzazione dei circuiti neuronali interni ed esterni che le 

caratterizzano che per la diversa citoarchitettura laminare (Li et al., 2009). In aggiunta, 

è ormai noto il coinvolgimento di CA3 nella determinazione della memoria a breve 

termine, in accordo con la più antica origine filogenetica , e il ruolo di CA1 nella 

stabilizzazione di connessioni con aree corticali superiori per la modulazione di 

funzioni complesse e di più recente acquisizione (Daumas et al., 2005). A ciò va 

associata una diversa vulnerabilità ad agenti stressori di varia natura, come dimostrato 

dalla presenza di neuroni piramidali in CA1 molto più suscettibili ad eventi di 
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eccitotossicità (Olsson et al., 2003) o insulti ischemici (Jackson e Foster, 2009) rispetto 

a CA3. Nell’HIP è possibile riconoscere molteplici tipologie neuronali, tra le quali le 

più importanti sono i neuroni piramidali, cellule dalla forma ben definita e dotati di una 

ricca arborizzazione dendritica (Hur and Kim, 2007). I neuroni ippocampali mostrano 

la capacità di crescere in vitro anche per lunghi periodi di coltura (Molder et al., 2007), 

permettendo in tal modo non solo l’osservazione dei complessi processi di estensione 

dei prolungamenti e di formazione dei contatti sinaptici, ma anche l’analisi di 

specifiche compartimentazioni recettoriali durante lo sviluppo (Fukata et al., 2002). 

Accanto a tali evidenze, recenti studi supportano il ruolo chiave svolto dalla formazione 

ippocampale nel ciclo di ibernazione, in quanto tale regione è una delle prime a 

riattivare i meccanismi di neurotrasmissione nella fase di risveglio (Magariños et al., 

2006), caratterizzata da eventi simil-ischemici (Osborne e Hashimoto, 2003; Canonaco 

et al., 2005). In tale contesto, la scelta del criceto ibernante quale modello sperimentale 

per il presente studio assume un’importanza rilevante legata alla capacità di tale 

roditore ad entrare in un vero e proprio ciclo di ibernazione, che si traduce in uno 

specifico stato fisiologico di adattamento associato ad un elevato grado di plasticità 

sinaptica (Arendt, 2004).  

Sebbene lo studio della crescita delle popolazioni neuronali attraverso i metodi 

tradizionali abbia consentito la comprensione di numerose proprietà sinaptiche, tali 

metodi presentano dei limiti associati alla capacità di mimare un substrato fisiologico. 

Recentemente, innovativi sistemi a biomembrana vengono sempre più frequentemente 

proposti come substrato preferenziale nell’ambito dell’ingegneria tissutale neuronale, 

considerate le loro proprietà di biostabilità, selettiva permeabilità (Drioli e De Bartolo, 

2006) e protezione (De Bartolo et al., 2007). Sulla base di tali considerazioni, lo scopo 

del presente lavoro di dottorato è stato quello di stabilire il ruolo delle subunità α del 

complesso GABAAR nel differenziamento dei neuroni ippocampali attraverso 

l’instaurarsi di specifici meccanismi di cross-talking con il sistema Gluergico. Per tale 

scopo, la trasmissione GABAergica è stata inizialmente modulata mediante 

applicazione della benzodiazepina 7-chloro-1-methyl-5-phenyl-1,3-dihydro-2H-1,4-

benzodiazepin-2-one (Diazepam, DZP) e dell’antagonista imidabenzodiazepinico ethyl 

12-fluoro- 8-methyl- 9-oxo- 2,4,8- triazatricyclo [8.4.0.02,6] tetradeca- 1(10),3,5,11,13- 

pentaene- 5-carboxylate (Ro 15-1788, Flumazenil, FLM). L’applicazione di DZP e 

FLM è correlata all’elevata specificità del primo agonista verso i complessi recettoriali 

GABAergici contenenti α1/2/3/5β2/3γ2 (Ali and Thomson, 2007), e di conseguenza, nel 
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nostro sistema, di GABAARs contenenti α2 ed α5, mentre l’antagonista è stato 

impiegato in combinazione con il DZP grazie alla sua capacità di bloccare gli effetti 

della benzodiazepina attraverso l’inibizione competitiva del sito benzodiazepinico sui 

recettori GABAAergici (Poleszak, 2008). Numerose evidenze sperimentali supportano, 

infatti, il ruolo chiave svolto da queste due subunità non solo nelle primissime fasi di 

sviluppo (Brooks-Kayal et al., 1998; Swanwick et al., 2006), ma anche in numerose 

funzioni associative mnemoniche e nella regolazione e determinazione degli elementi 

neuronali dell’HIP (Möhler, 2007). Il ruolo distinto di α2 ed α5 nelle diverse fasi dello 

sviluppo dei neuroni ippocampali in vitro è stato caratterizzato grazie all’utilizzo di 

agonisti selettivi per ciascuna subunità, ricorrendo alla somministrazione della 

benzodiazepina Flunitrazepam (Flu, α2)  e dell’agonista inverso ethyl-8-ethynyl-5,6-

dihydro-5-methyl-6-oxo-4H-imidazo[1,5-α] [1,4] benzodiazepine-3-carboxylate (RY-

080, α5). Nel caso di Flu, la sua scelta è stata determinata sulla base delle proprietà dei 

neuroni ippocampali immaturi che mostrano complessi recettoriali GABAergici formati 

principalmente da α2,β2,3γ2, mentre combinazioni con le subunità α1 ed α3 sono, 

rispettivamente, non ancora attive a causa dello stadio di maturazione precoce o non 

caratteristiche dell’area telencefalica presa in considerazione (Sieghart, 1995; Olsen e 

Sieghart, 2009). Al contrario, RY-080 è stato scelto a causa della sua specificità verso i 

complessi recettoriali α5,β2,3γ2 (Skolnick et al., 1997). Le proprietà morfo-funzionali 

relative allo sprouting assonico ed all’arborizzazione dendritica sono state valutate in 

presenza di tali agenti farmacologici, utilizzando alcuni markers strutturali neuronali, 

quali la proteina associata alla crescita dell’assone di 43 kDa (GAP-43) e la β-tubulina. 

Tali fattori citoscheletrici sono comunemente impiegati come indicatori per la 

caratterizzazione precoce dell’integrità delle proiezioni neuronali (Chakravarthy et al., 

2008). La comprensione dell’attività GABAergica sia sull’arborizzazione dendritica 

che sul processo di sinaptogenesi si è avvalsa anche della valutazione quantitativa del 

pattern di espressione di MAP2 e della sinaptofisina, marcatori dendritico e sinaptico 

rispettivamente (Li et al., 2009; Soltani et al., 2005).  

Recentemente, l’applicazione di alcuni protocolli sperimentali volti alla modifica 

del gradiente degli ioni Cl- nei neuroni immaturi, ha portato alla considerazione della 

depolarizzazione GABA-mediata come principale elemento sinaptico preposto alla 

regolazione sia degli elementi cellulari granulari generati nell’HIP adulto che nella 

formazione delle sinapsi Gluergiche corticali (Ge et al., 2007). In aggiunta, gli effetti 

della trasmissione GABAergica, mediata da combinazioni recettoriali specifiche, sulla 
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morfologia neuronale sono stati anche associati alla secrezione del fattore neurotrofico 

derivato dall’encefalo (BDNF), un fattore preposto alla regolazione della 

neurotrasmissione GABAergica e Gluergica durante lo sviluppo e coinvolto nella 

corretta inserzione sulla membrana plasmatica del recettore per l’acido propionico α-

amine-3 hydroxy-5 methyl-4 isoxiazode (AMPAR; Kolarow et al., 2007). Il 

coinvolgimento dei sistemi recettoriali Gluergici nella regolazione dello sviluppo, 

plasticità sinaptica ed eventi di eccitotossicità (Liu et al., 2007), hanno rafforzato la 

necessità di correlare le alterazioni morfologiche dipendenti dalle subunità α ai livelli 

di espressione delle subunità maggiori dei complessi AMPARs e del recettore per l’N-

methyl.D-aspartate (NMDAR). Per tale scopo, nella seconda parte di tale lavoro di 

dottorato, è stato valutato l’effetto derivante dall’attivazione di specifiche sinapsi 

GABAergiche sulla comparsa di precisi input Gluergici, analizzando i livelli di 

espressione di NR1 (NMDAR) e GluR2 (AMPAR). Accanto alla determinazione del 

ruolo delle subunità GABAergiche α2 ed α5 nella definizione della morfologia 

neuronale, la valutazione dei livelli di espressione di tali subunità Gluergiche durante lo 

sviluppo ippocampale del criceto fornisce importanti dettagli funzionali sulla 

localizzazione di specifici clusters recettoriali a livello assonico o dendritico. La 

comprensione del processo di maturazione degli elementi neuronali potrebbe aprire 

nuovi orizzonti riguardo la precisa attivazione temporale di sinapsi silenti responsabile 

dell’induzione di meccanismi di switching eccitatorio/inibitorio durante lo sviluppo 

neuronale ippocampale dei roditori ibernanti, oltre a fornire targets molecolari utili per 

applicazioni terapeutiche nell’ambito dei disordini neurodegenerativi. 
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Stato dell’arte 

IPPOCAMPO 
Caratteristiche anatomiche e funzionali 

L’amigdala (AMY), l’ippocampo (HIP), l’area del setto e le varie regioni della 

corteccia encefalica che costituiscono il sistema limbico svolgono un ruolo centrale 

nella regolazione delle manifestazioni emotive. La stimolazione di determinati gruppi 

di cellule, in tale sistema, può suscitare rabbia, gioia ed eccitazione sessuale. Le 

strutture limbiche operano insieme per influenzare il sistema endocrino e il sistema 

nervoso autonomo, punti nodali specifici per quasi tutti i sistemi di rilascio di 

neurotrasmettitori; questi ultimi sono a loro volta preposti alla trasmissione di segnali 

da un neurone all’altro. Da un punto di vista anatomico e funzionale, il sistema limbico 

è un circuito costituito da un insieme di centri corticali e subcorticali fra loro 

interconnessi da proiezioni di fibre che trasportano specifici neurotrasmettitori. Nella 

maggioranza dei Vertebrati, il principale costituente telencefalico del sistema limbico è 

il pallio mediale che contiene la formazione ippocampale, cioè giro dentato (DG) e 

l’HIP, mentre i componenti aggiuntivi telencefalici sono i nuclei del setto e dell’AMY. 

L’AMY o complesso amigdaloideo, in particolare, è costituito da due gruppi di nuclei: 

la divisione corticale o corticomediale, che è una continuazione ventrale del pallio 

laterale (paleopallio), e la divisione basale o basolaterale che è di origine subpalliale. La 

caratterizzazione funzionale dell’AMY ha, invece, portato alla definizione di un’AMY 

estesa che include i nuclei centrale e mediale della divisione corticale (AMY 

centromediale) e molte strutture della parte basale del telencefalo, accomunate da 

connessioni e caratteristiche istochimiche simili. Altre strutture esterne al telencefalo, 

situate nel diencefalo, vengono considerate componenti del sistema limbico ed 

includono parti dell'epitalamo, del talamo dorsale (sensitivo) e dell'ipotalamo. I nuclei 

del setto e dell'AMY ricevono input diretti dal bulbo olfattivo, mentre nei Mammiferi 

questi input non raggiungono più la formazione dell'HIP che assume invece un ruolo 

essenziale per la memoria a breve termine. L'AMY è anche interconnessa con lo striato, 

con l'ipotalamo e con ampie aree della neocorteccia (isocorteccia), in particolare con la 

corteccia prefrontale (Butler e Hodos, 1996). L’HIP è, infine, considerato componente 

chiave dell’encefalo, in quanto implicato sia in attività cognitive, quali apprendimento e 

memoria, che nella manifestazione di stati emozionali, quali l’ansia, la depressione e il 

condizionamento alla paura (Barkus et al., 2010).                               
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I.1 Telencefalo 

Il telencefalo rappresenta la vescicola anteriore dell’encefalo e nei Mammiferi è 

costituita principalmente dagli emisferi cerebrali che, nella loro estensione, nascondono 

ed inglobano una grande varietà di strutture encefaliche. Alla base degli emisferi si 

sviluppa una struttura di sostanza grigia, il corpo striato, mentre nella parte anteriore 

spicca una struttura rudimentale nell’uomo, il lobo olfattivo. Il resto della parete 

emisferica va a costituire il mantello o pallio; la porzione ventrale del telencefalo, detta 

anche basale o gangliare, forma, invece, i nuclei della base o nuclei del telencefalo. 

Questi comprendono il claustro, l’AMY e il corpo striato, il quale risulta diviso in due 

ulteriori porzioni. Lateralmente vi è il nucleo lenticolare, una formazione piramidale 

che può essere ulteriormente suddivisa in una parte laterale, il putatem, e una mediale 

detta nucleo pallido, mentre medialmente vi è il nucleo caudato, suddiviso in una testa, 

un corpo ed una coda. I nuclei della base insieme ad altre formazioni agiscono 

prevalentemente sulle funzioni motorie.  

 

I.2 Sistema limbico 

Sotto la denominazione di sistema limbico si riuniscono alcune formazioni degli 

emisferi cerebrali e del diencefalo deputate a svolgere particolari funzioni, quali 

emozioni e risposte viscerali ad esse connesse, nonché attività associate alla memoria. 

Al sistema limbico appartengono: il lobo limbico (insieme di aree corticali), l’HIP o 

formazione ippocampale (HF), parte del nucleo amigdaloideo, l’ipotalamo (corpi 

mammillari) ed il nucleo anteriore del talamo. E’ ampiamente riconosciuto che il 

sistema limbico contribuisce all’espressione delle attività emozionali alla base della 

conservazione dell’individuo e della specie: paura, rabbia, emozioni associate 

all’attività sessuale quali corteggiamento, accoppiamento e cura della prole, nonché alla 

manifestazione delle emozioni (Cardinal et al., 2002). Il sistema limbico svolge, inoltre, 

un ruolo fondamentale nei processi di memorizzazione. Le aree del sistema limbico 

maggiormente coinvolte nella percezione delle sensazioni sono: 

Zona fronto-temporale, rappresentata dall’uncino dell’HIP e dal DG; è implicata nel 

controllo della nutrizione e nelle reazioni di attacco e di difesa; 

Zona parieto-occipitale mediale, rappresentata dal giro ippocampale; è implicata nel 

controllo dell’attività sessuale; 

Zona occipito-temporale mediale, rappresentata dalla parte posteriore della corteccia 

del cingolo; è implicata nella regolazione della vita affettiva; 
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Zona fronto-temporale mediale o zona sopracallosa o corteccia del cingolo, 

rappresentata dalla parte anteriore e intermedia della corteccia del cingolo; è implicata 

nella preservazione dell’individuo e della specie.  

 

I.3 L’ippocampo 

L’HIP è un’insieme di formazioni che si svolgono attorno all’ilo dell’emisfero 

cerebrale in profondità e concentricamente con il sistema limbico. Più di 400 anni fa, 

nel 1587, l'anatomista italiano Arantius fu il primo a usare il termine 'ippocampo' in 

riferimento al DG umano (Walther, 2002). Nel 1732, Winslow descrisse l’HIP come 

simile alle corna di un ariete e nel 1742 de Garengeot coniò il termine “Cornu 

Ammonis” (corno di Ammone; Ahmed e Metha, 2009). L'acronimo di questa frase 

latina (CA) è la radice del nome assegnato ai sottocampi ippocampali da Lorente de No 

nel 1934 (Lorente de No, 1934). La superficie laterale della HF è ricoperta quasi 

completamente da una tela coroidea e dal plesso coroide del corno temporale; in seguito 

alla sua rimozione, la superficie ventricolare della HF somiglia ad una cometa con una 

lunga coda ricurva (fig. I.1).    

        

 
 

Fig. I.1. HF vista in seguito all'asportazione del plesso coroide. 

 

La testa della cometa rappresenta il bulbous pes hippocampi nella parte terminale 

anteriore del corno temporale, mentre la porzione mediale si assottiglia 

progressivamente verso la parete mediale inferiore del corno temporale. La coda 
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terminale rappresenta la fimbria (Fi) e il corpo del fornice (F), che curvano intorno al 

talamo per formare la parete inferiore mediale dell’atrium e il corpo del ventricolo 

laterale. Al contrario, anteriormente al pes hippocampi si trova l’AMY, strettamente 

interconnessi (Naidich et al., 1987). 

Ai fini descrittivi l’HIP può essere suddiviso in una porzione dorsale situata appena 

dietro il setto, una porzione posteriore, dove comincia a piegarsi ventralmente e 

lateralmente, ed una porzione ventrale situata nella parte temporale dell’encefalo (fig. 

I.2; O'Keefe e Nadel, 1978). Se, invece, tale struttura viene rapportata al corpo calloso 

(Cc), si distingue un HIP dorsale (DH) e un HIP ventrale (VH), uniti per il tramite 

dell’esigua fasciola cinerea, che continua nel DG. Il DH è costituito da un’esile strato di 

sostanza grigia che prende il nome di induseum griseum, il quale presenta sui margini 

un ispessimento definito, per ciascun lato, stria longitudinale laterale (stria tecta) e stria 

longitudinale mediale (o nervo del Lancisi). Tali componenti sono da considerarsi 

atrofiche formazioni di sostanza grigia, in quanto ricevono solo esili fascetti di fibre 

nervose mieliniche dalla via olfattiva. 

 
Fig. I.2. Visione schematizzata dell'HIP con strutture annesse. 

 

Il VH, al contrario, si presenta come un rilievo che sporge dal pavimento del corno 

inferiore del ventricolo laterale; esso si sviluppa intorno al solco (o fessura) dell’HIP 

(Mezzogiorno et al., 1999) e consta di due grandi settori a forma di U che, in senso 

medio-laterale, sono: 

• l’alveus (Alv), o fondo dell’HIP, che si trova dopo lo strato polimorfo ed il corno 

inferiore dei ventricoli laterali; 
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• il DG (area dentata, fascia dentata), appartenente all’archipallio e tristratificato. 

Presenta numerose incisure che gli conferiscono un aspetto dentato, da cui il nome. Si 

prolunga davanti nella benderella dell’uncus, che si continua nell’uncus, e dietro 

abbandona la Fi e va verso la superficie dorsale del Cc. Presenta una faccia convessa in 

continuazione con lo strato molecolare dell’HIP, ed una faccia concava, che è in 

continuazione con la lamina terminale dell’HIP; 

• l’HIP (CA), che rappresenta la porzione mediale del corno inferiore del pavimento 

dei ventricoli laterali ed appartiene alla paleocorteccia; 

• la Fi, che va verso la superficie ventrale del Cc stesso, lasciando in mezzo lo splenio 

del Cc. 

Lateralmente alla HF notiamo la presenza di una formazione paraippocampale (PHR) 

che confina con una regione particolare dell’HIP definita subiculum (Sub). 

Quest’ultimo è suddiviso in presubiculum (PrS), parasubiculum (PaS), corteccia 

entorinale (EC; suddivisa in una zona mediale, MEC ed una laterale, LEC), corteccia 

peririnale (PER; composta dalle aree di Brodmann 35 e 36) e corteccia postrinale 

(POR; fig. I.3; van Strien et al., 2009). 

 
 
Fig. I.3. Visione laterale (schema a sinistra; a,b) e caudale (schema a destra; c,d) della PHR nel 

cervello di ratto con sub-regioni evidenziate da colori differenti: DG, giro dentato; 
PsR, presubuculum; PaS, parasubiculum; MEA, area entorinale mediale; LEA, area 
entorinale laterale; POR, corteccia postrinale; van Strien et al., 2009). 
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I.3.1 La citoarchitettonica della formazione ippocampale 

La HF presenta in tutte le sue componenti una precisa stratificazione il cui grado di 

complessità varia tra le parti che lo costituiscono (van Strien et al., 2009). In 

particolare, a livello del DG si riscontrano tre strati (fig. I.4): 

• lo strato granulare (SG), contenente i corpi cellulari fortemente raggruppati delle 

cellule granulari; 

• lo strato molecolare (SM), caratterizzato dall'intreccio dei dendriti apicali delle 

cellule granulari e delle loro afferenze; 

• lo strato polimorfo (SPol), che si fonde con la regione 4 di CA (CA4) e contiene i 

segmenti iniziali degli assoni delle cellule granulari; questi ultimi si riuniscono a 

formare il fascio delle fibre muscoidi (MF). Esso, inoltre, contiene anche cellule non 

granulari, di cui le più importanti sono le cellule basket.  

 
Fig. I.4. Stratificazione del DG ippocampale. 

 

Per quanto concerne l’HIP, questa componente viene divisa in una regione superiore e 

una inferiore. La regione superiore si trova in prossimità del Sub e contiene cellule 

piramidali di medie dimensioni, i cui dendriti emanano piccoli rami laterali che non si 

dividono per diverse centinaia di μm. La regione inferiore, invece, è un semicerchio in 

prossimità del DG e contiene cellule piramidali giganti i cui dendriti si biforcano subito 

dopo essere usciti dal corpo. Già a partire dagli anni trenta, l’HIP veniva suddiviso in 

quattro settori indicati con la sigla CA (CA1-CA4); la regione superiore corrisponde 

alla regione 1 di CA (CA1), mentre quella inferiore corrisponde alle regioni 2 e 3 di CA 

(CA2 e CA3; Lorente de No, 1934). Se si esclude la CA4, tutti i settori dell’HIP hanno 

un’organizzazione di base molto simile, con grossi neuroni disposti in unica fila e dotati 

di dendriti che si estendono per alcune centinaia di μm verso la stessa direzione. Nel 

caso della CA4, questa regione identifica invece una zona posta all’interno dell’hilus 

del DG caratterizzata da una diversa stratificazione e le cui cellule piramidali, pur 

presentando delle afferenze ed inviando i loro assoni nella Fi, non ricevono input dalle 

cellule basket. In particolare, i vari settori dell’HIP sono organizzati in ben cinque strati 
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(fig. I.5), ciascuno definito dalla presenza di specifiche componenti delle cellule 

piramidali giganti o delle loro afferenze. A partire dalla superficie ventricolare, si 

possono riconoscere i diversi strati: 

• l’Alv, contenente gli assoni delle cellule piramidali diretti verso la Fi o il Sub; 

• lo stratum oriens (SO), che si trova tra l’Alv e i corpi delle cellule piramidali; 

contiene, oltre ai dendriti basali delle stesse e delle cellule basket, anche afferenze 

provenienti dal setto; 

• lo stratum pyramidale (SP), caratterizzato dai corpi delle cellule piramidali; 

• lo stratum radiatum (SR), localizzato tra lo stratum lacunosum-moleculare (SLM) e 

lo SP;  

• lo SLM, che sembra contenere la maggior parte delle fibre del perforant path (PP). 

Quest’ultimo è localizzato sotto la fessura ippocampale con uno spessore di circa 150 

µm (Kajiwara et al., 2008; van Strien et al., 2009). 

 
 

Fig. I.5. Stratificazione dell’HIP. 

 

Gli SR e SLM comprendono rispettivamente i segmenti prossimali e distali dell’albero 

dendritico apicale delle cellule piramidali. Nella regione CA3 è possibile identificare un 

altro strato, detto stratum lucidum (SL), interposto tra i corpi delle cellule piramidali e 

lo SR, ove termina parte delle MF delle cellule granulari dentate. A tal proposito, 

appare rilevante osservare come, nonostante l’organizzazione di base sia conservata, si 

riscontra un caratteristico tipo cellulare nelle diverse parti della HF. In particolare, 

neuroni di notevoli dimensioni costituiscono le cellule piramidali giganti di CA3, 

mentre neuroni piramidali più piccoli si ritrovano in CA1. A livello del DG si 

riscontrano, invece, le tipiche cellule granulari, dotate di soli dendriti apicali (O'Keefe e 
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Nadel, 1978). Da un punto di vista citoarchitettonico la PHR presenta sei strati (Fig. 

I.6), indicati rispettivamente con numeri romani I-VI (van Strien et al., 2009); anche 

qui, in ciascun strato è possibile identificate diverse tipologie di cellule.  

 

 

 

Fig. I.6. Visione della regione paraippocampale (PHR)-ippocampale con annesse sub-regioni di 
colori differenti: (CA), cornu ammonis; dist, distale; dl, parte dorsolaterale della 
corteccia entorinale; encl, parte nascosta del giro dentato (DG); exp, parte esposta del 
DG; gl, strato delle cellule granulari; luc, stratum lucidum; ml, strato molecolare; or, 
stratum oriens; prox, prossimale; pyr, strato delle cellule piramidali; rad, stratum 
radiatum; slm, stratum lacunosum-moleculare; vm, parte ventromediale della EC; sub, 
subiculum; PrS, presubiculum; PaS, parasubiculum; LEA, area entorinale laterale; 
MEA, area entorinale mediale; POR, corteccia postrinale. I numeri romani indicano gli 
strati corticali (modificato da van Strien et al., 2009).  

 

Cellule granulari 

Il principale elemento neuronale che caratterizza il DG è la cellula granulare 

(McBain, 2008), con una struttura bipolare ed una natura prevalentemente eccitatoria, 

in accordo con l’utilizzo del glutammato (Glu), oltre che, in minor misura, dell’acido γ-

aminobutirrico (GABA) come principale neuromediatore chimico (Spruston e McBain, 

2006). Numerosi studi hanno ormai definito la morfologia di tali neuroni, caratterizzati 

da piccoli corpi cellulari ovoidali con un diametro di 10 µm ed una lunghezza nel senso 

longitudinale di 18 µm. Dal corpo si diparte un unico albero dendritico apicale di forma 
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conica che si estende nello SM terminando in prossimità della fessura ippocampale ed il 

cui grado di arborizzazione appare estremamente variabile oltre che significativamente 

inferiore rispetto a quello delle cellule piramidali dell’HIP. L’assone delle cellule 

granulari, detto MF, emerge, inoltre, dal polo basale del soma e da qui prosegue verso 

l’hilus e la regione CA3 (McBain, 2008). In genere, le cellule granulari danno origine 

ad un’unica fibra assonale mielinica con un diametro di circa 0.2 µm e con una 

lunghezza totale (compresi i collaterali) di circa 3 mm (Acsády et al., 1998). Le MF 

creano ramificazioni che terminano in parte su numerosi tipi cellulari all’interno 

dell’hilus, mentre un’altra porzione si dirige verso i dendriti apicali ed, in minore 

misura, basali dei neuroni piramidali della regione CA3. La componente muscoide che 

proietta verso CA3 forma uno stretto fascio parallelo allo strato dei corpi delle cellule 

piramidali di CA3 corrispondente a circa 100 µm dello SL. In tal contesto, risulta 

interessante sottolineare l’unicità di tali fibre, capaci di dare luogo a terminazioni 

sinaptiche altamente specializzate in base alla natura del bersaglio post-sinaptico. È 

stato particolarmente interessante constatare l’esistenza di tre tipi di terminazioni 

presinaptiche della MF, distribuite non uniformemente lungo l’intera estensione 

dell’assone: le terminazioni muscoidali grandi (4-10 µm di diametro), le estensioni 

filopodiali (0.5-2.0 µm), che proiettano dalle terminazioni muscoidali grandi, e le 

piccole varicosità en passant (0.5-2.0 µm; Acsády et al., 1998). Il numero totale delle 

terminazioni muscoidali grandi ritrovate su un solo assone è pari a 10 nella regione 

hilar, dove si realizzano contatti sinaptici con le cellule muscoidi presenti, e a 12 (range 

10-18) nella regione CA3, dove al contrario tale tipo di terminazione avviluppa le 

escrescenze spinose dendritiche dei neuroni piramidali (Acsády et al., 1998). Nel caso 

delle MF grandi, esse non innervano di solito gli interneuroni GABAergici, mentre le 

piccole estensioni filopodiali e i terminali en passant, che emergono dall’assone 

parentale, innervano prevalentemente gli interneuroni inibitori presenti nello SL 

(Acsády et al., 1998), stabilendo sinapsi di tipo sia asso-somatico che asso-dendritico. Il 

numero totale delle estensioni filopodiali e delle piccole sinapsi en passant è 

notevolmente superiore a quello delle grandi terminazioni delle MF (Acsády et al., 

1998) sia nell’hilus (120-150) che nella regione CA3 (40-50). Questo tipo di 

arrangiamento è tale che ogni terminazione muscoidale grande nella sotto-regione CA3 

crei circa 2.5 piccoli bulbi che terminano nelle estensioni filopodiali, indicando, quindi, 

che ciascuna MF delle cellule granulari nella sotto-regione CA3 presenta in media 25-

35 estensioni filopodiali. Poiché la maggior parte delle terminazioni muscoidali grandi 
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si dirige principalmente verso le cellule piramidali della regione CA3 e le estensioni 

filopodiali verso i dendriti lisci degli interneuroni del circuito inibitorio locale, si 

deduce che il principale bersaglio delle cellule granulari è rappresentato dagli 

interneuroni inibitori (Acsády et al., 1998). 

È interessante notare che il controllo dell’attività neuronale della regione CA3 

operato dalle MF si esplica grazie alla diversa capacità di trasmissione dell’impulso 

presentata dalle terminazioni muscoidali grandi e quelle filopodiali. Le prime, in 

particolare, caratterizzate da un maggior numero di siti per il rilascio dei mediatori 

chimici, tendono a mediare le risposte delle cellule principali di CA3 a causa della 

bassa probabilità di rilascio dei neurotrasmettitori. Le terminazioni filopodiali, al 

contrario, pur essendo dotate di un unico sito, presentano un’elevata probabilità di 

trasmissione a livello degli interneuroni dello SL. In tal modo, le cellule granulari del 

DG, se stimolate a diverse frequenze, produrranno una diversa risposta in CA3. Una 

stimolazione a basse frequenze delle MF produce, infatti, una netta inibizione dei 

circuiti in CA3 (Penttonen et al. 1997), mentre ad una più elevata frequenza si avrà una 

maggiore stimolazione delle cellule principali ed il contemporaneo indebolimento 

dell’attivazione interneuronale nello SL (Toth et al., 2000; Henze et al., 2002). Da 

quanto esposto, si può assumere che input corticali e ippocampali, operanti in maniera 

nettamente separata, realizzano il controllo delle attività delle cellule granulari. Nel 

primo caso, in particolare, fibre provenienti dalla MEC e LEC terminano all’esterno 

dello SM sui dendriti distali delle cellule granulari. Al contrario, le fibre provenienti 

dalle cellule muscoidi dell’hilus formano sinapsi sui dendriti prossimali delle cellule 

granulari, al centro dello SM (Förster et al., 2006). 

 

Cellule piramidali e interneuroni in CA1 e CA3 

Numerosi studi sono stati incentrati sulla caratterizzazione dei diversi tipi cellulari 

che costituiscono i complicati circuiti neuronali in CA1 e CA3. In CA1 recentemente è 

stata dimostrata la presenza di tre distinti tipi di neuroni piramidali, responsabili 

dell’innervazione di almeno 10 formazioni extraippocampali (Cenquizca e Swanson, 

2006), e di una popolazione molto più eterogenea di interneuroni, preposti a fornire sia 

una generale trasmissione inibitoria che un sottile controllo dell’attività piramidale. Gli 

interneuroni, in particolare, possono essere classificati sulla base di diversi criteri, quali 

il pattern di trasmissione dell’impulso nervoso o la capacità di esprimere un particolare 

profilo molecolare. Sulla base delle caratteristiche morfologiche dei prolungamenti 
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dendritici è possibile distinguere neuroni oligopolari e multipolari. Gli interneuroni 

oligopolari mostrano due o tre tronchi dendritici principali che originano da poli più o 

meno opposti dei corpi cellulari, mentre gli interneuroni multipolari mostrano quattro o 

più dendriti principali. Tra questi ultimi si riscontrano, inoltre, configurazioni 

multipolari stellate dotate di dendriti primari di lunghezza variabile, che emergono 

radialmente da tutti i lati dei corpi cellulari. I dendriti primari degli interneuroni sono 

leggermente assottigliati nella parte distale, mentre le parti prossimali dei dendriti 

secondari spesso mostrano diametri irregolari a causa del loro aspetto varicoso 

(Kajiwara et al., 2008). Alcuni interneuroni si distribuiscono all’interno di SR e di SLM 

o, in alternativa, sull’interfaccia SR/SLM (Fig. I.7; Somogyi e Klausberger, 2005).  

 

 
 

Fig. I.7. Mosaico che illustra la localizzazione degli interneuroni di CA1 (LM, stratum   
lacunosum-moleculare; SR, stratum radiatum; modificato da Kajiwara et al., 2008). 
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Gli interneuroni di CA1 presentano, in genere, dendriti privi di spine e assoni proiettati 

all’interno di SR e SLM, fatta eccezione per una parte di essi che proietta in direzione 

del versante interno dello SM di DG (Fuentealba et al., 2006). Altre classi neuronali, 

quali gli interneuroni basket, bistratificati e asso-assonici hanno, invece, i loro corpi 

cellulari nello SP. Accanto a studi precedenti, che dimostrano come la maggior parte 

degli assoni degli interneuroni disposti sull’interfaccia SR/SLM discendono in SR per 

fornire un’inibizione feed-forward ai neuroni piramidali di CA1 (Vida et al., 1998), 

evidenze più recenti  individuano gli interneuroni locali di CA1 come principale fonte 

di input inibitori per le cellule piramidali di CA1 (Somogyi e Klausberger, 2005). Un 

ulteriore criterio di classificazione degli interneuroni si basa sulla loro capacità di 

innervare specifici domini nei neuroni piramidali, e a tal proposito, in CA1 sono stati 

identificati 21 diversi tipi di interneuroni (Klausberger e Somogyi, 2005). Sebbene 

ciascuna cellula piramidale di CA1 sia in grado di ricevere circa 30000 input sinaptici 

di natura diversa sul proprio network dendritico, sono solo input di natura GABAergica 

a giungere in corrispondenza sia del soma che del segmento iniziale del prolungamento 

assonico. I dendriti basali e qualche dendrite obliquo, che nasce da quelli apicali, 

ricevono input Gluergici principalmente da CA3, dagli assoni collaterali e dall’AMY, 

mentre i dendriti apicali ricevono principalmente input Gluergici da EC e  

 

 
Fig. I.8. Tre tipi di cellule piramidali sono accompagnati da circa ventuno classi di interneuroni 

nella regione ippocampale CA1 (VIP, polipeptide intestinale vasoattivo; VGLUT, 
trasportatore vescicolare del glutammato; O-LM, oriens-lacunosum molecolare; 
CCK, colecistochinina; modificato da Klausberger e Somogyi, 2008). 

 

 25



Stato dell’arte 

dal talamo. Tutti i dendriti ricevono, inoltre, input GABAergici dai diversi interneuroni 

locali, secondo  una precisa organizzazione spaziale. È stato dimostrato come almeno 5 

distinti tipi di interneuroni che esprimono la parvalbumina (PV) provvedono 

all’innervazione di altrettanti domini neuronali (Fig I.8.); le cellule asso-assoniche 

innervano esclusivamente la porzione iniziale del processo assonico, mentre le cellule 

basket innervano i corpi cellulari oltre che i dendriti prossimali (Klausberger e 

Somogyi, 2008). Le cellule bistratificate forniscono, inoltre, sinapsi sia ai dendriti 

basali che a quelli obliqui allineati con gli input Gluergici provenienti da CA3, mentre 

gli interneuroni degli strati O-LM sinaptano con i dendriti apicali allineati agli input 

provenienti da EC.  

Ciascuna tipologia sinaptica influenza in modo diverso l’attività delle cellule 

piramidali, come suggerito da evidenze sperimentali sulla capacità delle sinapsi 

perisomatiche di regolare il potenziale del sodio (Na+) e quella delle sinapsi dendritiche 

di regolare, al contrario, l’insorgenza del potenziale d’azione legato alle correnti del 

calcio (Ca2+). Un altro fattore che contribuisce a rendere molto complicata la 

regolazione dell’attività piramidale è la presenza di diverse sinapsi interneuronali nello 

stesso dominio neuronale. A tal proposito è stato dimostrato che anche gli interneuroni 

che esprimono la colecistochinina (CCK) innervano i neuroni piramidali a livello 

somatico e dei dendriti prossimali (fig. I.8; interneuroni di tipo 3 e 4), dei dendriti 

apicali (fig. I.8; interneuroni di tipo 9), dei dendriti che ricevono input Gluergici da 

CA3 (fig. I.8; interneuroni di tipo 8) e dei ciuffi dendritici apicali (fig. I.8; interneuroni 

di tipo 10; Papp et al., 1999). Gli interneuroni CCK sono finemente regolati da specifici 

nuclei del peduncolo cerebrale (Penttonen et al., 1998) ed il loro rilascio di GABA 

determina un effetto inibitorio sui neuroni piramidali ritenuto essenziale nei processi di 

integrazione degli impulsi eccitatori forniti da diverse afferenze (Glickfeld e Scanziani, 

2006). Analogamente, anche gli interneuroni GABAergici di tipo neurogliaforme 

riescono a controllare le attività dei neuroni piramidali di CA1 attraverso dei contatti 

sinaptici con il loro ciuffo dendritico, mentre le cellule Ivy sinaptano con i dendriti 

prossimali delle cellule principali disposti parallelamente agli input di CA3. Le cellule 

Ivy costituiscono la classe più numerosa di interneuroni finora descritti e, attraverso il 

rilascio di GABA così come di neuropeptide Y (NPY), da loro stessi sintetizzato, 

esercitano una forte regolazione sul rilascio di Glu dalle cellule piramidali di CA3. 

Queste ultime, infatti, a differenza delle terminazioni delle fibre del PP, esprimono 

elevati livelli del recettore per il NPY di tipo 2 (Stanic et al., 2006).  
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Il corretto esplicarsi delle funzioni complesse ippocampali richiede la 

partecipazione di numerose strutture corticali e, in tal contesto, svolgono un ruolo 

essenziale particolari classi di interneuroni GABAergici definiti di proiezione (Jinno et 

al., 2007). Alcuni di questi neuroni proiettano ai sottocampi ippocampali prossimali e/o 

al setto mediale, altri inviano prolungamenti verso il Sub ed altre aree retroippocampali 

o verso le sole formazioni retroippocampali; altri ancora proiettano verso lo strato 

molecolare del Sub, del PrS e della corteccia retrospleniale (Jinno et al., 2007). 

L’attività coordinata dell’insieme di interneuroni descritti, così come di altri, determina 

il caratteristico pattern funzionale spazio-temporale dell’HIP (Klausberger e Somogyi, 

2008). A differenza degli interneuroni, i corpi cellulari delle cellule piramidali di CA1 

sono completamente concentrati nello SP, con dendriti basali che si estendono nello 

SO, e dendriti apicali che occupano lo SR ed lo SLM (Bertrand e Lacaille, 2001; 

Fuentealba et al., 2006).  

 

I.4 Connessioni intra- ed extra-ippocampali 

Il tipico circuito ippocampale viene descritto come unidirezionale con input che 

partono dalla EC e, attraverso la PP, giungono sia all’interno del DG che sui neuroni 

piramidali di CA3 (fig. I.9).  

 

 

 

 
 

Fig. I.9. Raffigurazione del network ippocampale. (AC, pathway commissurale associazionale; 
SC, collaterali di Schaffer; MF, fibre muscoidi; LPP, perforant path laterale; MPP, 
perforant path mediale; PP, perforant path; Sb, subuculum; MEC, corteccia entorinale 
mediale; LEC, corteccia entorinale laterale; DG, giro dentato). 
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Le cellule principali di CA3, che ricevono impulsi anche dal DG attraverso le MF, 

inviano a loro volta fibre alle cellule piramidali non solo dell’area CA1 omolaterale, 

attraverso la via delle collaterali di Schaffer (SC), ma anche all’area CA1 

controlaterale, attraverso la via commissurale. A livello di CA1 giungono, inoltre, fibre 

dirette attraverso la PP. Da CA1 partono fibre dirette verso il Sub e verso la EC, 

costituendo queste ultime il principale output dell’HIP. In particolare, la porzione 

prossimale dello strato di cellule piramidali di CA1 proietta verso il Sub distale, mentre 

la parte distale di CA1 proietta verso la parte prossimale del Sub (Naber et al., 2001). In 

aggiunta a tale modello ampiamente riconosciuto come circuito trisinaptico, esistono 

diverse backprojections intrinseche alla HF, quali, ad esempio, quelle fornite dalle 

cellule piramidali in CA3, le quali proiettano all’hilus e allo SM interno al DG (Wittner 

et al., 2007). Recenti evidenze hanno, inoltre, sottolineato il ruolo funzionale di 

specifiche backprojection da CA1 a CA3, che probabilmente derivano dai neuroni 

inibitori presenti nello SR e nello SO di CA1 e proiettano verso lo stesso strato in CA3. 

Backprojections, la cui natura eccitatoria od inibitoria non è stata ancora dimostrata, si 

dipartono dallo SP del Sub e proiettano a CA1. Nel Sub, cellule piramidali emettono 

assoni omolaterali che sinaptano con cellule piramidale ed interneuroni di un’ampia 

regione del Sub stesso localizzata ventralmente al loro sito d'origine (Harris et al., 

2001).  

Numerosi studi hanno ormai dimostrato come le cellule dell’HIP ricevono afferenze 

da diverse regioni encefaliche e al contempo proiettano verso numerose aree corticali e 

subcorticali. In particolare, le afferenze dell’HIP possono essere così classificate: a) 

afferenze intrinseche provenienti da cellule presenti nello stesso campo ippocampale; b) 

afferenze intrinseche provenienti da altri settori omolaterali; c) afferenze commissurali 

provenienti da diversi settori dell’HIP controlaterale; d) afferenze estrinseche o 

extraippocampali provenienti da un complesso di strutture che vengono comunemente 

indicate come PHR (van Strien et al., 2009). 

 

Connessioni intraparaippocampali 

È ormai nota l’esistenza di una stretta comunicazione funzionale tra la HF e quella 

PHR (van Strien et al., 2009), caratterizzata da oltre 1600 tipi diversi di connessioni 

(fig. I.10). Tale complessità si accompagna ad un altrettanto complicato network 

neuronale all’interno della PHR, che vede coinvolte le diverse componenti secondo un 

modello molto ordinato. A tal proposito, è stato dimostrato come la PER invia 
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proiezioni verso la LEC ed, in minor misura, verso la MEC, mentre la POR proietta 

prevalentemente verso la MEC ed, in minor misura, verso la LEC (Burwell e Amaral, 

1998). In particolare, i neuroni presenti nel II, III, V e VI strato dell’area A35 e A36 

della PER convergono verso gli strati II e III della LEC, mentre le proiezioni della PER 

verso la MEC derivano principalmente dall’area A36 (Burwell e Amaral, 1998). 

 

 

 
 

Fig. I.10. Modello standard del 
circuito HIP-PHR (PHR, formazione 
paraippocampale; PrS, presubiculum; 
PaS, parasubiculum; PER, corteccia 
peririnale; POR, corteccia postrinale; 
EC, corteccia entorinale; LEA, area 
entorinale laterale; MEA, area 
entorinale mediale; HF, formazione 
ippocampale; DG, giro dentato; Sub, 
subiculum. I numeri romani indicano 
gli strati corticali; modificato da van 
Strien et al., 2009). 

 

Le proiezioni della POR che nascono nel II, III, V e VI strato sinaptano, al contrario, sia 

negli strati II e III della LEC che negli strati superficiali della MEC (Burwell e Amaral, 

1998). Insieme a tali afferenze della EC vanno ricordate le numerose efferenze, secondo 

un tipico modello di innervazione reciproca tra le diverse componenti della PHR, in cui 

la EC fornisce proiezioni sia alla PER che alla POR. Sono state riscontrate proiezioni 

dagli strati III e V della LEC a tutti i livelli di A35 e A36, e dalla MEC a tutti gli strati 

della A35. La MEC proietta, inoltre, verso A36 ed insieme alla LEC proiettano verso la 

POR (Witter e Amaral, 2004; Kerr et al., 2007). Sebbene sia stata finora rivolta poca 

attenzione alla comunicazione tra PER e POR, è nota l’esistenza di fibre nervose che 

connettono gli strati II e V della POR con tutti gli strati di A35 e A36 ed il III strato 

della POR con A36, rispettivamente. Analogamente, secondo un modello di 

innervazione reciproca, fibre nervose, che si dipartono dagli strati II, V e VI della PER, 

raggiungono la POR (Burwell e Amaral, 1998; Furtak et al., 2007).  

Un ulteriore network di fibre neuronali all’interno della PHR è stato riscontrato tra 

la EC, il PrS e il PaS. Mentre la MEC dorso-laterale proietta ai livelli settali del PrS e 

del PaS, la MEC ventro-mediale proietta verso il PrS ed il PaS temporale (Kerr et al., 

2007). Sia il PrS che il  PaS proiettano, inoltre, verso la EC ed in particolare gli strati 

superficiali del PrS settale proiettano alla parte dorso-laterale ed intermedia della MEC, 
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mentre il PrS temporale proietta nella sua parte ventro-mediale. Gli strati profondi del 

PrS proiettano, invece, a tutti i livelli della MEC e prevalentemente agli strati profondi 

della LEC (Van Haeften et al., 2000; Honda et al., 2008), a tutti gli strati del PaS che 

convergono, inoltre, al II strato della MEC. Un’ulteriore complicazione a tale 

descrizione è fornita dalle connessioni reciproche PrS/PaS, PER/POR (Furtak et al., 

2007) e connessioni intrinseche della EC. All’interno della MEC, infatti, i neuroni degli 

strati II, III, V e VI proiettano verso gli strati superficiali della LEC (Dolorfo e Amaral, 

1998); gli strati II e V della LEC proiettano, invece, verso gli strati superficiali e gli 

strati III e VI verso gli strati superficiali e profondi della MEC, rispettivamente 

(Dolorfo e Amaral, 1998). 

 

Proiezioni del paraippocampo verso l’ippocampo 

La PHR rappresenta la principale fonte di afferenze ippocampali che, originando da 

diversi strati della EC, raggiungono specifiche aree dell’HIP in un complesso network 

di fibre noto come PP. In particolare, mentre il I strato della EC sinapta con tutti gli 

strati del DG, le fibre che originano dagli strati III, V e VI contribuiscono solo in 

misura minore a tale innervazione; in aggiunta, parte delle fibre della PP raggiunge 

anche la CA1 e la CA3. Numerosi studi hanno messo in evidenza la natura dei contatti 

sinaptici che si creano tra le fibre della PP e le cellule presenti nelle diverse aree 

ippocampali (Kerr et al., 2007). A livello dello SM del DG e nello SLM di CA3, ad 

esempio, le proiezioni della EC convergono sui dendriti apicali delle cellule granulari e 

degli interneuroni, rispettivamente. In particolare, la LEC proietta verso il terzo esterno 

dello SM del DG, mentre la MEC proietta verso la metà di questo III esterno. Un simile 

modello di convergenza (Sporns e Tononi, 2007) è osservato in CA3, dove la LEC 

termina nella parte superficiale e la MEC nella parte profonda dello SLM. 

L’organizzazione delle proiezioni della EC verso CA1 e il Sub appare nettamente 

diversa da quella finora descritta. In particolare sembra sia principalmente il III strato e 

solo in minor misura gli strati II, V e VI ad inviare proiezioni verso lo SLM di CA1 e lo 

SM del Sub (Kerr et al., 2007). Accanto alla EC, altre sottoregioni della PHR sono state 

individuate quali fonti di input per l’HIP. In tal contesto, risultano particolarmente 

interessanti i neuroni presenti in tutti gli strati del PrS e del PaS, i quali proiettano non 

solo verso lo SM del DG (Eichenbaum, 2000) e del Sub, ma anche verso lo SLM di 

CA3 e di CA1. Un altro esempio è fornito dalle fibre che, proiettando dalle aree A35 ed 
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A36 della PER raggiungono sia CA1 che il Sub, e dalle fibre che connettono la POR 

con quasi tutti i sottocampi dell’HIP (Furtak et al., 2007). 

 

Connessioni intraippocampali 

Le connessioni intraippocampali vengono descritte dal classico modello 

trisinaptico, in cui fibre provenienti dal DG giungono in CA3 dove si formano a loro 

volta fibre dirette verso CA1. Sulla base del complicato pattern di connessioni esistente 

tra le HF e extraippocampali, si comprende bene che non si tratta di un semplice 

percorso unidirezionale. CA1, ad esempio, riceve fibre da un gran numero di fonti: gli 

input sub-corticali verso CA1 derivano da aree quali la banda diagonale del setto o la 

linea mediale del talamo (Witter e Amaral, 2004), mentre gli input corticali generano 

dalla EC, attraversano la PP e terminano nello SLM. In tal contesto, possono essere 

individuate due diverse vie che proiettano a CA1. In un primo caso, i neuroni dello 

strato II della EC forniscono assoni al DG ed alla regione CA3; dal DG nascono le MF 

che raggiungono CA3 dove si originano i SC che a loro volta terminano nello SR di 

CA1. Dall’altra parte, i neuroni del III strato di EC proiettano direttamente verso lo 

SLM di CA1. In entrambi i casi sono i dendriti dei neuroni piramidali e degli 

interneuroni a ricevere tali input (van Groen et al., 2003; Wittner, 2007), secondo un 

ordine topografico ben preciso. Se si considerano, infatti, neuroni piramidali prelevati 

dallo SLM lontani dall’interfaccia SR/SLM, i contatti provengono solo dalle fibre della 

PP. Se, invece, i neuroni considerati derivano dallo SR, sempre lontano dall’interfaccia 

SR/SLM, tutti i contatti appartengono ai SC. I neuroni posti in prossimità o 

sull’interfaccia SR/SLM, al contrario, presentano contatti con entrambi i fasci di fibre. 

Numerose evidenze sperimentali hanno dimostrato l’esistenza d’interneuroni che 

ricevono innervazione solo dal PP o da questo e dai SC, mentre non sono stati 

identificati interneuroni che sinaptano con i soli SC. Anche in questo caso è possibile 

riscontrare una precisa disposizione topografica per la quale, mentre i contatti tra le 

fibre della PP e i dendriti degli interneuroni si realizzano in prossimità dello SLM, la 

maggior parte dei SC sinapta, invece, con i dendriti interneuronali a livello dello SR. I 

dendriti dei neuroni che si trovano nella regione dell’interfaccia SR/SLM ricevono 

contatti da entrambe le vie in questione. Si può concludere, quindi, che i neuroni 

piramidali e gli interneuroni di CA1 ricevono proiezione diretta dalle cellule del III 

strato della EC, così come input entorinali indiretti mediati dal percorso DG-CA3-SC. 
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Numerosi studi neuroanatomici suggeriscono, inoltre, che le due vie convergono su 

neuroni singoli in CA1 (fig. I.11; Ang et al., 2005; Jarsky et al., 2005).  
 

 
 
Fig. I.11. Schema illustrativo delle afferenze ippocampali (CA1, regione del Cornu Ammonis; 

CA3, regione 3 del Cornu Ammonis; DG, giro dentato; modificato da Ahmed e 
Mehta, 2009). 

 

Proiezioni dell’ippocampo alla formazione paraippocampale 

Le principali afferenze ippocampali alla EC nascono dalla regione CA1 e dal Sub e 

raggiungono in misura variabile gli strati superficiali e profondi sia della MEC che 

della LEC (Kloosterman et al., 2003). Numerosi studi riportano come la parte 

prossimale della regione CA1 proietta alla MEC, mentre la parte distale di CA1 proietta 

alla LEC (Naber et al., 2001). Il Sub prossimale invia una forte proiezione alla LEC ed 

il Sub distale invia una forte proiezione verso la MEC. Accanto alle proiezioni 

CA1/Sub-EC, che costituiscono la componente maggiore dell’output ippocampale alla 

PHR, sono state riscontrate afferenze provenienti da diverse regioni dell’HIP. Ad 

esempio, CA3, CA1 e il Sub (Kloosterman et al., 2003) proiettano tutti verso il PrS ed il 

PaS. In tal contesto risulta interessante la connessione Sub/PrS, la quale mette in 

evidenza un pattern di proiezione secondo un gradiente setto-temporale, in accordo con 

la comunicazione diretta Sub settale/PrS settale (Kloosterman et al., 2003; Honda et al., 

1999) e Sub temporale/PrS temporale (Naber e Witter, 1998). In aggiunta, fibre nervose 

provenienti dal Sub raggiungono il PaS (Kloosterman et al., 2003), mentre la regione 
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CA1 ed il Sub proiettano sia verso la PER che la POR sebbene non sia nota 

l’organizzazione topografica di tali connessioni (Furtak et al., 2007). 

 

I.5 Ontogenesi dell’ippocampo 

      E’ noto che il telencefalo embrionale risulta costituito dal pallio (tetto) e dal 

subpallio (base; Nadarajah e Parnavelas, 2002); il pallio darà origine alla neocorteccia e 

all’HIP, mentre differenti regioni del subpallio a molte strutture del telencefalo basale 

adulto. In particolare, l’Eminenza dei Gangli Mediale (MGE) e l’Eminenza dei Gangli 

Laterale (LGE) sono fusi in un’unica struttura e genereranno il nucleo pallido e lo 

striato, rispettivamente; L’Eminenza dei Gangli Caudale (CGE), localizzata 

posteriormente, darà invece origine alla regione amigdaloidea del sistema limbico 

(Danglot et al., 2006). 

Lo studio dell’ontogenesi della formazione ippocampale, condotto sia nel topo che 

nel ratto, ha messo in evidenza alcune peculiarità, riferite soprattutto alle modalità di 

migrazione e disposizione delle cellule, dai loro siti di origine alla posizione definitiva. 

Da tali studi sono emersi tre caratteristici gradienti di formazione tra le strutture che 

costituiscono l’HIP. In primo luogo, le cellule in profondità vengono generate prima 

rispetto alle cellule superficiali. In secondo luogo, si formano inizialmente le cellule 

più vicine alla fessura rinale e poi quelle più lontane, seguendo un gradiente che va 

dalla corteccia rinale al DG. Terzo, le cellule che si formano per ultime sono affiancate 

da altre superficiali, di precedente  formazione, e da cellule profonde (gradiente a 

sandwich). Ad esempio, nella EC il III strato di cellule origina dopo il II e il IV strato, 

nel CA le cellule piramidali si originano dopo le cellule dello strato oriens, strato 

radiatum e lacunosum–molecolare e, infine, nel DG le cellule granulari originano dopo 

le grandi cellule dell’hilus e dello strato molecolare. Secondo questo gradiente è quindi 

la corteccia rinale a formarsi per prima, segue il S,  l’area CA3 e infine il DG. Sono 

state dimostrate due eccezioni a tale gradiente: 1) il PaS ed il PrS si formano dopo il S, 

e 2) l’area CA1 si forma in modo evidente solo in seguito all’organizzazione delle 

cellule in CA3. Questa neurogenesi tardiva può essere correlata al prominente ingresso 

del talamo ad entrambe le strutture (Bayer, 2004).      

Studi mirati alla definizione dei siti di origine e delle modalità di migrazione dei 

neuroni ippocampali, hanno dimostrato l’esistenza di tre diverse componenti del 

neuroepitelio ippocampale: il neuroepitelio ammonico, il quale darà origine alle cellule 

piramidali e ai grandi neuroni degli strati oriens e radiatum, il neuroepitelio dentato, da 
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cui si genereranno le cellule dei granuli e i grandi neuroni dello strato molecolare e 

dell’hilus e, infine, il glioepitelio che produrrà le cellule gliali della futura fimbria 

(Danglot et al., 2006). Tali risultati hanno inoltre evidenziato variazioni nei tempi e 

modalità di differenziamento dei neuroni delle diverse regioni dell’HIP sia tra le classi 

dei Vertebrati che tra i Mammiferi stessi. Nel ratto, infatti, i neuroni piramidali sono 

generati tra il 16° giorno di sviluppo embrionale (E16) ed E19, con un picco per CA3 

(E17) che precede CA1 (E19), mentre nel topo si formano tra E14-E15 per CA3 e nel 

periodo E15-E16 per CA1 (Soriano et al., 1989a,b). La migrazione dei neuroni 

piramidali ha inizio, in entrambi i casi, il giorno successivo alla loro formazione e 

definisce una striscia di cellule nella cosiddetta “zona intermedia” (IZ); il giorno 

seguente, i neuroni abbandonano la IZ e raggiungono la piastra ippocampale (il futuro 

strato piramidale). Mentre sono richiesti 4 giorni per il raggiungimento della regione 

CA1, un tempo maggiore è necessario perché le cellule raggiungano CA3, dovendo 

compiere un tragitto più lungo intorno a CA1. La completa formazione dello strato 

piramidale sarà osservabile ad E20 in CA1 e ad E22 per CA3, sottolineando quindi 

come al momento della nascita alcuni neuroni stiano ancora migrando. A differenza dei 

neuroni piramidali, le cellule dei granuli sono generate tardivamente a partire da E20, 

con un picco intorno alla prima settimana di sviluppo postatale (PND7). L’intera 

regione del DG è, infatti, identificabile solo a partire da E21-E22 (Altman e Bayer, 

1990c). Alcuni studi condotti sempre da Altman e Bayer hanno descritto le modalità di 

migrazione di particolari neuroni di grosse dimensioni la cui natura inibitoria, sebbene 

non dimostrata molecolarmente, è confermata dalla loro disposizione finale nello strato 

dendritico ippocampale. Tali neuroni derivano, in parte, dal primordio ammonico tra 

E15 ed E17 e raggiungono lo strato oriens e radiatum, ed in parte dal primordio dentato 

nello stesso periodo raggiungendo, queste ultime, l’hilus (Bayer, 1980a; Altman e 

Bayer, 1990a). Particolarmente interessanti risultano i dati emersi da studi mirati alla 

definizione dei tempi di origine degli interneuroni, in cui sono emerse ancora una volta 

differenze legate sia alla specie presa in considerazione che alla regione della HF. Un 

primo risultato sottolinea la formazione prenatale degli interneuroni, sia nel ratto 

(Amaral e Kurz, 1985) che nel topo (Soriano et al., 1989a,b); nei ratti, in particolare, gli 

interneuroni originano tra E13 ed E18, invece nei topi sono generati tra E11 ed E17. 

Mentre la gran parte di tali cellule inibitorie nasce in E12-13 per CA1 e CA3, il picco si 

registra nei giorni E13-E14 per il DG (Soriano et al., 1989a,b). In aggiunta, la 

formazione degli interneuroni segue il gradiente a sandwich descritto in precedenza, 
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per il quale le cellule degli strati oriens e radiatum sono generati prima di quelle dello 

strato piramidale e, all’interno di quest’ultimo, gli interneuroni di più vecchia 

formazione sono localizzati in profondità. Complessivamente, tali dati suggeriscono la 

precoce formazione degli interneuroni rispetto alle cellule principali. 

 

Origine degli interneuroni ippocampali 

      I processi di formazione dei neuroni piramidali Gluergici e degli interneuroni 

GABAergici (così definiti in quanto utilizzano come principale neurotrasmettitore il 

GABA) si distinguono sia per i siti di origine delle cellule che per le diverse modalità di 

migrazione. Nel primo caso, le cellule principali nascono dal neuroepitelio della zona 

ventricolare (VZ) del telencefalo dorsale (isocorteccia e HIP) e migrano radialmente 

lungo la IZ fino alla piastra ippocampale. Al contrario, gli interneuroni realizzano una 

migrazione di tipo tangenziale per la quale le cellule si spostano singolarmente o al 

massimo in coppia (fig. I.12). Poco chiare risultano ancora le informazioni riguardanti i 

siti di origine degli interneuroni. La maggior parte degli studi finora condotti 

suggeriscono che gli interneuroni nascono dal subpallio telencefalico (Pleasure et al., 

2000), sebbene alcuni autori abbiano indicato come possibile sito di origine anche il 

pallio dorsale sia nell’uomo (Letinic et al., 2002) che nei roditori (Bellion et al., 2003), 

in accordo con i risultati di Altman e Bayer. 

 

Origine delle diverse classi di interneuroni  

      Alcune evidenze suggeriscono che la molteplicità delle popolazioni interneuronali 

possa essere generata da varie regioni del subpallio embrionale (Danglot et al., 2006). 

La MGE è stata infatti indicata come fonte di interneuroni corticali (Anderson et al., 

2001), striatali (Wichterle et al., 2001) ed ippocampali (Pleasure et al., 2000), mentre la 

LGE potrebbe fornire gli interneuroni dei bulbi olfattivi, del nucleo accumbens e della 

corteccia (Corbin et al., 2000; Wichterle et al., 2001; Yun et al., 2001). Infine, la CGE 

produce gli interneuroni che raggiungono la corteccia cerebrale, lo striato, l’AMY, il 

nucleo rosso della stria terminale, il nucleo accumbens e l’HIP (Nery et al., 2002). E’ 

da sottolineare che gli interneuroni derivanti dalla MGE raggiungono il CA, mentre  

quelli  che  originano  in  CGE  raggiungono  sia il CA che il DG (Nery et al., 2002). 
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Fig. I.12.   Schema rappresentativo della migrazione tangenziale degli interneuroni dalla MGE 
e dall’LGE. Sono indicati alcuni dei fattori molecolari coinvolti nella migrazione, 
quali le semaforine 3A (Sema3A) e 3F che impediscono l’invasione degli 
interneuroni nello striato in via di sviluppo; l’isoforma della Neuregulina-1 che 
lega la membrana (NRG-CRD), la quale fornisce una via preferenziale lungo la 
SVZ dell’LGE; un’isoforma secreta della NRG (NRG-Ig) e diversi fattori 
motogenici specifici per gli interneuroni, quali HGF, BDNF, NT-4, GDNF e la 
Cxcl12 (modificato da Huang, 2009). 

 
Studi di immunoistochimica hanno evidenziato come gli interneuroni che originano in 

ciascuna regione subpalliale possano esprimere, già ad uno stadio così precoce, 

specifici markers biochimici, quali la parvalbumina (PV), la colecistochinina (CCK) ed 

altri. In tal modo, le differenze relative al sito di origine e ai tempi di migrazione sono 

responsabili della formazione di distinti sottotipi interneuronali (Butt et al., 2005; 

Yuste, 2005). 

 

Modalità di migrazione neuronale  

      E’ stato ampiamente dimostrato che le cellule piramidali e gli interneuroni 

manifestano diverse modalità di migrazione. Sebbene in passato si ritenesse che i 

neuroni piramidali seguissero una migrazione radiale e gli interneuroni una migrazione 

tangenziale, è stata dimostrata, da oltre un decennio, la coesistenza di diverse modalità 

per ciascuna tipologia cellulare, esplicate in momenti diversi dello sviluppo embrionale 

(Danglot et al., 2006). I neuroni piramidali che originano nel neuroepitelio (VZ) 

migrano radialmente attraverso tre distinte modalità: la traslocazione somatica, la 

locomozione glia-guidata e la migrazione multipolare  (fig. I.13; Shoukimas e Hinds, 

1978; Kriegstein e Noctor, 2004). Gli interneuroni che originano dall’eminenza dei 
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gangli, al contrario, raggiungono la corteccia migrando tangenzialmente per poi 

acquisire modalità di migrazione sia radiale che obliqua verso la destinazione finale 

(vedi review di Danglot et al., 2006). 

 

 
 
Fig. I.13. Schema illustrativo delle tre principali modalità di migrazione radiale manifestate dai 

neuroni piramidali. I neuroni formati nella zona ventricolare (VZ) attraversano la 
zona subventricolare ed intermedia (SVZ/IZ) fino a raggiungere la placca corticale 
(CP). La proteina Reelin, espressa nella zona marginale (MZ), regola la migrazione 
neuronale attraverso l’interazione con recettori espressi dai neuroni immaturi; tale 
interazione inibisce il turnover del dominio intracellulare di Notch che viene 
traslocato nel nucleo dei neuroni in migrazione. Un gradiente delle semaforine 3A 
(sema3A) e sema3F potrebbe regolare la direzionalità della migrazione radiale, 
mentre la proteina extra-cellulare SPARC-like 1 è coinvolta nel blocco della 
migrazione. L’inserto descrive schematicamente la migrazione guidata dalla glia; 
brevemente, alla crescita di processi cellulari segue la traslocazione del nucleo e del 
corpo cellulare. Il centrosoma riveste un ruolo importante nell’associare tali eventi; il 
complesso Lis1/dineina è importante nell’associare i microtubuli sia alla membrana 
plasmatica che a quella nucleare, mentre la Doublecortin regola la dinamicità 
microtubulare. Le proteine di giunzione connessina 43 e 26 giocano, infine, un ruolo 
importante nell’interazione tra la glia radiale ed i neuroni in migrazione (modificato 
da Huang, 2009). 

 

 

I.6 Neurogenesi nell’HIP adulto dei Mammiferi 

      Nell’ultimo decennio, numerosi studi hanno dimostrato la produzione attiva di 

nuovi neuroni in due regioni specifiche, la zona subventricolare (SVZ) del ventricolo 

laterale e la zona subgranulare (SGZ) del DG dell’HIP (Gage et al., 2000). I neuroni 

prodotti in SVZ migrano verso i bulbi olfattivi dove si differenziano in diversi tipi di 

interneuroni preposti al controllo delle cellule a ciuffo e di quelle mitrali (Ming e Song, 
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2005). Le cellule prodotte in SGZ del DG vengono, invece, incorporate nello strato 

molecolare, da dove inviano i propri assoni verso l’hilus e CA3, seguendo la via delle 

MF, ed i dendriti verso lo strato molecolare per ricevere informazioni dalla EC (Ming e 

Song, 2005). Sebbene i meccanismi che controllano la neurogenesi adulta nei due siti di 

origine siano diversi, sono stati individuati dei fattori comuni in grado di favorire 

oppure ostacolare tale processo. La neurogenesi risulta down-regolata, in particolare, 

dallo stress (Gould et al., 1992), dall’età (Cameron e McKay, 1999), dagli ormoni 

glucocorticoidi (Gould et al., 1992) e da droghe di abuso (Eisch et al., 2000), mentre è 

up-regolata dagli ambienti stimolanti (Kempermann et al., 1997), dall’esercizio (van 

Praag et al., 1999), dall’apprendimento HIP-dipendente (Shors et al., 2001), estrogeni 

(Tanapat et al., 1999), farmaci anti-depressivi (Malberg et al., 2000), litio e molti altri 

fattori.  

Il significato funzionale della neurogenesi adulta non è stato ancora completamente 

chiarito. Gli studi finora condotti sono stati mirati, in particolare, alla comprensione del 

ruolo di tale processo nell’apprendimento e nella memoria, cercando di definire se la 

formazione di nuovi neuroni sia necessaria perché si abbia apprendimento o se siano 

tali processi mnemonici a stimolare la neurogenesi (Imayoshi et al., 2008; Saxe, 2006). 

La stragrande maggioranza degli studi di neurogenesi adulta è stata effettuata in 

laboratorio su topi e ratti addomesticati. Entrambe le specie mostrano una pronunciata 

differenza nei loro tassi basali di  “neurogenesi adulta ippocampale” o AHN. L’AHN, 

visualizzata mediante analisi immunoistochimiche, ha messo in evidenza alti tassi di 

proliferazione negli adulti (fino a 20000 nuove cellule al giorno) di topi selvaggi che 

pattugliano grandi territori, mentre bassi livelli sono stati trovati nelle arvicole rossastre 

e arvicole di boschi (Amrein et al., 2004). Altri studi sono stati realizzati su due specie 

di scoiattolo che vivono in territori di diverse dimensioni e assumono comportamenti 

differenti nel modo di nascondersi. In tal caso, si è osservato che lo scoiattolo con spazi 

ristretti e poco cibo a disposizione presenta un più basso tasso di proliferazione basale 

rispetto al roditore che vive in aree più grandi e con maggiore possibilità di nascondere 

cibo (Barker et al., 2005). Nell’HIP dei pipistrelli, invece, si evidenzia una scarsa 

neurogenesi, sia in quelli selvatici che in quelli da laboratorio,  nonostante manifestino 

una precisa memoria spaziale per la sorgente di cibo (Amrein et al., 2007). Tali risultati 

potrebbero indicare il ruolo maggiore della neurogenesi nella memoria spaziale, 

episodica e contestuale che nella navigazione spaziale (Wojtowicz et al., 2008). 

Tuttavia, il tentativo di collegare tassi estremi di AHN con qualsiasi tipo di abilità 
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cognitiva HIP-dipendente pone un grosso problema, legato ai bassi livelli di AHN 

riscontrati nei primati in età avanzata (Eriksson et al., 1998; Gould et al., 1999) e, in 

particolare, nell’uomo dopo i 30 anni di età (Fahrner et al., 2007). Alcuni autori hanno 

suggerito un’associazione tra la riduzione età-dipendente dell’AHN osservata in molte 

specie di Mammiferi e il cambiamento dei tratti comportamentali che caratterizza il 

passaggio da un atteggiamento giovanile a quello adulto. In tal contesto, risulta 

interessante ricordare come già in passato fosse stato ipotizzato che la maturazione 

della funzione ippocampale poteva corrispondere alla “trasformazione dell’incoscienza 

giovanile nella  prudenza degli adulti” (Altman et al. 1973). Più tardi, Lipp e Wolfer 

(1995) hanno cercato di adattare i cambiamenti che si realizzano nel circuito 

ippocampale adulto ai meccanismi evolutivi. Secondo tali autori, l’alta flessibilità 

comportamentale durante la tarda adolescenza e nella giovane età adulta migliora la 

possibilità di creare nicchie ecologiche e sociali facilitando la riproduzione. In seguito 

al ritrovamento di tali nicchie, comunque, i cambiamenti radicali del profilo 

comportamentale non sono tali da aumentare il successo riproduttivo, motivo per cui i 

processi cerebrali che rafforzano le abitudini acquisite fanno probabilmente aumentare 

le soglie di un cambiamento comportamentale. La diminuzione dei livelli di AHN con 

l’avanzamento dell’età  potrebbe riflettere la forma tardiva della stabilizzazione di uno 

sviluppo selettivo (Changeux e Danchin, 1976). Le reti contenenti le cellule dei granuli 

di nuova formazione nel DG, potrebbero formare un mosaico di canali 

differenzialmente attivati lungo molti anelli paralleli intraippocampali; la continua 

attività neuronale lungo questi canali potrebbe subire, con l’età, una down-regulation 

nella zona di proliferazione delle cellule dei granuli, risultando in un pattern 

topografico dell’attività ippocampale prevedibile e stabile. In definitiva, questo porta ad 

una maggiore prevedibilità delle attività che caratterizzano un comportamento adulto 

maturo. La progressiva scomparsa di AHN potrebbe quindi corrispondere a una forma 

di plasticità neuronale accompagnata da altri cambiamenti età-dipendenti, nel sistema di 

MF dell’HIP (Wolfer e Lipp, 1995) e in altre strutture cerebrali che controllano il 

comportamento quali la corteccia prefrontale.  

  

I.7 Maturazione morfo-funzionale dei neuroni ippocampali  

      Le cellule progenitrici dell’encefalo embrionale e delle SVZ ed SGZ dell’encefalo 

adulto vanno incontro ad una serie di modifiche morfo-funzionali che porteranno alla 

formazione di tre distinti fenotipi cellulari: astrociti, oligodendrociti o neuroni (Gage, 
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2000). L’acquisizione del fenotipo neuronale richiede, in particolare, l’attivazione di set 

genici che attribuiscono alle cellule le proprietà dell’eccitabilità, della capacità di 

sintetizzare neurotrasmettitori e di formare connessioni pre- e post-sinaptiche. Sebbene 

il definitivo fenotipo cellulare venga determinato intorno alla prima settimana di 

formazione, l’attivazione funzionale segue un preciso pattern di maturazione spazio-

temporale e richiede qualche settimana (Esposito et al., 2005). In tal contesto, un primo 

dato interessante descrive i neuroni di nuova formazione come cellule capaci di 

sintetizzare neurotrasmettitori e di eccitarsi (grazie all’espressione dei complessi 

recettoriali sulla membrana plasmatica) prima della comparsa di connessioni afferenti. 

In aggiunta, le connessioni GABAergiche appaiono prima di quelle Gluergiche, sia 

durante la neurogenesi adulta che durante lo sviluppo embrionale dei neuroni piramidali 

e granulari ippocampali (Gozlan e Ben Ary, 2003; Tyzio et al., 1999).  

Il processo di maturazione funzionale, descritto in modo dettagliato nel DG adulto, 

è stato articolato in diverse fasi. Durante la prima settimana di maturazione, i neuroni di 

nuova formazione esprimono una minima attività elettrica pur senza ricevere alcuna 

afferenza sinaptica. Nella settimana successiva, i dendriti primari e privi di spine dei 

nuovi neuroni raggiungono lo strato molecolare interno dove ricevono afferenze di tipo 

GABAergico. A partire dalla quarta settimana di sviluppo, infine, i neuroni si 

distribuiscono in maniera definitiva e presentano spine dendritiche che raggiungono lo 

strato molecolare esterno. In tale stadio si assiste alla comparsa di abbondanti afferenze 

Gluergiche cui segue lo sviluppo di afferenze GABAergiche perisomatiche (Esposito et 

al., 2005). La maturazione delle connessioni GABAergiche durante l’intero processo 

risulta, quindi, articolato in due fasi successive. Input GABAergici di tipo lento 

giungono precocemente sui dendriti dei neuroni immaturi, mentre input perisomatici a 

cinetica rapida si attivano solo tardivamente (fig. I.14). Alcuni studi suggeriscono che 

la netta separazione spazio-temporale riscontrata nella maturazione delle afferenze 

ippocampali GABAergiche, potrebbe riflettere il ruolo di tali input nella maturazione 

neuronale. Secondo tale ipotesi, la trasmissione GABAergica attivata precocemente 

rivestirebbe un importante ruolo trofico nella maturazione cellulare (Ben Ary, 2002), 

mentre i più tardivi input perisomatici, coinvolti nella regolazione degli output 

neuronali (Freund, 2003), giocano un ruolo critico nel mantenimento dell’equilibrio 

eccitatorio-inibitorio in una fase in cui la trasmissione Gluergica è completamente 

sviluppata. Complessivamente, tali evidenze suggeriscono che lo sviluppo delle 

afferenze sinaptiche si realizza nell’arco di quattro settimane in base al seguente ordine: 
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sinapsi silenti, afferenze GABAergiche lente, afferenze Gluergiche e afferenze 

GABAergiche rapide (fig. I.14; Esposito et al., 2005). 

 

 
 

  Fig. I.14. Formazione degli input GABAergici e Gluergici durante i processi di morfogenesi 
delle cellule dei granuli nel DG (modificato da Espòsito et al., 2005). 

 

 

      Il processo di maturazione funzionale delle cellule dei granuli finora descritto non 

rappresenta in realtà una peculiarità dello sviluppo neuronale nell’encefalo adulto, ma 

descrive perfettamente tutti i processi che si realizzano nell’embrione. A supporto di 

tale teoria, Tyzio et al. (1999) dimostrarono che i neuroni piramidali dell’area CA1 

nell’HIP neonatale possono essere silenti, manifestare un’attività GABAergica di tipo 

lento o ancora attività GABAergica e Gluergica; tale sequenza è stata riscontrata anche 

nei neuroni piramidali di CA1 nell’HIP di scimmia (Khazipov et al., 2001) e negli 

interneuroni della stessa area nell’HIP di ratto (Hennou et al., 2002). In aggiunta, studi 

neuronanatomici hanno riportato come la formazione di sinapsi GABAergiche a livello 

dendritico preceda quella delle sinapsi perisomatiche, supportando ulteriormente le 

similitudini tra lo sviluppo pre- e post-natale (Gozlan e Ben Ary, 2003). La 

conservazione dei meccanismi di maturazione sinaptica sottolinea fortemente la 

determinazione genica della stessa, escludendo il ruolo primario di una qualsiasi forma 

di fattori ambientali. 

 
I.8 Funzioni  ippocampali: apprendimento e memoria 

Tra le funzioni cerebrali complesse, una delle più affascinanti è senza dubbio la 

capacità di immagazzinare le informazioni scaturite dall’esperienza e di recuperare gran 

parte di esse in qualsiasi momento. Con il termine apprendimento si intende il processo 
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attraverso cui nuove informazioni sono acquisite dal sistema nervoso, mentre con il 

termine memoria si intende il meccanismo di immagazzinamento e/o di richiamo di tali 

informazioni. Apprendimento e memoria rappresentano quindi fenomeni chiave che 

sottostanno a tutte quelle capacità cognitive che caratterizzano gli esseri umani. 

 

I.8.1 Definizione di memoria 

Nel corso degli ultimi decenni sono stati utilizzati diversi approcci nel tentativo di 

definire il concetto di memoria. Una definizione abbastanza generale indica la memoria 

come la conservazione delle esperienze passate per un loro utilizzo nel futuro (Oxford 

Advanced Learner’s Dictionary) o ancora come la capacità di conservare, mantenere e 

recuperare le informazioni. Riferendoci al processo di conservazione di informazioni di 

natura diversa all’interno di sistemi biologici, è possibile distinguere diverse forme di 

memoria, quali la memoria neuronale, immunologica, la memoria delle piante o ancora 

l’affascinante memoria genetica associata ai processi evolutivi (Rensing et al., 2009).  

La memoria neuronale, in particolare, può essere classificata sulla base di due 

diversi criteri, il criterio qualitativo ed il criterio temporale. Il criterio qualitativo 

comprende, sulla base della natura dei ricordi, la memoria dichiarativa o esplicita e la 

memoria procedurale o implicita (fig. I.15). La memoria dichiarativa è la capacità di 

memorizzare e richiamare alla mente informazioni che sono accessibili alla coscienza e 

dunque che possono essere espresse mediante il linguaggio, come ricordi di 

avvenimenti, immagini e suoni. In tal contesto è possibile distinguere ulteriormente una 

memoria episodica ed una semantica (Wang et al., 2006). Nel primo caso ci si riferisce 

al ricordo di eventi personalmente vissuti in un determinato momento e luogo. Esempi 

sono il ricordo di una mela mangiata la sera precedente, o ancora la data di un evento 

pubblico importante. La memoria semantica corrisponde invece al sistema utilizzato per 

conservare la propria conoscenza del mondo che ci circonda; esempi di tale forma sono 

la memoria del significato di un termine, dell’utilità di un oggetto, del suo colore o del 

suo odore. La memoria procedurale rappresenta, invece, la capacità di memorizzare 

informazioni che non sono disponibili alla coscienza, ricordi concernenti competenze 

ed associazioni apprese che, in generale, sono acquisite e rammentate a livello 

inconsapevole. Alcune forme di “memoria motoria” sono esempi di memoria implicita. 

Le varie forme di memoria coinvolgono distinte aree del cervello e mostrano 

caratteristiche diverse, poiché la memoria esplicita ha bisogno del lobo mediale 

temporale intatto dove risiede l’HIP, mentre le diverse forme di memoria implicita sono 

 42



Stato dell’arte 

integrate a vari livelli del SNC ed in particolare a livello del cervelletto, dell’AMY e 

della neocorteccia. Inoltre, le cinetiche d’apprendimento, il consolidamento e il 

richiamo delle memorie sono abbastanza differenti, in quanto la memoria implicita 

richiede un determinato periodo di attivazione ma può essere definitiva, mentre la 

memoria esplicita è più immediata e decade rapidamente in assenza di rievocazione 

(Kandel e Pittenger, 1999). 

Accanto alla classificazione delle diverse forme di memoria definite in base alla 

natura delle informazioni che vengono acquisite, è anche possibile effettuare una 

distinzione in base alla durata, ovvero al periodo di tempo in cui rimane efficace. In tal 

contesto sono state identificate due forme di memoria. In un primo caso distinguiamo la 

memoria a breve termine (anche detta “working memory”), riconosciuta come la 

conservazione di informazioni soltanto per alcuni secondi o minuti, mentre la memoria 

a lungo termine coinvolge processi che garantiscono la disponibilità delle informazioni 

per ore, giorni e diversi anni (Rensing et al., 2009). La memoria a lungo termine può 

essere quindi considerata un archivio per la conservazione e l’organizzazione del 

materiale rielaborato dalla memoria a breve termine, presupponendo il trasferimento 

delle informazioni acquisite in un primo tempo ad un sistema capace di conservarle per 

un periodo maggiore. Tale processo richiede il coinvolgimento di diverse formazioni 

encefaliche oltre che il riarrangiamento dell’organizzazione sinaptica, intesa sia in 

termini di modificazioni persistenti dell’efficacia delle sinapsi esistenti che attraverso la 

formazione o distruzione delle connessioni sinaptiche. 

 
Fig. I.15. Rappresentazione schematica delle diverse forme di memoria e delle principali aree 

encefaliche coinvolte nella loro elaborazione. 
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La memoria, così come l’apprendimento, è il frutto di quattro processi diversi (Wang et 

al., 2006): 

1. codificazione: processo mediante il quale nuove informazioni vengono 

immediatamente analizzate non appena si entra in contatto con esse; dall’efficienza 

della codificazione (attenzione e motivazione) dipende la qualità della conservazione 

della traccia mnemonica; 

2. consolidamento: processi di modifica delle nozioni appena acquisite, ma ancora 

labili, in modo da renderle più stabili e di lunga durata. Il consolidamento richiede 

variazioni di espressione genica e la sintesi di nuove proteine; 

3. conservazione: riguarda i meccanismi ed i siti in cui la memoria viene 

mantenuta per lungo tempo; 

4. recupero: processi che consentono di richiamare alla mente un ricordo attraverso 

meccanismi di ricostruzione di tutte le distinte informazioni che sono state “archiviate” 

in zone diverse della neocorteccia. 

 

I.8.2 Il ruolo dell’HIP nella formazione della memoria 

Qual è il ruolo che l’HIP riveste nei processi mnemonici? Diversi studi hanno 

dimostrato come la precisa organizzazione strutturale e funzionale renda l’HIP 

particolarmente adatto allo svolgimento di attività necessarie per alcune forme di 

apprendimento e memoria. A differenza delle aree corticali caratterizzate da molteplici 

connessioni reciproche, l’HIP presenta in primo luogo un circuito unidirezionale, come 

descritto in precedenza. Brevemente, le informazioni derivanti da una varietà di aree 

corticali uni- e polimodali raggiungono la EC e da qui sia il DG, attraverso la PP, che le 

aree CA1 e CA3. Le MF delle cellule dei granuli del DG raggiungono i neuroni 

piramidali di CA3, da dove originano le SC dirette a CA1 e alcune fibre commisurali 

dirette all’HIP controlaterale. Le cellule piramidali di CA1 inviano fibre sia alla EC che 

al S; da quest’ultimo si dipartono fibre che raggiungono ancora la EC. Infine, dalla EC 

le informazioni ritornano nuovamente a livello delle aree corticali che avevano fornito 

l’input all’HIP (Kenney e Gould, 2008). Numerosi studi hanno dimostrato che le 

connessioni HIP-corticali sono alla base dei processi di trasformazione della memoria a 

breve termine in una più stabile memoria a lungo termine (Debiec et al., 2002), in un 

processo in cui in seguito al completamento della fase di consolidamento HIP-

dipendente, si ha il trasferimento e la conservazione a livello corticale, senza alcun 

contributo dell’HIP (Wiltgen et al., 2004). A supporto di ciò, prove condotte sia su 
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pazienti che su modelli animali hanno dimostrato come la distruzione della HF influisca 

principalmente sulla memoria recente (Wittenberg e Tsien, 2002), mentre lesioni della 

neocorteccia sembrano concorrere all’indebolimento della memoria remota (Frankland 

e Bontempi, 2005). In particolare, lesioni a livello di diverse parti della neocorteccia 

quali la PER, POR e corteccia prefrontale, possono determinare un indebolimento della 

fase non solo di conservazione ma anche di consolidamento della memoria (Burwell et 

al., 2004; Frankland et al., 2004). Particolarmente interessante risulta il ruolo della 

corteccia prefrontale, organizzata in più regioni interconnesse tra di loro quali il cingolo 

anteriore, la corteccia prelimbica ed infralimbica. Tali regioni risultano a loro volta 

fortemente connesse con la corteccia sensoriale, motoria e limbica, manifestando quindi 

la capacità di integrare informazioni provenienti da molteplici fonti (Miller, 1996). Il 

meccanismo di consolidamento corticale prevede che le nuove informazioni da 

memorizzare vengano inizialmente processate da loops HIP-corticali, nei quali l’HIP 

guiderebbe la co-attivazione di diverse regioni o campi corticali. Il rafforzamento della 

connessione diretta tra tali campi corticali sarebbe accompagnata da un graduale 

trasferimento dell’attività di integrazione dall’HIP verso la corteccia prefrontale. A tal 

proposito, alcuni studi suggeriscono come il trasferimento dell’attività integrativa 

dall’HIP alla COR si realizzi durante alcune fasi del sonno, quali la non-REM, 

attraverso una modalità definita “offline”; ciò avverrebbe attraverso piccole oscillazioni 

dell’impulso nervoso, inferiori ad 1 Hz (Born et al., 2006). 

Numerose evidenze suggeriscono come le diverse regioni dell’HIP possano 

svolgere distinte funzioni mnemoniche, quali la memoria episodica, l’apprendimento 

spaziale, l’apprendimento contestualizzato e la memoria di lavoro (fig. I.16). In 

particolare, il DG sembra essere coinvolto nella rappresentazione ortogonale di input 

provenienti dalla EC e, in accordo con questo, lesioni in tale area determinano deficit 

nella codifica della memoria spaziale (Lee e Kesner, 2002) e nella capacità di 

differenziare nella localizzazione spaziale (Gilbert et al., 2001). Particolarmente 

interessante risulta il ruolo che l’area CA3 riveste nei processi di integrazione di input 

provenienti da diverse fonti (Kenney e Gould, 2008); tale proprietà risulta strettamente 

associata alle peculiarità dei neuroni piramidali qui presenti, in quanto una vasta 

porzione dei loro input è rappresentata da fibre collaterali che formano un esteso 

network auto-associativo.  
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Fig. I.16. Schema riassuntivo del ruolo che tre diverse regioni ippocampali (DG, CA3 e CA1) 

rivestono in vari aspetti dei processi di apprendimento e memoria (EC-corteccia 
entorinale, DG-giro dentato, PP-via perforante, TA-via tempoammonica, M-fibre 
muscoidi, SC-collaterali di Schaffer; modificatola da Kenney e Gould, 2008). 

 

In tal modo, l’area CA3 risulta ad esempio coinvolta nelle associazioni tra particolari 

oggetti o odori ed un determinato contesto, o ancora nell’associare un determinato 

contesto ad un evento traumatico (Daumas et al., 2005). Alcune evidenze suggeriscono 

un ruolo per CA3 anche nei processi di completamento di pattern spaziali (Gold e 

Kesner, 2005) oltre che nei processi di acquisizione e di recupero di una determinata 

memoria (Lee e Kesner, 2002). L’area CA1 riveste un ruolo altrettanto importante nel 

formare associazioni temporali, nel consolidamento e nel recupero della memoria. 

Accanto a ciò, le numerose connessioni esistenti tra l’area CA1 e le regioni corticali 

suggeriscono la posizione cruciale di CA1 nei processi di memorizzazione a lungo 

termine (Remondes e Schuman, 2004). 

  

I.8.3 La memoria neuronale 

Come si formano i ricordi, come sono codificati e memorizzati nel cervello?  Il 

cervello non è un passivo registratore di esperienze, in cui le informazioni vengono 

proiettate su uno schermo mentale, ma è un sistema dinamico che crea informazione. 

Per elaborare e memorizzare una vita di ricordi, è richiesta una qualche forma di 

plasticità del cervello che va oltre ciò che notoriamente si verifica durante il primo 

sviluppo. Oggi si ritiene che i ricordi sono codificati come schemi dinamici spazio-
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temporali di una sincronizzata attività cellulare all'interno di un ampia diffusione di reti 

neurali e che questa dinamica si traduce in alterati schemi della connettività tra neuroni 

coattivati (Bruel-Jungerman et al., 2007). E’ da tempo noto che questa attività 

dinamica, di natura transitoria, non può persistere abbastanza a lungo per essere 

l’effettivo substrato della memoria a lungo termine. In tal senso è stato postulato che 

esista un secondo stato di memoria codificato come cambiamento a livello cellulare per 

archiviare queste rappresentazioni. Un processo di stabilizzazione o consolidamento 

porterebbe a ciò che Hebb definì “traccia strutturale”, una traccia di memoria che viene 

mantenuta in una sorta di stato dormiente, ma ha la capacità di tornare in uno “stato 

attivo” per evocare un ricordo ogni qualvolta sono disponibili delle informazioni 

correlate. Sebbene all’inizio si riteneva che, una volta stabilita, la memoria a lungo 

termine rimanesse stabile e immune da qualsiasi forma di perturbazione, nel 1979 

Lewis smentì questa ipotesi.  Una memoria cosiddetta stabilita o consolidata, infatti, 

quando riattivata entra in uno stato dinamico ma fragile, che richiede un’ulteriore 

stabilizzazione mediante modificazioni sinaptiche per essere ancora disponibile e 

ricordata, un processo oggi noto come riconsolidamento (Alberini riesaminata nel 

2005).  Tali considerazioni mettono in evidenza come la memoria a lungo termine non 

sia in realtà stabile, ma al contrario risulta controllata da un meccanismo di plasticità 

dinamico che continua per tutta la vita di un ricordo. 

Quali sono i meccanismi di plasticità che servono per memorizzare  e aggiornare la 

memoria a lungo termine? Ad oggi, la tesi sostenuta più diffusa è quella del 

rafforzamento delle sinapsi, processo che si verifica durante l'apprendimento ed in base 

al quale i ricordi sono stabilizzati ed archiviati come modificazioni della forza sinaptica 

all'interno di circuiti neuronali esistenti, come originariamente indicato da Hebb (1949). 

La capacità dei neuroni di subire il potenziamento sinaptico attività-dipendente è stato 

dimostrato nel 1973 da Bliss e Lomo, i quali per primi descrissero il potenziamento a 

lungo termine (LTP) nell’HIP. Accanto  all’LTP, esistono anche altre forme di 

plasticità cerebrale ed in particolare quello più investigato è la depressione a lungo 

termine (LTD), una forma di rimodellamento inizialmente considerata come 

indebolimento di lunga durata della forza sinaptica attività-dipendente. 
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I sistemi di neurotrasmissione ippocampali 
I sistemi GABAergico e Gluergico 

E’ ampiamente riconosciuto che lo sviluppo neuronale, inteso come proliferazione, 

migrazione e differenziamento neuronale, non rappresenta un processo embrionale ma 

continua a realizzarsi per tutto il corso della vita, seppur manifestando una modesta 

tendenza a ridursi nei soggetti anziani. In tal modo, la formazione delle diverse 

componenti neuronali, assone e dendriti, può essere studiata non solo in modelli di 

sviluppo pre-natale, ma anche e soprattutto peri-natale, in accordo con le numerose 

evidenze circa il coinvolgimento degli stessi meccanismi molecolari nelle due diverse 

fasi. Numerosissime prove suggeriscono il ruolo chiave che la trasmissione sinaptica 

eccitatoria riveste nella maturazione neuronale, sottolineando come questa sia mediata, 

in un primo momento, da complessi recettoriali di tipo GABAergico e solo 

successivamente dal sistema Gluergico. Ad ogni modo, già verso il termine della prima 

settimana di sviluppo post-natale, entrambe le correnti eccitatorie  

GABAergico/Gluergico-mediate cooperano per assicurare uno sviluppo normale dei 

neuroni. La co-esistenza di tali forme di trasmissione è mantenuta fino alla seconda-

terza settimana di sviluppo, momento in cui in ciascuna regione dell’encefalo si ha uno 

slittamento dell’azione GABAergica da eccitatoria ad inibitoria; in questi momenti, il 

GABA diviene il principale neurotrasmettitore ad azione inibitoria presente 

nell’encefalo adulto.  

 

II.1 Sintesi, metabolismo e secrezione del GABA 

Il GABA viene prodotto attraverso una reazione di decarbossilazione dell’acido 

glutammico operata dall’enzima glutammico decarbossilasi (GAD), altamente specifico 

e la cui attività richiede la presenza del cofattore piridossal-fosfato. La distribuzione del 

GAD nel SNC, perfettamente sovrapponibile a quella del GABA, interessa il 

citoplasma delle terminazioni nervose neuronali, dove lo si ritrova in forma solubile. Il 

GABA, sintetizzato nel citoplasma, viene successivamente immagazzinato nelle 

vescicole sinaptiche presenti nella porzione terminale degli assoni grazie all’azione di 

un trasportatore specifico che utilizza, come fonte di energia, sia il gradiente elettrico 

che il gradiente chimico, presenti tra il lume vescicolare ed il citoplasma e generati 

dalla pompa protonica vescicolare. In seguito al suo rilascio ed al sul legame sui 

terminali postsinaptici, il GABA viene degradato dall’enzima GABA-α-chetoglutarico 
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transaminasi (GABA-T), che lo deammina a semialdeide succinica (SSA); questa viene 

ossidata ad acido succinico ad opera di una semialdeide-succinico-deidrogenasi 

(SSDH) NAD-dipendente ed entra a far parte del ciclo di Krebs. Il gruppo amminico 

viene trasferito da GABA-T ad una molecola di α-chetoglutarato (αKG) per formare 

l’acido glutammico, che viene riutilizzato per la sintesi di nuovo GABA. Numerosi 

studi condotti in vitro hanno dimostrato che il rilascio di GABA può essere sia 

spontaneo che legato a stimolazione nervosa e, in quest’ultimo caso, opera un 

meccanismo calcio (Ca2+)-dipendente. È noto come, sebbene esistano molteplici 

proteine trasportatrici (GAT-1, GAT-2, GAT-3 e BGT-1) preposte alla rapida 

rimozione del GABA dallo spazio sinaptico sia livello delle terminazioni nervose 

GABAergiche che sulle cellule gliali, il mantenimento delle basse concentrazioni di 

GABA negli spazi extracellulari è dovuto soprattutto all’attività di tali trasportatori 

sulle cellule gliali (Paoletti et al., 2004).  

 

Distribuzione dei neuroni GABAergici a livello dell’ippocampo 

È stato dimostrato che la distribuzione del GABA e della GAD non è uniforme 

all’interno del SNC, con concentrazioni massime a livello della substantia nigra (SN), 

nel globus pallidus, nell’ipofisi, nei corpi quadrigemini, nella corteccia cerebrale e 

nell’HIP, e concentrazioni minori caratteristiche di ponte e bulbo. La presenza del 

GABA è stata riscontrata anche nei bulbi olfattivi, nell’eminenza mediana e nelle 

regioni ipotalamiche del nucleo arcuato e del nucleo paraventricolare (PVN). I neuroni 

GABAergici presenti nello striato danno origine alla via GABAergica striato-nigrale, 

che ha la sua origine nel nucleo caudato e nel globus pallidus e proietta alla SN. Da 

questa prendono, invece, origine le vie nigro-collicolare e nigro-talamica, che dalla 

pars reticulata proiettano agli strati profondi del collicolo superiore e ai nuclei ventro-

mediale, medio-dorsale ed intralaminare del talamo, e la via nigro-tegmentale, che 

proietta al tegmento ponto-mesencefalico. Nel cervelletto, il GABA è presente 

principalmente a livello dello strato delle cellule del Purkinje e a livello dei nuclei 

profondi, dove proiettano gli assoni GABAergici delle cellule del Purkinje stesse; 

elevate concentrazioni di GABA caratterizzano, inoltre, le cellule basket e stellate, con 

cui le cellule del Purkinje contraggono collegamenti sinaptici, e nelle cellule del Golgi 

di tipo II che sono in contatto sinaptico con i dendriti delle cellule granulari (Paoletti et 

al., 2004). 
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In riferimento all’HIP, numerosi studi hanno portato alla definizione di 9 marker 

specifici per l’identificazione di altrettanti tipi di neuroni GABAergici: decarbossilasi 

67 dell’acido glutammico (GAD67), 3 proteine che legano il calcio Ca2+ [parvalbumiva 

(PV), calretinina (CR) e calbindina D28K (CB)], 4 neuropeptidi [neuropeptide Y 

(NPY), somatostatina (SOM), colecistochinina (CCK) e proteina intestinale vasoattiva 

(VIP)] e l’ossido nitrico sintasi (NOS; Jinno e Kosaka, 2006). A livello dell’HIP si 

riscontra una distribuzione pressocchè omogenea che interessa tutti gli strati sia della 

porzione dorsale (DH) che di quella ventrale (VH). Nell’area CA1 dorsale, in 

particolare, il 24% dei neuroni GAD67 è localizzato nello SLM, il 17% nello SR, il 

32% nello SP e il 27% nello SO; tale pattern di distribuzione laminare è mantenuto 

nella regione CA3. Nel DG, al contrario, la maggior parte delle cellule positive a 

GAD67 è localizzata nello strato delle cellule granulari. In aggiunta, nella maggior 

parte delle aree si riscontra una densità più alta a livello ventrale che non a livello 

dorsale. Shi et al. (2004), attraverso un confronto diretto della densità delle diverse 

classi neuronali negli encefali di topo e di ratto, hanno dimostrato che a livello dell’HIP 

la densità dei neuroni principali è più alta negli encefali di piccole dimensioni, mentre 

la densità dei neuroni GABAergici, in numero ridotto rispetto a quello delle cellule 

principali, risulta paragonabile al variare delle dimensioni encefaliche. Tali 

osservazioni suggeriscono l’esistenza di diversi meccanismi di omeostasi encefalica, 

volta al mantenimento dell’equilibrio tra eccitazione ed inibizione (Jinno e Kosaka, 

2006). Un'altra classe di neuroni GABAergici caratterizzata dall’espressione della PV 

si identifica principalmente con le cellule basket e le cellule asso-assoniche, sebbene 

studi recenti dimostrano la presenza di tale proteina anche nelle altre cellule che 

occupano lo spazio tra lo SO e lo SLM (Klausberger et al., 2003; Ferraguti et al., 2004) 

oltre che nelle cellule bi-stratificate (Klausberger et al., 2003). I neuroni GABAergici 

positivi alla CR, coinvolti nel controllo funzionale di altri neuroni GABAergici, danno 

origine alle MF dell’hilus nel VH dei topi, ma non dei ratti. Gli interneuroni che 

esprimono la CB, al contrario, sono distribuiti  nelle cellule granulari del DG e in un 

sottogruppo dei neuroni piramidali di CA1, da dove forniscono sinapsi sui dendriti 

distali delle cellule principali esercitando un controllo sugli input afferenti (Jinno e 

Kosaka, 2006). Molti studi suggeriscono l’esistenza, all’interno dei neuroni 

GABAergici, di neuropeptidi in grado di agire come neurotrasmettitori o 

neuromodulatori. I neuropeptidi SOM, NPY, CCK e VIP si trovano, ad esempio, 

principalmente nei neuroni GABAergici, sebbene la CCK sia stata riscontrata anche in 
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alcuni sottogruppi di neuroni non-GABAergici nell’HIP di topo (Jinno e Kosaka, 

2003). La maggior parte dei neuroni GABAergici positivi alla SOM, in particolare, si 

identifica con le cellule inibitorie dendritiche, quali, ad esempio, gli interneuroni 

presenti all’interfaccia SO/Alveus (Alv) con arborizzazioni assoniche che raggiungono 

lo SLM e neuroni associati alla PP dell’hilus. In aggiunta, la maggior parte delle cellule 

che forniscono proiezioni HIP-setto, risultano positive alla SOM (Jinno e Kosaka, 

2003). Studi recenti dimostrano l’espressione del NPY nelle cellule bi-stratificate 

(Klausberger et al., 2003). I neuroni GABAergici positivi alle CCK possono essere 

classificati sulla base delle caratteristiche morfologiche in vari sottogruppi, quali le 

cellule basket, le cellule associate alle SC, le cellule associate alla PP, le cellule bi-

stratificate (Cope et al., 2005). Nell’HIP, una grande quantità di neuroni GABAergici, 

le cui caratteristiche anatomiche e funzionali non sono ancora note, esprimono, inoltre, 

la NOS. È interessante il fatto che anche alcuni neuroni piramidali di CA1 presentano 

una debole immunoreattività verso la NOS. Sebbene la densità assoluta dei neuroni 

GABAergici non presenta variazioni significative a livello ippocampale, specifici 

gradienti dorso-ventrali riguardano, invece, la distribuzione dei vari sottogruppi 

neuronali. Nell’area CA1, ad esempio, gradienti dorso-ventrali opposti sono riscontrati 

nello SO e in quello SP.  

 

II.2 Caratteristiche molecolari e funzionali dei recettori GABAergici 

Il GABA rappresenta il principale neurotrasmettitore ad azione inibitoria presente 

nel SNC, dove esplica le proprie azioni attraverso l’interazione con tre distinti sottotipi 

recettoriali: i GABAARs (Olsen e Sieghart, 2008) e GABACRs ed il GABABRs (Pirker 

et al., 2000; Olsen e Sieghart, 2008). L’azione inibitoria rapida del GABA, in 

particolare, è mediata dall’attivazione dei GABAARs a livello encefalico (Sieghart e 

Sperk, 2002; Rudolph e Mohler, 2004) e dei GABACRs a livello della retina (Bormann 

e Feigenspan, 1995), mentre la componente lenta e prolungata della trasmissione 

GABAergica è mediata dai GABABRs (Bettler e Tiao, 2006). I GABAARs ed i 

GABACRs sono permeabili agli ioni cloro (Cl-) e bicarbonato   (HCO3
-; Farrant e Kaila, 

2007; Trigo et al., 2008), per cui la loro attivazione determina l’iperpolarizzazione del 

neurone; al contrario, i GABABRs determinano l’attivazione a valle di diversi sistemi 

effettori che dipendono dalla specifica proteina G cui risultano essere accoppiati. 
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II.2.1 GABABRs 

I GABABRs appartengono alla famiglia dei recettori metabotropici accoppiati alle 

proteine G e sono costituiti dalle due subunità GABAB(1) (GB1), presente nelle due 

isoforme GABAB(1a) e GABAB(1b), e GABAB(2) (GB2), le quali si assemblano in 

modo omo- o etero-dimerico a formare un recettore funzionale (Bettler et al., 2004). 

Numerosi studi indicano un ruolo diverso per ciascun tipo recettoriale ed, in particolare, 

mentre gli autorecettori GABAB presinaptici provvedono al controllo inibitorio del 

rilascio di GABA, gli eterorecettori presinaptici sono preposti al controllo del rilascio di 

altri neurotrasmettitori, quali il Glu, attraverso un comune meccanismo di azione che 

prevede la riduzione della conduttanza al Ca2+ (Galanopoulou, 2008). L’attivazione dei 

GABABR postsinaptici determina, invece, un incremento della conduttanza al potassio 

(K+) attraverso l’apertura di specifici canali detti “inwardly rectifying” o GIRKs, 

responsabili di una prolungata iperpolarizzazione neuronale. Tutti i recettori sono 

inoltre sensibili all’azione dell’agonista selettivo baclofen. In tal modo, mentre i 

GABAARs ed i GABACRs sono responsabili della componente rapida della 

trasmissione sinaptica inibitoria a livello encefalico, i GABABRs mediano, al contrario, 

la componente lenta. È importante sottolineare come l’esistenza di omo- ed etero-

recettori in grado di mediare diverse azioni sia stato proposto sulla base della possibilità 

di modulare una o l’altra attività, attraverso l’utilizzo di ligandi specifici per il 

GABABR (Cunningham e Enna, 1996). I GABABRs rappresentano l’unico esempio di 

recettore metabotropico nel quale solo la subunità GB1 contiene il sito di legame per il 

ligando, mentre l’accoppiamento ai sistemi effettori intracellulari è mediato dalla 

subunità GB2; in tal modo, l’inattivazione casuale di una delle due subunità comporterà 

in ogni caso l’eliminazione dell’azione del GABABR (Gassmann et al., 2004; Thuault 

et al., 2004). 

 

II.2.2 GABAARs  

La maggior parte delle funzioni esplicate dal GABA a livello del SNC sono mediate 

dall’attivazione dei GABAARs, altamente sensibili all’azione di ligandi specifici quali 

muscimol e bicucullina. I GABAARs presentano un’ampia distribuzione che interessa 

sia il SNC che particolari organi periferici; moderati livelli di GABAARs sono stati, ad 

esempio, riscontrati nel pancreas (Borboni et al., 1994), dove sia la funzione che il 

potenziale farmacologico recettoriali non sono ancora noti (Olsen e Sieghart, 2008). 

L’abbondanza dei GABAARs è in accordo con il ruolo che essi rivestono nella 
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regolazione di svariate funzioni fisiologiche, suggerendo quindi la possibilità di usarli 

come target di numerose classi di farmaci (Hevers e Luddens, 1998; Olsen e Homanics, 

2000). A tal proposito, è stato dimostrato che l’azione inibitoria rapida del GABA 

mediata dai GABAARs risulta essenziale oltre che per la modulazione dell’eccitabilità 

encefalica (Olsen e Avoli, 1997;  Fritschy et al., 1999), anche per il controllo degli stati 

d’ansia (Nutt et al., 1990; Pratt, 1992), della fame e della sete, del ritmo circadiano e 

della cognizione, della vigilanza, della memoria e dell’apprendimento (Izquierdo e 

Medina, 1991). 

Il GABAAR (fig. II.1) è rappresentato da un canale ionico eteropentamerico che, 

insieme ai recettori nicotinici dell’acetilcolina (Corringer et al., 2000; Lukas e 

Bencherif, 2006),  della glicina (Gly; Breitinger e Becker, 2002), della serotonina (Ser; 

Davies et al., 1999; Thompson e Lummis, 2006) ed al canale ionico attivato dallo zinco 

(Zn2+; Davies et al., 2003) rientrano a far parte della superfamiglia dei canali ionici 

attivati dal ligando (LGIC).  

 

 
 

Fig. II.1. Schematizzazione del recettore GABAA. 

 

 

In particolare, mentre i recettori per l’acetilcolina e per la Ser, così come quelli attivati 

dallo Zn2+, sono canali selettivi per cationi e, quindi ad azione eccitatoria, il GABAAR e 

quello della Gly sono selettivi per anioni per cui mediano un’azione inibitoria (Olsen e 

Sieghart, 2008). Nonostante il diverso ruolo funzionale, tutte le subunità che 
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caratterizzano i membri di questa superfamiglia presentano un’omologia di sequenza 

pari al 30%, responsabile dell’alta similarità riscontrata nelle strutture secondarie e 

terziarie delle proteine (Collingridge et al., 2009). Tutti i recettori appartenenti a questa 

famiglia sono organizzati in complessi pentamerici che attraversano la membrana 

plasmatica, con un poro centrale attraverso cui lo ione può transitare. Numerosi studi 

hanno dimostrato l’esistenza di diversi sottotipi dei GABAARs che, nei Mammiferi, 

nascono dalla combinazione di 20 subunità codificate da altrettanti geni, quali 1-6α, 1-

3β, 1-3γ, δ, ε, π, θ e 1-3ρ (Sernagor et al., 2010). Di tutte le subunità descritte, 17 sono 

espresse nel GABAAR (Barnard et al., 1998; Costa et al., 2002; Sieghart e Sperk, 2002; 

Jin et al., 2004; Mohler et al., 2006; Trigo et al., 2008; Olsen e Sieghart, 2009), mentre 

le restanti subunità ρ rientrano nella costituzione del GABACR a livello retinico e si 

distinguono dalle precedenti in quanto responsabili della formazione di un complesso 

recettoriale insensibile alla bicucullina (Barnard et al., 1998; Bormann, 2000; Chebib e 

Johnston, 2000; Johnston, 2002); i GABACRs, a differenza dei GABAARs, sono inoltre 

sensibili ad un analogo del GABA, l’ acido cis-aminocrotonico (CACA). Sia negli 

Uccelli che in altre specie mancano le subunità θ e ε, sostituite nel complesso 

recettoriale dalle subunità β4 e γ4; tale sostituzione probabilmente è da associare 

all’elevata omologia di sequenza esistente tra le subunità ε e γ e tra θ e β (Olsen e 

Sieghart, 2008). Tutte le subunità del GABAAR sono costituite da un grosso dominio 

N-terminale (ATD) idrofilico nella porzione extracellulare, da quattro domini 

transmembrana ad α-eliche (M1-M4) N-glicosilati di circa 220 aminoacidi (aa), un 

grosso loop nella porzione intracellulare tra il terzo e il quarto dominio transmembrana 

(M3 e M4) ed infine un breve dominio C-terminale extracellulare (Costa et al., 2002). Il 

dominio M2 forma il rivestimento del canale ionico, con un piccolo contributo anche di 

M1 (Corringer et al., 2000; Sine e Engel, 2006; Olsen e Sieghart, 2009), mentre il 

dominio ad α-elica presente all’interno del loop citoplasmatico M3-M4 sembra 

influenzare la conduzione ionica (Peters et al., 2005). Accanto all’elevata omologia 

riscontrata tra i membri di questa superfamiglia in riferimento ai domini di membrana è 

stato evidenziato anche un elevato grado di conservazione di specifici domini 

funzionali, quali le regioni che contengono i siti di legame (Corringer et al., 2000; 

Olsen e Sawyer, 2004; Sine e Engel, 2006) del GABA o di altri ligandi. I domini M2, in 

particolare, sono coinvolti nella definizione della struttura del canale e nella selettività 

ionica (Keramides et al., 2004), mentre in corrispondenza dei domini extracellulari 

delle cinque subunità sono state identificate 5 tasche. Due tasche sull’interfaccia β/α 
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formano il sito di legame per il GABA, mentre la tasca sull’interfaccia α/γ forma il sito 

di legame per le benzodiazepine (BZD). La tasca che accoglie il GABA è formata dai 

cosiddetti “loops” A, B e C sul versante β+ (“principale”) e dai “loops” D, E e F sul 

versante α- (“complementare”; Ernst et al., 2003). In aggiunta, i residui aminoacidici 

responsabili della specificità di tale legame manifestano un elevato grado di omologia 

non solo con gli stessi siti degli altri componenti della superfamiglia, ma anche con i 

siti di legame per altri ligandi, quali le BZD (Corringer et al., 2000). A supporto di ciò, 

il sito di legame per le BZD, localizzato sull’interfaccia β/α, presenta omologhi “loops” 

indicati come A, B e C su α+ e D, E e F su γ- (Ernst et al., 2003).  

La maggior parte dei GABAARs nasce dall’assemblaggio di due subunità α, due β e 

una γ (in particolare γ2) o una δ, le cui varianti si combinano in modo da creare 

GABAARs farmacologicamente definiti (Mohler, 2006). Le subunità α1, β1, β2, β3 e γ2 

presentano una distribuzione ubiquitaria (Pirker et al., 2000), a livello centrale, mentre 

le subunità α2, α3, α4, α5, α6, γ1 e δ sono confinate in specifiche regioni della formazione 

encefalica. Le subunità cosiddette “minori”, quale la subunità δ, sostituiscono spesso la 

subunità γ nel pentamero, come ad esempio nella combinazione α2/β2/δ (Barrera et al., 

2008). In aggiunta, la subunità δ presenta in alcune aree, quali talamo e SM del DG, 

una co-distribuzione con la subunità α4, mentre a livello cerebellare si presenta in 

associazione con la subunità α6 (Pirker et al., 2000). Numerosi studi hanno dimostrato, 

inoltre, che i recettori contenenti la subunità δ comprendono anche le subunità β 

(Jechlinger et al., 1998; Polti et al., 2003) e possono avere una localizzazione sia 

perisinaptica che extrasinaptica (Peng et al., 2002; Wei et al., 2003). La subunità γ2, 

d’altra parte, risulta indispensabile per l’assemblaggio del complesso recettoriale a 

livello sinaptico, attraverso un’interazione specifica con la proteina sinaptica geferina. 

 

Organizzazione dei geni per le subunità del GABAAR 

Gran parte dei geni codificanti per le diverse subunità GABAAergiche sono 

organizzati in gruppi del tipo β-α-α-γ e β-α-γ su vari cromosomi. Studi condotti su 

diverse ricostruzioni di alberi filogenetici suggeriscono l’organizzazione dei geni del 

recettore GABAA in clusters derivati da eventi di duplicazione genica a partire da un 

singolo gruppo di geni ancestrali β-α-γ (Russek, 1999). Nell’uomo in particolare sono 

descritti 4 gruppi di geni che codificano per le subunità del GABAAR; i geni delle 

subunità β1-α4-α2-γ1 sono localizzati sul cromosoma 4p14-q12 (Russek, 1999), mentre i 

geni delle subunità β1 e α4, separati da meno di 60 kb, sono arrangiati in un 
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orientamento testa-testa (Russek, 1999). Analogamente, il gruppo di geni codificanti 

per le subunità α2, α4 e β1 risulta altamente espresso nella HF di ratto adulto, indicando 

il ruolo di tale organizzazione genica nel garantire una trascrizione genica regione-

specifica (Steiger e Russek, 2004). I geni che codificano per altre subunità del 

GABAAR sono presenti, ad esempio, nel gruppo β2-α6-α1-γ2 sul cromosoma 5q31.2-q35 

(Russek, 1999); all’interno di tale gruppo, i geni per le subunità β2 e α6 sono separati da 

meno di 60 kb, ed orientati in direzione opposta (Russek, 1999). Il gruppo β3-α5-γ3 per 

il recettore GABAA, mappato sul cromosoma 15q11-q13 (Russek, 1999), al contrario, 

non sembra contenere geni codificanti per altre subunità α, fatta eccezione per la α5. 

Similmente a quanto riportato per il gruppo precedente, anche qui i geni  per le subunità 

β3 e α5 sono orientati in maniera opposta (Russek, 1999), mentre l’unità trascrizionale 

del gene per la subunità γ3 si trova esternamente ai primi due (β3 e α5). Un ulteriore 

gruppo localizzato sul cromosoma Xq28, comprendente i geni che codificano per le 

subunità θ-α3-ε, presenta un’organizzazione simile al gruppo localizzato sul cromosoma 

15 (Russek, 1999). I geni per la subunità θ sono, infatti, analoghi a quelli per la 

subunità β, mentre quelli per la subunità ε hanno lo stesso orientamento trascrizionale 

dei geni che codificano per le subunità γ (Steiger e Russek, 2004). 

L’esistenza di varianti di splicing alternativo è stata dimostrata solo per alcune 

subunità, quali γ2 e β2/3; le isoforme della subunità γ2 differiscono per un frammento di 

8 aa che contiene un sito di fosforilazione per la proteina chinasi C (PKC), presente a 

livello del secondo loop intracellulare dell’isoforma lunga γ2L ed assente in quella 

breve γ2S. Entrambe le isoforme sono espresse a livello di diverse aree encefaliche 

secondo un rapporto che varia con l’età (Olsen e Sieghart, 2008), sebbene presentino 

una diversa affinità per le BDZ. Analogamente, le isoforme ottenute da fenomeni di 

splicing alternativo dei geni per β2/3 contengono siti di fosforilazione riconoscibili da un 

enzima specifico. Numerosi studi hanno, inoltre, messo in evidenza l’esistenza di siti 

d’inizio diversi per la trascrizione dei geni codificanti per α4, β2, ε e ρ1 (Simon et al., 

2004). 

 

Pattern di distribuzione delle subunità GABAAergiche nell’encefalo adulto 

L’elevata eterogeneità delle subunità che costituiscono i GABAARs ha spesso 

portato a credere erroneamente che potesse esistere un numero elevatissimo di 

complessi recettoriali con altrettanti diversi profili farmacologici. Numerosi studi hanno 

invece dimostrato come solo un numero ridotto di combinazioni tra le diverse subunità 
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sia effettivamente riscontrabile a livello cellulare, e il numero si riduce se si 

considerano le combinazioni funzionali. In particolare, recenti evidenze suggeriscono 

come recettori pienamente funzionali solo 11 sottotipi; ad essi si aggiungono 6 

combinazioni per le quali vi sono forti evidenze, 8 combinazioni che probabilmente 

tederebbero a formarsi senza divenire attivi ed un sottotipo contenente due subunità α, 

per un totale complessivo di 26 tipologie (Olsen e Sieghart, 2009). I sottotipi 

recettoriali che si riscontrano in ciascuna area encefalica sono inoltre strettamente 

associati alla distribuzione delle distinte subunità nelle stesse aree.  

 

Distribuzione dei sottotipi  recettoriali GABAAergici nell’ippocampo 

La scoperta di correnti inibitorie postsinaptiche cineticamente e 

farmacologicamente distinte nelle cellule piramidali dell’HIP ha portato a suggerire 

l’esistenza di diversi sottotipi recettoriali GABAAergici a livello postsinaptico 

(Maccaferri et al., 2000; Thomson et al., 2000). La maggior parte delle subunità 

GABAAergiche è stata riscontrata, sia a livello somatico che dendritico, sui neuroni 

piramidali ippocampali, sebbene vi siano differenze di ordine funzionale. In tal 

contesto, una prima importante differenza riguarda la distribuzione della subunità α2, 

ristretta all’albero dendritico, e quella delle subunità α3 o α5, localizzate sulle numerose 

spine, suggerendo come ogni variante della subunità α sia in effetti in grado di trasferire 

informazioni specifiche legate alla sua particolare localizzazione subcellulare (Brünig 

et al., 2002). Le subunità α6 e δ rappresentano invece sottotipi recettoriali extrasinaptici 

in grado di mediare una forma di inibizione tonica sia a livello cerebellare che nelle 

cellule granulari del DG (Brickley et al., 1999, 2001; Mody e Nusser, 2000). Recettori 

exstrasinaptici sono stati riportati anche nelle cellule piramidali di CA1 e CA3, con una 

composizione in subunità pressocchè paragonabile. Da un punto di vista funzionale, i 

recettori exstrasinaptici presentano generalmente un’elevata affinità per il GABA con 

una bassa cinetica di desensibilizzazione, rivestendo quindi un ruolo importante come 

“sensori” del GABA riversato a livello sinaptico (Brünig et al., 2002). In riferimento 

alla diversa distribuzione dei recettori a livello sinaptico o extrasinaptico, è stata 

dimostrata una distribuzione di questi ultimi abbastanza diffusa, che si oppone alla 

tipica organizzazione raggruppata dei recettori nei siti sinaptici; recettori con una 

composizione in subunità identica possono, inoltre, distribuirsi secondo un pattern che 

dipende dal tipo cellulare considerato. Ad esempio, così come le subunità α1, α2 e α3 

rientrano nella costituzione di GABAARs sinaptici ed exstrasinaptici in tipi cellulari 
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diversi, la subunità α5 contribuisce principalmente, ma non selettivamente, alla 

formazione dei recettori extrasinaptici nelle cellule piramidali. Diversi studi hanno 

dimostrato la presenza di α5 anche nei dendriti delle cellule piramidali di CA1 

(Serwanski et al., 2006). Per quanto concerne la subunità α3, anche la sua 

localizzazione sinaptica/exstrasinaptica risulta cellula-specifica; nelle cellule “fire-ball” 

e nelle cellule con dendriti arborizzati la subunità α3 rientra nei recettori extrasinaptici, 

mentre nelle piccole cellule multipolari appare spesso legata ad una proteina di 

ancoraggio postsinaptico per i GABAARs (geferina). Secondo tale principio, la subunità 

α3 forma recettori postsinaptici nei neuroni del nucleus reticular talamico (Baer et al., 

1999) e nel Cb (Sassoè-Pognetto et al., 2000), ma recettori exstrasinaptici nei neuroni 

corticali in fase di sviluppo (Hutcheon et al., 2000) e nell’oliva inferiore (Devor et al., 

2001).  

L’esistenza di GABAARs presinaptici è stata dimostrata a livello ippocampale in 

seguito all’applicazione di muscimol, responsabile della stimolazione del sito del 

GABA con conseguente attivazione recettoriale. L’applicazione del muscimol in 

prossimità delle terminazioni assoniche delle MF determina, infatti, una variazione 

dell’eccitabilità (Ruiz et al., 2003) che si associa  ad una variazione della 

concentrazione sia di Cl- che di Ca2+ all’interno del terminale sinaptico (Trigo et al., 

2008). Alcuni studi riportano che stimolazioni extracellulari ripetitive dell’HIP si 

accompagnano ad un incremento del  rilascio di GABA a livello di CA3, così come ad 

una maggiore attività delle MF nell’HIP di ratti giovani, ma non di quelli adulti 

(Nakamura et al., 2007). Questi risultati confermano che i GABAARs presinaptici 

hanno la capacità di modulare l’eccitabilità delle MF in risposta all’attività 

ippocampale, anche se non è ancora stato chiarito il loro effetto inibitorio o eccitatorio. 

L’applicazione di basse concentrazioni di muscimol aumenta le correnti post-sinaptiche 

eccitatorie (EPSC) nelle sinapsi CA3-CA1 attraverso un aumento sia dell’eccitabilità 

che della probabilità di rilascio dai terminali di CA3, suggerendo in tal modo la 

presenza dei GABAARs presinaptici nelle cellule piramidali di CA3 (Jang et al., 2005). 

Complessivamente, la trasmissone GABAAergica a livello ippocampale coinvolge solo 

un determinato set di recettori che nascono dall’assemblaggio delle subunità α1, α2, α4, 

α5, β1, β2, β3 e γ2, distribuiti in maniera eterogenea nelle diverse aree ippocampali. A 

livello degli SO e SR delle aree CA1 e CA3, in particolare, si riscontra un’elevata 

espressione delle subunità  α1, β2 e γ2 a livello dendritico. Solo una debole espressione 

delle subunità β1 e δ è rilevata, al contrario, nelle cellule piramidali e granulari, mentre 
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elevati livelli di α2, α4 e δ sono caratteristici dello SM del DG. A tale livello sono 

moderatamente espresse anche le subunità  α1, β1, β2, β3 e γ2, mentre solo una 

bassissima espressione è stata riscontrata per α3 (Sperk et al., 1997). In riferimento alla 

distribuzione di tali recettori a livello dell’HIP, una prima importante differenza 

interessa i sottocampi CA1-3. Un’elevata espressione della subunità α5 è stata 

riscontrata in CA1, in associazione con la subunità β3 altamente espressa anche in CA3; 

al contrario, in CA2 si riscontra un’elevata espressione della subunità β2, 

moderatamente espressa, invece, nelle altre regioni (Sperk et al., 1997). Un diverso 

pattern di espressione caratterizza il complesso subiculare, dove elevati valori di 

espressione sono rilevati per le subunità α1 e β2. Di recente è stata dimostrata l’esistenza 

di un gradiente di distribuzione dei diversi recettori GABAAergici lungo l’asse dorso-

ventrale dell’HIP. Nella regione CA1 l’espressione dell’mRNA per le subunità α1, β2, γ2 

risulta infatti essere bassa, mentre l’espressione degli mRNAs per le subunità α2 e β1 

appare significativamente più alta nel VH che non nel DH. Dal momento che le 

combinazioni riscontrate maggiormente nell’HIP sono α1/β2  e α2/β1 (Ramadan et al., 

2003), è possibile suggerire una distribuzione differenziale per i sottotipi del GABAAR 

α1/β2/γ2 e α2/β1/γ2 tra i due poli ippocampali, ed in particolare, mentre i recettori 

contenenti α1 dominano nella parte dorsale, quelli con la subunità α2 prevalgono nella 

parte ventrale. In aggiunta, una bassa espressione dei GABAAR di tipo α4/β3/δ è stata 

riscontrata nel DG così come nelle altre aree ventrali dell’HIP. Analisi condotte sulla 

distribuzione cellulare delle subunità GABAAergiche hanno dimostrato che i recettori 

contenenti α2, localizzati prevalentemente sul segmento iniziale dell’assone e sul soma, 

ricevono gli impulsi inviati dalle cellule a candelabro e dalle cellule basket esprimenti 

la CCK (Nyiri et al., 2001), mentre i GABAAR contenenti la subunità α1 a livello 

somatico ricevono impulsi dalle cellule basket positive alla PV e sono maggiormente 

espressi negli strati dendritici di CA1 (Brunig et al., 2002).  

 

Maturazione funzionale dei GABAARs  

Lo sviluppo postnatale della maggior parte delle aree encefaliche è caratterizzato da 

processi di maturazione morfo-funzionale dei circuiti neuronali che forniranno il 

preciso pattern di connessioni sinaptiche tipico dell’encefalo adulto. Numerosi studi 

hanno dimostrato l’importanza del sistema GABAergico per tali processi di 

maturazione, in una fase in cui la neurotrasmissione da esso mediata risulta ancora di 

natura eccitatoria (Ben-Ari, 2002; Meier et al., 2003; Schlesinger et al., 2004). L’azione 
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depolarizzante GABAAergica nei neuroni immaturi determina l’attivazione dei canali 

per il Ca2+, con conseguente aumento della concentrazione intracellulare di Ca2+ ed 

innesco delle diverse cascate di segnali sensibili a tale ione (Ben-Ari, 2002). I  

numerosi processi regolati da tali pathways comprendono la sintesi del DNA, la 

proliferazione, la migrazione ed il differenziamento cellulare, così come la crescita 

sinaptica ed integrazione neuronale. La completa maturazione della trasmissione 

GABAergica come principale sistema di  neurotrasmissione ad azione inibitoria si 

realizza solo in una fase successiva dello sviluppo postnatale, legata anche alla 

particolare area encefalica considerata.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. II.2. Lo switch dello sviluppo del 
trasportatore del Cl- guida lo switch funzionale 
del recettore GABAA dalla depolarizzazione 
all’iperpolarizzazione (Galanopoulou, 2008). 
 

 

Diversi studi hanno dimostrato come tale conversione si realizzi al termine della 

seconda settimana di sviluppo postnatale a livello ippocampale (Romo-Parra et al., 

2008). I molteplici meccanismi implicati nello switching dell’attività GABAergica da 

eccitatoria ad inibitoria sono strettamente legati ad alterazioni nel pattern di espressione 

di trasportatori di membrana selettivi per gli ioni Cl- e HCO3
-, i quali determinano, in 

collaborazione con altri canali e/o trasportatori, la concentrazione intracellulare di ioni 

Cl- (Rivera et al., 2005). L’accumulo intracellulare di questi ultimi è favorito quando 
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nella cellula vi sono alti livelli di espressione del cotrasportatore Na+-Cl- (NCCs), del 

cotrasportatore Na+-potassio (K+) (NKCC) o degli scambiatori anionici Na+ dipendenti 

(NDAE). Al contrario, la diminuzione del Cl- intracellulare si verifica quando si ha un 

aumento del trasportatore K+-Cl- (KCC), degli NDAE o del canale 2 per il Cl- (Clc2; 

fig. II.2; Galanopoulou, 2008). Nei neuroni ippocampali immaturi, in particolare, si 

hanno elevate concentrazioni del cotrasportatore NKCC1, il quale sposta ioni Cl- verso 

l’interno della cellula; ne consegue una concentrazione intracellulare di Cl- molto 

elevata, responsabile di un valore per il potenziale di equilibrio del Cl- (ECl-) più basso 

rispetto al restante potenziale di membrana (Vm). L’apertura del canale del GABAAR 

in seguito a stimolazione conduce in tal modo ad un efflusso di Cl- che determina la 

depolarizzazione del neurone nel tentativo di raggiungere ECl- (Ben-Ari et al., 2007). 

Durante la maturazione neuronale, si registrano, invece, sia una down-regulation del 

NKCC1 che un’up-regulation del KCC2, cui consegue la fuoriuscita di Cl- ed un ECl- 

più negativo di Vm (Payne et al., 2006); in tal caso, l’attivazione del sistema GABAA 

determina una condizione iperpolarizzante (Rivera et al., 1999). Numerosi studi hanno 

messo in evidenza le peculiarità dei cambiamenti ionici e della permeabilità che 

accompagnano la maturazione dei neuroni ippocampali e del sistema GABAergico. In 

tal contesto, una prima importante evidenza riguarda il gradiente con cui i trasportatori 

del Cl- vengono espressi nelle diverse componenti neuronali (Stein et al., 2004; Blaesse 

et al., 2006). È stata infatti dimostrata l’esistenza di un gradiente subcellulare di KCC2 

nei neuroni maturi (Gulyas et al., 2001; Szabadics et al., 2006), per la quale, mentre i 

dendriti delle cellule piramidali e degli interneuroni esprimono elevati livelli di KCC2, 

si ha una bassa espressione a livello assonico, in accordo con quanto riportato a livello 

dell’ilo ippocampale, dove la regione del DG contenente gli assoni delle cellule 

principali non registra la presenza di tale trasportatore. Recenti studi hanno suggerito 

come i cambiamenti che si realizzano nella trasmissione GABAergica durante la 

maturazione ippocampale non siano in realtà associati ad uno switching della sua 

azione, quanto piuttosto ad un semplice indebolimento dell’effetto depolarizzante; tale 

evidenza è supportata dal fatto che anche nei neuroni piramidali adulti in CA3, a livello 

somatico, il GABA mantiene una debole attività depolarizzante grazie all’azione 

combinata di diversi meccanismi di trasporto degli ioni HCO3
- e Cl- (Tyzio et al., 

2008). Un ulteriore fattore di complessità in tale processo è fornito dal dimorfismo 

sessuale riscontrato nei meccanismi di regolazione della maturazione del sistema 

GABAAergico. Nella pars reticulata della substantia nigra (SNR), l’espressione 

 61



Stato dell’arte 

dell’mRNA di KCC2 nei neuroni GABAergici è sempre più alta nelle femmine che nei 

maschi (periodo infantile e giovanile; Galanopoulou et al., 2003), fattore che potrebbe 

giustificare la comparsa delle risposte GABAergiche iperpolarizzanti prima nelle 

femmine che nei maschi (Galanopoulou et al., 2003; Kyrozis et al., 2006). Similmente 

la comparsa del segnale GABAergico iperpolarizzante è vista prima nei neuroni 

dopaminergici della pars compacta della SN delle femmine di ratto (Galanopoulou, 

2006). 

Le concentrazioni intracellulari di Cl- e HCO3
- sono finemente regolati da diversi 

scambiatori di anioni. I sistemi di trasporto indipendenti dal Na+ scambiano HCO3
- per 

il Cl- extracellulare, abbassando il pH ed inducendo un aumento del Cl- intracellulare 

(Hentschke et al., 2006), mentre gli NDAE (Cl-/HCO3
-) funzionano in senso opposto, 

aumentando il pH intracellulare e riducendo la concentrazione di Cl-  (Virkki et al., 

2003). L’espressione di questi ultimi scambiatori precede quella del KCC2 

nell’encefalo allo stadio embrionale e, diversamente da questo, è stata identificata nel 

sistema nervoso periferico e nel tessuto epiteliale non neuronale (Hubner et al., 2004). 

Infine, uno dei fattori coinvolti nella regolazione della trasmissione GABAergica è 

rappresentato dal pattern di sviluppo dei canali Clc2 del Cl-, responsabili di un efflusso 

di ioni Cl-, cui consegue una bassa concentrazione intracellulare. I bassissimi livelli di 

tale trasportatore nell’HIP neonatale supportano ulteriormente l’azione depolarizzante 

del GABA riscontrata in tale fase (Sik et al., 2000; Haug et al., 2003). Per quanto 

riguarda il HCO3
-, l’up-regolazione di una anidrasi carbonica citosolica, che catalizza la 

produzione di HCO3
- dalla anidride carbonica (CO2), è stata osservata nei neuroni 

piramidali a circa 12 giorni postatali, promuovendo le risposte GABAAergiche 

depolarizzanti (Rivera et al., 2005). 

 

Alterazioni strutturali e farmacologiche dei GABAARs durante lo sviluppo 

Accanto ai cambiamenti che interessano la natura della trasmissione GABAergica, 

numerosi studi hanno dimostrato che nel corso della maturazione dell’HIP, così come 

della maggior parte delle aree encefaliche, si realizzano numerosi cambiamenti sul 

pattern di espressione delle diverse subunità GABAergiche. In tal contesto è importante 

definire gli stadi interessati da tali alterazioni, in quanto potrebbero fornire indicazioni 

sul loro significato funzionale. Lo stadio infantile dei ratti comprende il periodo PND7-

PND21, seguito dallo stadio giovanile a PND32-37: da qui ha inizio lo stadio puberale 

che termina a PND60, quando è raggiunta la fase adulta (Zapatero-Caballero et al., 
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2003). Il GABA è presente nell’encefalo di ratto già nel corso dello sviluppo prenatale 

(E10), divenendo poi maggiormente concentrato allo stadio E14 nelle zone germinative 

encefaliche, quali la placca corticale, la regione che si trova sotto di essa e le zone 

germinale ed intermedia (Haydar et al., 2000). Analogamente, un’espressione precoce 

dei recettori rispetto alle prime sinapsi GABAAergiche caratterizza le fasi iniziali della 

maturazione, consentendo in tal modo l’esplicarsi delle funzioni autocrine e paracrine 

del GABA (Serafini  et al., 1998) coinvolte nei processi di proliferazione, migrazione e 

differenziamento sia neuronale che gliale. In particolare, mentre le subunità α4, β1 e γ1 

sono espresse nei neuroblasti ancora non migrati, le subunità α2, α3, β3 e γ2 sono 

riscontrati in corrispondenza della placca corticale e sub-corticale (Maric et al., 1997). 

Numerosi cambiamenti si realizzano nel corso dello sviluppo postnatale, così come 

nell’invecchiamento per le subunità GABAAergiche quali α1-5 e γ1-2 (Mtchedlishvili et 

al., 2003; Kanaumi et al., 2006; Liu et al., 2006). Alcuni studi condotti su encefalo di 

ratto nel corso dello sviluppo postnatale suggeriscono una generale riduzione 

dell’espressione di α2/3 ed un parallelo incremento della subunità α1 in numerose aree 

encefaliche, in accordo con quanto riscontrato a livello della corteccia visiva e del 

collicolo superiore dell’encefalo murino (Henneberger et al., 2005). Tale switch tra le 

subunità determina un incremento della sensibilità dei recettori GABAAergici a 

numerosi farmaci quali neurosteroidi, zolpidem e BDZ ed un’azione GABAergica di 

breve durata a livello postsinaptico. Un simile pattern di espressione è stato riscontrato 

nelle cellule del DG, dove lo switch da α5 alle subunità α1, α4 e γ2 ben si accorda con 

l’incrementata sensibilità dei GABAARs alle BDZ (Chugani et al., 2001). È interessante 

il fatto che anche i processi di trafficking del complesso recettoriale variano nel corso 

della maturazione encefalica. Infatti, sebbene nei primi stadi di sviluppo i GABAARs 

vengono distribuiti su tutta la superficie cellulare, dove possono essere attivati 

tonicamente dal GABA presente a livello extracellulare, una distribuzione finemente 

regolata ed indirizzata a specifici siti postsinaptici diviene attiva durante i processi di 

sinaptogenesi (Galanopoulou, 2008). 

 

II.3 Le benzodiazepine  

Il ruolo chiave che il GABA riveste a partire dallo sviluppo prenatale, così come 

nelle prime fasi dello sviluppo postnatale e nell’encefalo adulto, è maggiormente 

sottolineato dalle numerose patologie neurologiche e psichiatriche associate a 

disfunzioni della trasmissione GABAergica. Tali alterazioni neurologiche 
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comprendono epilessia, disordini dell’ansia, malattia di Huntington, schizofrenia e stati 

di dipendenza da droghe. Numerosi studi negli ultimi anni sono stati condotti alla 

ricerca di farmaci in grado di intervenire e correggere, o almeno migliorare, i sintomi 

associati, attraverso un’interazione specifica con i meccanismi molecolari che li 

determinano. In tal contesto, tra le numerose sostanze specifiche per il sistema GABAA, 

considerate come farmaci di elezione per la cura delle suddette patologie (Meldrum e 

Rogawski, 2007), sono compresi quei composti in grado di potenziare od indebolire 

l’azione del recettore GABAA attraverso una diretta interazione (BDZ, barbiturici, 

propofolo, ecc.), così come sostanze che influenzano il rilascio di GABA (Czuczwar e 

Patsalos, 2001; Quilichini et al., 2006; Meldrum e Rogawski, 2007).  

 

II.3.1 Caratteristiche generali delle benzodiazepine  

Il termine BDZ si riferisce ad una componente della loro struttura chimica 

rappresentata dalla fusione di un anello benzenico ed uno diazepinico. In aggiunta, le 

BDZ contengono anche un gruppo arilico in posizione 5 dell’anello diazepinico (fig. 

II.3).  

 

 

 

 

 

                    

 

 

 

 

Fig. II.3. Formula generale della struttura delle BDZ. 

 

Una classificazione delle BDZ sul piano funzionale in ansiolitiche, ipnotiche, 

anticonvulsivanti e miorilassanti è di difficile realizzazione in quanto tutte, sebbene in 

misura variabile, presentano effetti simili. Al contrario, una classificazione più chiara 

può essere eseguita tenendo conto delle differenze relative all’aspetto farmacocinetico, 

quali l’emivita plasmatica, la rapidità di comparsa dell’azione, l’intensità e la durata di 

azione. È sulla base di tali caratteristiche che le BDZ vengono classificate in: BDZ a 

lunga durata d’azione, BDZ a intermedia durata d’azione, BDZ a breve durata d’azione 
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e BDZ a brevissima durata d’azione (Chouinard, 2004). I vantaggi clinici dell’impiego 

di tali farmaci sono gli elevati livelli di efficacia, la rapida attivazione ed una tossicità 

minima. Le BDZ si presentano come complessi  liposolubili, ma scarsamente solubili in 

acqua e, grazie a tali proprietà, oltre ad essere ben assorbite a livello gastroenterico, si 

legano alle proteine plasmatiche raggiungendo e superando la barriera ematoencefalica 

(Riss et al., 2008). In seguito ad iniezione endovenosa, gli effetti farmacologici 

compaiono in un tempo che varia dai 15 secondi fino a qualche minuto a seconda della 

risposta individuale al farmaco, mentre la durata di azione varia in base alla 

liposolubilità del composto. Le BDZ più liposolubili hanno una durata di azione più 

breve in quanto la loro struttura chimica ne favorisce una rapida distribuzione nei 

tessuti periferici, in particolare nel tessuto adiposo e, di conseguenza, una più rapida 

eliminazione. I composti meno liposolubili, al contrario, si ridistribuiscono più 

lentamente, restando più a lungo nel SNC ad una concentrazione efficace. Le BDZ 

vengono metabolizzate principalmente a livello epatico, attraverso processi di 

ossidazione e di coniugazione con acido glucuronico, dando vita a metaboliti attivi o, 

come nel caso della coniugazione, a metaboliti inattivi pronti per essere eliminati. 

L’eliminazione delle BDZ avviene attraverso le urine ed, in minor misura, attraverso le 

feci (Anderson e Miller, 2002). Sebbene le BDZ sono una classe di farmaci 

particolarmente ben tollerati, bisogna comunque tenere sempre presente la possibilità di 

effetti collaterali legati al loro uso. Sonnolenza e confusione, ad esempio, possono 

indicare un’eccessiva sedazione o un aumento degli effetti sedativo-ipnotici delle BDZ 

(Salzman, 1999). 

 

Farmacologia 

Le BDZ si comportano da modulatori allosterici dei GABAARs, determinando un 

incremento della conduttanza del canale al Cl- con conseguente aumento della 

trasmissione inibitoria a livello sinaptico (fig. II.4; Atack et al., 2006).  
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Fig. II.4. Schema illustrativo del meccanismo d’azione delle BDZ sui GABAARs. 

 

Numerosi studi hanno ormai portato ad una chiara definizione della struttura del sito di 

legame delle BDZ, la cui localizzazione sull’interfaccia α+/γ- suggerisce che la diversa 

farmacologia di tali sostanze è legata principalmente alle isoforme α e γ comprese nel 

complesso GABAAR. La presenza della subunità γ2 nel recettore, in particolare, risulta 

cruciale per l’attività delle BDZ (Mohler, 2006), come supportato dal fatto che la 

subunità γ1 non viene mai co-espressa con subunità γ2. In aggiunta, i recettori che 

contengono la subunità γ1, oltre a non mediare le azioni delle BDZ, presentano 

un’aumentata sensibilità verso i neurosteroidi. La sostituzione della subunità γ2 con la δ, 

al contrario, è seguita dalla perdita di sensibilità alle BDZ, così come verso i 

neurosteroidi (Pirker et al., 2000). In modo simile a quanto riportato per la subunità γ, 

la presenza di determinate subunità α, oltre ad essere fondamentale per l’effettivo 

legame delle BDZ, contribuisce alla sua specificità in associazione con la 

concentrazione del farmaco. A tal proposito, i siti di legame per le BDZ sono 

classificati, in base all’affinità con cui avviene il legame, in tre categorie; siti a più alta 

affinità sono presenti sulla subunità α1, ad affinità intermedia sulle subunità α2 o α3 e a 

più bassa affinità su α5 (Mehta e Ticku, 1999). Le BDZ definite classiche, quali 

diazepam (DZP) o flunitrazepam, interagiscono prevalentemente con i recettori α1βγ2, 

α2βγ2, α3βγ2 o α5βγ2 (Olsen e Sieghart, 2009). La maggior parte di queste BDZ non 

distingue tra i siti presenti sui differenti sottotipi del GABAAR, mentre alcuni composti 
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che non rientrano nella categoria delle BDZ classiche, quale lo zolpidem, manifestano 

una preferenza selettiva per i recettori α1βγ2 (Möhler, 2006). Analogamente, altri 

composti, come il TPA023 (Atack et al., 2006) mostrano una certa selettività per i 

recettori α2βγ2 e α3βγ2, mentre L-838417 (McKernan et al., 2000) risulta essere selettivo 

per i recettori α2βγ2, α3βγ2 e α5βγ2. 

La specificità con cui avviene il legame per le BDZ classiche è dovuta al residuo 

aminoacidico omologo a α1H101, che è un’istidina in α1, α2, α3 e α5 e un’arginina in α4 

e α6 (Dunn et al., 1999). La selettività della maggior parte di questi farmaci, così come 

l’applicazione di tecniche di mutagenesi puntiforme, sono spesso sfruttate in studi 

mirati alla definizione del ruolo dei diversi sottotipi GABAARergici nelle numerose 

funzioni esplicate dall’area encefalica d’interesse. A tal proposito, basandosi 

sull’evidenza che la maggior parte delle azioni del DZP sono mediate attraverso 

recettori composti dalle subunità α1βγ2, α2βγ2, α3βγ2 e α5βγ2, attraverso l’introduzione di 

mutazioni puntiformi nei geni codificanti per le singole subunità α, è stato dimostrato 

che i recettori con le subunità α1βγ2 mediano le azioni sedative, anestetiche e in parte 

anticonvulsionanti del DZP (Rudolph et al., 1999, McKernan et al., 2000), mentre la 

sua attività ansiolitica è mediata principalmente dai GABAARs composti dalle subunità 

α2 (Low et al., 2000) e α3 (Dias et al., 2005). I recettori α2βγ2 sono inoltre coinvolti in 

alcune risposte muscolari di rilassamento (Low et al., 2000). I recettori α5βγ2 sembrano, 

invece, influenzare i processi di apprendimento e memoria, in accordo con una sua 

elevata espressione in CA1 (Crestani et al., 2002). I recettori che contengono le 

subunità α4 o α6 associate alle subunità β e γ2 al contrario non legano i tradizionali 

agonisti delle BDZ, ma dimostrano un’alta affinità per ligandi di natura diversa, quali 

l’imidabenzodiazepina Ro15-4513 e flumazenil (FLM; Korpi et al., 2002), che 

agiscono rispettivamente come agonisti inversi e antagonisti del sito di legame delle 

BDZ. Accanto alle BDZ classiche, altri modulatori allosterici dei GABAARs, quali 

barbiturici, steroidi neuro-attivi, etomidade, propofol (Olsen e Sieghart, 2009), sono 

stati, inoltre, impiegati al fine di identificare i vari sottotipi del GABAAR (fig. II.5). 

Mentre il legame delle BDZ ai GABAARs determina una modulazione del flusso degli 

ioni Cl- GABA-indotto, sono stati identificati composti che, attraverso il legame al sito 

per le BDZ, sono capaci di inibire l’azione degli agonisti o degli agonisti inversi, 

alterando solo indirettamente l’attività recettoriale. In aggiunta, tra tutti gli agonisti o 

agonisti inversi del sito per le BDZ, vi sono sostanze che comportano 

un’intensificazione od una riduzione di tipo allosterico meno drastiche delle correnti del 
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Cl- indotte dal GABA; questi composti sono chiamati agonisti parziali o agonisti inversi 

parziali (Olsen e Sieghart, 2008).  

           

a) 

                                                                                                                        

                                                                                            

    

                                                                                                                        

 

 

 

Fig. II.5. Struttura chimica della BDZ classica DZP (a) e dell’imidabenzodiazepina FLM (b). 
Schema dei siti di legame del GABAAR (c). 

 

II.3.2 Le benzodiazepine nell’ippocampo 

La distribuzione eterogenea dei sottotipi dei GABAARs nell’HIP determina un 

coinvolgimento differenziale delle distinte regioni ippocampali sia nell’esplicarsi delle 

numerose funzioni complesse che in patologie associate a disordini del corretto 

equilibrio eccitatorio-inibitorio. In particolare, numerosi studi hanno dimostrato una 

differente distribuzione dei GABAARs lungo l’asse setto-temporale, evidenziando una 

maggiore attività inibitoria nel DH rispetto al VH (Papatheodoropoulos et al., 2002). A 

supporto di ciò, alterazioni a carico dell’equilibrio eccitatorio-inibitorio interessano in 

maggior misura il VH (Borck e Jefferys, 1999). A seguito di un’alterazione dell’attività 

di due dei principali sistemi di neurotrasmissione a livello encefalico, il sistema 

GABAergico e quello Gluergico, si ha l’insorgenza di numerosi disturbi, quali 

insonnia, ansia, epilessia, cui spesso consegue neurodegenerazione principalmente 

dovuta a fenomeni di eccitotossicità. L’applicazione di numerosi farmaci appartenenti 

alla famiglia delle BDZ è ormai da anni ritenuta una strategia principale per la cura di 

tali patologie e, in particolare, composti quali DZP e flunitrazepam sono impiegati per i 

loro effetti sedativi, ipnotici, ansiolitici e anticonvulsivi. Sulla base delle precedenti 

considerazioni circa una distribuzione differente dei GABAARs nell’HIP, si può 

suggerire che l’azione delle BDZ si esplica attraverso l’interazione con i sistemi 

c)

b) 
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recettoriali di specifiche aree encefaliche. A tal proposito, uno studio recente di Sotiriou 

et al. (2005) indica una diversa distribuzione dei GABAARs contenente le subunità α1 e 

α2 tra il DH e VH di ratti, con il sottotipo α1β2γ2 dominante nella porzione dorsale e il 

sottotipo α2β1γ2 in quella ventrale, come precedentemente descritto. L’espressione della 

subunità α5 è, invece, maggiore nel VH rispetto al DH (Sotiriou et al., 2005). In tal 

modo, l’azione dello zolpidem, considerato selettivo per la subunità α1, si esplicherà 

principalmente a livello del DH, e solo in minor misura in VH. L’anestetico intravenoso 

etomidade, che agisce da modulatore allosterico positivo specifico per i GABAARs 

contenenti le subunità β2 e β3, ma non β1, è in grado di aumentare l’affinità delle BDZ 

classiche, quale il flunitrazepam, per il proprio sito di legame (Carlson et al., 2000). 

L’agonista inverso del sito delle BDZ L-655,708 mostra, invece, un’alta selettività per i 

GABAARs contenenti la subunità α5 (Casula et al., 2001). Sulla base di tali evidenze, 

l’etomidade (modulatore allosterico positivo selettivo della subunità β2) si legherà 

meno nel VH rispetto a DH, in accordo con risultati precedenti secondo cui il sottotipo 

α1β1γ2 domina nella porzione dorsale (Sotiriou et al., 2005). Al contrario, L-655,708 

(agonista selettivo inverso del sottotipo α5) si legherà maggiormente nella porzione 

ventrale rispetto a quella dorsale. In aggiunta, i siti di legame per le BDZ nel VH 

presentano un’affinità di legame per il flunitrazepam più bassa rispetto alla porzione 

dorsale, mentre il numero dei siti di legame per le BDZ è simile a entrambi i poli 

dell’HIP. Poichè la subunità γ2 conferisce un alto grado di sensibilità per il legame delle 

BDZ (Wafford et al., 2004) e il flunitrazepam non manifesta selettività per le varie 

subunità α, la bassa affinità di legame del flunitrazepam osservata nel VH rispetto a 

quello dorsale è dovuta alla bassa espressione delle subunità γ2 nella regione ventrale 

(Sotiriou et al., 2005). Analogamente, la maggiore espressione di α2 nel VH giustifica il 

fatto che gli effetti ansiolitici delle BDZ sono più efficienti nel VH rispetto a DH 

(Sarantis et al., 2008).  

Accanto alle questioni di tipo farmacologico finora descritte, l’espressione di 

sottotipi di GABAARs specifici nelle varie regioni dell’HIP, così come in determinati 

circuiti neuronali, giustifica il diverso ruolo che il VH e il DH rivestono nei processi di 

apprendimento e memoria. È particolarmente interessante sottolineare come le azioni 

esplicate dalle BDZ attraverso i GABAARs non si limitano ad una semplice 

modulazione della trasmissione GABAergica, ma determinano alterazioni sull’intero 

network neuronale. A supporto di ciò, l’effetto anticonvulsionante del DZP è anche 

associato ad una significativa riduzione dei livelli di Glu extracellulare a livello 
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dell’HIP (Khan et al., 1999). I possibili meccanismi con cui il DZP attenua il rilascio 

del Glu includono in primo luogo un aumento dell’inibizione GABAergica, mediata da 

recettori pre- e post-sinaptici, e inoltre una riduzione delle correnti ioniche voltaggio-

dipendenti. Da qui deriva il coinvolgimento dei canali del Na+ voltaggio-dipendenti 

nell’azione delle BDZ. In realtà, i meccanismi che sottendono tali effetti sono stati 

chiariti attraverso l’applicazione dell’antagonista dei GABAARs Flunitrazepam, il quale 

inverte completamente l’azione anticonvulsiva e l’attenuazione del rilascio di Glu, 

mentre sembra non avere effetti sull’attività dei canali del Na+ voltaggio-dipendenti. In 

tal modo, quindi, l’azione del DZP sulla quantità di Glu rilasciato dipende 

esclusivamente dalla quantità di recettori che lega il DZP. 

 

II.4 Il sistema Gluergico: ruolo nello sviluppo neuronale 

       Il Glu rappresenta il principale neurotrasmettitore eccitatorio nell’encefalo adulto, 

dove svolge un ruolo chiave nella regolazione dello sviluppo, sopravvivenza e morte dei 

neuroni, così come della plasticità neuronale. Analogalmente a quanto riportato per il 

GABA, anche il Glu esplica le proprie funzioni interagendo con due categorie principali 

di recettori: ionotropici e metabotropici. I recettori ionotropici del Glu sono canali ionici 

catione-specifici e possono essere ulteriormente classificati in recettori per l’N-metil-D-

aspartato (NMDARs), recettori per l’α amino-3-idrossi-5-metil-4-acido izoxazole 

propionico (AMPARs) e recettori kainato (Nicodemo et al., 2010). I recettori 

metabotropici (mGluRs), al contrario, sono costituiti da proteine a sette domini 

transmembrana accoppiati a proteine G, la cui stimolazione determina la regolazione di 

canali ionici posti in prossimità del recettore stesso. Attualmente sono stati identificati 

otto diversi mGluRs (mGluR1-8) classificati in tre gruppi (gruppi I, II e III) sulla base 

delle omologie di sequenza e delle vie di traduzione del segnale che attivano sul 

versante citoplasmatico (Lau e Tymianski, 2010). 

 

II.4.1 Recettori ionotropici del Glu: NMDAR   

Struttura degli NMDARs 

 Gli NMDARs derivano dall’assemblaggio tetramerico di due eterodimeri, ognuno 

dei quali è costituito da una subunità NR1 e da una delle quattro possibili subunità NR2  

(NR2A-D; Cull-Candy et al., 2001); queste ultime possono, inoltre, essere sostituite da 

una delle subunità NR3A-B (Mayer, 2005). Ciascuna subunità comprende un dominio 

extracellulare N-terminale, tre regioni transmembrana (M1, M3, e M4) e un loop 
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rientrante (M2) che formano il poro centrale, e un dominio intracellulare C-terminale. I 

domini N-terminali, in particolare, contengono il sito di legame per il Glu, mentre il 

dominio C-terminale interagisce con  proteine intracellulari aventi la funzione di 

messaggeri o semplici proteine di ancoraggio, quali le MAGUK (proteine che legano la 

guanilato chinasi associate alla membrana), attraverso un dominio di legame PDZ (fig. 

II.3). Numerosi studi hanno consentito di individuare una serie di proteine scaffold ed 

enzimi che si legano al dominio C-terminale (Mishra et al., 2006) determinando la 

formazione di complessi macromolecolari di segnale con dimensioni di circa 1-2 MDa 

noti come NRC (Complesso recettore NMDA) o MASC (complessi di segnalazione 

associato a MAGUK; Husi et al., 2000; Husi et al., 2001). Sebbene la presenza della 

subunità NR1 nel recettore sia indispensabile per il riconoscimento del Glu così come di 

altri ligandi, le subunità NR2 svolgono un ruolo altrettanto importante, in accordo con le 

numerose aberrazioni fenotipiche osservate in seguito alla mancata espressione di una di 

queste subunità. In topi knock-out per NR2A si osservano infatti deficit 

nell’apprendimento spaziale ed in generale nella realizzazione dell’LTP, confermando 

l’importanza di tale subunità nell'HIP (Sakimura et al., 1995). Analogamente, la 

mancata espressione di NR2B determina morte neonatale a P0, associata tra l’altro ad 

un’anomala formazione del nucleo trigeminale del tronco cerebrale (Kutsuwada et al., 

1996). La mancata espressione di NR2C causa invece una diminuzione delle correnti 

NMDAR-mediate nelle cellule granulari del cervelletto e, infine, la doppia deplezione 

NR2A/NR2C determina una ridotta coordinazione motoria (Ryan et al., 2008). Tali 

risultati sono da interpretare alla luce sia del ruolo che le subunità NR2 giocano nel 

mediare le interazioni del complesso recettoriale con proteine intracellulari, che del loro 

pattern di espressione spazio-temporale durante lo sviluppo pre- e post-natale. In tal 

contesto, numerosi studi hanno riscontrato un’espressione ubiquitaria di NR2A e NR2B 

in tutto il proencefalo, compreso l'HIP; l’espressione di NR2C è limitata al cervelletto 

mentre NR2D si trova prevalentemente nel mesencefalo. Inoltre, mentre NR2B è 

espresso sia durante il periodo embrionale che dopo la nascita, NR2D è principalmente 

espresso durante lo stadio embrionale; al contrario, NR2A e NR2C sono espressi 

esclusivamente nella fase post-natale. E’ interessante notare come i quattro geni 

codificanti le subunità NR2A-D presentino un’elevata omologia di sequenza, 

suggerendo una loro derivazione da eventi di duplicazione genica a partire da un unico 

gene. A supporto di tale ipotesi, negli Invertebrati è stato identificato un singolo gene 

NR2 (fig.II.6). 
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a)  b)
 

Fig. II. 6. Modello dell’NMDAR con siti di legame per i diversi ligandi a); subunità NR2 b): A 
sinistra uno schema della subunità NR2A o NR2B dei Vertebrati, che presentano un 
lungo dominio C terminale intracellulare. A destra la subunità NR2 degli Invertebrati 
che invece presenta un breve dominio intracellulare C terminale (modificato da Ryan 
et al., 2008). 

 

Meccanismi di azione degli NMDARs 

 Come anticipato nel paragrafo precedente, l’attivazione del sistema Gluergico segue 

quella del sistema GABAergico durante la maturazione neuronale embrionale e 

dell’encefalo adulto. A differenza dei GABAARs, la cui attivazione è indotta dal legame 

del GABA, la stimolazione degli NMDARs richiede la compartecipazione di due 

meccanismi, il legame del ligando e la depolarizzazione della membrana post-sinaptica. 

In condizioni di riposo, infatti, gli NMDARs si presentano in forma associata agli ioni 

magnesio (Mg2+) i quali esercitano un controllo negativo sul recettore. In questa 

configurazione, anche in seguito all’arrivo di un potenziale d’azione ed al rilascio di Glu 

non si ha alcuna attivazione dell’NMDAR. La sua funzionalità viene ripristinata, invece, 

in seguito ad un aumento del potenziale di membrana determinato dall’afflusso di ioni 

Na+ e K+ mediato dall’AMPAR, e conseguente rimozione del Mg2+. A questo punto, la 

rimozione del blocco operato dal Mg2+, il legame del Glu ed il legame di un co-ligando, 

quale la glicina, consentono l’attivazione degli NMDARs, con ingresso di Ca2+ (Wu et 

al., 2001; Lee et al., 2003) e stimolazione di secondi messaggeri responsabili delle 

diverse forme di plasticità sinaptica (Bear et al., 1994; Cull-Candy et al., 2001). La 

stretta dipendenza funzionale degli NMDARs dagli AMPARs è stata dimostrata in 

numerosi studi, nei quali sinapsi che esprimevano l’NMDAR ma non l’AMPAR 

risultavano elettrofisiologicamente silenti. Un altro esempio in tal senso è fornito dalle 

“sinapsi silenti” che si formano nelle fasi iniziali dello sviluppo neuronale le quali, 

esprimendo solo NMDAR,  non sono in grado di avviare potenziali d’azione in risposta 
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al rilascio di Glu pre-sinaptico. Tuttavia, a causa di un’elevata affinità per il 

neurotrasmettitore eccitatore, e della temporanea  insensibilità agli ioni Mg2+, i neo 

NMDARs possono essere facilmente attivati permettendo l’afflusso spontaneo di ioni 

Ca2+. La stimolazione intracellulare interna, sebbene debole, è comunque sufficiente ad 

indurre il targeting sinaptico degli AMPARs, creando connessioni funzionali tra cellule 

neuronali (Punnoose et al., 2004). Numerosi studi genetici e farmacologici hanno 

dimostrato che gli NMDARs sono necessari per il normale apprendimento del territorio, 

così come nell’induzione di numerose forme di LTP (Bear et al., 1994; Cull-Candy et 

al., 2001) ed inoltre sono fondamentali per lo sviluppo attività-dipendente del cervello, 

in particolare nella corteccia somatosensoriale e visiva degli adulti (Dickson et al., 

2003).  

 

II.4.2 Recettori ionotropici del Glu: AMPAR e KAR   

      Nel SNC dei Mammiferi, la neurotrasmissione eccitatoria rapida è principalmente 

mediata dagli AMPARs, mentre i KAR svolgono ruoli importanti nella regolazione sia 

eccitatoria che inibitoria della neurotrasmissione. Entrambi i tipi di recettore sono 

coinvolti in meccanismi di plasticità sinaptica, e la loro disfunzione è stata associata a 

diverse patologie neurodegenerative (Feligioni et al., 2006). Gli AMPARs, in 

particolare, caratterizzati da struttura tetramerica formata da una combinazione di 

quattro subunità (GluR1-4; fig.II.4), richiedono per l’attivazione l’interazione con il 

Glu. Sebbene tali recettori siano principalmente permeabili agli ioni Na+ e K+, la 

specificità dell’influsso dicationico è variabile, ed è determinato principalmente dalla 

composizione in subunità. GluR1, GluR3 e GluR4 mostrano, infatti, una forte 

rettificazione interna di corrente e risultano permeabili al Ca2+, mentre GluR2 risulta 

impermeabile a tale ione (Burnashev et al., 1995; Geiger et al., 1995). Recenti evidenze 

suggeriscono tuttavia l’esistenza di un’isoforma di GluR2 Ca2+-permeabile. Il ruolo 

fisiologico degli AMPARs, ben descritto nel paragrafo precedente, consiste 

essenzialmente nel modulare la velocità di eccitazione necessaria per rimuovere il 

blocco di Mg+ sugli NMDARs, e una funzione simile viene svolta anche dai KAR 

presenti nei siti post-sinaptici. Quest’ultimi sono costituiti dalle subunità GluR5-7 (o 

GluK5-7) e KA1-2 (o GluK1-2), e la loro attivazione in seguito al legame con il Glu 

determina il passaggio di molti ioni escluso il Ca2+. In aggiunta, mentre gli AMPARs 

sono localizzati prevalentemente sulla membrana post-sinaptica (Lau e Tymianski, 
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2010), i KARs possono essere localizzati sia nei siti pre-sinaptici (Chittajallu et al., 

1996) che post-sinaptici (Castello et al., 1997; Vignes e Collingridge, 1997).  

 

L’espressione degli AMPARs 

I geni che codificano per le quattro subunità dell’AMPAR risultano estremamente 

correlati, con un’omologia di sequenza pari al 70% circa (Collingridge et al., 2004). 

Studi di ibridazione in situ ed immunoistochimica hanno rivelato il pattern di 

espressione spazio-temporale delle subunità recettoriali dell’AMPAR, sottolineando, in 

particolare, la sua espressione nelle cellule gliali (Lin e Bergles, 2004). Dai risultati 

ottenuti è emersa un’elevata espressione delle subunità GluR1-GluR3 negli strati esterni 

della corteccia cerebrale, nell’HIP, nella regione olfattiva, nei gangli della base, nel 

setto laterale e nell’AMY (Beneyto e Meador-Woodruff, 2004). La subunità GluR4, al 

contrario, presenta un’espressione molto più bassa nel CNS, fatta eccezione per i nuclei 

reticolari del talamo e del cervelletto dove è abbondantemente espressa (Spreafico et al., 

1994). In aggiunta, l'espressione delle subunità dell’AMPAR è regolata durante lo 

sviluppo neuronale (Talos et al., 2006). E’ interessante notare la peculiare distribuzione 

dei trascritti di ciascuna subunità dell’AMPAR a livello neuronale; i risultati ottenuti da 

studi di ibridazione in situ hanno infatti evidenziato la presenza di mRNA endogeno che 

codifica per le subunità GluR1 e GluR2 nei dendriti prossimali e distali dei neuroni 

ippocampali, oltre che di mRNA per GluR2 nei siti sinaptici (Grooms et al., 2006). La 

presenza nei dendriti dell’intero apparato per la sintesi proteica e dei vari trascritti 

suggerisce l’esistenza di una regolazione locale sia della concentrazione che della 

composizione dei recettori (Grooms et al., 2006). A supporto di ciò, l’attività persistente 

dell’AMPAR blocca l’incremento della sintesi di GluR1 nei dendriti, mentre 

l’attivazione acuta degli mGluRs di gruppo I o la depolarizzazione acuta indotta con 

KCl aumentano la sintesi sia di  GluR1 che di GluR2 (Ju et al., 2004). Analogamente, 

l’attivazione dei recettori della dopamina endogena è stata associata al trasporto di 

mRNA, compresi quelli di GluR1 e GluR2, nei neuroni dell'HIP (Smith et al., 2005).  

       Il sistema di regolazione appena descritto coinvolge in realtà una quantità molto 

elevata di proteine neuronali, in accordo con la presenza di mRNAs (negli strati 

dendritici dell’HIP in vivo e in vitro) che codificano per proteine coinvolte nella 

regolazione delle sinapsi eccitatorie, come la proteina associata ai microtubuli 2 

(MAP2), la subunità α della proteina chinasi II Ca2+ calmodulina-dipendente (CaMKII-

α), il BDNF, proteine associate al citoscheletro con attività- regolata (Arc), il recettore 
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TrkB, recettore inositolo-1,4,5- trifosfato (Ins (1,4,5) P3), la proteina chinasi atipica Mξ, 

la subunità NR1 dell’NMDAR, e la subunità α del recettore glicina (Martin e Zukin, 

2006; Schuman et al., 2006).   

  

Struttura dell’AMPAR 

Analogamente a quanto riportato per altri recettori, quali GABAAR ed NMDAR, 

anche il corretto funzionamento degli AMPARs dipende fortemente dall’assemblaggio 

delle diverse subunità secondo un rapporto stechiometrico ben preciso. Dalla 

combinazione delle subunità GluR1-4 e delle forme di splicing alternativo che da esse 

derivano dipendono, infatti, le proprietà funzionali degli AMPARs, quali la cinetica di 

desensibilizzazione/risensibilizzazione e le proprietà di conduttanza (Ozawa et al., 

1998). Al contempo, un rapporto stechiometrico preciso è richiesto nelle interazioni tra 

le subunità suddette e specifiche proteine (stargazina e proteine transmembrana (TM) 

che regolano gli AMPARs, o TARPS) di ancoraggio alla membrana, o al citoscheletro 

o, ancora, a sistemi di traduzione del segnale. Tali associazioni proteiche sono ritenute 

indispensabili soprattutto per il corretto trafficking e targeting dei recettori (Korber et 

al., 2007; Ziff, 2007). Ciascuna subunità dell’AMPAR comprende circa 900 aa e ha un 

peso molecolare di circa 105 kDa. Le subunità GluR1-GluR4 presentano una porzione 

di amminoacidi con il 68-74% d’identità (Collingridge et al., 2004) e contengono 

quattro domini idrofobici. I primi tre sono trasversali rispetto alla membrana (TM1, 

TM3, e TM4), mentre M2 si volta dal citoplasma come un loop rientrante per formare 

parte del canale del poro (fig. II.4). Il segmento N-terminale è omologo alla proteina 

batterica legante la leucina-isoleucine-valina (LIVBP), mentre il dominio che lega il 

ligando (LBD), adiacente al primo, è omologo alla proteina legante la glutammina 

(Madden, 2002). LBD è suddiviso in S1 e S2 e, in seguito al legame con il ligando  

induce cambiamenti conformazionali che sono trasdotti ai segmenti TM, provocando 

l’apertura del canale (Mayer, 2005). Una regione C-terminale della S2 non è 

direttamente coinvolta nel legame dell’agonista e, a causa dello splicing alternativo 

dell'mRNA, si esprime in due forme,  flip e flop (fig. II.7), che differiscono solo di 

pochi aa, ma che risultato in differenti recettori con diversa desensibilizzazione e 

cinetica di esportazione dal reticolo endoplasmatico (Coleman et al., 2006). Infine, 

l’estremità C-terminale delle subunità AMPAR è intracellulare e mostra varie differenze 

tra le stesse subunità. Ad esempio GluR1, GluR4, e una forma alternativa di GluR2 

(GluR2L) hanno una coda citoplasmatica più lunga con elevata omologia. Al contrario, 
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la forma predominante di GluR2, GluR3, e la forma alternativa di GluR4 (GluR4c) 

hanno code citoplasmatiche omologhe più brevi. Numerose evidenze suggeriscono che 

recettori costituiti da subunità con brevi estremità C-terminali citoplasmatiche 

(GluR2/3) circolano continuamente dentro e fuori la sinapsi, con una costante di tempo 

di circa 15 minuti (Passafaro et al., 2001; Shi et al., 2001), mentre i recettori contenenti 

lunghi C-terminali (GluR1/2 e GluR2/4) sono aggiunti nelle sinapsi in modo attività-

dipendente (Shi et al., 2001).  

 

 

 

Fig. II.7. Struttura AMPAR. 

 

Regolazione dell’AMPAR 

       Sulla base della fine funzione che gli AMPARs giocano in processi quali l'LTP o 

LTD e di conseguenza nei processi di apprendimento e memoria, si comprende bene la 

necessità di regolare il turnover degli AMPARs a livello sinaptico. Nell'HIP, gli 

AMPARs sono composti principalmente da eterodimeri  comprendenti le combinazioni 

GluR1-GluR2 o GluR2-GluR3 (Dykens et al., 1987). Essi mediano la maggior parte 

delle EPSCs (correnti eccitatorie post sinaptiche) nelle sinapsi Gluergiche e variazioni 

dell’attività o del numero di questi recettori determina cambiamenti della forza 

sinaptica. L'attività degli AMPARs è regolata da un meccanismo di fosforilazione della 

subunità GluR1, mediata dalla proteina CaMKII e responsabile di un incremento della 

conduttanza dei singoli canali AMPARs (Enari et al., 1998). In seguito alla 

fosforilazione, infatti, i recettori si ridistribuiscono all’interno della cellula e al di sotto 

della membrana post-sinaptica, contribuendo in tal modo alla regolazione dell’LTP 

(Farahani et al., 2005). Alcune evidenze hanno dimostrato che mentre il trasferimento 
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sinaptico di AMPARs contenenti GluR1 è indotto dall'attivazione di NMDARs e 

CaMKII, con conseguente potenziamento sinaptico (Fici et al., 1997), l’incorporazione 

sinaptica di GluR2 è, al contrario, un meccanismo attività-indipendente, e si verifica 

attraverso uno scambio con i già presenti AMPARs,  senza provocare alcuna variazione 

netta della forza sinaptica (Fix et al., 1993). L'esocitosi di GluR2 appare quindi 

costitutivamente rapida (Cao et al., 2007) rispetto a quella di GluR1. Il diverso 

comportamento manifestato nel trafficking da GluR1 e GluR2 è determinato dalle loro 

estremità C-terminale citoplasmatiche, con il ruolo dominante di GluR1 su GluR2 nei 

recettori eteromerici costituiti dal complesso GluR1-GluR2 (Cao et al., 2007). Pertanto, 

la distribuzione sinaptica degli AMPARs è determinata, almeno in parte, dall’esocitosi 

regolata dai compartimenti intracellulari. I meccanismi molecolari attraverso i quali 

l'attivazione degli NMDARs stimola l'esocitosi degli AMPARs (GluR1-mediata) non 

sono ancora chiari, ma coinvolgono CaMKII e la fosfoinositide 3-chinasi  PI3K (Cao et 

al., 2007). In aggiunta ai meccanismi di fosforilazione ed inserimento degli AMPARs a 

livello sinaptico, alcuni studi hanno suggerito il coinvolgimento di un processo di 

traslocazione laterale nelle sinapsi, da siti extra-sinaptici verso siti sinaptici, per 

giustificare la modulazione della forza sinaptica (Cao et al., 2007). Tale meccanismo 

coinvolge principalmente la stargazina, la quale interagisce con l’AMPAR attraverso il 

proprio C-terminale, e secondariamente la proteina di ancoraggio PSD-95 (proteina 

associata alla densità sinaptica-95) la quale, in seguito a palmitolazione (Frerking et al., 

2001), acquista la capacità di interagire con la stargazina (Frederickson, 1989) 

regolando il movimento laterale degli AMPARs. 

 

II.4.3 mGluRs 

Gli mGluRs sono proteine costituite da sette domini transmembrana legate a 

proteine G intracellulari. Sebbene in passato si ritenesse che tutti gli mGluRs 

impiegassero proteine G come molecole di traduzione a valle, è stata oggi riconosciuta 

una via di traduzione indipendente dalla proteina G (Heuss et al., 1999). I tre gruppi di 

mGluRs finora identificati comprendono complessivamente otto distinte subunità (Lau e  

Tymianski, 2010). La stimolazione degli mGluR1s ed mGluR5s (Gruppo I), in 

particolare, determina l’attivazione della fosfolipasi C (PLC) β mediata dalla proteina 

Gαq/11, con conseguente produzione dell’inositolo trifosfato (IP3) e del diacilglicerolo. 

L’IP3 è coinvolto nel successivo rilascio di Ca2+ dai depositi intracellulari, il quale, 

insieme al diacilglicerolo regola l'attivazione della proteina chinasi C (PKC; fig. II.8; 
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Nicodemo et al., 2010). L’attivazione di questo gruppo di mGluRs modula gli EPSCs 

nelle sinapsi dell'HIP anche attraverso la tirosina chinasi, in una via del tutto 

indipendentemente dalla  proteina G (Heuss et al., 1999). Gli mGluRs di gruppo II 

includono mGluR2s e mGluR3s, e sono responsabili della riduzione del pathway 

intracellulare mediato dall’adenilato ciclasi, con conseguente inibizione a valle dei 

canali del Ca2+ voltaggio-dipendenti  (VDCC fig. II.8; Chavis et al., 1994). Sebbene 

questi recettori siano stati ritrovati sia in siti pre-sinaptici che post-sinaptici (Ohishi et 

al., 1994), la capacità di modulare i VDCCs è stata descritta nei siti pre-sinaptici. Anche 

gli mGluRs di gruppo III, comprendenti mGluR4s, mGluR6s, mGluR7s e mGluR8s, 

agiscono attraverso la regolazione dell’attività dell’adenilato ciclasi e degli VDCCs 

(Tanabe et al., 1993), distribuendosi sia in siti pre-sinaptici che post-sinaptici (Bradley 

et al., 1996). 

Negli ultimi 2 decenni, l’intensificarsi degli studi sui processi molecolari che 

sottendono i fenomeni di eccitotossicità, hanno attribuito un ruolo chiave in tali processi 

anche agli mGluRs di gruppo I espressi nei siti post-sinaptici. La loro stimolazione 

determina, infatti, il potenziamento dell’afflusso di Ca2+ mediato dall’NMDAR (Bruno 

et al., 1995). Un ruolo opposto e potenzialmente neuroprotettivo è stato invece 

riconosciuto agli mGluRs di Gruppo II e III, la cui attivazione determina al contrario 

una riduzione dell’afflusso di Ca2+ mediato dall’NMDAR (Bruno et al., 1995). Tali dati 

supportano la nozione che mutazioni nelle sequenze aminoacidiche degli mGluRs 

potrebbero alterare la permeabilità neuronale al Ca2+ e, di conseguenza, determinare il 

peggioramento di una condizione di eccitotossicità stabilita (Lau e Tymianski, 2010). 

 

Regolazione degli mGluRs di gruppo I 

 Il dinamismo degli mGluRs di Gruppo I è finemente regolato dall’attività di 

proteine chinasi che operano disaccoppiando i recettori dalle proteine G eterotrimeriche 

sia attraverso meccanismi dipendenti che indipendenti dalla fosforilazione (Dhami et al., 

2004). I principali fattori coinvolti in tale meccanismo sono la PKC e il recettore chinasi  
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Fig.II.8. Meccanismo intracellulare mediato dagli mGluRs. 

 

4 legato alla proteina G (GRK4), i quali operano il disaccoppiamento degli mGluRs di 

Gruppo I attraverso la fosforilazione dei residui di serina e di treonina localizzati a 

livello del loop intracellulare e del dominio C-terminale dei recettori (Gereau et al., 

1998; Mundell et al., 2004). Al contrario, GRK2 media l'attenuazione del segnale 

mediato da mGluR1 ed mGluR5, attraverso un meccanismo indipendente dalla 

fosforilazione, ma che coinvolge l'interazione tra un dominio di omologia N-terminale 

della GRK2 e la proteina Gαq/11, provocando lo spostamento della proteina G 

eterotrimerica dal recettore (Dhami et al., 2004; Ribeiro et al., 2009). Recentemente, è 

stato dimostrato che a questo meccanismo di attenuazione contribuiscono anche le 

proteine inibitorie optineurin e calcineurin (CAIN; Anborgh  et al., 2005; Ferreira et al., 

2009). Studi diversi hanno provato il coinvolgimento di un’attività tirosina chinasica 

nella regolazione dell’attività degli mGluRs di gruppo I. A supporto di ciò, gli inibitori 

della fosforilazione tiroxina chinasi-dipendente migliorano la conduttanza dei canali 

ionici, permeabili ai cationi e mediata da mGluR1, nelle fibre parallele che sinaptano 

con i neuroni del Purkinje nel cervelletto del ratto (Canepari et al., 2003). Al contrario, 

le correnti interne dipendenti dalle proteine G e attivate da mGluR1 nei neuroni 

dopaminergici del mesencefalo sono antagonizzate dagli inibitori della tirosina chinasi 

(Tozzi et al., 2001). Un potenziale candidato coinvolto nella regolazione tiroxina 

chinasica degli mGluRs di gruppo I è la tirosina chinasi 2 ricca di prolina (proline-rich 

Pyk2), recentemente riscontrata in forma complessata ad mGluR1 e all’NMDAR (Husi 

et al., 2000). Numerose sono le evidenze sperimentali che supportano il coinvolgimento 
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della Pyk2. Innanzitutto, la sovraregolazione delle correnti dell’NMDAR, mediata da 

mGluR1 nei neuroni corticali, comporta l’attivazione di Pyk2 (Heidinger et al., 2002). 

In aggiunta, Pyk2 può co-immunoprecipitare sia con mGluR1 che con mGluR5 nei lisati 

di cervello di ratto, e ciò dimostra che Pyk2 interagisce direttamente con gli mGluRs di 

gruppo I, probabilmente per il tramite del loro secondo loop intracellulare e del dominio 

C-terminale (Nicodemo et al., 2010). L’insieme di tali meccanismi co-opera in modo 

ordinato nel tempo e nello spazio, per assicurare il corretto svolgimento dell’attività 

modulatoria degli mGluRs di gruppo I. 

 

II.4.4 Ruolo dei recettori del Glu nella neurogenesi 

Sebbene sia ormai stabilito che la maturazione del sistema GABAergico precede 

quella del sistema Gluergico (discussione nel Capitolo I), la proliferazione, migrazione e 

maturazione neuronale, nell’encefalo sia pre- che post-natale, sono fortemente 

influenzate dal Glu. Uno dei campi più ampiamente investigati riguarda la maturazione 

neuritica, intesa come protrusione neuritica e loro differenziamento in assone e dendriti. 

Nella regolazione di tali processi giocano un ruolo importante, accanto ai  

chemioattrattanti e i chemiorepellenti, alcuni neurotrasmettitori tra cui il Glu (Kuo et al., 

2010) il quale controlla, in particolare, la motilità dei filopodi attraverso l'attivazione dei 

suoi recettori  (Chang e De Camilli, 2001; Schenk et al., 2003). Dati a supporto di tale 

ipotesi derivano da studi condotti sia in vivo che in vitro. Gli NMDARs e gli AMPARs 

giocano ad esempio un ruolo importante nella ramificazione assonica ed arborizzazione 

dendritica attività-dipendente in Xenopus laevis (Haas et al., 2006; Ewald et al., 2008). 

In colture organotipiche di corteccia visiva di ratto ai primi stadi di sviluppo, 

l'attivazione degli AMPARs promuove invece la ramificazione assonica nei neuroni 

degli strati 2/3 (Uesaka et al., 2005). In studi condotti su topi knockout per la subunità 

NR1 dell’NMDAR è stata riscontrata un’alterazione delle terminazioni assoniche, delle 

arborizzazioni neuritiche e del patterning dendritico dei neuroni nel nucleo principale 

del trigemino (Lee et al., 2005a).  

In riferimento ai meccanismi con i quali il sistema Gluergico interviene nella 

maturazione neuritica, attualmente tutte le prove sostengono che si tratti di una 

modulazione attività neuronale-dipendente. Tuttavia, a parte il Ca2+,  la CaMKII e la 

piccola GTPasi (Takemura et al., 2009), i particolari meccanismi molecolari che 

permettono la crescita dei neuriti sono ancora in gran parte sconosciuti. In studi recenti, 

è stato osservato che nel linfoma delle cellule B il fattore 11A-Long  (Bcl11A-L), un 
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fattore trascrizionale “zinc finger”, regola negativamente la ramificazione degli assoni e 

la crescita dei dendriti nelle colture di neuroni ippocampali immaturi (Kuo et al., 2009). 

In tale sistema, la riduzione di Bcl11AL promuove la ramificazione e la crescita degli 

assoni ma incrementa il numero e la lunghezza dei dendriti. Al contrario, l’iper-

espressione di Bcl11A-L inibisce la neuritogenesi (Kuo et al., 2009). In aggiunta, 

Bcl11A-L interagisce con una proteina chinasi serina Ca2+/calmodulina-dipendente 

(CASK), prodotto proteico di un gene associato alla demenza X-linked (Hsueh, 2009; 

Kuo et al., 2010), e tale interazione contribuisce a limitare la neuritogenesi (Kuo et al., 

2010) oltre che a regolare l’espressione della proteina associata ai microtubuli (MAP)1b 

(Kuo et al., 2009). In conclusione, questi studi dimostrano che Bcl11A-L è un 

importante effettore a valle dei recettori del Glu per la regolazione dello sviluppo 

assonico e dell’arborizzazione dendritica. Nei neuroni giovani, l'attivazione dei recettori 

del Glu down-regola l'espressione di Bcl11A-L e MAP1b; al contrario, l’over-

espressione di Bcl11A-L contrasta l'effetto dei recettori del Glu sulle ramificazioni 

assoniche e la crescita dendritica. Di particolare interesse è la capacità dei recettori del 

Glu  di regolare i livelli della proteina MAP2c; tuttavia, map2 non è un gene target di 

Bcl11A-L (Kuo et al., 2009). Questo risultato suggerisce quindi l’esistenza di almeno 

due vie NMDAR-mediate coinvolte nella regolazione della morfogenesi degli assoni e 

dei dendriti (Kuo et al., 2010). 

 

II.5 Citotossicità del Glu 

Sebbene l’azione eccitatoria mediata dal Glu sia indispensabile per la corretta 

maturazione neuronale, è ampiamente riconosciuto come un’eccessiva trasmissione 

eccitatoria possa determinare la morte neuronale con conseguenti disordini neurologici 

(Benveniste, 2009; Shijie et al., 2009). Numerosi studi hanno riscontrato elevate 

concentrazioni (mM) di Glu in una serie di disturbi neurodegenerativi tra cui il morbo di 

Alzheimer (Lipton e Rosenberg, 1994) l’ischemia cerebrale, l’ipossia, malattie 

autoimmuni ed encefalomielite (Benveniste, 2009; Shijie et al., 2009). L’azione tossica 

del Glu può esplicarsi attraverso l’attivazione di due diversi pathways cellulari: 

eccitotossicità e ossitosi (Herrera et al., 2007). Nel primo caso, l’abnorme attivazione di 

diversi tipi di recettori ad azione eccitatoria comporta un massiccio afflusso di Ca2+ 

dallo spazio extracellulare all’interno dei neuroni (Bleich et al., 2003). L’ossitosi, al 

contrario, deriva dall’inibizione competitiva della captazione di cistina, responsabile di 

una significativa diminuzione del glutatione cellulare e privazione di anti-ossidanti 
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necessari per combattere lo stress ossidativo. Anche in questo caso si registra, inoltre, 

un forte incremento del Ca2+ intracellulare cui consegue l'attivazione di enzimi Ca2+-

dipendenti (Zablocka e Janusz, 2008). L'incremento esponenziale sia dello stress 

ossidativo che dei livelli intracellulari di Ca2+ provocano apoptosi e necrosi delle cellule 

neuronali (Tan et al., 2001). Numerosi studi, condotti in vitro sulla linea cellulare 

ippocampale di topo HT22, priva dell’enzima caspasi-3, hanno infatti dimostrato che il 

Glu causa la frammentazione ordinata del DNA scatenando l’evento apoptotico 

attraverso down ed up-regolation  di Bax e Bcl-2, rispettivamente (Zhang et al., 2003). 

Nelle cellule corticali primarie, al contrario, l’eccitotossicità è strettamente associata 

all’attivazione della cascata enzimatica delle caspasi che culmina con la produzione di 

caspasi-3 (Zhang et al., 2005). Quali sono i meccanismi molecolari che sottendono tali 

cascate? Recenti evidenze riportano che sia la calpaina, una proteasi Ca2+-dipendente, 

che il fattore di induzione dell'apoptosi (AIF), una flavoproteina ubiquitariamente 

espressa, possono giocare un ruolo importante nella morte cellulare programmata 

NMDAR-mediata (fig.II.6; Cande et al., 2002). Brevemente, l’incremento della 

concentrazione intracellulare di Ca2+ determina l’attivazione di diversi enzimi, tra cui 

l'ossido nitrico sintasi (NOs), e proteasi come le calpaine, spesso coinvolte in 

disfunzioni mitocondriali (Atlante et al., 2001). La riduzione del potenziale 

transmembrana mitocondriale è, a sua volta, causa del rilascio della proteina AIF e 

quindi dell’apoptosi precoce (Brustovetsky et al., 2002). In questa fase si realizza la 

migrazione della proteina AIF nel citosol e in seguito nel nucleo, dove determina la 

condensazione della cromatina nucleare e la rottura in frammenti di DNA ad elevato 

peso molecolare, attraverso un meccanismo caspasi-indipendente (Yu et al., 2002; 

Zhang et al., 2002). Sebbene siano stati identificati diversi targets subcellulari per il 

clivaggio operato dalla calpaina, tra cui la spettrina, proteine associate ai microtubuli 

(MAP), tau e neurofilamenti, l’esatto ruolo fisiologico svolto da questa proteasi rimane 

sconosciuto (Rami, 2003). E’ invece nota la possibilità di ridurre i danni neuronali 

calpaina-mediati in seguito all’inibizione della sua attività in una fase precoce (Debiasi 

et al., 1999). Alcuni studi condotti in vitro hanno rivelato la capacità degli estrogeni di 

agire da antiossidanti in condizioni di stress ossidativo, svolgendo quindi un ruolo 

neuroprotettivo (Zhang e Bhavnani, 2005). I dati ottenuti hanno solo parzialmente 

rivelato i meccanismi alla base della neuroprotezione da essi mediata, suggerendo come 

processi chiave la modulazione dell'espressione di alcuni geni appartenenti alla famiglia 
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Bcl-2, alle proteine caspasi-3, all’inibizione del rilascio del citocromo c dai mitocondri 

nel citosol, e la prevenzione della frammentazione del DNA  (Zhang e Bhavnani, 2005).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.II.6. Regolazione dell’NMDAR durante l’eccitotossicità e l’ischemia. L’eccessiva   

attivazione degli NMDARs, che contengono le subunità NR2B, porta ad un 
sovraccarico di Ca2+ nei neuroni post-sinaptici e determina l’attivazione della calpaina 
proteasi Ca2+-dipendente. Queste proteasi tagliano la regione C-terminale delle 
subunità NR2A e NR2B, la PSD-95 e la proteina citoscheletrica del cervello 
spectrina. Il complesso, formato dalla subunità NR1 e i frammenti N-terminale di 
NR2A (t NR2A), privo di sequenze importanti per le interazioni con il sistema del 
segnale intracellulare e la proteine scaffold, diventa stabile nei neuroni over-attivati. 
L’elevata concentrazione di Ca2+ è anche responsabile del blocco trascrizionale della 
subunità NR1 del NMDAR, oltre che della downregulation di NR2, tali meccanismi 
influenzano NMDAR (modificato da Gascòn et al., 2008). 

 

II.6 Altri fattori coinvolti nel differenziamento neuronale 

I neuroni estendono due tipi di processi citoplasmatici quali assoni e dendriti, guidati 

nel loro sviluppo da un cono di crescita composto da filipodi e lamellipodi entrambi 

caratterizzati da movimenti ameboidi. Gli assoni ed i dendriti differiscono sia 

funzionalmente che morfologicamente, poichè gli assoni spesso percorrono lunghe 

distanze per raggiungere i loro bersagli, ove sviluppano branche terminali, ed i loro 

coni di crescita sono convertiti in terminazioni presinaptiche. I dendriti, invece, non si 

estendono per lunghe distanze ma sono capaci di arborizzare sviluppando in superficie 

le spine dendritiche, importanti siti di sinapsi eccitatorie, il cui turnover è coinvolto nei 

processi di apprendimento e memoria. Lo sviluppo di tutte le componenti neuronali è 

strettamente associato all’actina citoscheletrica preposta alla modulazione del processo 

di crescita, coordinamento dell’organizzazione assonica, morfogenesi dei dendriti e 

delle spine dendritiche e formazione e stabilizzazione delle sinapsi (Luo, 2002).  
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Le molecole di adesione cellulare (NCAMs) svolgono un ruolo importante nello 

sviluppo neuronale, nella rigenerazione e nei processi di plasticità (Hinsby et al., 2004). 

Le loro tre principali isoforme (120, 140, 180 kDa) sono generate dallo splicing 

alternativo di un mRNA codificato da un singolo gene. La NCAM180 ed la NCAM140 

sono proteine transmembrana e le uniche espresse dai neuroni, mentre la NCAM120 è 

legata alla membrana plasmatica. Le NCAMs possono promuovere l’estensione del 

neurite attraverso interazioni omofiliche (NCAM-NCAM) oppure eterofiliche (NCAM-

Fibroblast growth factor receptor; FGFR; Kiselyov et al., 2003, 2005; Soroka et al., 

2003). In particolare il complesso NCAM-FGFR promuove la fosforilazione del 

recettore che guida l’attivazione di una fosfolipasi specifica Cγ, fino all’attivazione di 

secondi messaggeri a valle che provocano l’influsso di Ca2+ nel citoplasma e inducono 

l’estensione del neurite (Walmod et al., 2004; Kiryushko et al., 2006). Anche le 

interazioni omofiliche danno inizio a processi di trasduzione del segnale attraverso una 

tirosin-chinasi (Fyn) e attraverso una chinasi di adesione focale (Fak; Walmod et al., 

2004). Le NCAMs interagiscono anche con i principali elementi del citoscheletro, in 

quanto sia la NCCAM140 che la NCAM180 possono associarsi con α- e β-tubulina 

(Buttner et al., 2003) e la NCAM180 si lega anche alla spectrina cerebrale che a sua 

volta può interagire con multipli bersagli quali i filamenti di actina, canali Na+ 

voltaggio-dipendenti ed acidi fosfolipidici (Leshchyns’ka et al., 2003). 

Le proteine efrine ed i loro recettori (Eph) sono proteine ancorate alla membrana, 

che mediano il contatto cellula-cellula svolgendo un ruolo determinante nei processi di 

sviluppo del SNC, soprattutto nella migrazione cellulare e assonica e nella formazione 

delle sinapsi (Martinez and Soriano, 2005). Sia i ligandi che gli Eph vengono 

classificati in un gruppo A ed in un gruppo B; in particolare il genoma dei Vertebrati 

codifica 15 tipi di recettori, 6 tipi di ligandi A e 6 tipi di ligandi B (Gale et al., 1996; 

Menzel et al., 2001). Gli Eph in seguito al legame con il ligando attivano piccole 

proteine GTPasi appartenenti alla famiglia Rho; in particolare EphA5 attiva RhoA ed il 

fattore Rac, stimolando la contrazione del cono di crescita e la retrazione dei 

lamellipodi e dei filopodi (Shamah et al., 2001; Fournier et al., 2003; Tanaka et al., 

2004). Anche i recettori EphB interagiscono con proteine della famiglia Rho ed in 

particolare EphB2, in seguito all’interazione con intersectina e calirina, attiva il 

processo di morfogenesi delle spine (Irie and Yamaguchi, 2002; Penzes et al., 2003). 

Oltre all’effetto sulla regolazione delle proteine Rho, l’interazione efrina/Eph modula 

anche l’attività delle proteine appartenenti alla famiglia Ras, che sono coinvolte in 
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diversi processi di sviluppo quali la guida dell’assone e l’adesione cellulare (Elowe et 

al., 2001; Forcet et al., 2002). La proteina efrina e gli Eph sono espressi nell’HIP a 

livello embrionale a diversi stadi dello sviluppo postatale (Liebl et al., 2003). Per 

quanto riguarda invece i ligandi, l’espressione di efrina-A3 prevale nell’HIP perinatale 

(Stein et al., 1999), mentre l’espressione di efrina-A5 è presente in tale regione subito 

dopo la nascita e rimane espressa a bassi livelli nell’adulto (Yun et al., 2003). Sebbene 

la coespressione di distinti mRNA di efrina-A e dei Eph può avvenire nelle stesse 

cellule principali dell’HIP, la localizzazione delle proteine è differenziata. Anche gli 

EphB ed i loro ligandi sono espressi nell’HIP ed in particolare gli mRNA di EphB1/B3 

si esprimono dagli stadi embrionali fino agli stadi adulti (Liebl et al., 2003), mentre i 

ligandi efrina-B1/B3 si esprimono moderatamente nelle prime fasi dello sviluppo. Nel 

differenziamento ippocampale, infine, mentre il tipo A è coinvolto in processi che 

avvengono durante le fasi perinatali e subito dopo la nascita, il tipo B svolge un ruolo 

chiave nei processi tardivi dello sviluppo ippocampale, come nei processi di 

maturazione e plasticità sinaptica (Martinez e Soriano, 2005).   

Anche la proteina associata ai microtubuli del tipo 1B (MAP1B) è una delle 

principali proteine del citoscheletro associate alla crescita nelle cellule neuronali e 

gliali; è importante nello stabilizzare i microtubuli durante l’allungamento dei dendriti e 

degli assoni, viene modulata mediante fosforilazione ed influenza la stabilità di 

microtubuli e microfilamenti, regolando la motilità del cono di crescita. Considerando 

le sue grandi dimensioni (peso molecolare compreso tra 320-330 KDa), essa risulta 

coinvolta in numerose interazioni proteiche che oltre a contribuire alla stabilità del 

citoscheletro sono anche coinvolte in alcune patologie neurodegenerative (Riederer, 

2007). Altre proteine, appartenenti alla famiglia SNARE, sono coinvolte nel processo 

di allungamento del neurite oltre che nel meccanismo di fusione delle vescicole a 

livello sinaptico. La famiglia delle proteine SNARE comprende le proteine VAMP, 

SNAP-25 e la sintaxina. È stato osservato che se VAMP-2 è espressa in grande quantità 

si ha l’induzione dell’allungamento del neurite, a differenza degli effetti derivanti 

dall’overespressione di SNAP-25 che si traducono nel fenomeno dello sprouting 

neuritico (Kimura et al., 2003). 

I segnali modulatori estrinseci sono essenziali nel controllo dello sviluppo assonico 

e dendritico. Tra essi, i fattori trofici peptidici, quali le neurotrofine, sono i segnali 

estrinseci più forti nella promozione della crescita assonica e dendritica, mentre 

molecole della matrice extracellulare come la laminina, l’eparina solfato e i 
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proteoglicani, e molecole di adesione cellulare come le caderine promuovono la 

crescita assonica sia in vivo che in vitro (Markus et al., 2002; Goldberg et al., 2003). Il 

processo di regolazione della crescita dei prolungamenti neuronali mostra anche una 

significativa componente intrinseca che comprende numerosi fattori di trascrizione 

quale ad esempio Brn3b, importante nello sviluppo delle cellule retinali gangliari 

(Wang et al., 2000) ed il fattore di trascrizione nucleare CREST, Ca2+-dipendente, che è 

importante nel processo di maturazione dendritica a livello corticale e ippocampale 

(Aizawa et al., 2004). Pathways di segnale intracellulare, mediati dall’ingresso di Ca2+, 

attivano le CaMKs stimolando la crescita dendritica ed assonica in colture ippocampali 

o corticali (Redmond et al., 2002; Fink et al., 2003). Tra le CaMKs, in particolare la 

CaMKII-β è in grado di aumentare la velocità dell’estensione dei dendriti e le loro 

diramazioni nell’HIP, mentre CaMKI è responsabile dell’estensione dell’assone e della 

motilità del cono di crescita (Wayman et al., 2004). Per quanto riguarda la CaMKII, 

essa attiva mediante fosforilazione un altro fattore di trascrizione Neuron D che è 

coinvolto nella regolazione della crescita dendritica (Gaudillier et al., 2004).  

 

Marcatori strutturali dello sviluppo neuronale 

Lo studio del differenziamento cellulare si avvale dell’utilizzo di alcuni marker 

neuronali che possiedono caratteristiche ben precise, in quanto sono abbondantemente 

espressi in tutta la cellula neuronale e la loro espressione può essere non solo confinata 

a specifiche porzioni strutturali (dendriti e assoni) ma anche seguire un tipico pattern 

durante lo sviluppo. I marcatori strutturali più comunemente utilizzati per la 

caratterizzazione neuronale appartengono alla famiglia delle proteine citoscheletriche 

note come β-tubuline, che comprende sette classi di geni che codificano per le diverse 

tubuline, ma solo una, quella di classe III, è considerata un marker esclusivamente 

neuronale. La localizzazione della proteina nucleare NeuN è ampiamente utilizzata 

nella ricerca e nella diagnosi per identificare i neuroni postmitotici, poiché essa è un 

marker della capacità proliferativa ed i suoi livelli d’espressione possono essere 

indicativi degli stati fisiologici dei neuroni postmitotici (Lind et al., 2005). Alcuni 

marcatori sono comunemente utilizzati nello studio di svariate patologie 

neurodegenerative, quali la calcineurina, un marcatore neuronale dei tumori cerebrali; 

NSE (neuron-specific-enolase), quale marker specifico di cellule endocrine e nervi 

enterici oltre ad essere un indicatore del danno neuronale in vitro; TGF-beta 

(transforming growth factor-beta), un marker endogeno dello stress neuronale (Ali et 
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al., 2001). Alcuni marcatori sono localizzati in maniera specifica in alcune porzioni 

strutturali del neurone, quale ad esempio la MAP2, un marker del differenziamento 

neuronale che stabilizza i microtubuli nei dendriti dei neuroni postmitotici e risulta 

essenziale nei processi iniziali dello sviluppo morfogenetico neuronale e nel 

mantenimento della morfologia neuronale negli stadi di sviluppo più avanzati (Soltani 

et al., 2005). Ad oggi, sono state identificate venti isoforme di MAP (Maccioni et al., 

1995), ciascuna in grado di svolgere la propria funzione modulatoria attraverso il 

legame agli elementi citoscheletrici quali microfilamenti (actina) e microtubuli 

(tubulina). La MAP2 in particolare, rappresenta una delle isoforme maggiormente 

espresse a livello neuronale (Matsunaga et al., 2002). La MAP2 è caratterizzata da tre o 

quattro domini all’estremità C-terminale, coinvolti nel legame ai microtubuli, e da un 

dominio in prossimità della regione N-terminale responsabile dell’interazione con la 

subunità regolatoria II (RII) di una PKA c-AMP dipendente, ampiamente coinvolta nei 

processi molecolari che sottendono la formazione della memoria a lungo termine 

(Malleret et al., 2001). Nell’HIP, l’espressione della MAP2 decresce con l’età  e tale 

variazione potrebbe essere associata all’indebolimento delle funzioni menmoniche 

correlate all’età (Di Stefano et al., 2001). La MAP2 è considerata un importante marker 

di integrità strutturale grazie al suo coinvolgimento nel rimodellamento dei processi 

dendritici (fig. II.7). Nel corso dello sviluppo postnatale, l’espressione della MAP2 

coincide, infatti, con le diverse fasi di maturazione dei processi neuronali, quali lo 

sprouting e branching dendritico (Johnson e Jope, 1992). Tale dato è in accordo con la 

ridotta densità e lunghezza dei microtubuli, osservate a livello dendritico, in seguito ad 

una delezione del gene della MAP2, in  un meccanismo che coinvolge l’attività della 

PKA in colture di neuroni ippocampali (Harada et al., 2002).  

La proteina GAP43 è una fosfoproteina specifica neuronale la cui espressione è 

usata come indicatore della crescita assonica e della formazione di nuove sinapsi 

(Casoli et al., 2001). La GAP43 è ancorata sul versante interno della membrana 

plasmatica attraverso due cisteine palmitoilate in posizione 3 e 4 (Laux et al., 2000; He 

and Meiri, 2002) e può essere fosforilata dalla caseina chinasi II (CKII) a livello dei 

residui di serina 191 e 192. E’ stato anche dimostrato che la GAP43 interagisce con la 

F-actina stabilizzando i lunghi filamenti di actina ed è in grado di legare la proteina 

spectrina cerebrale che a sua volta interagisce con la NCAM180. Ne consegue che la 

GAP43 e la NCAM possono coesistere in complessi a livello della membrana 

plasmatica e avere funzioni interdipendenti (Korshunova et al., 2007). 
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Fig. II.7. Meccanismo responsabile del targeting dendritico della MAP2. L’mRNA della MAP2 
comprende l’elemento di targeting dendritico (DTE) localizzato all’UTR 3’ del 
trascritto; due proteine, di 90 e 65 KDa, MARTA1 e MARTA2 rispettivamente 
legano il DTE regolando il trasporto del trascritto verso i dendriti e la sua traduzione 
(modificato da Rehbein et al., 2000). 

 
La GAP43 può essere fosforilata anche dalla PKC (Shen et al., 2002), processo che 

risulta determinante per la stabilizzazione dei filamenti di actina e può essere stimolato 

da molecole di adesione cellulare appartenenti alla superfamiglia Ig (IgSF-CAMs; 

Demyanenko et al., 1999). La funzione cellulare della GAP43 risulta strettamente 

dipendente da Ca2+, poiché la GAP43 si lega alla calmodulina quando i livelli di Ca2+ 

sono bassi, mentre la rilascia quando i livelli di tale ione aumentano. Questa 

regolazione dose-dipendente suggerisce che la calmodulina possa agire come un 

regolatore negativo durante i periodi di bassa attività per i neuroni (Neve et al., 1998). 

Negli ultimi anni, il complesso programma molecolare che sottende gli eventi della 

sinaptogenesi nell’encefalo immaturo, ha rappresentato uno dei principali campi di 

investigazione per i neurobiologi. A tale scopo, numerose evidenze sperimentali 

suggeriscono l’utilità della sinaptofisina (Syn) come marker di maturazione neuronale 

(Viberg, 2009), oltre che come indicatore di neurodegenerazione in seguito a situazioni 

di stress (Eastwood e Harrison, 1999). La Syn, appartenente alla famiglia delle proteine 

integrali MARVEL (Sanchez-Pulido et al., 2002), è una glicoproteina di 38 kDa 

coinvolta nel trafficking e secrezione delle vescicole sinaptiche; questa, insieme alla 

sinapsina, rappresentano le maggiori proteine espresse a livello delle terminazioni 

sinaptiche. Da un punto di vista strutturale presenta quattro α-eliche transmembrana, 

due loops intravescicolari ed estremità N- e C-terminale citoplasmatici; quest’ultima 

regione comprende, inoltre, un motivo di legame per il Ca2+ (fig. II.8; Evans e Cousin, 

2005). 
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Fig. II.8. Rappresentazione schematica della sinaptofisina. 

 

Nel corso dello sviluppo embrionale, l’espressione della Syn  inizia a E18, 

raggiungendo subito dopo un plateau a P14 (Li et al., 2009). Altri studi riportano, 

invece, che i livelli di Syn nell’HIP postnatale aumentano lievemente nella prima 

settimana, per poi subire un incremento pressocchè costante fino al termine del primo 

mese di sviluppo (Viberg, 2009). Tali variazioni sono in accordo con il diverso pattern 

temporale dei processi di sinaptogenesi tra le aree encefaliche. Nelle sinapsi dello SLM 

del DG dei ratti, in particolare, a P11 è presente già il 5% della concentrazione adulta di 

sinapsi. Tuttavia, il numero delle sinapsi aumenta di cento volte fino a P25, mentre non 

si registranoulteriori aumenti fino a P90 (Marrone e Petit, 2002). Numerosi studi 

riportano una relazione tra la riduzione dei liveli di Syn a livello sinaptico e l’età; si 

nota, infatti, come la densità delle proteine associate alle vescicole sinaptiche aumenti 

durante la fase adulta mentre si riduce notevolmente con l’età (Rutten et al., 2005). Un 

simile decremento è osservato nel corso di fenomeni neurodegenerativi (Eastwood e 

Harrison, 1999), sottolineando ulteriormente l’utilità della Syn come marcatore di 

danno sinaptico. 
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Materiali e metodi 

Materiali e Metodi 
III.1 Modello sperimentale  

Caratteristiche biologiche di Mesocricetus auratus  

Per il presente lavoro di tesi si è deciso di utilizzare criceti Siriani dorati 

(Mesocricetus auratus) appartenenti all’ordine dei Roditori (tab. III.1.). Questi piccoli 

Mammiferi sono utilizzati come modello sperimentale al pari di topo e ratto grazie ad 

alcune loro peculiarità: scarsa suscettibilità alle malattie spontanee, rapido sviluppo con 

ciclo vitale breve e capacità di entrare in ibernazione, più o meno facilmente, in 

particolari condizioni sperimentali. Il ciclo di ibernazione rappresenta, inoltre, una 

condizione stato-specifica particolare per tali animali, in quanto alcune sue fasi ed in 

particolare il risveglio presenta delle caratteristiche simil-ischemiche che costituiscono 

un ottimo modello per gli studi neurodegenerativi (Canonaco et al., 2005).  

Tipo CORDATI 

Sezioni VERTEBRATI 

Classe MAMMIFERI 

Sottoclasse TERI 

Ordine RODITORI 

Sottordine SIMPLICIDENTATI 

(MIOMORFI) 

Superfamiglia MUROIDEI 

Famiglia CRICETIDI 

Sottofamiglia CRICETINI DEL VECCHIO 

MONDO 

Genere MESOCRICETUS 

Specie Mesocricetus auratus 

 

                       Tabella III.1. Classificazione sistematica di Mesocricetus auratus. 

 

In genere, la femmina è leggermente più grande del maschio, pesa infatti dai 150 ai 180 

grammi contro i 120-170 grammi del maschio. Il criceto dorato ha pelliccia folta e 

rossiccia, più chiara inferiormente, testa di colore dorato, mentre i fianchi sono grigio-

gialli. Viene infatti definito "dorato" in relazione alla colorazione dorata e marroncina 

(fig. III.1). La coda è corta e pelosa ed il corpo presenta una forma tozza e robusta, con 
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una grossa testa in cui nasconde delle tasche guanciali. Il muso è ottuso, le orecchie 

grandi, occhi vivacissimi e scuri di forma arrotondata e labbra con un gran numero di 

vibrisse. Le zampe sono brevi, quelle anteriori tetradattili, quelle posteriori pentadattili 

e munite di forti unghie. Sui fianchi, all’altezza dell’ultima costola, i criceti dorati 

hanno delle ghiandole scure che usano per marcare il territorio. Il cranio possiede archi 

zigomatici molto evidenti, e presentano tasche guanciali per immagazzinare e 

proteggere la prole; tra i sensi presentano udito ed olfatto, un senso del tatto molto fine 

esercitato dalle vibrisse della regione della labbra, ed anche un senso della vista molto 

evoluto; il criceto dorato è infatti in grado di percepire i colori. 

 

 
Fig. III.1. Esemplare di Mesocricetus auratus. 

 

Di indole scontrosa ma non paurosa, irascibili vivono in genere per proprio conto; 

crepuscolari e notturni ma capaci di svolgere piena attività anche di giorno, agili nei 

movimenti, buoni corridori. Il carattere che contraddistingue questo ordine di 

Mammiferi è la dentatura: mancano del tutto i canini e i premolari mentre gli incisivi, 

molto pronunciati e a crescita continua, sono foggiati a scalpello taglientissimo che gli 

animali utilizzano non solo per triturare il cibo, ma anche come arma di difesa.  Il 

criceto dorato ha una vita media di 2 anni, in natura vive fino a 4 anni, ma in cattività 

massimo fino a 2-3. A causa della loro breve vita, crescono rapidamente e diventano 

sessualmente maturi a partire dall'età di 30 giorni. L’accoppiamento ha luogo al termine 

di vivaci duelli. I criceti si riproducono solo in dati periodi dell’anno, basando i loro 

periodi di attività sessuale sulla durata gestazionale della specie, in modo che la nascita 

avvenga durante la primavera o l’estate quando le risorse di cibo sono molte e le 

richieste energetiche per i processi omeostatici quali la termoregolazione sono basse, 

aumentando in tal modo il numero di calorie disponibili per supportare l’allattamento. 
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La gestazione dura 18 giorni ed è la più breve tra i Mammiferi, fatta eccezione per i 

Marsupiali. Il periodo riproduttivo ha inizio all’età di appena due mesi e mezzo e la 

femmina può partorire da 6 a 12 piccoli per 7-8 volte l’anno. I piccoli di colore rosa alla 

nascita sono ciechi, ma hanno già i denti; non hanno il pelo, e hanno un peso di soli 2g, 

che aumenta progressivamente fino a raggiungere il peso dell’adulto dopo circa 2 mesi 

(fig. III.2). A 2 giorni esibiscono uno strato di peluria, a 5 il pelo è totalmente formato, 

a 10 giorni i piccoli aprono gli occhi e incominciano a girare per la gabbia, a circa 15 

giorni iniziano a mangiare anche cibo solido ma hanno ancora bisogno di essere 

allattati. Dopo tre settimane circa la cucciolata può definirsi svezzata.  

 

 
Fig. III.2. Piccoli di Mesocricetus auratus. 

 

Il criceto dorato rappresenta un ottimo esempio di Mammifero ibernante facoltativo 

a breve termine, con periodi di ibernazione che vanno dai tre giorni alle tre settimane 

per anno. L'ibernazione è una condizione biologica in cui le funzioni vitali sono ridotte 

al minimo, il battito cardiaco e il respiro rallentano, il metabolismo si riduce e la 

temperatura corporea si abbassa. L’animale entra in tale condizione fisiologica in 

condizioni ambientali non favorevoli, come temperature rigide, scarsezza di cibo e 

mancanza di ossigeno. La temperatura è un fattore molto importante nell’esistenza di 

questo piccolo animale, soprattutto perché non essendo dotato di ghiandole sudoripare è 

a rischio in condizioni di ipertermia. La sua temperatura ideale è compresa fra 18°C ed 

i 21°C. L’encefalo dell’animale ibernante si trova in una condizione di profonda 

depressione fisiologica ma la sua integrità funzionale viene mantenuta: il sistema 

nervoso centrale (SNC) ibernante garantisce infatti il controllo posturale e la sensibilità 

agli stimoli interni ed esterni. Il periodo di ibernazione viene interrotto da piccoli 

intervalli di eutermia (24-48h), durante i quali gli animali si risvegliano, considerati 

come una transizione tra due distinti stadi omeostatici del SNC, rispettivamente lo stato 

non ibernante (stato eutermico) e quello ibernante. L’ibernazione rappresenta una 
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strategia adattativa il cui obiettivo principale è garantire la sopravvivenza 

dell’organismo in condizioni ambientali estreme, attraverso l’alterazione fisiologica di 

diversi parametri che al momento opportuno vengono ristabiliti entro i limiti della 

normalità; molte delle variazioni osservate sembrano avere lo scopo ultimo di ridurre al 

massimo il dispendio energetico. Importanti caratteristiche sono costituite dallo 

slittamento del metabolismo dei carboidrati a quello degli acidi grassi, dall’inibizione 

dell’attività glicolitica e dalla capacità di mobilitare le riserve lipidiche, anche quando il 

metabolismo è ridotto all’1%, per far fronte alla bassa temperatura corporea (Buck et 

al., 2000). Gli ibernanti, inoltre, sono gli unici a resistere all’aritmia cardiaca, tipica 

della condizione ipotermica, soprattutto grazie alla capacità di mantenere l’equilibrio di 

calcio (Ca2+).  

 

III.2 Colture cellulari ippocampali 

Animali  

Per questo studio sono stati utilizzati criceti (Charles River Calco, Italia) allo stadio 

di sviluppo PND1-3, mantenuti in condizioni di fotoperiodo 12h:12h. Essi sono stati 

sacrificati per effettuare il prelievo dell’encefalo e procedere alla dissezione della 

formazione ippocampale. Il mantenimento degli animali e tutte le procedure 

sperimentali sono stati condotti in accordo con le Linee-Guida per la Cura e l’Uso degli 

Animali da Laboratorio, secondo il Consiglio Direttivo della Comunità Europea del 24 

novembre 1986 (86/609/EEC). Gli esperimenti sono stati effettuati cercando di ridurre 

al minimo il numero e la sofferenza delle cavie usate. 

 

Dissezione dell’ippocampo 

Un’adeguata qualità dell’ippocampo (HIP) al momento del prelievo si rivela 

fondamentale per la resa cellulare al momento dell’allestimento delle colture. A tal fine, 

risulta estremamente importante concludere la fase del prelievo nel più breve tempo 

possibile. I piccoli di Mesocricetus auratus, negli stadi compresi tra PND1-3, vengono 

decapitati e successivamente l’encefalo è prelevato dalla scatola cranica, rimuovendo 

accuratamente le meningi che lo avvolgono. In seguito all’isolamento dell’encefalo, si 

procede con la dissezione dell’ippocampo (HIP) mediante stereomicroscopio (10X), 

attraverso l’ausilio di materiale e strumenti per la dissezione rigorosamente sterili (fig. 

III.3). 
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Fig. III.3. Metodo di dissociazione dell’HIP dall’encefalo di cricetini (PND1-3), in cui è 

possibile visualizzare in basso l’HIP al termine del prelievo (h). 
 

Poiché il margine interno dell’HIP si presenta libero ed il ventricolo laterale giace sul 

suo profilo laterale, per separare l’HIP dal tessuto circostante sono richiesti dei tagli 

solo sul versante esterno ed all’estremità anteriore e posteriore dello stesso. Una volta 

isolato, l’HIP viene rapidamente immerso in soluzione 1 (Neurobasal Medium A e 

BSA 0,02%), che ne preserva l’integrità e la vitalità fino alla fase di dissociazione. 

 

Protocollo di isolamento e messa in coltura di cellule ippocampali 

Una coltura di cellule in vitro consiste nella fase di isolamento delle cellule da un 

tessuto e nella loro crescita in presenza di tutti i fattori e i metaboliti necessari. A tale 

scopo, è stato utilizzato un protocollo, precedentemente ottimizzato presso il 

Laboratorio di Neuroanatomia Comparata, in grado di fornire una buona resa cellulare 

ed un’apprezzabile vitalità.  I campioni di HIP, che sono stati prelevati secondo la 

modalità sopra descritta e mantenuti in soluzione 1, vengono processati secondo le 

seguenti fasi sperimentali: 

1) per la fase di digestione: dalla Falcon da 15 ml si rimuove la soluzione 1 e si 

aggiunge la soluzione 2 (Neurobasal Medium A + Papaina 0,1% + BSA 0,02%) per 20 

min a 37°C;  

2) al termine della digestione, quando i tessuti sono sedimentati, rimuovere 

gentilmente i sopranatanti contenenti papaina ed aggiungere la soluzione 3 (mezzo di 

coltura: Neurobasal medium A + Supplemento B27 + Antibiotici + glutammina 0,5 

mM + β-FGF 5 ng/ml) al sedimentato a temperatura ambiente; 
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3) per la fase di triturazione: spipettare 40 volte con pipette di plastica monouso 

per dissociare gli aggregati, quindi lasciare riposare per 5 min. Rimuovere i 

sopranatanti e aggiungere la soluzione 4 (Neurobasal medium + inibitore della tripsina 

1% + BSA 1% + Antibiotici). Spipettare 10 volte con Pasteur di vetro e lasciare 

riposare per 10 min. Aspettare che gli aggregati sedimentino, prelevare con pipette 

Pasteur di vetro ad apertura piccola e trasferire i campioni in tubi da centrifuga da 15 

ml; 

4) centrifugazione: 1300 rpm per 10 min a temperatura ambiente; 

5) analisi della vitalità: le cellule pellettate sono risospese in mezzo di coltura 

(soluzione 3). A questo punto viene effettuata la conta cellulare secondo il metodo del 

Trypan Blue, per il quale il numero di cellule vive/ml = media cell vive x 100.000; 

6) piastramento: una volta effettuata la conta cellulare e determinato il numero di 

cellule, esse vengono pilastrate con una densità di piastramento di 16x103 cell/cm2 in 

mezzo di coltura (soluzione 3). Ciascuna piastra, con un diametro di 1,8 cm e una 

superficie totale di 2,5 cm2, è stata in precedenza condizionata con mezzo di coltura. 

Per ridurre la proliferazione gliale si può aggiungere Ara C al secondo giorno di coltura 

e rimuoverlo al 4 giorno di coltura. 

7) mantenimento delle colture cellulari: il mezzo di coltura delle cellule 

ippocampali primarie è cambiato 4 giorni dopo il terzo giorno, sostituendo metà del 

mezzo di coltura, avendo cura di non sostituire mai completamente il mezzo. Per 

quanto riguarda il fattore di crescita β-FGF, la sua concentrazione di utilizzo è di 

5ng/ml fino al 4° giorno e 10 ng/ml dopo il 4° giorno. Le cellule in coltura crescono su 

piastre multiwell polilisinate all’interno di un incubatore in cui l’atmosfera è mantenuta 

a concentrazioni fisse di anidride carbonica (5%), ad un’umidità del 90% e ad una 

temperatura di 37°C.  

 

III.3 Caratteristiche morfologiche dei neuroni su due sistemi di coltura (in 

collaborazione con l’ITM-CNR) 

Supporti a membrana 

In seguito all’ottimizzazione del protocollo per l’allestimento delle colture 

neuronali da HIP si è deciso di confrontare due diversi sistemi di coltura. Sebbene la 

tradizionale piastra Petri garantisca infatti la sopravvivenza neuronale, essa non è in 

grado di mimare le condizioni di adesione cellulare necessarie per una corretta 
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maturazione neuronale. Al contrario, recenti evidenze suggeriscono la forte 

applicabilità di particolari membrane al fluorocarbonio (FC; fig. III.4) permeabili 

all’ossigeno, all’anidride carbonica (CO2) ed al vapor acqueo, le cui proprietà risultano 

vantaggiose in quanto una diretta ossigenazione delle cellule consente loro di aderire 

strettamente alla superficie della membrana (De Bartolo et al., 2007). Entrambi i 

sistemi di coltura sono stati trattati con poli-L-lisina, disciolta in una soluzione di acido 

borico:tetraborato di sodio (1:1) ad una concentrazione finale di 0,1 mg/ml che nel caso 

della membrana FC garantisce una densità di distribuzione dei gruppi funzionali pari a 

40 μg/cm2. Tutti i passaggi sono realizzati in un incubatore con CO2 5% e a 37°C.  

 

Fig. III.4. Struttura molecolare del politetrafluoroetilene 
(nome commerciale: teflon). E’ un polimero composto da 
una catena di unità più piccole che si ripetono. Queste ultime 
contengono due atomi di carbonio e quattro di fluoro. La 
presenza degli atomi di fluoro tutto intorno al carbonio rende 
tale materiale insolubile in ogni solvente, non infiammabile e 
resistente a un calore di circa 300 °C. 
 

 

Caratterizzazione delle membrane FC (ITM-CNR) 

La caratterizzazione morfologica delle membrane è stata mirata alla valutazione delle 

dimensioni medie dei pori, la distribuzione degli stessi, lo spessore e la rugosità. A tal 

fine, campioni essiccati di membrana sono stati tagliati e ricoperti con uno strato 

metallico, per renderli analizzabili al microscopio a scansione (De Bartolo et al., 2008). 

 

III.3.1 Saggi metabolici 

Il mezzo di coltura ricavato dalla sostituzione con mezzo fresco, secondo il 

protocollo ottimizzato, è stato conservato in tubi da 1,5 ml a -80°C fino ai successivi 

saggi metabolici. Sono stati valutati in particolare il consumo di glucosio, la produzione 

di lattato e di BDNF dei neuroni cresciuti su membrane FC e confrontati con i 

medesimi parametri di neuroni cresciuti su piastra Petri.  

 

Consumo di glucosio 

Nel primo caso, la concentrazione di glucosio è stata valutata attraverso il kit Accu-

Chek Active (Roche Diagnostics, Monza, Italy), un metodo molto rapido che richiede 

una bassa quantità di mezzo (2-4 μl). Il kit consiste in una serie di strisce reattive, un 

chip codificatore ed uno strumento elettronico di misurazione, che consente di valutare 
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la concentrazione di glucosio presente nel campione attraverso la rilevazione di un 

piccolo segnale di corrente elettrica. Il volume necessario di mezzo di coltura viene 

depositato sulla striscia reattiva sulla quale è immobilizzato l’enzima glucosio 

deidrogenasi. Quest’ultimo, in presenza del coenzima pirrolochinolidina chinone 

(PQQ), è in grado di catalizzare la conversione del glucosio in gluconolattone, reazione 

che genera una debole corrente continua, rilevata dallo strumento ed espressa in termini 

di concentrazione di glucosio in mg/dl. Lo strumento consente di determinare i valori di 

[glucosio] compresi in un range di 10-600 mg/dl.  

 

Produzione di lattato 

La concentrazione di lattato in coltura, considerata un ottimo indicatore del grado di 

anaerobiosi in cui vivono le cellule, è stata invece determinata attraverso il metodo 

colorimetrico enzimatico Lactate Dry-Fast (Sentinel, Milan, Italy), basato sulla 

reazione catalizzata dall’enzima lattato-ossidasi. Il lattato viene prodotto nel ciclo di 

Cori, per conversione anaerobia del glucosio. In presenza dell’enzima lattato-ossidasi, 

esso viene ossidato a piruvato con conseguente produzione di perossido d’idrogeno 

(H2O2). L’H2O2 così liberato nell’ambiente di reazione, reagisce per intervento 

dell’enzima perossidasi (POD) con un composto cromogeno, l’N-etil-N-(2-idrossi-3-

sulfopropil)-3-metilanilina o TOOS, ossidandolo e determinandone la trasformazione in 

un prodotto di colore violetto, capace di emettere radiazioni elettromagnetiche alla 

lunghezza d’onda di λ= 550 nm. L’assorbanza del campione viene rilevata attraverso 

analisi spettrofotometriche: la stechiometria della reazione è tale per cui la 

concentrazione di prodotto colorato sarà proporzionale al substrato di partenza e 

dunque l’intensità della colorazione proporzionale alla concentrazione di lattato 

presente nel campione in esame. Il test consente di determinare valori di [lattato] 

compresi in un range di 1-150 mg/dl con una sensibilità di 1 mg/dl. 

 

Dosaggio del BDNF 

La crescita, lo sviluppo e il differenziamento neuronale sono stati monitorati 

attraverso il dosaggio del BDNF, grazie ad un metodo di analisi immunologia, il BDNF 

Emax Immunoassay System (promega Corporation, Madison, USA). Il dosaggio 

rispecchia un test ELISA (l’acronimo dell’espressione inglese Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay) di tipo non competitivo e diretto, definito anche DAS-ELISA. 

Sono di seguito riportate le fasi sperimentali: 
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• Immissione della soluzione di coating (1:1 Sodio Bicarbonato/Sodio 

Carbonato e 0,05% tween 20), contenente l’Ab primario monoclonale 

specifico per l’antigene (BDNF) da individuare, nei 96 pozzetti di una 

apposita piastra da saggio in polistirene. La piastra viene conservata a 4°C 

over-night. L’eccesso di Ab primario non legato viene eliminato dopo 

l’incubazione attraverso un lavaggio con il buffer di lavaggio TBST (Tris-

HCl ed NaCl). 

• Aggiunta della soluzione Block-Sample buffer 1X, al fine di bloccare i siti 

aspecifici dell’Ab primario. Dopo un’ora di incubazione a T ambiente, si 

effettua un ulteriore lavaggio con TBST per la rimozione della soluzione 

di bloccaggio. 

• Preparazione di una curva standard (nel range di 7,8-500 pg/ml) per ogni 

piastra, realizzata attraverso diluizione 1:2 dello standard con Block-

Sample buffer 1X. Si procede con il rapido caricamento dei campioni da 

analizzare in ciascun pozzetto e con la successiva incubazione a T 

ambiente per 2 h sotto costante agitazione (400+100 rpm). Al termine 

della fase di incubazione, nei pozzetti in cui è presente il BDNF si sarà 

creata una struttura a sandwich: Ab primario legato al fondo del pozzetto, 

BDNF legato sia all’Ab primario monoclinale che a quello secondario 

policlonale. 

• Aggiunta di un Ab terziario coniugato con l’enzima perossidasi di rafano 

(HRP). L’Ab terziario è un Ab anti IgY specie-specifico, che riconosce 

l’Ab secondario e di conseguenza l’intera struttura a sandwich. La piastra 

è nuovamente incubata sotto agitazione (200+100 rpm) per 1 h a T 

ambiente e successivamente lavata una volta con TPBS. Nel caso in cui il 

BDNF sia assente, l’Ab terziario non si legherà e sarà allontanato con tale 

lavaggio. 

• Aggiunta di TMB One Solution, soluzione che contiene un substrato 

cromogeno di colore azzurro, il p-nitrofenilfosfato. In presenza 

dell’enzima HRP, questo cromogeno viene trasformato in p-nitrofenolo, il 

quale emetterà una colorazione gialla. Dopo 10 minuti si blocca la 

reazione attraverso l’aggiunta di 100 μl di HCl 1 N per well (fase di 

stopping).  
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• Lettura spettrofotometrica (450 nm) del prodotto della reazione enzimatica 

tra la HRP e il p-nitrofenilfosfato. L’assorbanza si misura entro 30 minuti 

dalla fase di stopping. 

La retta che si ottiene ponendo in un sistema di assi cartesiani i valori di assorbanza 

ottenuti per i campioni della curva standard in funzione della loro concentrazione in 

BDNF (nel range di 7,8-500 pg/ml) ci permetterà, attraverso interpolazione, di risalire 

alla concentrazione di BDNF presente in ogni campione sotto esame, caricato nella 

piastra. 

 

III.3.2 Analisi strutturale delle colture cellulari ippocampali 

Doppia immunofluorescenza 

La tecnica di doppia immunofluorescenza sfrutta l’utilizzo di due anticorpi primari 

e due secondari marcati con sostanze fluorescenti (fluorofori o fluorocromi) che 

rendono visibili gli immunocomplessi antigene-anticorpo mediante strumenti appositi 

quali spettrofluorimetri, microscopia a fluorescenza o microscopia confocale. In questo 

lavoro di tesi sono stati utilizzati alcuni anticorpi primari che sono diretti in maniera 

selettiva verso marcatori strutturali delle cellule ippocampali: la GAP43 (Sigma) quale 

marcatore della crescita assonica, la MAP2 (Sigma) specifica per la componente 

dendritica, la β-tubulina (Sigma) marcatore di tutto il citoscheletro cellulare; il DAPI 

(Sigma) che si lega alla doppia elica di DNA ed è un marcatore del nucleo. Gli 

anticorpi secondari usati per la rivelazione sono stati la TRITC (Zymed Laboratories 

INC) e la FITC (Zymed Laboratories INC). In tabella III.2 sono state riportate le 

concentrazioni usate. Attraverso l’applicazione dei suddetti anticorpi e procedura 

sperimentale è stato possibile in primo luogo analizzare la crescita dei neuroni 

ippocampali su supporto biosintetico (membrana FC) rispetto alla piastra Petri e, in una 

fase successiva, evidenziare le differenze morfologiche dei neuroni trattati con specifici 

farmaci rispetto a cellule non trattate. Nella prima parte, solo alcune piastre (n=6; 3 

piastra Petri e 3 FC) sono state sottoposte a doppia immunofluorescenza con GAP43 + 

β-tubulina. 
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CONCENTRAZIONE

ANTICORPI 
PRIMARI 

 

CONCENTRAZIONE 
ANTICORPI 
SECONDARI 

CONCENTRAZIONE 
DAPI 

GAP43 

15μl/ml 

TRITC 

10 μl/ml  

DAPI 

20 μl/ml 

β-TUBULINA 

8,5μl/ml 

FITC 

10 μl/ml 

 

MAP2 

10 μl/ml 

TRITC 

10 μl/ml 

 

                   
 Tabella III.2 Concentrazioni degli anticorpi primari e secondari utilizzati nella 

doppia immunofluorescenza. 
 

Il protocollo di doppia immunofluorescenza prevede i seguenti passaggi: 

1) FISSAZIONE: dopo aver rimosso il mezzo di coltura, le cellule ippocampali sono 

fissate in paraformaldeide al 4% in PBS 1X (pH 7.4) per 15 min a temperatura 

ambiente e successivamente lavate in PBS 1X freddo per due volte; 

2) PERMEABILIZZAZIONE: i campioni sono incubati per 10 min in una soluzione di 

PBS 1X contenente Triton X-100 (0.25%) a temperatura ambiente e 

successivamente lavati per 3 volte in PBS 1X, 5 min per ciascun lavaggio. La 

concentrazione di Triton viene ridotta a 0.1% per antigeni di membrana quali 

GAP43; 

3) BLOCCAGGIO: i campioni sono incubati con una soluzione di BSA 1% in PBS cui 

è aggiunto Tweeb (PBST) per 30 min, al fine di bloccare il legame aspecifico degli 

anticorpi; 

4) INCUBAZIONE SIMULTANEA: le cellule sono ricoperte di una soluzione 

contenente una miscela dei due anticorpi primari in una soluzione di BSA 1% in PBST, 

overnight a 4°C. La miscela dei due anticorpi è allontanata per decantazione ed i 

campioni lavati 3 volte in PBS 1X, 5 min per ciascun lavaggio. I campioni sono 

successivamente incubati con la miscela dei due anticorpi secondari in una soluzione di 

BSA 1% in PBST 1X per 1h, a temperatura ambiente. Una volta allontanata la miscela 

dei due anticorpi secondari, le cellule sono lavate 3 volte in PBS 1X, 5 min per ciascun 

lavaggio e successivamente incubate con DAPI per 20 min. Dopo aver effettuato gli 

ultimi lavaggi in PBS 1X, 3 da 1 min, le cellule sono conservate al buio a 4° C. Per 

l’osservazione microscopica, i campioni sono ricoperti con un coprioggetto, 
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interponendo un montante per fluorescenza  e le osservazioni realizzate mediante 

microscopia confocale (60 X). 

5)  

 

III.4 Caratterizzazione molecolare 

Numerose evidenze sperimentali riportano un’espressione dinamica e sequenziale 

per le diverse subunità dei GABAAR nei primi stadi di sviluppo. Durante la prima 

settimana di sviluppo dei neuroni ippocampali si osserva, infatti, la sola espressione 

delle subunità α2, β2/3, mentre quella della subunità α1 appare scarsa (fig. III.5). Verso il 

termine della seconda settimana di sviluppo si ha la comparsa della subunità α5 seguita, 

solo al termine della terza settimana, dalla subunità α1. 

 

 

Fig. III.5. Sinaptogenesi GABAergica nei neuroni ippocampali (Swanwick et al., 2006). 

 

Appare interessante sottolineare come l’aumento della subunità α1 e la concomitante  

diminuzione di α2, in una fase della maturazione neuronale durante la quale il processo 

di sinaptogenesi è ancora pienamente attivo, coincidano con lo switch dell’azione 

GABAergica da eccitatoria ad inibitoria. Nello stesso periodo l’espressione della 

subunità β2/3 rimane invariata. In aggiunta, la subunità γ2 risulta essere altamente 

espressa già nelle prime fasi, in accordo con il suo ruolo essenziale nel clustering 

recettoriale (fig. III.4; Essrich et al., 1998). Le subunità α5 e δ, al contrario, sembrano 

avere un ruolo nel mantenimento dell’attività tonica GABAergica registrata durante lo 

sviluppo precoce (Farrant e Nusser, 2005).  

Sulla base di tali evidenze ed in seguito alla determinazione del ruolo di una 

trasmissione GABAergica aspecifica, cioè mediata dall’insieme dei complessi 
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recettoriali espressi a tale stadio, è stato necessario verificare l’espressione di alcune 

subunità GABAergiche, quelle maggiormente espresse nelle prime fasi dello sviluppo 

neuronale ippocampale in altre specie, anche in Mesocricetus auratus. L’attenzione è 

stata rivolta in modo particolare alle subunità α2, α4 ed α5, ed i risultati ottenuti hanno 

dimostrato un’espressione precoce di α2 ed α5 nella prima settimana di maturazione in 

vitro, mentre la subunità α4 comincia ad essere espressa solo nelle fasi successive. Allo 

stesso tempo si è proceduto con l’identificazione molecolare di 2 marcatori strutturali, 

impiegati allo scopo di valutare la maturazione dei neuroni nelle diverse condizioni 

sperimentali. In particolare sono stati scelti la MAP2 e la sinaptofisina (Syn), marcatori 

dendritico e sinaptico rispettivamente. Al fine di ottenere una quantizzazione reale 

dell’mRNA di tali geni è stato inoltre introdotto un gene housekeeping (β-actina), la cui 

espressione è stata utilizzata per normalizzare i dati ottenuti in Real-Time PCR.  

 

Estrazione dell’RNA totale 

L’estrazione dell’RNA totale è una particolare tecnica sperimentale che necessita di 

massima sterilità e del mantenimento di una temperatura ottimale. La procedura 

sperimentale in questione consiste in una serie di passaggi che iniziano con la raccolta 

delle cellule poste in coltura a differenti stadi di differenziamento (DIV3 e DIV7) 

mediante tripsinizzazione. La concentrazione ottimale dell’enzima tripsina (0,025%) è 

stata scelta in maniera tale da consentire il totale distacco delle cellule dal supporto 

senza peraltro causare danni alla membrana cellulare dei neuroni adesi. In seguito alla 

rimozione del mezzo di coltura le cellule sono state preventivamente sottoposte ad uno 

sciacquo in DPBS 1X e quindi coperte con una soluzione di tripsina-EDTA e poste in 

incubatore a 37°C per 2 min. Al termine dell’incubazione si è proceduto col dare dei 

colpetti alle wells per favorire l’azione enzimatica mentre l’avvenuto distacco è stato 

successivamente confermato al microscopio ottico. In seguito al processo di 

tripsinizzazione le cellule, presenti in sospensione e di forma rotonda, sono state 

immediatamente trattate con mezzo per inibire altra attività catalitica della tripsina. A 

tal punto le cellule sono state risospese aspirando gentilmente in modo da staccarle 

completamente dal substrato e trasferite in una falcon da 15 ml. Avendo 

precedentemente stimato il numero di cellule presenti nel campione in esame, per ogni 

5-10 x 106 cellule è stato aggiunto 1 ml di buffer di estrazione “TRIreagent” (Sigma), 

una soluzione costituita da fenolo e da guanidina isotiocianato 4M che denatura le 

proteine. Al tessuto omogeneizzato è stato aggiunto cloroformio e, mediante 
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centrifugazione a 14.000 rpm (4°C), la fase acquosa contenente l’RNA è stata così 

separata da quella organica. L’aggiunta di isopropanolo alla fase acquosa ha consentito 

di precipitare l’RNA in modo che nel campione, al termine della centrifugazione, fosse 

eliminato il sovranante. Il pellet rimanente è stato quindi lavato con etanolo 75%, 

asciugato al flusso di una cappa da laboratorio per 30 min e disciolto in H2O contenente 

dietilpirocarbonato (DEPC), un agente alchilante che agisce sui residui di istidina, 

fondamentali per l’attività catalitica dell’RNAsi. L’RNA estratto è stato, infine, 

conservato a -80°C. 

 

Analisi qualitativa e quantitativa dell’RNA estratto  

La valutazione dell’integrità dell’RNA estratto è stata accertata mediante 

elettroforesi su gel di agarosio all’0,8% in presenza di etidio bromuro per consentirne la 

visualizzazione ai raggi ultravioletti. L’esito della corsa, evidenziato al trans-

illuminatore, ha messo in evidenza la presenza di due bande nette relative alle due 

subunità, maggiore (28s) e minore (18s) dell’RNA ribosomiale, che ha così confermato 

la buona qualità del materiale estratto. Successivamente è stata eseguita un’analisi 

qualitativa e quantitativa dello stesso attraverso l’ausilio dello spettrofotometro 

NanoDrop ND-3300 (software: ND-1000 v. 3.2.1), il quale, grazie all’efficienza del 

sistema di ritenzione, consente di effettuare misurazioni entro un largo range di 

lunghezze d’onda usando quantità relativamente molto piccole (1-2 µl) di campione. Il 

software utilizzato per le misurazioni fornisce, accanto alla concentrazione in ng/µl del 

campione, anche informazioni circa la qualità dello stesso attraverso la valutazione dei 

parametri: OD260/280 ed OD260/230. Valori di OD260/280 prossimi a 1,8 e di  OD260/230, 
compresi nell’intervallo 1.8-2.2, garantiscono circa la purezza del campione di RNA 

rispetto ad eventuali contaminazioni sia da DNA e proteine che da agenti fenolici. 

 

Trascrizione inversa 

La retrotrascrizione (RT) permette di ottenere una singola elica di DNA (cDNA) da 

uno stampo di RNA per azione dell’enzima trascrittasi inversa. In questa reazione viene 

usato come primer un oligo-dT (deossitimina) che si appaia in maniera complementare 

all’estremità 3’ dell’mRNA, caratterizzato in tutti gli mRNA eucariotici da una coda di 

poliA. La trascrittasi inversa più comunemente usata è quella del virus della leucemia 

murina di Moloney (M-MuLV), che catalizza la reazione portando alla formazione di 

un temporaneo eteroduplex mRNA-cDNA. L’mRNA viene successivamente 
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allontanato o mediante l’utilizzo di un’RNAsi H che digerisce in modo specifico l’RNA 

legato al DNA nell’ibrido mRNA-DNA, oppure sottoponendo l’RNA a trattamento 

alcalino al fine di ottenere un singolo filamento di cDNA. L’estremità 3’ del cDNA a 

singolo filamento tende a ripiegarsi formando una sorta di piccola forcina che può 

essere usata per innescare la sintesi di un secondo filamento ad opera della DNA 

polimerasi, mentre la piccola ansa che connette i due filamenti viene eliminata dalla 

nucleasi S1, che taglia specificamente le regioni del DNA a singolo filamento e 

distrugge l’enzima. In questo studio, per la reazione di RT a partire dall’RNA totale di 

neuroni ippocampali di Mesocricetus auratus è stato utilizzato il Kit High-Capacity 

cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Per la preparazione della Mix di 

reazione, a 10µl di RNA totale estratti dalle cellule sono stati aggiunti 2 µl di 10X RT 

Buffer, 0.8 µl di 25X dNTP Mix (100 mM), 2 µl di 10X RT Random Primers, 1 µl di 

MultiScribeTM Reverse Transcriptase e 9.2 µl di H2O Nuclease-free. I campioni così 

preparati sono stati sottoposti ad uno specifico programma (termociclatore) organizzato 

in tre step: 1) 25°C per 10’; 2) 37°C per 120’; 3) 4°C al termine della reazione di 

retrotrascrizione. Il cDNA ottenuto è stato conservato a -20°C ed un’aliquota è stata 

prelevata e fatta correre su gel d’agarosio all’1,5% al fine di valutarne la 

concentrazione.  

 

La reazione a catena della DNA polimerasi  

La reazione a catena della DNA polimerasi (RT-PCR) è una tecnica efficace che 

permette di amplificare in vitro grandi quantità di una determinata sequenza genica a 

partire da piccole quantità di uno specifico stampo. I requisiti essenziali della PCR sono 

due inneschi oligonucleotidici di sintesi (primers) complementari a regioni dei 

filamenti opposti che fiancheggiano la sequenza del DNA bersaglio e che, dopo 

l’ibridazione con il DNA stampo, abbiano le proprie estremità ossidriliche 3’ orientate 

l’una verso l’altra; una sequenza bersaglio nel campione di DNA che si collochi tra 

l’uno e l’altro innesco; i quattro desossiribonucleotidi ed, infine, una DNA polimerasi 

termostabile capace di resistere a 95°C. La tipica reazione di PCR consiste nella 

ripetizione di un certo numero di cicli, ognuno dei quali si suddivide in tre fasi: una fase 

di denaturazione generalmente a 94°C per separare le due eliche di DNA, una fase di 

ibridazione (annealing) dei primers alla sequenza bersaglio ed una fase di sintesi detta 

anche estensione del DNA. In condizioni saline opportune ed in presenza di appropriate 

concentrazioni di deossinucleotidi trifosfati, la DNA polimerasi catalizza, a temperature 
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elevate, la sintesi di nuove molecole corrispondenti alle sequenze al 3’ rispetto agli 

inneschi e ad ogni ciclo i frammenti neosintetizzati servono a loro volta da stampo per 

la sintesi di nuove molecole. Dopo pochi cicli di amplificazione il prodotto 

predominante è un frammento di DNA di lunghezza corrispondente alla distanza tra i 

due oligonucleotidi di innesco. Ogni ciclo raddoppia la quantità di DNA sintetizzato nel 

ciclo precedente, permettendo di ottenere in 30 cicli 105-106 volte la sequenza bersaglio. 

Un maggior numero di cicli non aumenta, tuttavia, la quantità di prodotto finale in 

quanto si raggiunge un plateau con amplificazione sempre meno efficiente. La DNA 

polimerasi generalmente utilizzata è la Taq polimerasi, un enzima del batterio 

Thermophilus aquaticus che risulta essere stabile ad alte temperature e che, dunque, 

può essere sottoposto a ripetuti cicli di denaturazione senza perdere la propria attività. 

L’azione della Taq polimerasi dipende dalla concentrazione di ioni magnesio (Mg2+) 

che ne potenziano la reattività, per cui occorre evitare elevate concentrazioni di questo 

ione che diminuiscono la specificità dell’enzima e possono determinare 

l’amplificazione di frammenti aspecifici.  

Uno dei requisiti fondamentali per la buona riuscita della reazione è ovviamente la 

scelta dei primers che devono essere complementari al frammento di cDNA da 

amplificare. I primers devono pertanto possedere requisiti specifici quale la lunghezza, 

che non deve essere superiore ai 25 nucleotidi per sequenze bersaglio di DNA 

appartenenti a genomi complessi, al fine di diminuire la probabilità di appaiamento con 

regioni che presentano una sequenza simile ma non di interesse (inefficienza 

dell’annealing), e non deve essere inferiore ai 16 nucleotidi (al fine di non pregiudicare 

la specificità del processo). I primers non devono contenere sequenze tra loro 

complementari, sequenze ripetute od invertite, per evitare che si formino dimeri o 

strutture a forcina che riducano l’efficienza dell’amplificazione; il contenuto in GC 

degli stessi deve essere compreso tra il 50-60% per dare maggiore stabilità. Un altro 

importante parametro da tenere in considerazione è la temperatura di melting (Tm; 

valore di temperatura cui il DNA è parzialmente svolto) che deve essere simile per 

entrambi i primers; generalmente si preferisce una temperatura di ibridazione di 5° 

inferiore rispetto alla Tm.  

I primers utilizzati in questo lavoro, disegnati sulle rispettive sequenze geniche in 

Rattus norvegicus e Mus musculus (α2) sono riportati in Tabella III.3, mentre i 

programmi ottimizzati per la fase di amplificazione sono riportati in Tabella III.4.  
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abella III.3. Primers utilizzati per l’identificazione genica delle subunità 

 

 

T
GABAergiche e dei marcatori strutturali impiegati in tale studio. 
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abella III.4. Programmi di PCR impiegati per l’amplificazione delle subunità 
GABAergiche e dei marcatori strutturali impiegati in tale studio. 

 

 

T
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Purificazione del prodotto di PCR 

cedere con la fase successiva di sequenziamento è stato necesPrima di pro sario 

nto genico ottenuto. Per questa parte è stato usato 

il k

sione: Real-Time PCR  

Nonostante il largo impiego per valutazioni quantitative di campioni di DNA od 

miti associati alla natura esponenziale 

dell

realizzare la purificazione del framme

it Wizard SV gel and PCR clean up system, che permette di estrarre e purificare 

frammenti di DNA della lunghezza compresa tra 100bp e 10kb da gel di agarosio 

mediante l’azione di tris acetato (TAE) o tris-borato (TBE). Completata la corsa 

elettroforetica, la banda prelevata da gel è stata trasferita in un’eppendorf e quindi 

disciolta in guanidina isotiocianato (membrane binding solution; 10µl di soluzione sono 

sufficienti per sciogliere 10 mg di gel di agarosio) a 50°C. La miscela ottenuta è stata 

trasferita in una SV minicolonnina ed il campione è stato sottoposto a lavaggi 

successivi con una soluzione di membrane wash solution, precedentemente diluita con 

etanolo 95%, per favorire la rimozione dei sali. Al termine di una serie di 

centrifugazioni, il DNA purificato è stato diluito in 50µl di H2O nucleasi free e 

conservato a -20°C. Successivamente è stata effettuata la precipitazione del purificato, 

aggiungendo 1/10 di volume di acetato e due volumi di etanolo 100% freddo. Dopo tre 

centrifugazioni successive, seguita ognuna dalla rimozione del sovranatante, in fase 

finale il pellet di DNA è stato risospeso in H2O nuclease free, essicato al termociclatore 

e quindi spedito alla Ditta BMR Genomics, che ha provveduto al sequenziamento del 

campione in esame.  

 

III.5 Studio d’espres

RNA, la tecnica di RT-PCR presenta dei li

’amplificazione stessa. La possibilità di ottenere dei falsi risultati ha portato 

inizialmente allo sviluppo di una tecnica di valutazione semiquantitativa nella quale i 

livelli di mRNA ottenuti per il messagero target vengono normalizzati rispetto ad un 

gene di riferimento usato come housekeeping, del quale viene considerata la quantità 

presente nella fase di amplificazione esponenziale (Chen et al., 1999). Negli ultimi 10 

anni, tuttavia, anche la PCR semiquantitativa è stata spiazzata dalla tecnica Real Time 

PCR detta anche PCR quantitativa o più brevemente qPCR. In questo lavoro di tesi è 

stato utilizzato come gene housekeeping, per la valutazione quantitativa del pattern di 

espressione di MAP2 e Syp, il fattore citoscheletrico β-actina per il quale non sono 

state riportate variazioni sul pattern di espressione nel corso della maturazione 

ippocampale (Tanic et al., 2007). I primers impiegati per la reazione di amplificazione 
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della β-actina, disegnati su regioni altamente conservate della sequenza di Rattus 

norvegicus, sono riportati in Tabella II. I primers utilizzati per Syp e MAP2 sono 

identici a quelli utilizzati nella precedente fase di identificazione genica.  

La quantificazione del numero di copie di DNA tramite qPCR si basa sulla conoscenza 

della cinetica dell’amplificazione che almeno inizialmente dovrebbe produrre da ogni 

rammento 

i copie prima della PCR 

Tal tivi. In primo luogo difficilmente per ogni 

ciclo partendo da un frammento otteniamo sempre un ulteriore nuovo frammento ma in 

In secondo luogo, la crescita esponenziale dei frammenti in una PCR avviene 

normal  reagenti e l’aumento dei 

singola copia di frammento di DNA un’ulteriore copia alla fine di ogni ciclo della PCR 

(caratterizzato dalle fasi di denaturazione, annealing ed estensione) con un tasso di 

crescita di ciclo in ciclo pari a 2. Trattandosi di un meccanismo che si ripete 

ciclicamente, è caratterizzato da una crescita geometrica o esponenziale per cui 

idealmente si può scrivere: 

X = X0 x 2C  

X=numero di copie del f

X0= numero d

C=numero di cicli 

e cinetica è teorica per almeno due mo

media se ne ottiene una proporzione variabile tra 0 e 100%. Ciò equivale a dire che 

l’efficienza della PCR è spesso minore del 100% teorico ovvero in termini matematici: 

X = X0 x (1 + E)C 

dove E=efficienza della PCR (compresa tra 0 e 100%) 

emente solo nei primi cicli, dopochè la diminuzione dei

prodotti residui (es. pirofosfato) inibisce la sintesi (fig. III.6): 

 

 
Fig. III.6. Curva di amplificazione di una PCR. 
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La presenza di empre più efficaci  

permette comunque di studiare la PCR grazie a strumenti “real-time” nella sua fase 

esp

metodi di rilevamento per la quantità di DNA s

onenziale, mediante l’impiego di marcatori fluorescenti il cui accumulo, a livello del 

prodotto di reazione, segue la stessa cinetica della PCR. In questo lavoro è stato 

utilizzato lo strumento Bio-Rad. I campioni di cDNA ottenuti sono stati analizzati 

mediante qPCR utilizzando il SYBR Green (Quiagen) come indicatore di fluorescenza e 

verifica della specificità dei prodotti amplificati mediante curva di melting (fig. III.7). Il 

Syber green emette una fluorescenza 200 volte maggiore quando intercalato al DNA a 

doppia elica, quindi, con il procedere dei cicli di amplificazione, si assisterà ad un 

continuo aumento della fluorescenza (Morrison, 1998). Il ciclo raggiunto il quale la 

fluorescenza supera il valore base (threshold) viene indicato come Ct (Cycle threshold). 

 
Fig. III.7. Curva di melting. Il colorante Syber si lega alle molecole di DNA a doppio 

filamento, intercalandosi nei solchi minori. La denaturazione del DNA che 

 

I dati otte  il metodo di quantificazione relativa 

dell’algoritmo della derivata seconda. Tale metodo consente di valutare le differenze 

consegue all’aumento della temperatura ad ogni ciclo di amplificazione 
determina il distacco del colorante. 

nuti sono stati analizzati mediante

nei livelli di espressione di un gene tra un campione ed il relativo controllo. Per poter 

effettuare tale confronto è necessario disporre di uno “standard interno”, di un 

riferimento, comune sia al campione trattato, sia al controllo ed espresso 

costitutivamente in entrambi. Tali geni costitutivi, denominati appunto housekeeping, 

sono caratterizzati dal fatto che la loro espressione segue l’attività trascrizionale della 

cellula: ne consegue che la quantità di RNA e quindi di cDNA utilizzato come templato 
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è ad essa proporzionale. Affinché tale valore possa essere utilizzato per ricavare l’entità 

dell’espressione differenziale del gene d’interesse tra il campione ed il suo controllo 

devono realizzarsi alcune condizioni. Una prima condizione riguarda l’efficienza della 

reazione di amplificazione per entrambi i geni, che dovrà essere quanto più possibile 

prossima al 100%. Tale parametro dovrà inoltre essere paragonabile tra il gene target e 

lo standard. Il metodo comunemente impiegato per il calcolo dell’efficienza di 

amplificazione è il seguente: 

 

Efficienza (η) = [10(-1/slope) ] – 1 

 

dove “slope” si riferisce al . La curva standard di un 

campione mette in relazione il numero di cicli di amplificazione con la fluorescenza 

 
 

La mix di reazione per ciascun campione è stata successivam do

onto se trattasi di un gene di riferimento o di un gene target. Nel primo caso si è 

 μl 
μl 

oni generali riportate nella seguente Tabella III.5: 

la pendenza della curva standard

emessa da un campione o, in modo più specifico, con la quantità di campione di 

partenza. Per la determinazione della curva standard (per ciascuna coppia i primers) si è 

proceduto con una diluizione seriale del templato a concentrazione nota: 

5 μl 5 μl 5 μl 5 μl 5 μl 

ente allestita tenen  

c

preparata una mix costituita da: 

• iQ SYBR Supermix 2X : 12.5 μl 
• Primer for (10 μM): 0,25
• Primer rev (10 μM): 0,25 
• H2Onf : 10 μl 
• cDNA: 2 μl 
• Volume totale: 25 μl 

 
 
Rispettando quindi le condizi

 

 

20 μl
H2O 

20 μl 
H2O 

20 μl
H2O

20 μl
H2O 

20 μl
H2O

50 ng/μl 
cDNA stock 

10 ng 2 ng/ 0.4 ng/ μl 
400 pg/μl

16 pg/μ
.016 ng

0.8 ng/ μ
80 pg/

 
0

l  
μl 

l 
/ μl

/μl μl 
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ariabile tra 200-400 nM. In tal caso, le condizioni generali di amplificazione sono state 

μM): 0,5-1 μl 
er rev (10 μM): 0,5-1 μl 

oni generali riportate nella seguente Tabella III.6: 

 

 

Tabella III.5. Condizioni generali di reazione in qPCR per un gene di riferimento. 

 

Pe s, 

ariabile tra 200-400 nM. In tal caso, le condizioni generali di amplificazione sono state 

μM): 0,5-1 μl 
er rev (10 μM): 0,5-1 μl 

oni generali riportate nella seguente Tabella III.6: 

 

Tabella III.6. Condizioni generali di reazione in qPCR per un gene target. 

 
Condizioni di reazione per gene housekeeping 

 

 

 

 

 

  

  

  

 

Tabella III.5. Condizioni generali di reazione in qPCR per un gene di riferimento. 

Per i geni target è stato necessario impiegare una concentrazione maggiore dei primerr i geni target è stato necessario impiegare una concentrazione maggiore dei primers, 

vv

le seguenti: 

• iQ SYBR Supermix 2X : 12.5 μl 
• Primer for (10 
• Prim

le seguenti: 

• iQ SYBR Supermix 2X : 12.5 μl 
• Primer for (10 
• Prim
• H2Onf : 9,5-8,5 μl • H2Onf : 9,5-8,5 μl 
• cDNA: 2 μl • cDNA: 2 μl 
• Volume totale: 25 μl • Volume totale: 25 μl 
 

Rispettando quindi le condiziRispettando quindi le condizi

        

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Tabella III.6. Condizioni generali di reazione in qPCR per un gene target. 

 

Vo
replica

lume finale per singola PCR o  25 μl
 

Concentrazione finale primers gen
riferimen  e di 

to
0.1 μM per ciascuno 
 

Quantità cDNA templato per singola 
PCR o replica 

2 μl 
 

Nr repliche per campione 3

Condizioni di reazione di un gene target 

e finale per singola PCR o  Volum
replica

25 μl
 

Concentrazione finale primers gen
riferimen  e di 

to
0.2-0.4 μM per ciascuno 
 

Quantità cDNA templato per singola 
PCR o replica 

2 μl 
 

Nr repliche per campione 3
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Nel controllo negativo sono stati utilizzati 2 μl di acqua RNAsi free al posto del cDNA. 

L’amp  per 

ata seconda. Brevemente, per ogni campione (analizzato in 

trip

itro  

I risultati ottenuti da queste prime fasi sperimentali hanno portato in primo luogo 

porto biosintetico la cui applicazione per la 

cres

lificazione è stata condotta con i seguenti programmi: 15 minuti a 95°C

attivare la Taq DNA polimerasi; 20 secondi alla temperatura di appaiamento che 

dipende dalla coppia di primers utilizzati; 15 secondi a 95°C per la denaturazione; 10 

secondi a 72°C per l’estensione. Tali cicli sono stati ripetuti in media 40 volte. Per 

verificare che la reazione di amplificazione dei frammenti genici attesi fosse avvenuta 

correttamente, aliquote del prodotto di PCR sono state sottoposte a corsa elettroforetica 

su gel d’agarosio (1,5%). 

I dati sono stati analizzati mediante il metodo di quantificazione relativa 

dell’algoritmo della deriv

licato) è stato individuato il valore di Ct del gene di interesse e di quello 

housekeeping. È stata quindi calcolata la loro differenza che rappresenta il ΔCt in modo 

tale che la quantità di ogni messaggero codificante il gene di interesse sia normalizzata 

rispetto al gene housekeeping. Per ogni gruppo (trattamento) è stato calcolato il ΔCt 

medio e la deviazione standard. La differenza tra il ΔCt di un qualsiasi gruppo di 

trattamento ed il ΔCt del gruppo controllo rappresenta il ΔΔCt, derivandone che il ΔΔCt 

del gruppo controllo è pari a zero. L’espressione matematica 2-ΔΔCt, che per il gruppo 

dei campioni controllo sarà quindi uguale ad 1, rappresenta il numero di volte (in più o 

in meno) in cui il gene di interesse è espresso rispetto all’espressione basale (quella 

riscontrata nei campioni non trattati). Con tale metodo, per ogni campione la quantità 

del gene di interesse analizzato è quindi espressa come n-volte rispetto alla quantità 

presente nelle cellule ippocampali non trattate. Tutti i dati sono espressi come media ± 

errore standard. L’analisi statistica è stata condotta mediante ANOVA two-way seguita 

dal test Neuman-Keul’s. I risultati ottenuti sono stati considerati statisticamente 

significativi per un valore di p<0.05. 

 

III.6 Trattamenti farmacologici in v

alla conferma delle membrane FC come sup

cita neuronale risulta estremamente vantaggiosa, in accordo sia con i saggi 

metabolici che con l’analisi morfologica (immunofluorecenza e qPCR). In aggiunta, 

l’identificazione dell’espressione solo di determinate subunità α del GABAAR durante 

la prima settimana di sviluppo neuronale ha portato alla scelta di farmaci specifici per 

la fase successiva del lavoro, mirata alla modulazione della trasmissione GABAergica e 
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allo studio degli effetti sulla maturazione morfo-funzionale dei neuroni ippocampali. 

Sia nella prima parte, in cui è stata valutata la trasmissione GABAergica totale che 

nella seconda, in cui si è provveduti allo studio della trasmissione mediata da specifici 

complessi recettoriali, sono stati impiegati farmaci appartenenti alla famiglia delle 

benzodiazepine e imidabenzodiazepine, le cui concentrazioni d’impiego sono state 

determinate avvalendosi di studi precedentemente effettuati nel Laboratorio di 

Neuroanatomia Comparata o riportati in letteratura e quindi confermati attraverso 

screening effettuati direttamente nelle colture di neuroni ippocampali. Per ciascun 

farmaco è stata applicata la concentrazione ritenuta ottimale per la saturazione di circa 

il 100% dei siti GABAergici, senza peraltro causare riduzione della vitalità cellulare 

(Tabella III.7).  

 

FARMACO CONCENTRAZIONE Riferimento 
FARMACO bibliografico 

F  lunitrazepam
(Flu) 

 
100 nM  

Facciolo et al., 2000; 
Can 02 onaco et al., 20

RY-080  
50 nM 

Facciolo et al., 2000; 
Canonaco et al., 2002 

D  iazepam
(DZP) 

 
1 μM 

 
Tietz et al., 1999 

Flumazenil 
(FLM) 

 
10 μM 

 
Ca 2 nonaco et al., 200

 

lla III.7. Farmaci impiegati e concentrazioni 

In una prima e neuronale 

urante la prima settimana di sviluppo in vitro è stato valutato su HIP intero. In questo 

Tabe di utilizzo. 

 

 fase, il ruolo della trasmissione GABAergica sulla maturazion

d

caso, alcune piastre (n=16) sono state utilizzate per il trattamento farmacologico con 

l’agonista GABAergico DZP e l’antagonista competitivo FLM. Il FLM lega quindi in 

modo competitivo il sito delle benzodiazepine sui GABAARs ma non attiva cascate a 

valle. La scelta delle concentrazioni si basa su dati precedenti, ottenuti nel Laboratorio 

di Neuroanatomia Comparata mediante analisi di affinità recettoriale su tessuto 

ippocampale (Canonaco et al., 2002) per quanto riguarda il FLM, mentre la 

concentrazione del DZP è stata ricavata dalla letteratura. Il DZP 1 μM è infatti in grado 

di incrementare in modo significativo (150-275%) la trasmissione GABAergica del 
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campo CA1 (Tietz et al., 1999). Entrambe le concentrazioni sono state confermate nel 

nostro sistema mediante screening. I farmaci sono stati preparati in dimetil solfossido 

(DMSO) alla concentrazione finale di 45 μM in 700 µl di mezzo di coltura. I farmaci 

sono aggiunti alle colture al tempo DIV0, subito dopo il piastramento, ed il trattamento 

continua per tutta la prima settimana di sviluppo, aggiungendo tali farmaci ogni 48 ore 

agli stadi DIV1, DIV3, DIV5 e DIV7. In particolare, i farmaci sono stati aggiunti con 

l’intenzione di osservare gli effetti indotti dalla stimolazione dei recettori GABAA 

(GABAAR) espressi a tale stadio indotta dal DZP e verificare, attraverso il blocco della 

trasmissione GABAAergica indotto dal FLM, la specificità degli stessi. Per tale motivo, 

un primo trattamento ha previsto la somministrazione del solo DZP, mentre in seguito è 

stato realizzato un co-trattamento DZP+FLM alle concentrazioni prestabilite. 

Contemporaneamente un certo numero di piastre (n=8) sono state utilizzate quali 

cellule controllo, nelle quali è stato aggiunto il DMSO 45 μM con le stesse modalità e 

agli stessi tempi delle cellule trattate. Le cellule sono state costantemente monitorate 

mediante microscopia ottica durante tutto il trattamento.  

Nella fase successiva, la scelta dei farmaci è stata effettuata tenendo conto di dati 

ricavati dalla letteratura circa l’espressione di specifiche subunità GABAAergiche in 

tale perodo dello sviluppo postatale, dati confermati dall’identificazione del trascritto 

codificante per tali geni già a DIV0 nella nostra specie. Per tale motivo sono stati 

applicati la benzodiazepina Flu e l’agonista inverso RY-080 diretti, in questo studio, 

alla modulazione dei recettori contenenti α2 o α5 rispettivamente. Sebbene il Flu 

manifesti affinità nei confronti dei recettori GABAergici contenenti α1, α2, α3, nel 

nostro studio l’assenza di α1 ed α3 rende tale farmaco specifico per α2. Analogamente, 

RY-080 si comporta da agonista inverso, riconoscendo il sito benzodiazepinico ma 

svolgendo un ruolo opposto a quello dell’agonista (rende difficile la trasmissione 

GABAergica). RY-080 manifesta specificità d’azione nei confronti della subunità α5. I 

farmaci sono stati preparati in una soluzione salina 0.9% tenendo presente che le 

suddette concentrazioni rappresentano le dosi finali applicate in 800 µl del mezzo di 

coltura. I farmaci sono aggiunti alle colture (n=4/trattamento+stadio) al tempo DIV0, 

subito dopo il piastramento, ed il trattamento continua per tutta la prima settimana di 

sviluppo, aggiungendo tali agonisti ogni 48 ore agli stadi DIV1, DIV3, DIV5 e DIV7. 

Contemporaneamente un certo numero di piastre (n=8) sono state utilizzate quali 

cellule controllo, nelle quali è stata aggiunta soltanto la soluzione salina 0.9% con le 

stesse modalità ed agli stessi tempi delle cellule trattate. Anche in questo caso, le 
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cellule sono state costantemente monitorate mediante microscopia ottica durante tutto il 

trattamento. Le alterazioni morfologiche indotte dai trattamenti su citati sono state 

monitorate attraverso la valutazione del pattern di distribuzione dei marcatori strutturali 

GAP43 e β-tubulina mediante microscopia confocale e dell’espressione dei marcatori 

MAP2 e Syn mediante qPCR, a DIV3 e DIV7. In aggiunta, parte delle colture 

sottoposte a trattamento o appartenenti al gruppo dei controlli sono state sacrificate a 

due stadi di sviluppo diversi, DIV3 e DIV7, per l’analisi di espressione mediante 

ibridazione in situ (ISH). Questi due stadi rappresentano tappe cruciali per la 

maturazione dell’assone e dell’arborizzazione dendritica, rispettivamente. 

 

III.7 Ibridazione in situ non radioattiva 

Le sonde oligonucleotidiche antisense per GluR2 ed NR1 utilizzate in questo studio 

sono le seguenti: 

GluR2: 5’ TTCACTACTTTGTGTTTCTCTTCCATCTTCAAATTCCTCAGTGTG 3’ 

R1: 5’ GCATTGGTGCGGGAGTCGCATTCATGATACCGAACCCATGTCTTA 3’ 

guito: 

 

N

 

 Il procedimento sperimentale per l’ISH su cellule ippocampali è riportato di 

se

• Marcatura della sonda.  La sonda è stata marcata con la DIG aggiungendo ad 1 µl 

di oligonucleotide 100pmol, 4 µl di buffer TdT (potassio cacodilato 1M, Tris-HCl 125 

mM pH 6.6), 4 µl di CoCl2, 2µl di DIG, 1 µl di TdT e acqua distillata, fino ad un 

volume di 20 µl. Successivamente, l’oligo è stato incubato per 30 min a 37°C e per 

bloccare la reazione, sono stati aggiunti 2 µl di EDTA 0.2 M pH 8.0. Per verificare 

l’avvenuta reazione di marcatura della sonda è stato effettuato un Dot Blot mediante la 

membrana Hybond N+ (Amersham International). Tale membrana è stata imbibita in 

una capsula Petri con il buffer 1 (Tris-HCl 0.1 M pH 7.5; NaCl  0.15 M ) per 15 min, 

agitando gentilmente; è stata poi incubata con l’anticorpo anti-DIG per 30 min a 37°C e 

sottoposta a due lavaggi nel buffer 1 per  5 min. La pellicola è stata poi trasferita nel 

buffer 3 (tris-HCl 0.1 M pH 9.5; NaCl 0.1 m; MgCl2 0.05 M) per 2 min in una nuova 

capsula Petri, nella quale sono stati posti i reagenti della detection sciolti nel buffer 3; 

tali reagenti sono: BCIP ed NBT. La piastra è stata lasciata al buio affinché potesse 
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verificarsi un pieno sviluppo della colorazione: la visualizzazione di un colore “rosa-

violetto” indica la corretta marcatura.  

• Fissazione. Le cellule sono fissate in paraformaldeide 4% per 15 min e 

successivamente sciacquate per 3 volte in PBS 1X. 

• Permeabilizzazione. Le cellule sono permeabilizzate in una soluzione di Triton X-

100 0,2% in PBS 1X  per 5 min e sciacquate 1 volta in PBS 1X. 

• Acetilazione. Tale fase prevede l’aggiunta di una soluzione di acetilazione (0,1M 

dazione

di trietanolammina, 0,25% anidride acetica, pH 8.00) per 10 min e successivo sciacquo 

in PBS 1X. 

• Preibri . Le cellule sono mantenute per 4-6 h a temperatura ambiente in un 

buffer contenente 50% di formammide , SSC 5X e Destran solfato. 

• Ibridazione. Al suddetto buffer di preibridazione viene aggiunto DTT al 2% e in 

 e lasciate a 

e immunologica.

più 250 ng di sonda marcata con DIG per piastra. La sonda va denaturata per 5 min a 

80°C e successivamente viene posta sulle cellule per 16 h a 55 °C in camera umida. Per 

ciascuna piastra è sufficiente aggiungere 300 µl di buffer di ibridazione.  

• Al termine delle 16 h, le cellule sono sciacquate in SSC 5X

temperatura ambiente per 60 minuti in SSC 0.2X. Dopo l’immersione in buffer 1 (0,1M 

di TrisHCl pH 7.5; 0.15M di NaCl) per 5 min, le cellule sono immerse per 60 min in 

una soluzione di bloccaggio preparata in buffer 1 con aggiunta di BSA 2% e Triton X-

100 allo 0,3%. 

• Rivelazion  Le cellule sono incubate in camera umida per 3-4 h a 

temperatura ambiente con anti-DIG (1:1000) diluito in buffer 1, cui seguono 2 lavaggi 

con buffer 1 per 10 min ed un ultimo lavaggio di 5 min in buffer 2 (0,1M TrisHCl/0,1M 

NaCl/50mM di MgCl2, pH 9,5). 

• Reazione di colorazione. Le cellule sono coperte con un buffer di colorazione (23 

 

µl di NBT, 100 mg/ml, e 18 µl di BCPI, 50 mg/ml preparati in 5 ml di buffer 2) e 

mantenute al buio in camera umida overnight. La reazione di colorazione è stoppata con 

un buffer TE contenente 100 mM di TrisHCl pH 8,00 / EDTA 1 mM pH 8,00 per 5 min. 

Infine le cellule sono lavate in H2Os e coperte con montante coprioggetto per la 

visualizzazione al microscopio ottico. 
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III.8 Analisi statistica 

 morfologia neuronale in condizioni di controllo o in seguito a 

trat

La valutazione della

tamento farmacologico è stata effettuata a diversi stadi di sviluppo (DIV1, DIV3, 

DIV5 e DIV7) mediante il software “Pro-Plus image analysis” (media Cybernetics). Il 

diverso pattern di espressione delle subunità NR1 e GluR2, espresso in O.D. + s.e.m. è 

stato valutato a DIV3 e DIV7 mediante analizzatore di immagine (Scion-Image 2.0). In 

entrambi i casi, le differenze ottenute sono state confrontate mediante ANOVA two-

way seguito da test di Newman Keul e i dati sono stati considerati significativi se 

p<0,05. L’analisi statistica dei dati metabolici è stata condotta mediante test ANOVA 

seguito da test di Student, e i risultati sono stati considerati significativi quando p<0,05.  
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Risultati: parte molecolare 
 
IV.1 Identificazione molecolare di GABAα2 in Mesocricetus auratus 

L’utilizzo di primers disegnati sulla sequenza di Gabra2 di Mus musculus ha 

consentito l’identificazione di una porzione di tale recettore nella specie Mesocricetus 

auratus. D’accordo con la minima distanza filogenetica tra le due specie, la lunghezza 

del tratto amplificato visualizzato su gel d’agarosio (1.5%) risulta essere paragonabile. I 

risultati della reazione di sequenza hanno fornito un frammento nucleotidico 

complessivo di 90 bp, per il quale la parte iniziale e terminale presentano una perdita di 

purezza come visualizzato sui cromatogrammi mediante Finch TV versione 1.4.0. La 

sequenza è di seguito riportata: 

 
>partial cds Gabra2_Mesocricetus_auratus       
 
5’-CATGATACAGAACAACGCCTATGCTGTAGCCGTTGCCAACTACGCCCCGAATCTTTCCAAAGAT 
CCTGTCCTCTCTACCATTTCAAAAA-3’ 
 
Per verificare se la sequenza ottenuta in Mesocricetus auratus corrispondesse realmente 

alla sequenza di Gabra2 di tale specie è stato realizzato l’allineamento nucleotidico di 

Mesocricetus auratus con le sequenze di altri Mammiferi, attraverso il programma di 

allineamento disponibile online, al sito http://workbench.sdsc.edu, dotato della funzione 

BLASTN. Il successivo allineamento delle sequenze (CLUSTALW) ha evidenziato una 

percentuale di omologia con le sequenze nucleotidiche (fig. IV.1) codificanti per Gabra2 

pari al 96% in Rattus norvegicus e al 99% in Mus musculus. Nel caso di Homo sapiens, 

la percentuale di omologia è pari a 84%. 
 
 
 
Consensus key (see documentation for details)  
* - single, fully conserved residue 
  - no consensus 
 
CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment 
 
 
>Gabra2_Mesocricetus      -------------------------------TCATGATACAGAACAACGC 
>Gabra2_Rattus norvegicus AATGACAAGCCTAAAAAAGAGAAAGGCTCCGTCATGATACAGAACAACGC 
>Gabra2_Mus_musculus 1051 AATGACAAG---AAAAAAGAGAAAGGCTCCGTCATGATACAGAACAACGC 
>Gabra2_Homo_sapiens      AATGACAAG---AAAAAAGAAAAGGCTTCCGTTATGATACAGAACAACGC 
                                                         * ***************** 
 
>Gabra2_Mesocricetus      CTATGCTGTAGCCGTTGCCAACTACGCCCCGAATCTTTCCAAAGATCCTG 
>Gabra2_Rattus norvegicus CTATGCTGTAGCCGTTGCCAACTACGCCCCGAATCTTTCCAAAGATCCTG 
>Gabra2_Mus_musculus      CTATGCGGTAGCTGTTGCCAACTATGCCCCGAATCTTTCCAAAGATCCTG 
>Gabra2_Homo_sapiens      TTATGCAGTGGCTGTTGCCAATTATGCCCCGAATCTTTCAAAAGATCCAG 
                           ***** ** ** ******** ** ************** ******** * 
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>Gabra2_Mesocricetus      TCCTCTCTACCATTTCAAAAA----------------------------- 
>Gabra2_Rattus norvegicus TCCTCTCTACCATTTCCAAAAGTGCAACTACTCCAGAACCAAACAAGAAG 
>Gabra2_Mus_musculus      TCCTCTCTACCATTTCCAAAAGTGCAACGACGCCAGAACCGAACAAGAAG 
>Gabra2_Homo_sapiens      TTCTCTCCACCATCTCCAAGAGTGCAACCACGCCAGAACCCAACAAGAAG 
                          * ***** ***** ** ** *                              
 
Fig. IV.1. Allineamento nucleotidico tra la sequenza parziale di Gabra2 in Mesocricetus 

auratus, Mus musculus, Homo sapiens e Rattus norvegicus (cds parziale). Gli 
asterischi in azzurro indicano l’identità nucleotidica. 

 
Ricorrendo allo stesso sito http://workbench.sdsc.edu, è stata sfruttata la funzione 

SIXFRAME che ha permesso di ottenere la traduzione aminoacidica del frammento 

nucleotidico, oltre che di verificare l’assenza di codoni di STOP. Il frammento proteico:  

>Gabra2_Mesocricetus auratus  
 
MIQNNAYAVAVANYAPNLSKDPVLSTISK 

così ottenuto di 29 aa è stato allineato con la sequenza aminoacidica di Gabra2 delle 

stesse specie considerate per l’allineamento nucleotidico. Successivamente, avvalendosi 

del software BIOEDIT Sequenze Allineament Editor,è stata calcolata la percentuale di 

identità e di similarità presentate da Mesocricetus auratus rispettivamente con ciascuna 

delle altre specie considerate (fig. IV.2 a,b). 

 
a) Consensus key (see documentation for details) 
* - single, fully conserved residue 
: - conservation of strong groups 
. - conservation of weak groups 
  - no consensus 
CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment 
 
>Gabra2_Mus_musculus       NDK-KKEKGSVMIQNNAYAVAVANYAPNLSKDPVLSTISKSATTPEPNKK 
>Gabra2_Rattus norvegicus  NDKPKKEKGSVMIQNNAYAVAVANYAPNLSKDPVLSTISKSATTPEPNKK 
>Gabra2-Mesocricetus       -----------MIQNNAYAVAVANYAPNLSKDPVLSTISK---------- 
>Gabra2_Homo_sapiens       NDK-KKEKASVMIQNNAYAVAVANYAPNLSKDPVLSTISKSATTPEPNKK 
                                      *****************************           
b)  

Mesocricetus auratus SIMILARITÀ (%) IDENTITÀ (%) 
Rattus norvegicus 100% 100% 
Mus musculus 100% 100% 
Homo sapiens 100% 100% 
 
Fig. IV.2.  Allineamento del frammento nucleotidico di Gabra2 di Mesocricetus auratus con 

le altre specie (a). Gli asterischi in azzurro indicano un residuo aminoacidico 
completamente conservato. (b) Tabella riassuntiva delle percentuali di similarità e 
identità calcolate tra la sequenza proteica di Mesocricetus auratus e quella relativa 
alle altre specie prese in esame. 

 
La sequenza parziale di Mesocricetus auratus è stata successivamente studiata da un 

punto di vista funzionale attraverso la predizione della struttura secondaria. 

L’identificazione di domini conservati tra Mesocricetus auratus ed una seconda specie 
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potrebbe infatti fornire importanti indicazioni circa la funzione del tratto aminoacidico. 

Tale studio è stato realizzato sfruttando il software GOR4, presente all’indirizzo 

http://npsa-pbil.ibcp.fr\cgi-bin\secpred_gib.pl. In particolare sono state confrontate le 

predizioni della struttura secondaria di Mesocricetus auratus, di Rattus norvegicus e 

Mus musculus e sono stati ottenuti i seguenti risultati (fig. IV.3): 

 
Query: Mesocricetus auratus Gabra2 
 
Sequence   MIQNNAYAVA VANYAPNLSK DPVLSTISK 
Structure  CCCCCCCHHH HHHCCCCCCC CCEEEEEEC 
 
 
Sequence length: 29 aa 
 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :     6 is  20.69% 
      Beta Sheet      (E) :     6 is  20.69% 
      Random coil     (C) :    17 is  58.62% 
    
 
Query: Rattus norvegicus Gabra2 
 
                 360         370        380        390       400 
                   |         |        |        |        | 
Sequence   NDKPKKEKGS VMIQNNAYAV AVANYAPNLS KDPVLSTISK SATTPEPNKK  
Structure  CCCCCCCCCE EEEECCHHHH HHHHCCCCCC CCCCEEEECC CCCCCCCCCC 
 
 
Sequence length: 29 aa 
 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :     8 is  27.59% 
      Beta Sheet      (E) :     7 is  24.14% 
      Random coil     (C) :    14 is  48.28% 
 
Query: Mus musculus Gabra2 
        
                  360        370        380        390       400  
                    |        |        |        |        | 
Sequence   NDKKKEKGSV MIQNNAYAVA VANYAPNLSK DPVLSTISKS ATTPEPNKKP 
Structure  ECCCCCCCEE EEECCHHHHH HHHCCCCCCC CCCEEEECCC CCCCCCCCCC 
 
 
Sequence length: 29 aa 
 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :     8 is  27.59% 
      Beta Sheet      (E) :     7 is  24.14% 
      Random coil     (C) :    14 is  48.28% 
 
Fig. IV.3.  Confronto tra la struttura di Gabra2 in Rattus norvegicus e in Mus musculus e la 

sequenza parziale ottenuta in Mesocricetus auratus, di cui sono riportati in valori 
percentuale le strutture secondarie. LEGEND: Alpha Helix = H Beta Sheet = E 
Random Coil = C.  
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Il confronto tra le predizioni di struttura secondaria mette in evidenza la presenza delle 

medesime tipologie strutturali in tutte le sequenze analizzate; in particolare si 

individuano le seguenti tipologie: alfa elica (alpha helix, Hh), filamento disteso 

(extended strand, Ee) ed avvolgimento casuale (random coil, Cc). 

 
IV.2 Identificazione molecolare di GABAα4 in Mesocricetus auratus 

L’utilizzo di primers disegnati sulla sequenza di Gabra4 di Rattus norvegicus ha 

permesso l’identificazione di una porzione di tale recettore nella specie Mesocricetus 

auratus. In accordo con la minima distanza filogenetica tra le due specie, la lunghezza 

del tratto amplificato visualizzato su gel d’agarosio (1.5%) risulta essere paragonabile. I 

risultati della reazione di sequenza hanno fornito un frammento nucleotidico 

complessivo di 157 bp, poiché la parte iniziale e quella terminale del frammento 

presentano una perdita di purezza come visualizzato sui cromatogrammi mediante Finch 

TV versione 1.4.0. La sequenza è di seguito riportata:  

 
>partial cds Gabra4_Mesocricetus_auratus       
 
5’- TCCTCTCACGGGACACTGCAACCAGCTCCTTTGCGGTCGGCGTCTGCTCGCCCGGCATTTGGAGCT 
AGACTTGGGCGAATTAAGACAACAGTTAATACGACAGGGGTGCCTGGGAATGTGTCAGCCACACCTCCTC
CCTCTGCTCCACCACCAAAAA -3’ 
 
Per verificare se la sequenza ottenuta in Mesocricetus auratus fosse realmente la 

sequenza di Gabra4 di tale specie è stato effettuato l’allineamento nucleotidico di 

Mesocricetus auratus con le sequenze di altri Mammiferi, attraverso il programma di 

allineamento disponibile online, al sito http://workbench.sdsc.edu, dotato della funzione 

BLASTN. Il successivo allineamento delle sequenze (CLUSTALW) ha evidenziato una 

percentuale di omologia con le sequenze nucleotidiche codificanti per Gabra4 pari al 

94% in Rattus norvegicus e al 83% in Mus musculus (fig. IV.4). 

Consensus key (see documentation for details) 
* - single, fully conserved residue 
  - no consensus 
 
CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment 
 
>Gabra4_Mus_musculus 1351 CTTTCATCTGCAGCATCCCCCTCTCCTCATGGCACATTGCGGCCAGCTTC 
>Gabra4_Rattus norvegicus CTTTCGTCTGCCGCATCGCCCTCTCCTCACGGGACACTGCAGCCAGCTCC 
>Gabra4_Mesocricetus      ---------------------TCCTCTCACGGGACACTGCAACCAGCTCC 
                                               **  **** ** *** ***  ****** * 
 
>Gabra4_Mus_musculus      TTTGGGGTCAGCTTCCACTCGCCCTGCATTTGGATCTAGACTTGGGCGAA 
>Gabra4_Rattus norvegicus TTTGCGGTCGGCGTCTGCTCGCCCGGCATTTGGAGCTAGACTTGGGCGCA 
>Gabra4_Mesocricetus      TTTGCGGTCGGCGTCTGCTCGCCCGGCATTTGGAGCTAGACTTGGGCGAA 
                          **** **** ** **  ******* ********* ************* * 
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>Gabra4_Mus_musculus      TTAAGACAACAGTTAATACAACAGGGGCTGCTGGGAATGTGTCAGCCACA 
>Gabra4_Rattus norvegicus TTAAGACAACAGTTAATACGACAGGGGTGCCTGGGAATGTGTCAGCCACA 
>Gabra4_Mesocricetus      TTAAGACAACAGTTAATACGACAGGGGTGCCTGGGAATGTGTCAGCCACA 
                          ******************* *******   ******************** 
 
>Gabra4_Mus_musculus      CCTCCTCCCCCTGCTCCACCGCCTTCTGGATCTGGCACAAGTAAAATAGA 
>Gabra4_Rattus norvegicus CCTCCTCCCTCTGCTCCACCACCTTCTGGATCTGGCACAAGTAAAATAGA 
>Gabra4_Mesocricetus      CCTCCTCCCTCTGCTCCACCACCAA------------------------- 
                          ********* ********** **                            
 
Fig. IV.4. Allineamento nucleotidico tra la sequenza parziale di Gabra4 in Mesocricetus 

auratus e quelle di Mus musculus e di Rattus norvegicus (cds parziale). Gli 
asterischi in azzurro indicano l’identità nucleotidica. 

 
Ricorrendo allo stesso sito http://workbench.sdsc.edu, è stata utilizzata la funzione 

SIXFRAME, che ha permesso di ottenere la traduzione aminoacidica del frammento 

nucleotidico, oltre che di verificare l’assenza di codoni di STOP. Il frammento proteico 

così ottenuto: 

>G
 
abra4 Mesocricetus auratus 

SSHGTLQPAPLRSASARPAFGARLGRIKTTVNTTGVPGNVSATPPPSAPPP 

 

di 52 aa è stato allineato con la sequenza aminoacidica di Gabra4 delle stesse specie 

considerate per l’allineamento nucleotidico. Successivamente, avvalendosi del software 

BIOEDIT Sequenze Allineament Editor, è stata calcolata la percentuale di identità e di 

similarità presentata da Mesocricetus auratus rispettivamente con ciascuna delle altre 

specie considerate (fig. IV.5 a,b). 
 
 
  
a)Consensus key (see documentation for details) 
* - single, fully conserved residue 
: - conservation of strong groups 
. - conservation of weak groups 
  - no consensus 
 
CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment 
 
>Gabra4_Mus_musculus      LSSAASPSPHGTLRPASLGSASTRPAFGSRLGRIKTTVNTTGAAGNVSAT 
>Gabra4_Rattus norvegicus LSSAASPSPHGTLQPAPLRSASARPAFGARLGRIKTTVNTTGVPGNVSAT 
>Gabra4_Mesocricetus      -------SSHGTLQPAPLRSASARPAFGARLGRIKTTVNTTGVPGNVSAT 
                                 *.****:**.* ***:*****:*************..****** 
 
>Gabra4_Mus_musculus      PPPPAPPPSGSGTSKIDKYARILFPVTFGAFNMVYWVVYLSKDTMEKSES 
>Gabra4_Rattus norvegicus PPPSAPPPSGSGTSKIDKYARILFPVTFGAFNMVYWVVYLSKDTMEKSES 
>Gabra4_Mesocricetus      PPPSAPPP------------------------------------------ 
                          ***.****   
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b)                                        

Mesocricetus auratus SIMILARITÀ (%) IDENTITÀ (%) 
Rattus norvegicus 100% 98% 
Mus musculus 82% 96% 
 
Fig. IV.5. Allineamento del frammento nucleotidico di Gabra4 di Mesocricetus auratus con le 

altre specie (a). Gli asterischi in azzurro indicano un residuo aminoacidico 
completamente conservato, i due punti in verde la conservazione di gruppi forti, 
mentre il singolo punto azzurro la conservazione di gruppi deboli. (b) Tabella 
riassuntiva delle percentuali di similarità e identità calcolate tra la sequenza 
proteica di Mesocricetus auratus e quella relativa alle altre specie prese in esame. 

 
La sequenza parziale di Mesocricetus auratus è stata successivamente studiata da un 

punto di vista funzionale attraverso la predizione della struttura secondaria. 

L’identificazione di domini conservati tra Mesocricetus auratus ed una seconda specie 

potrebbe infatti fornire importanti indicazioni circa la funzione del tratto aminoacidico. 

Tale studio è stato realizzato sfruttando il software GOR4, presente all’indirizzo 

http://npsa-pbil.ibcp.fr\cgi-bin\secpred_gib.pl. In particolare sono state confrontate le 

predizioni della struttura secondaria di Mesocricetus auratus, di Rattus norvegicus, 

Mus musculus e sono stati ottenuti i seguenti risultati (fig. IV.6): 

 

Query: Mesocricetus auratus Gabra4 
 
Sequence   SSHGTLQPAP LRSASARPAF GARLGRIKTT VNTTGVPGNV SATPPPSAPP 
Structure  CCCCCCCCCC HHHHHCCHHH HHHHCCEEEE EECCCCCCCC CCCCCCCCCC 
 
 
Sequence length: 50 aa 
 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :    12 is  24% 
      Beta Sheet      (E) :     6 is  12% 
      Random coil     (C) :    32 is  64% 
 
 
Query: Rattus norvegicus Gabra4 
 
                                    460        470       480         490        500    
                    |         |        |         |         | 
Sequence   LSSAASPSPH GTLQPAPLRS ASARPAFGAR LGRIKTTVNT TGVPGNVSAT  
Structure  HCCCCCCCCC CCCCCCCHHH HHCCHHHHHH HCCEEEEEEC CCCCCCCCCC 
 
Sequence   PPPSAPPPSG SGTSKIDKYA RILFPVTFGA FNMVYWVVYL SKDTMEKSES  
Structure  CCCCCCCCCC CCCCCHHHHH EEEEEEEECC CCEEEEEEEE CCCCHHHCCC 
 
 
Sequence length: 50 aa 
 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :    12 is  24% 
      Beta Sheet      (E) :     6 is  12% 
      Random coil     (C) :    32 is  64% 
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Query: Mus musculus Gabra4 
       
                 460         470        480        490        500 
                    |          |          |          |          | 
Sequence   LSSAASPSPH GTLRPASLGS ASTRPAFGSR LGRIKTTVNT TGAAGNVSAT 
Structure  HCCCCCCCCC CCCCCCCCCC CCCCCCCCCC CCCEEEEEEC CCCCCCCCCC 
 
Sequence   PPPPAPPPSG SGTSKIDKYA RILFPVTFGA FNMVYWVVYL SKDTMEKSES  
Structure  CCCCCCCCCC CCCCCHHHHH EEEEEEEECC CCEEEEEEEE CCCCHHHCCC 
 
Sequence length: 50 aa 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :     0 is   0% 
      Beta Sheet      (E) :     6 is  12% 
      Random coil     (C) :    44 is  88% 
 
Fig. IV.6.  Confronto tra la struttura di Gabra4 in Rattus norvegicus e in Mus musculus e la 

sequenza parziale ottenuta in Mesocricetus auratus, di cui sono riportati in valori 
percentuale le strutture secondarie. LEGEND: Alpha Helix = H Beta Sheet = E 
Random Coil = C. 

  

Il confronto tra le predizioni di struttura secondaria mette in evidenza la presenza delle 

medesime tipologie strutturali in tutte le sequenze analizzate; in particolare si 

individuano le seguenti tipologie: alfa elica (alpha helix, Hh), filamento disteso 

(extended strand, Ee) ed avvolgimento casuale (random coil, Cc). 

 

IV.3 Identificazione molecolare di GABAα5  in Mesocricetus auratus 

L’identificazione di Gabra5 si è avvalsa della stessa procedura sperimentale 

impiegata nei primi due casi. Primers specifici disegnati sulla sequenza di Gabra5 in 

Rattus norvegicus ha permesso l’identificazione di una porzione dello stesso recettore 

nella nostra specie di interesse. In accordo con la minima distanza filogenetica tra le 

due specie, la lunghezza del tratto amplificato visualizzato su gel d’agarosio (1.5%) 

risulta essere paragonabile. I risultati della reazione di sequenza hanno fornito un 

frammento nucleotidico complessivo di 86 bp, poiché la parte iniziale e quella 

terminale del frammento presentano una perdita di purezza come visualizzato sui 

cromatogrammi mediante Finch TV versione 1.4.0. La sequenza è di seguito riportata: 

 
>Gabra5 Mesocricetus auratus 

 

5’AGCTTCCTCAGCCCCAGTGAAACCTTCTGAAGAGAAGACCGCCGAGAGTAAGAAAACCTACACAGCATC
AGCAAGATCGA-3’ 
 
Per verificare se la sequenza ottenuta in Mesocricetus auratus corrispondesse 

realmente alla sequenza di Gabra5 di tale specie è stato realizzato l’allineamento 

nucleotidico di Mesocricetus auratus con le sequenze di altri Mammiferi, attraverso il 
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programma di allineamento disponibile online, al sito http://workbench.sdsc.edu, 

dotato della funzione BLASTN. Il successivo allineamento delle sequenze 

(CLUSTALW) ha evidenziato una percentuale di omologia con le sequenze 

nucleotidiche codificanti per Gabra5 superiori al 79% in Rattus norvegicus e Mus 

musculus, mentre nel caso di Homo sapiens, la percentuale di omologia è pari a 76% 

(fig. IV.7). 
 
Consensus key (see documentation for details)  
 
* - single, fully conserved residue 
  - no consensus 
 
 
CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment 
 
>Gabra5_Mus_musculus      CCCATCCTCCAAACATCCCAAAAGAGCAGCCTCCAGCTGGGACCGCGAAT 
>Gabra5_Rattus norvegicus CCCATCCTCCAAACATCCCAAAGGAGCAGCTTCCAGGCGGGACTGGGAAT 
>Gabra5_Homo_sapiens      CTCACCCCCCAAACATTCCGAAGGAACAGACCCCAGCAGGGACGTCGAAT 
>Gabra5_Mesocricetus      --------------------------------------------CGGGAT 
                                                                        * ** 
 
>Gabra5_Mus_musculus      GCACC---CACAGTCTCCATCAAAGCTTCTGAAGAGAAGACTGCGGAGAG 
>Gabra5_Rattus norvegicus GCTGTGGGTACAGCCTCAATCAGAGCATCTGAGGAGAAGACTTCTGAGAG 
>Gabra5_Homo_sapiens      ACAAC---CTCAGTCTCAGTAAAACCCTCTGAAGAGAAGACTTCTGAAAG 
>Gabra5_Mesocricetus      GCTTC---CTCAGCCCCAGTGAAACCTTCTGAAGAGAAGACCGCCGAGAG 
                           *        *** * *  * * * * ***** ********  * ** ** 
 
>Gabra5_Mus_musculus      TAAAAAGACATACAACAGCATCAGCAAGATCGACAAAATGTCCCGGATTG 
>Gabra5_Rattus norvegicus TAAAAAGACCTACAACAGCATCAGCAAGATCGACAAAATGTCCCGGATTG 
>Gabra5_Homo_sapiens      CAAAAAGACTTACAACAGTATCAGCAAAATTGACAAAATGTCCCGAATCG 
>Gabra5_Mesocricetus      TAAGAAAACCTACAACAGCATCAGCAAGATCGA----------------- 
                           ** ** ** ******** ******** ** **                  
 
Fig. IV.7. Allineamento nucleotidico tra la sequenza parziale di Gabra5 in Mesocricetus 

auratus, quella di Mus musculus, Homo sapiens e Rattus norvegicus (cds parziale). 
Gli asterischi in azzurro indicano l’identità nucleotidica. 

 
 
Ricorrendo allo stesso sito http://workbench.sdsc.edu, è stata utilizzata la funzione 

SIXFRAME, che ha permesso di ottenere la traduzione aminoacidica del frammento 

nucleotidico, oltre che di verificare l’assenza di codoni di STOP. 

>Gabra5 Mesocricetus auratus 
RDASSAPVKPSEEKTAESKKTYNSISKI  

Il frammento proteico così ottenuto di 28 aa è stato allineato con la sequenza 

aminoacidica di Gabra5 delle stesse specie considerate per l’allineamento nucleotidico. 

Successivamente, avvalendosi del software BIOEDIT Sequenze Allineament Editor, è 

stata calcolata la percentuale di identità e di similarità presentata da Mesocricetus 

auratus rispettivamente con ciascuna delle altre specie considerate (fig. IV.8 a,b). 
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a)Consensus key (see documentation for details) 

* - single, fully conserved residue 
: - conservation of strong groups 
. - conservation of weak groups 
  - no consensus 

 

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment 
 

>Gabra5_Mus_musculus      WDGKKALEAAKIKKKERELILNKSTNAFTTGKLTHPPNIPKEQPPAGTAN 
>Gabra5_Rattus norvegicus WDGKKALEAAKIKKKERELILNKSTNAFTTGKLTHPPNIPKEQLPGGTGN 
>Gabra5_Homo_sapiens      WDGKKALEAAKIKKK-REVILNKSTNAFTTGKMSHPPNIPKEQTPAGTSN 
>Gabra5_Mesocricetus      ------------------------------------------------RD 
                                                                           : 
 
>Gabra5_Mus_musculus      AP-TVSIKASEEKTAESKKTYNSISKIDKMSRIVFPILFGTFNLVYWATY 
>Gabra5_Rattus norvegicus AVGTASIRASEEKTSESKKTYNSISKIDKMSRIVFPILFGTFNLVYWATY 
>Gabra5_Homo_sapiens      TT-SVSVKPSEEKTSESKKTYNSISKIDKMSRIVFPVLFGTFNLVYWATY 
>Gabra5_Mesocricetus      AS-SAPVKPSEEKTAESKKTYNSISKI----------------------- 
                          :  :..::.*****:************                        
b)                    
Mesocricetus auratus SIMILARITÀ (%) IDENTITÀ (%) 
Rattus norvegicus 93% 67% 
Mus musculus 92% 73% 
Homo sapiens 93% 75% 
 
Fig. IV.8. Allineamento del frammento nucleotidico di Gabra5 di Mesocricetus auratus con le 

altre specie (a). Gli asterischi in azzurro indicano un residuo aminoacidico 
completamente conservato, i due punti in verde la conservazione di gruppi forti, 
mentre il singolo punto azzurro la conservazione di gruppi deboli. (b) Tabella 
riassuntiva delle percentuali di similarità e identità calcolate tra la sequenza 
proteica di Mesocricetus auratus e quella relativa alle altre specie prese in esame. 

 
La sequenza parziale di Mesocricetus auratus è stata successivamente studiata da un 

punto di vista funzionale attraverso la predizione della struttura secondaria. 

L’identificazione di domini conservati tra Mesocricetus auratus ed una seconda specie 

potrebbe infatti fornire importanti indicazioni circa la funzione del tratto aminoacidico. 

Tale studio è stato realizzato sfruttando il software GOR4, presente all’indirizzo 

http://npsa-pbil.ibcp.fr\cgi-bin\secpred_gib.pl. In particolare sono state confrontate le 

predizioni della struttura secondaria di Mesocricetus auratus, di Rattus norvegicus, Mus 

musculus e sono stati ottenuti i seguenti risultati (fig. IV.9): 
          
 
Query: Mesocricetus auratus Gabra5 
 
 
Sequence   RDASSAPVKP SEEKTAESKK TYNSISKI 
Structure  CCCCCCCCCC CCCCHHHHHC CEEEEEEC 
 
 
 
Sequence length: 28 aa 
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      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :     5 is  18% 
      Beta Sheet      (E) :     6 is  21% 
      Random coil     (C) :    17 is  61% 
 
 
Query: Rattus norvegicus Gabra5 
 
                  360        370        380        390        400 
                                         |                     |                     |                     |                      | 
Sequence   WDGKKALEAA KIKKKERELI LNKSTNAFTT GKLTHPPNIP KEQLPGGTGN 
Structure  HHHHHHHHHH HHHHHHHHHH HCCCCCCEEC CCCCCCCCCC CCCCCCCCCC 
 
Sequence   AVGTASIRAS EEKTSESKKT YNSISKIDKM SRIVFPILFG TFNLVYWATY 
Structure  CCCHHHHHHH HHHCCCCCCC EEEEEEECCC CEEEEEEEEC CCCEEEECEE 
 
Sequence length: 28 aa 
 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :    10 is  36% 
      Beta Sheet      (E) :     7 is  25% 
      Random coil     (C) :    12 is  43% 
 
Query: Mus musculus Gabra5 
 
                  360        370        380        390        400 
                    |          |          |          |          | 
Sequence   WDGKKALEAA KIKKKERELI LNKSTNAFTT GKLTHPPNIP KEQPPAGTAN  
Structure  HHHHHHHHHH HHHHHHHHHH HCCCCCCEEC CCCCCCCCCC CCCCCCCCCC 
 
Sequence   APTVSIKASE EKTAESKKTY NSISKIDKMS RIVFPILFGT FNLVYWATYL  
Structure  CCCHHHHHHH HHHHHHHCCC CEEEEECCCC EEEEEEEECC CCEEEECEEC 
 
Sequence length: 28 aa 
 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :    14 is  50% 
      Beta Sheet      (E) :     5 is  18% 
      Random coil     (C) :     9 is  32% 
 
 
Fig. IV.9.  Confronto tra la struttura di Gabra5 in Rattus norvegicus e in Mus musculus e la 

sequenza parziale ottenuta in Mesocricetus auratus, di cui sono riportati in valori 
percentuale le strutture secondarie. LEGEND: Alpha Helix = H Beta Sheet = E 
Random Coil = C.  

 
 
IV.4 Identificazione molecolare di Syn in Mesocricetus auratus 

Analogamente a quanto riportato per le subunità GABAAergiche, l’impiego di 

primers disegnati sulla sequenza di Syn di Rattus norvegicus ha permesso 

l’identificazione di una porzione dello stesso marcatore nella specie Mesocricetus 

auratus. In accordo con la minima distanza filogenetica tra le due specie, la lunghezza 

del tratto amplificato visualizzato su gel d’agarosio (1.5%) risulta essere paragonabile. I 

risultati della reazione di sequenza hanno fornito un frammento nucleotidico 
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complessivo di 158 bp, poiché la parte iniziale e quella terminale del frammento 

presentano una perdita di purezza come visualizzato sugli cromatogrammi mediante 

Finch TV versione 1.4.0. La sequenza è di seguito riportata: 
 

>syn Mesocricetus auratus 

 

5’-ACATTATCAAGCAGATGCCTGTGTGTCACCAGACAGGGAACACTTGCAAGGAACTGA 
GGGACCCTGTGACTTCAGGACTCAACACCTCAGTGGTGTTTGGCTTCCTGAACCTGGTGCTCTGGGTTGG
CAACCTATGGTTCGTGTTCAAGGAGACAGGA -3’ 
 
 Per verificare se la sequenza ottenuta in Mesocricetus auratus corrispondesse 

realmente alla sequenza di Syn di tale specie è stato realizzato l’allineamento 

nucleotidico di Mesocricetus auratus con le sequenze di altri Mammiferi, attraverso il 

programma di allineamento disponibile online, al sito http://workbench.sdsc.edu, 

dotato della funzione BLASTN. Il successivo allineamento delle sequenze 

(CLUSTALW) ha evidenziato una percentuale di omologia con le sequenze 

nucleotidiche codificanti per Syn pari al 95% in Rattus norvegicus e al 95% in Mus 

musculus. Nel caso di Homo sapiens, la percentuale di omologia è pari a 91% (fig. 

IV.10). 

Consensus key (see documentation for details)  
* - single, fully conserved residue 
  - no consensus 
 
CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment 
 
>Syn_Rattus norvegicus 483TGTGAAGATGGCCACGGACCCAGAGAACATTATCAAGGAGATGCCCATGT 
>Syn_Mus musculus         TGTGAAGATGGCCACTGACCCAGAGAACATTATCAAGGAGATGCCTATGT 
>Syn_Mesocricetus         --------------------------ACATTATCAAGCAGATGCCTGTGT 
>Syn_Homo sapiens         TGTGAAGATGGCCACAGACCCAGAGAACATTATCAAGGAGATGCCTGTCT 
                                                    *********** *******  * * 
 
>Syn_Rattus norvegicus    GCCGCCAGACAGGGAACACATGCAAGGAACTGAGGGACCCTGTGACTTCA 
>Syn_Mus musculus         GCCGCCAGACAGGAAACACATGCAAGGAACTGAGGGACCCTGTGACTTCA 
>Syn_Mesocricetus         GTCACCAGACAGGGAACACTTGCAAGGAACTGAGGGACCCTGTGACTTCA 
>Syn_Homo sapiens         GCCGCCAGACAGGGAACACATGCAAGGAGCTGAGAGACCCTGTGACCTCG 
                          * * ********* ***** ******** ***** *********** **  
 
>Syn_Rattus norvegicus    GGACTCAACACCTCAGTGGTGTTTGGCTTCCTGAACCTGGTGCTCTGGGT 
>Syn_Mus musculus         GGACTCAACACCTCGGTGGTGTTTGGCTTCCTGAACCTGGTGCTCTGGGT 
>Syn_Mesocricetus         GGACTCAACACCTCAGTGGTGTTTGGCTTCCTGAACCTGGTGCTCTGGGT 
>Syn_Homo sapiens         GGACTCAACACCTCGGTGGTGTTCGGCTTCCTGAACCTGGTGCTCTGGGT 
                          ************** ******** ************************** 
 
>Syn_Rattus norvegicus    TGGCAACTTATGGTTCGTGTTCAAGGAGACAGGCTGGGCAGCCCCATTCA 
>Syn_Mus musculus         TGGCAACCTATGGTTCGTGTTCAAGGAGACAGGCTGGGCCGCCCCATTCA 
>Syn_Mesocricetus         TGGCAACCTATGGTTCGTGTTCAAGGAGACAGGA---------------- 
>Syn_Homo sapiens         CGGCAACCTGTGGTTCGTGTTTAAGGAGACAGGCTGGGCCGCCCCGTTCC 
                           ****** * *********** ***********  
 
Fig. IV.10. Allineamento nucleotidico tra la sequenza parziale di Syn in Mesocricetus auratus, 

Mus musculus, Homo sapiens e Rattus norvegicus (cds parziale). Gli asterischi in 
azzurro indicano l’identità nucleotidica. 
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Ricorrendo allo stesso sito http://workbench.sdsc.edu, è stata utilizzata la funzione 

SIXFRAME, che ha permesso di ottenere la traduzione aminoacidica del frammento 

nucleotidico, oltre che di verificare l’assenza di codoni di STOP. 

>Syn Mesocricetus auratus 
   
IIKQMPVCHQTGNTCKELRDPVTSGLNTSVVFGFLNLVLWVGNLWFVFKETG 

Il frammento proteico così ottenuto di 52 aa è stato allineato con la sequenza 

aminoacidica di Syn delle stesse specie considerate per l’allineamento nucleotidico. 

Successivamente, avvalendosi del software BIOEDIT Sequenze Allineament Editor, è 

stata calcolata la percentuale di identità e di similarità presentata da Mesocricetus 

auratus rispettivamente con ciascuna delle altre specie considerate (fig. IV.11 a,b). 
 
a)Consensus key (see documentation for details) 

* - single, fully conserved residue 
: - conservation of strong groups 
. - conservation of weak groups 
  - no consensus 

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment 
 
>Syn_Mesocricetus        --------------------------IIKQMPVCHQTGNTCKELRDPVTS 
>Syn_Homo sapiens        AFMWLVSSSAWAKGLSDVKMATDPENIIKEMPVCRQTGNTCKELRDPVTS 
>Syn_Rattus norvegicus   AFMWLVSSSAWAKGLSDVKMATDPENIIKEMPMCRQTGNTCKELRDPVTS 
>Syn_Mus musculus        AFMWLVSSSAWAKGLSDVKMATDPENIIKEMPMCRQTGNTCKELRDPVTS 
                                                   ***:**:*:*************** 
 
>Syn_Mesocricetus        GLNTSVVFGFLNLVLWVGNLWFVFKETG---------------------- 
>Syn_Homo sapiens        GLNTSVVFGFLNLVLWVGNLWFVFKETGWAAPFLRAPPGAPEKQPAPGDA 
>Syn_Rattus norvegicus   GLNTSVVFGFLNLVLWVGNLWFVFKETGWAAPFMRAPPGAPEKQPAPGDA 
>Syn_Mus musculus        GLNTSVVFGFLNLVLWVGNLWFVFKETGWAAPFMRAPPGAPEKQPAPGDA 
                         ****************************    
b)                    

Mesocricetus auratus SIMILARITÀ (%) IDENTITÀ (%) 
Rattus norvegicus 100% 94% 
Mus musculus 100% 94% 
Homo sapiens 100% 96% 
 
Fig. IV.11. Allineamento del frammento nucleotidico di Syn di Mesocricetus auratus con le 

altre specie (a). Gli asterischi in azzurro indicano un residuo aminoacidico 
completamente conservato, i due punti in verde la conservazione di gruppi forti, 
mentre il singolo punto azzurro la conservazione di gruppi deboli. (b) Tabella 
riassuntiva delle percentuali di similarità e identità calcolate tra la sequenza 
proteica di Mesocricetus auratus e quella relativa alle altre specie prese in esame. 

 
La sequenza parziale di Mesocricetus auratus è stata successivamente studiata da un 

punto di vista funzionale attraverso la predizione della struttura secondaria. 

L’identificazione di domini conservati tra Mesocricetus auratus ed una seconda specie 

potrebbe infatti fornire importanti indicazioni circa la funzione del tratto aminoacidico. 
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Tale studio è stato realizzato sfruttando il software GOR4, presente all’indirizzo 

http://npsa-pbil.ibcp.fr\cgi-bin\secpred_gib.pl. In particolare sono state confrontate le 

predizioni della struttura secondaria di Mesocricetus auratus, Rattus norvegicus, Mus 

musculus e sono stati ottenuti i seguenti risultati (fig. IV.12): 

 

Query: Mesocricetus auratus Syn 
 
Sequence   IIKQMPVCHQ TGNTCKELRD PVTSGLNTSV VFGFLNLVLW VGNLWFVFKE  
Structure  CCCCCCEECC CCCCCEECCC CCCCCCCCCE EEEEEEEEEE CCCEEEEEEE 
 
Sequence   TG  
Structure  EC 
 
Sequence length: 52 aa 
 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :     0 is  0% 
      Beta Sheet      (E) :    23 is  44.23% 
      Random coil     (C) :    29 is  55.77% 
 
 
 
 
Query: Rattus norvegicus Syn 
 
                  160        170        180        190        200 
                    |          |          |          |          | 
Sequence   SSSAWAKGLS DVKMATDPEN IIKEMPMCRQ TGNTCKELRD PVTSGLNTSV  
Structure  CCHHHHHCCC CCCCCCCCCC EEECCCCEEE CCCCCCCCCC CCCCCCCCCE 
 
Sequence   VFGFLNLVLW VGNLWFVFKE TGWAAPFMRA PPGAPEKQPA PGDAYGDAGY  
Structure  EEEEEEEEEE CCCEEEEEEE CCCCCCCCCC CCCCCCCCCC CCCCCCCCCC 
 
 
Sequence length: 52 aa 
 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :     0 is  0% 
      Beta Sheet      (E) :    24 is  46.15% 
      Random coil     (C) :    28 is  53.85% 
 
 
 
 
Query: Mus musculus Syn 
 
                  160        170        180        190        200 
                    |          |          |          |          | 
Sequence   AFMWLVSSSA WAKGLSDVKM ATDPENIIKE MPMCRQTGNT CKELRDPVTS 
Structure  EEEEEECCHH HHHCCCCCCC CCCCCCEEEC CCCEEECCCC CCCCCCCCCC 
 
Sequence   GLNTSVVFGF LNLVLWVGNL WFVFKETGWA APFMRAPPGA PEKQPAPGDA 
Structure  CCCCCEEEEE EEEEEECCCE EEEEEECCCC CCCCCCCCCC CCCCCCCCCC 
 
 
Sequence length: 52 aa 
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      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :     0 is  0% 
      Beta Sheet      (E) :    24 is  46.15% 
      Random coil     (C) :    28 is  53.85% 
 
Fig. IV.12. Confronto tra la struttura di Syn in Rattus norvegicus e in Mus musculus e la 

sequenza parziale ottenuta in Mesocricetus auratus, di cui sono riportati in valori 
percentuale le strutture secondarie. LEGEND: Alpha Helix = H Beta Sheet = E 
Random Coil = C. 

 
IV.5 Identificazione molecolare di MAP2 in Mesocricetus auratus 

L’uso di primers disegnati sulla sequenza di Mtap2 di Rattus norvegicus ha 

consentito l’identificazione di una porzione del recettore nella specie Mesocricetus 

auratus. In accordo con la minima distanza filogenetica tra le due specie, la lunghezza 

del tratto amplificato visualizzato su gel d’agarosio (1.5%) risulta essere paragonabile. 

I risultati della reazione di sequenza hanno fornito un frammento nucleotidico 

complessivo di 152 bp, poiché la parte iniziale e quella terminale del frammento 

presentano una perdita di purezza come visualizzato sui cromatogrammi mediante 

Finch TV versione 1.4.0. La sequenza è di seguito riportata: 

 
>mtap2_Mesocricetus auratus 

5’- GAAAAGCTGGGAAGGCCACAGAGCTCAAGTTCGAGATGTCTCCAGAGCTGGCCCTC 
TCGTCCAAAGAACCCAAGAAGAGGATTCATTCATGGGTGTTGAGTCTGGCCACATGAAAGAAGGTGCCAA
AGTCAATGAAACAGAAGTCAAAGAG -3’ 
 
Per verificare se la sequenza ottenuta in Mesocricetus auratus corrispondesse 

realmente alla sequenza di Mtap2 di tale specie è stato realizzato l’allineamento 

nucleotidico di Mesocricetus auratus con le sequenze di altri Mammiferi, attraverso il 

programma di allineamento disponibile online, al sito http://workbench.sdsc.edu, 

dotato della funzione BLASTN. Il successivo allineamento delle sequenze 

(CLUSTALW) ha evidenziato una percentuale di omologia con le sequenze 

nucleotidiche codificanti per MAP2 pari al 80% in Rattus norvegicus e al 75% in 

Homo sapiens. (fig. IV.13). 
 
 
Consensus key (see documentation for details)  
 
* - single, fully conserved residue 
  - no consensus 
 
CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment 
 
>mtap2_Hom 3154 AAAATTAGTGACTTTGGACAGATGGCTTCAGGGCTAAACATAGATGATAGAAGGGCAACA 
>mtap2_Rattus   AAAGTCAGTGACTTTGGACAGATGGCTTCTGGGATGAGTGTAGATGCTGGGAAAACCATA 
>mtap2_Mesocri  ----------------------------------------GAAAAGCTGGGAAGGCCACA 
                                                         * * * * * *   * * * 
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>mtap2_Homo     GAGCTAAAACTTGAGGCTACACAGGACATGACCCCCTCATCCAAAGCACCGCAGGAGGCA 
>mtap2_Rattus   GAGCTTAAGTTCGAGGTTGATCAGCAGCTGACTCTCTCATCCGAAGCACCTCAGGAAACA 
>mtap2_Mesocri  GAGCTCAAGTTCGAGATGTCTCCAGAGCTGGCCCTCTCGTCCAAAGAACCTCAAGAAGAG 
                ***** **  * ***      *   *  ** * * *** *** *** *** ** **     
 
>mtap2_Homo     GATGCATTTATGGGTGTTGAGTCTGGCCACATGAAAGAAGGCACTAAAGTTAGTGAGACA 
>mtap2_Rattus   GATTCATTCATGGGTATTGAGTCCAGCCACGTGAAGGATGGTGCCAAAGTCAGTGAAACA 
>mtap2_Mesocri  GATTCATTCATGGGTGTTGAGTCTGGCCACATGAAAGAAGGTGCCAAAGTCAATGAAACA 
                *** **** ****** *******  ***** **** ** **  * ***** * *** *** 
 
>mtap2_Homo     GAAGTCAAAGAGAAGGTGGCCAAGCCTGACTTGGTGCACCAGGAGGCTGTAGACAAGGAG 
>mtap2_Rattus   GAAGTCAAAGAGAAGGTGGCAAAGCCTGACTTGGTGCATCAGGAGGCTGTGGACAAAGAA 
>mtap2_Mesocri  GAAGTCAAAGAG------------------------------------------------ 
                ************                                                 
 
Fig. IV.13. Allineamento nucleotidico tra la sequenza parziale di Mtap2 in Mesocricetus 

auratus e quelle di Homo sapiens e di Rattus norvegicus (cds parziale). Gli 
asterischi in azzurro indicano l’identità nucleotiodica. 

 
Ricorrendo allo stesso sito http://workbench.sdsc.edu, è stata utilizzata la funzione 

SIXFRAME, che ha permesso di ottenere la traduzione aminoacidica del frammento 

nucleotidico, oltre che di verificare l’assenza di codoni di STOP. Il frammento proteico 

così ottenuto:  

>mtap2_Mesocricetus auratus 
KAGKATELKFEMSPELALSSKEPQEEDSFMGVESGHMKEGAKVNETEVKE 

di 50 aa è stato allineato con la sequenza aminoacidica di MAP2 delle stesse specie 

considerate per l’allineamento nucleotidico. Successivamente, avvalendosi del software 

BIOEDIT Sequenze Allineament Editor, è stata calcolata la percentuale di identità e di 

similarità presentata da Mesocricetus auratus rispettivamente con ciascuna delle altre 

specie considerate (fig. IV.14 a,b). 
 
a)Consensus key (see documentation for details) 
* - single, fully conserved residue 
: - conservation of strong groups 
. - conservation of weak groups 
  - no consensus 
 
 
 
CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment 
 
 
>mtap2_Homo     EKAEKGLSSVPEIAEVEPSKKVEQGLDFAVQG----QLDVKISDFGQMASGLNIDDRRAT 
>mtap2_Rattus   ERAEKGLSSVPEVAEVETTTKADQGLDVAAKKDDQSPLDIKVSDFGQMASGMSVDAGKTI 
>mtap2_Mesocri  ------------------------------------------------------KAGKAT 
                                                                      .  ::  
 
>mtap2_Homo     ELKLEATQDMTPSSKAPQEADAFMGVESGHMKEGTKVSETEVKEKVAKPDLVHQEAVDKE 
>mtap2_Rattus   ELKFEVDQQLTLSSEAPQETDSFMGIESSHVKDGAKVSETEVKEKVAKPDLVHQEAVDKE 
>mtap2_Mesocri  ELKFEMSPELALSSKEPQEEDSFMGVESGHMKEGAKVNETEVKE---------------- 
                ***:*   ::: **: *** *:***:**.*:*:*:**.******    
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b) 

Mesocricetus auratus SIMILARITÀ (%) IDENTITÀ (%) 
Rattus norvegicus 86% 68% 
Homo sapiens 84% 66% 

 
Fig. IV.14. Allineamento del frammento aminoacidico di MAP2 di Mesocricetus auratus con 

le altre specie (a). Gli asterischi in azzurro indicano un residuo aminoacidico 
completamente conservato, i due punti in verde la conservazione di gruppi forti, 
mentre il singolo punto azzurro la conservazione di gruppi deboli. (b) Tabella 
riassuntiva delle percentuali di similarità e identità calcolate tra la sequenza 
proteica di Mesocricetus auratus e quella relativa alle altre specie prese in esame. 

 
La sequenza parziale di Mesocricetus auratus è stata successivamente studiata da un 

punto di vista funzionale attraverso la predizione della struttura secondaria. 

L’identificazione di domini conservati tra Mesocricetus auratus ed una seconda specie 

potrebbe infatti fornire importanti indicazioni circa la funzione del tratto aminoacidico. 

Tale studio è stato realizzato sfruttando il software GOR4, presente all’indirizzo 

http://npsa-pbil.ibcp.fr\cgi-bin\secpred_gib.pl. In particolare sono state confrontate le 

predizioni della struttura secondaria di Mesocricetus auratus, di Rattus norvegicus e di 

Homo sapiens e sono stati ottenuti i seguenti risultati (fig. IV.15): 
 

Query: Mesocricetus auratus MAP2 
 
Sequence   KAGKATELKF EMSPELALSS KEPQEEDSFM GVESGHMKEG AKVNETEVKE  
Structure  CCCCCEECCC CCCHHHHHHC CCCCCCCEEE EEEECHHHHC CCCCCEEEEC 
 
 
Sequence length: 50 aa 
 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :    10 is  20% 
      Beta Sheet      (E) :    13 is  26% 
      Random coil     (C) :    27 is  54% 
 
 
Query: Rattus norvegicus MAP2 
 
                 1060       1070       1080       1090       1100 
                    |          |          |          |          | 
Sequence   IKVSDFGQMA SGMSVDAGKT IELKFEVDQQ LTLSSEAPQE TDSFMGIESS 
Structure  EEEECCCCCC CCCEEECCCH HHHHHHHHHH HHHCCCCCCC CCCCCCEEEE 
 
Sequence   HVKDGAKVSE TEVKEKVAKP DLVHQEAVDK EESYESSGEH ESLTMESLKP 
Structure  CCCCCCEECH HHHHHHHCCC CHHHHHHHHH HHCCCCCCCH HHHHHHHCCC 
 
 
Sequence length: 50 aa 
 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :    20 is  40% 
      Beta Sheet      (E) :     7 is  14% 
      Random coil     (C) :    23 is  54% 
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Query: Homo sapiens MAP2 
 
                 1060       1070       1080       1090       1100 
                    |          |          |          |          | 
Sequence   SDFGQMASGL NIDDRRATEL KLEATQDMTP SSKAPQEADA FMGVESGHM 
Structure  ECCCCCCCCC CCCHHHHHHH HHHHHHCCCC CCCCCHHHHH HHHHHCCCCC 
 
Sequence   EGTKVSETEV KEKVAKPDLV HQEAVDKEES YESSGEHESL TMESLKADEG 
Structure  CCCEECHHHH HHHHCCCCHH HHHHHHHHHC CCCCCCHHHH HHHHHHHHCC 
 
 
Sequence length: 50 aa 
 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :    29 is  58% 
      Beta Sheet      (E) :     2 is   4% 
      Random coil     (C) :    19 is  38% 
 
 
Fig.  IV.15. Confronto tra la struttura di MAP2 in Rattus norvegicus e in Homo sapiens e la 

sequenza parziale ottenuta in Mesocricetus auratus, di cui sono riportati in valori 
percentuale le strutture secondarie. LEGEND: Alpha Helix = H Beta Sheet = E 
Random Coil = C. 

 
 
IV.6 Identificazione molecolare di β-actina in Mesocricetus auratus 

L’utilizzo di primers disegnati sulla sequenza di Actb di Rattus norvegicus ha 

consentito l’identificazione di una porzione di tale recettore nella specie Mesocricetus 

auratus. La minima distanza filogenetica tra le due specie e la lunghezza del tratto 

amplificato visualizzato su gel d’agarosio (1.5%) risultano essere paragonabile. I 

risultati della reazione di sequenza hanno fornito un frammento nucleotidico 

complessivo di 112 bp, poiché la parte iniziale e quella terminale del frammento 

presentano una perdita di purezza come visualizzato sui cromatogrammi mediante 

Finch TV versione 1.4.0. La sequenza è di seguito riportata: 
 
>actb_Mesocricetus auratus 
 
5’- TTCCAGCCTTCCTTCCTGGGTATGGAATCCTGTGGCATCCACGAAACTACATTCAA 
CTCCATCATGAAGTGTGACGTCGACATCCGCAAAGACCTCTATGCCAACACAGTGC -3’ 
 
Per verificare se la sequenza ottenuta in Mesocricetus auratus corrispondesse realmente 

alla sequenza di actb di tale specie è stato effettuato l’allineamento nucleotidico di 

Mesocricetus auratus con le sequenze di altri Mammiferi, attraverso il programma di 

allineamento disponibile online, al sito http://workbench.sdsc.edu, dotato della funzione 

BLASTN. Il successivo allineamento delle sequenze (CLUSTALW) ha evidenziato una 

percentuale di omologia con le sequenze nucleotidiche codificanti per la β-actina 

superiore al 95% in tutte le specie considerate (fig. IV.16).  
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Consensus key (see documentation for details)  
 
* - single, fully conserved residue 
  - no consensus 
 
CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment 
 
>actb_Mus_musculus  833 GGCAACGAGCGGTTCCGATGCCCTGAGGCTCTTTTCCAGCCTTCCTTCTT 
>actb_Rattus_norvegicus GGCAATGAGCGGTTCCGATGCCCCGAGGCTCTCTTCCAGCCTTCCTTCCT 
>actb_Mesocricetus      ---------------------------------TTCCAGCCTTCCTTCCT 
>actb_Homo_sapiens      GGCAATGAGCGGTTCCGCTGCCCTGAGGCACTCTTCCAGCCTTCCTTCCT 
                                                         *************** * 
 
>actb_Mus_musculus      GGGTATGGAATCCTGTGGCATCCATGAAACTACATTCAATTCCATCATGA 
>actb_Rattus_norvegicus GGGTATGGAATCCTGTGGCATCCATGAAACTACATTCAATTCCATCATGA 
>actb_Mesocricetus      GGGTATGGAATCCTGTGGCATCCACGAAACTACATTCAACTCCATCATGA 
>actb_Homo_sapiens      GGGCATGGAGTCCTGTGGCATCCACGAAACTACCTTCAACTCCATCATGA 
                        *** ***** ************** ******** ***** ********** 
 
>actb_Mus_musculus      AGTGTGACGTTGACATCCGTAAAGACCTCTATGCCAACACAGTGCTGTCT 
>actb_Rattus_norvegicus AGTGTGACGTTGACATCCGTAAAGACCTCTATGCCAACACAGTGCTGTCT 
>actb_Mesocricetus      AGTGTGACGTCGACATCCGCAAAGACCTCTATGCCAACACAGTGC----- 
>actb_Homo-sapiens      AGTGTGACGTGGACATCCGCAAAGACCTGTACGCCAACACAGTGCTGTCT 
                        ********** ******** ******** ** ************* 
 
     
Fig. IV.16. Allineamento nucleotidico tra le sequenze parziali del gene per β-actina in 

Mesocricetus auratus, Homo sapiens e Rattus norvegicus (cds parziale). Gli 
asterischi in azzurro indicano l’identità nucleotiodica. 

 
Ricorrendo allo stesso sito http://workbench.sdsc.edu, è stata utilizzata la funzione 

SIXFRAME, che ha permesso di ottenere la traduzione aminoacidica del frammento 

nucleotidico, oltre che di verificare l’assenza di codoni di STOP.  

>actb_Mesocricetus auratus 
 
FQPSFLGMESCGIHETTFNSIMKCDVDIRKDLYANTV  

Il frammento proteico così ottenuto di 37 aa è stato allineato con la sequenza 

aminoacidica di β-actina delle stesse specie considerate per l’allineamento nucleotidico. 

Successivamente, avvalendosi del software BIOEDIT Sequenze Allineament Editor, è 

stata calcolata la percentuale di identità e di similarità presentata da Mesocricetus 

auratus rispettivamente con ciascuna delle altre specie considerate (fig. IV.17 a,b). 
 
a)Consensus key (see documentation for details) 
* - single, fully conserved residue 
: - conservation of strong groups 
. - conservation of weak groups 
  - no consensus 
 
CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment 

>actb_Homo_sapiens    GNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTFNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 
>actb_Mus_musculus    GNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTFNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 
>actb_Mesocricetus    -----------FQPSFLGMESCGIHETTFNSIMKCDVDIRKDLYANTV-- 
>actb_Rattus          GNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTFNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 
                                 ************************************* 
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b) 

Mesocricetus auratus SIMILARITÀ (%) IDENTITÀ (%) 
Rattus norvegicus 100% 100% 
Mus musculus 100% 100% 
Homo sapiens 100% 100% 

 
Fig. IV.17. Allineamento del frammento nucleotidico di actb di Mesocricetus auratus con le 

altre specie (a). Gli asterischi in azzurro indicano un residuo aminoacidico 
completamente conservato. (b) Tabella riassuntiva delle percentuali di similarità e 
identità calcolate tra la sequenza proteica di Mesocricetus auratus e quella relativa 
alle altre specie prese in esame. 

 
La sequenza parziale di Mesocricetus auratus è stata successivamente studiata da un 

punto di vista funzionale attraverso la predizione della struttura secondaria. 

L’identificazione di domini conservati tra Mesocricetus auratus ed una seconda specie 

potrebbe infatti fornire importanti indicazioni circa la funzione del tratto aminoacidico. 

Tale studio è stato realizzato sfruttando il software GOR4, presente all’indirizzo 

http://npsa-pbil.ibcp.fr\cgi-bin\secpred_gib.pl. In particolare sono state confrontate le 

predizioni della struttura secondaria di Mesocricetus auratus, di Rattus norvegicus e di 

Mus musculus e sono stati ottenuti i seguenti risultati (fig. IV.18): 

Query: Mesocricetus auratus β-actina 
 
Sequence   FQPSFLGMES CGIHETTFNS IMKCDVDIRK DLYANTV  
Structure  CCCCCCCCCC CCCCEEEECC CCCCCCCCCC CCEEEEC 
 
Sequence length: 37 aa 
 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :     0 is   0% 
      Beta Sheet      (E) :     8 is  21.62% 
      Random coil     (C) :    29 is  78.38% 
 

Query: Rattus norvegicus β-actina 
 
                                      260        270        280        290        300   
                                           |                       |                       |                       |                       |        
Sequence   GNERFRCPEA LFQPSFLGME SCGIHETTFN SIMKCDVDIR KDLYANTVLS  
Structure  ECCCCCCCCC CCCCCCCCCC CCCCCEEEEC CCCCCCCCCC CCCCCCEEEC 
 
Sequence length: 37 aa 
 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :     0 is   0% 
      Beta Sheet      (E) :     6 is  16.22% 
      Random coil     (C) :    31 is  83.78% 
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Query: Mus musculus β-actina 
 
                                      260        270        280        290        300   
                                           |                       |                       |                       |                       |        
Sequence   GNERFRCPEA LFQPSFLGME SCGIHETTFN SIMKCDVDIR KDLYANTVLS 
Structure  ECCCCCCCCC CCCCCCCCCC CCCCCEEEEC CCCCCCCCCC CCCCCCEEEC 
  
Sequence length: 37 aa 
 
      GOR4: 
      Alpha helix     (H) :     0 is   0% 
      Beta Sheet      (E) :     6 is  16.22% 
      Random coil     (C) :    31 is  83.78% 
 
 
Fig. IV.18. Confronto tra la struttura della β-actina in Rattus norvegicus e in Mus 

musculus e la sequenza parziale ottenuta in Mesocricetus auratus, di cui 
sono riportati in valori percentuale le strutture secondarie. LEGEND: Alpha 
Helix = H Beta Sheet = E Random Coil = C. 

 

Tabella riassuntiva sequenze identificate 
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RISULTATI 
 

Ottimizzazione del sistema di coltura bioartificiale per neuroni 
ippocampali 

 
V.1 Differenziamento dei neuroni ippocampali di Mesocricetus auratus in vitro 

Nella parte iniziale di questo lavoro, la determinazione delle caratteristiche 

morfostrutturali dei neuroni ippocampali di criceto in coltura agli stadi DIV3 e DIV7 è 

stata realizzata sia mediante analisi al microscopio ottico che attraverso studi di 

immunofluorescenza. I risultati rivelano un pattern di distribuzione spazio-temporale di 

specifici antigeni neuronali impiegati come marcatori sia del differenziamento 

dell’intera cellula (β-tubulina) che dell’elemento assonico (GAP43) e dendritico 

(MAP2). Allo stadio DIV3 i neuroni ippocampali si presentano al microscopio ottico 

come una rete in via di sviluppo (fig. V.1a), osservazione confermata dal grado di 

distribuzione della β-tubulina che appare espressa in maniera uniforme in tutta la 

cellula (fig. V.1c,f). In particolare, dalla distribuzione della GAP43 (fig. V.1b) emerge 

un discreto sviluppo dei prolungamenti assonici presenti a questo stadio in tutte le 

cellule, mentre il segnale di fluorescenza fornito dalla MAP2 (fig. V.1e) suggerisce che 

a DIV3 tale proteina appare confinata prevalentemente nel corpo cellulare e 

moderatamente nei dendriti, il cui differenziamento non risulta ancora completato. 

L’elaborazione combinata dei due segnali di fluorescenza (fig. V.1d,g) fornisce un 

quadro completo del grado di complessità della rete neuronale allo stadio DIV3.  

Allo stadio DIV7, l’osservazione al microscopio ottico evidenzia una trama 

neuronale ben sviluppata caratterizzata da un maggior numero di contatti sinaptici tra i 

processi delle cellule ippocampali (fig. V.2a). L’analisi condotta al microscopio 

confocale conferma sia il maggior grado di sviluppo della rete neuronale, come si 

evince dalla distribuzione della  β-tubulina (fig. V.2c,f) che una maggiore estensione 

dei prolungamenti assonici, ove l’espressione della GAP43 aumenta considerevolmente 

(fig. V.2b), e dendritici nei quali la MAP2 risulta abbondantemente distribuita (fig. 

V.2e). Anche in questo caso, l’elaborazione combinata dei due segnali di fluorescenza 

(fig. V.2d,g) fornisce un segnale completo del grado di complessità della rete neuronale 

a DIV8, che risulta molto più specializzata se confrontata con quella osservata allo 

stadio DIV3.  
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Fig. V.1. Neuroni ippocampali allo stadio DIV3 visualizzati al microscopio ottico (a) ed 
analizzati mediante microscopia confocale (b-g). Le cellule sono state sottoposte ad 
immunofluorescenza con specifici marcatori strutturali quali (b) GAP43 specifico 
per l’assone e (e) MAP2 specifica per i dendriti, oltre alla β-tubulina (c, f). Sono 
inoltre mostrati i risultati del merge ottenuto mediante doppia immunofluorescenza 
ed in particolare GAP43 + β-tubulina (d) e MAP2 + β-tubulina (g). Il segnale blu è 
dato dal marcatore neuronale DAPI. Scale bar: 50 μm (a); 20 μm (b-g). 
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Fig. V.2. Neuroni ippocampali allo stadio DIV7 visualizzati al microscopio ottico (a) ed 
analizzati mediante microscopia confocale (b-g). Le cellule sono state sottoposte ad 
immunofluorescenza con specifici marcatori strutturali quali (b) GAP43 specifico 
per l’assone e (e) MAP2 specifica per i dendriti, oltre alla β-tubulina (c, f). Sono 
inoltre mostrati i risultati del merge ottenuto mediante doppia immunofluorescenza 
ed in particolare GAP43 + β-tubulina (d) e MAP2 + β-tubulina (g). Il segnale blu è 
dato dal marcatore neuronale DAPI. Scale bar: 50 μm (a); 20 μm (b-g). 
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V.2 Caratteristiche morfo-funzionali dei neuroni ippocampali su due sistemi di 

coltura 

Al fine di verificare la potenziale applicabilità di specifiche membrane al 

fluorocarbonio per lo studio dei processi di differenziamento neuronale, uno studio 

simile a quello condotto su piastra Petri è stato ricondotto su membrane FC. Da un 

primo confronto si evince come i neuroni piastrati su membrane FC presentano 

un’attività metabolica intensa, ed in particolare il consumo di glucosio, la produzione di 

lattato e di BDNF riscontrati sono paragonabili a quelli dei neuroni su piastre Petri (fig. 

V.3 a-c). In aggiunta, un’elevata vitalità neuronale è stata riportata su entrambi i tipi di 

supporto (fig. V.3 d). 

 

Sebbene l’analisi dei parametri metabolici non abbia messo in evidenza differenze 

significative nella maturazione dei neuroni sui due tipi di supporto, la successiva analisi 

morfologica ha consentito di riconoscere le membrane FC come vantaggiose per lo 

sviluppo dei neuroni ippocampali (fig. V.4 a-c). Tale risultato è in accordo con la 

lunghezza moderatamente maggiore dei processi dendritici (fig. V.4 b) ed assonici (fig. 

V.4 a) dei neuroni cresciuti su membrana FC rispetto ai neuroni cresciuti su piastra 

Petri a DIV7, mentre nessuna differenza è stata riscontrata nel diametro del soma per 

l’intero periodo di coltura (fig. V.4 c). 

 

Tali dati morfologici sono stati ulteriormente confermati dall’analisi del pattern di 

espressione dei marcatori strutturali Syn e MAP2 condotta a DIV3 e DIV7 per i neuroni 

piastrati sui due tipi di supporto (fig. V.5 a,b). Un primo risultato interessante consiste 

nelle variazioni di espressione che caratterizzano sia la MAP2 che la Syp durante la 

prima settimana di sviluppo in vitro; in particolare, il forte incremento (+80%) 

dell’mRNA riscontrato a DIV7 rispetto a DIV0 per entrambi i marcatori (fig. V.5 a,b) 

sottolinea la loro applicabilità come markers di maturazione neuronale. Il successivo 

confronto dei livelli di trascritto tra i due supporti, ha dimostrato per i neuroni cresciuti 

su membrana FC un’espressione moderatamente maggiore (p<0.05; +37%) di mRNA 

per MAP2 a DIV7 rispetto alla piastra Petri, mentre nessuna differenza significativa è 

stata riportata allo stadio precedente di maturazione (DIV3; fig. V.5 a). Al contrario, 

nessuna variazione è stata riportata nei livelli di mRNA di Syn per l’intero periodo di 

coltura (fig. V.5b). 
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 145



Risultati: parte morfo-funzionale Risultati: parte morfo-funzionale 

 146

-

 146



Risultati: parte morfo-funzionale 

 

 
 

Fig. V.5. Analisi dell’espressione dell’mRNA per MAP2 (a) e Syn (b) mediante qPCR. Le 
barre rappresentano la quantità relativa degli mRNAs valutata come Ct + s.e.m., 
dove Ct corrisponde al ciclo di amplificazione in cui si ha la rilevazione della 
fluorescenza. L’espressione dell’mRNA per entrambi i marcatori è pari al 100% al 
tempo DIV0, mentre si riporta la variazione percentuale rispetto a DIV0 negli stadi 
successivi. Tutti i valori sono stati normalizzati rispetto alla β-actina [AC: 
GU586151]. ANOVA two-way seguita da Newman Keul’s Multiple Range Test 
quando p<0.05; *p<0.05. 
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RISULTATI 
 

Ruolo della trasmissione GABAergica sulla maturazione morfo-
funzionale dei neuroni ippocampali nella prima settimana di sviluppo 

in vitro. 
 

Nel trattamento farmacologico condotto su cellule ippocampali nella prima 

settimana di sviluppo mediante applicazione dell’agonista ed antagonista per GABAAR, 

la determinazione delle concentrazioni di DZP e FLM è stata eseguita sulla base 

dell’elevata affinità del primo agonista verso i recettori contenenti le subunità 

α1/2/3/5β2/3γ2 (Ali e Thomson, 2007), mentre il FLM è stato usato insieme al DZP grazie 

alla sua capacità di bloccare in modo competitivo gli effetti delle benzodiazepine 

(Poleszak, 2008). Inoltre, le concentrazioni sono state scelte in base a studi condotti in 

precedenza su tessuto ippocampale di criceto presso il Laboratorio di Neuroanatomia 

Comparata (FLM; Canonaco et al., 2002) o su colture ippocampali presso altri Istituti 

(DZP; Tietz et al., 1999), e da me confermati mediante screening. In particolare sono 

stati applicati DZP 1 μM e FLM 10 μM. 

 

V.3 Alterazione della morfologia neuronale 

Le proprietà strutturali dei neuroni ippocampali di criceto trattati con DZP o con 

DZP+FLM sono state confrontate con quelle dei neuroni controllo, trattati con il solo 

mezzo in cui sono stati disciolti i farmaci (DMSO). Un primo risultato interessante 

riguarda l’incremento molto forte dei processi di sprouting (+118%) e branching 

(+98%) dendritici riscontrato a DIV3 quando le cellule sono state trattate con la 

benzodiazepina agonista DZP (fig. V.6 A,B); un effetto che tende a scomparire negli 

stadi successivi di maturazione. L’azione dell’agonista benzodiazepinico è risultata 

essere specifica anche per la componente assonica, come evidenziato dal moderato 

incremento sia della lunghezza dell’assone che del numero di assoni presenti in un 

determinato campo neuronale osservato per l’intero periodo di coltura rispetto alle 

cellule non trattate (fig. V.7 A,B). Gli effetti positivi sulla maturazione degli elementi 

neuronali sono stati invece annullati in seguito alla somministrazione dell’antagonista 

competitivo delle benzodiazepine FLM. In un primo caso, l’aggiunta di DZP+FLM ha 

determinato una forte e molto forte riduzione della lunghezza dendritica (-84%) e del 

processo di branching dendritico (-105%), rispettivamente, a DIV3 rispetto ai neuroni 

trattati con il solo DZP (fig. V.6 A,B). L’effetto bloccante del FLM è sembrato inoltre 
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intensificarsi negli stadi successivi di maturazione, come dimostrato dalla riduzione 

molto forte della lunghezza dendritica (-119% a -100%) rispetto ai neuroni trattati con 

DZP e, nello stesso periodo, dalla forte riduzione (-66%) di tale parametro anche 

rispetto alle cellule non trattate (fig. V.6 A). D’altra parte, l’azione del FLM nei 

confronti della componente assonica è sembrata diretta esclusivamente alla 

modulazione negativa dell’azione del DZP (fig. V.7 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. V.6. Effetti del DZP e del co-trattamento DZP+FLM sulla maturazione della componente 
dendritica dei neuroni ippocampali. Gli effetti sono stati determinati sulla lunghezza 
dendritica (A) e sul numero totale di dendriti che si dipartono dal soma (B) dei 
neuroni in 10 campi neuronali (100 μm x 100 μm) delle colture trattate e quindi 
confrontati con i controlli. ANOVA two-way seguita da Newman Keul’s Multiple 
Range Test quando p<0.05. Gli asterischi indicano le differenze significative tra i 
neuroni trattati e quelli non trattati (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001) mentre le lettere 
indicano le differenze significative tra neuroni trattati con solo DZP e neuroni co-
trattati con DZP+FLM (ap<0.05; bp<0.01; cp<0.001).  
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Fig. V.7. Effetti del DZP e del co-trattamento DZP+FLM sulla maturazione della componente 

assonica dei neuroni ippocampali. Gli effetti sono stati determinati sulla lunghezza 
dell’assone (A) e sul numero totale di assoni (B) presenti in 10 campi neuronali (100 
μm x 100 μm) delle colture trattate e quindi confrontati con i controlli. ANOVA two-
way seguita da Newman Keul’s Multiple Range Test quando p<0.05. Gli asterischi 
indicano le differenze significative tra i neuroni trattati e quelli non trattati (*p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001) mentre le lettere indicano le differenze significative tra 
neuroni trattati con solo DZP e neuroni co-trattati con DZP+FLM (ap<0.05; bp<0.01; 
cp<0.001).  

 

L’azione modulatrice dei farmaci per la trasmissione GABAAergica è stata 

ulteriormente confermata dalle evidenti variazioni dell’espressione del marker 

dendritico MAP2, e precisamente dall’up-regulation molto elevata (+120%) e moderata 

(+43%) del suo mRNA a DIV3 e DIV7, rispettivamente, nei neuroni trattati con DZP 

rispetto al controllo (fig. V.8 a). Anche in questo caso, l’azione positiva del DZP è stata 

invertita in seguito all’aggiunta del FLM ad entrambi gli stadi di sviluppo considerati 

(fig. V.8 a). Particolarmente interessanti sono risultati gli effetti indotti dal DZP 

sull’espressione del marcatore sinaptico Syn, e precisamente un’up-regulation elevata 
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(+81%) del suo mRNA solo a DIV7 rispetto ai neuroni non trattati (fig. V.8 b). Tale 

azione è stata ancora una volta confermata dagli effetti del co-trattamento DZP+FLM 

come si evince dalla moderata riduzione (-52%) dell’mRNA di Syn a DIV3 rispetto ai 

neuroni non trattati (fig. V.8 b); in aggiunta, sebbene non vi siano alterazioni 

significative a DIV7 rispetto ai controlli, una elevata riduzione (-64%) del trascritto è 

stata riscontrata rispetto alle cellule trattate con il solo DZP (fig. V.8 b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. V.8. Analisi dell’espressione dell’mRNA per MAP2 (a) e Syn (b) mediante qPCR. Le 
barre rappresentano la quantità relativa degli mRNAs valutata come Ct + s.e.m., dove 
Ct corrisponde al ciclo di amplificazione in cui si ha la rilevazione della fluorescenza. 
L’espressione dell’mRNA per entrambi i marcatori è posta al 100% nel Ctrl, mentre 
si riporta la variazione percentuale dei trattamenti rispetto al Ctrl. Tutti i valori sono 
stati normalizzati rispetto alla β-actina [AC: GU586151]. ANOVA two-way seguita 
da Newman Keul’s Multiple Range Test quando p<0.05. Gli asterischi indicano le 
differenze significative tra i neuroni trattati e quelli non trattati (*p<0.05; ***p<0.001) 
mentre le lettere indicano le differenze significative tra neuroni trattati con solo DZP 
e neuroni co-trattati con DZP+FLM (ap<0.05; bp<0.01).  
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V.4 Ruolo della trasmissione GABAAergica sull’espressione dei recettori Gluergici 

La successiva valutazione degli effetti di una trasmissione GABAergica stimolata 

sulla maturazione del sistema Gluergico è stata condotta mediante ibridazione in situ. 

Un primo risultato importante che conferma la validità del sistema di coltura applicato 

in questo studio è l’assenza di segnale aspecifico esterno ai neuroni sulle membrane FC 

rispetto alla piastra Petri (dati non mostrati). Il segnale di ibridazione aspecifico, 

ottenuto dalle colture trattate con la sonda sense conferma inoltre la specificità delle 

sonde per le subunità GluR2 ed NR1. In primo luogo, sebbene la somministrazione 

dell’agonista GABAAergico DZP abbia determinato un’up-regulation molto forte 

(+118%) dell’mRNA di GluR2 solo nel soma dei neuroni a DIV3 (fig. V.9 A), 

un’azione a più ampio spettro ha caratterizzato lo stadio successivo, in accordo con 

l’up-regulation moto forte e moderata dell’mRNA di GluR2 nell’assone (+90%) e nei 

dendriti (+40%) rispetto alle cellule non trattate (fig. V.9 B,E,F). Un andamento 

completamente opposto dei livelli di trascritto riscontrati nei diversi compartimenti 

cellulari è parso essere tipico dei neuroni trattati con DZP+FLM. L’aggiunta 

dell’antagonista ha determinato infatti un’up-regulation molto forte di GluR2 sia 

nell’assone (+142%) che nei dendriti (+100%), oltre che in maniera moderata nel soma 

(+64%) a DIV3 rispetto ai neuroni non trattati (fig. V.9 A,C,D) e a quelli trattati con 

solo DZP (fig. V.9 A). Al contrario, l’azione dell’imidabenzodiazepina combinata con 

il DZP a DIV7 ha contribuito principalmente ad annullare gli effetti dell’agonista, come 

confermato dalla riduzione elevata e molto elevata di GluR2 nell’assone (-67%) e nel 

soma (-100%) rispettivamente, se paragonati ai neuroni trattati con il solo DZP (fig. 

V.9 B). Gli effetti contrastanti dei trattamenti sulla maturazione della componente 

AMPAergica dei neuroni sembrano caratterizzare anche lo sviluppo della componente 

NMDAR. In primo luogo, il DZP ha determinato una forte down-regulation di NR1 

nell’assone (-65%) e nei dendriti (-64%) a DIV3 rispetto alle cellule non trattate (fig. 

V.10 A), mentre nessuna variazione è stata riscontrata a livello somatico. 

Particolarmente interessante è apparsa la forte (+83% e +68%) e moderata (+45%) up-

regulation dell’mRNA di NR1 nei neuriti e nel soma (fig. V.10 B,E,F), rispettivamente, 

al più tardivo stadio di maturazione DIV7. Ancora una volta si è avuta la conferma 

della specificità di tali effetti in presenza di FLM, come dimostrato dall’up-regulation 

molto forte (+280%) e moderata (+44%) della medesima subunità dell’NMDAR nei 

neuriti e nel soma, rispettivamente, a DIV3 (fig. V.10 A,C,D), mentre tutti gli effetti 

sono stati aboliti a DIV7 (fig. V.10 B). 
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Fig. V.9. Effetti della trasmissione GABAergica sul pattern di espressione dell’mRNA per 

GluR2 dei neuroni ippocampali. Gli effetti di DZP e di DZP+FLM sono stati valutati 
sull’espressione dell’mRNA per GluR2 a DIV3 (A) e a DIV7 (B). Foto 
rappresentative di neuroni sottoposti ad ISH per GluR2 sia a DIV3 (C,D) che a DIV7 
(E,F), con evidente incremento dell’espressione dell’mRNA di GluR2 nei neuroni 
trattati con DZP+FLM (D) rispetto al controllo (C) a DIV3, e dei neuroni trattati con 
DZP (F) rispetto al controllo (E) a DIV7. I dati, espressi come O.D. + s.e.m. sono 
espressi come percentuale dei gruppi trattati rispetto al controllo. ANOVA two-way 
seguita da Newman Keul’s Multiple Range Test quando p<0.05; *,ap<0.05; 
**,bp<0.01; ***,cp<0.001. 
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Fig. V.10. Effetti della trasmissione GABAergica sul pattern di espressione dell’mRNA per 

NR1 dei neuroni ippocampali. Gli effetti di DZP e di DZP+FLM sono stati valutati 
sull’espressione dell’mRNA per NR1 a DIV3 (A) e a DIV7 (B). Foto 
rappresentative di neuroni sottoposti ad ISH per NR1 sia a DIV3 (C,D) che a DIV7 
(E,F), con evidente incremento dell’espressione dell’mRNA di NR1 nei neuroni 
trattati con DZP+FLM (D) rispetto al controllo (C) a DIV3, e dei neuroni trattati 
con DZP (F) rispetto al controllo (E) a DIV7. I dati, espressi come O.D. + s.e.m. 
sono espressi come percentuale dei gruppi trattati rispetto al controllo. ANOVA 
two-way seguita da Newman Keul’s Multiple Range Test quando p<0.05; 
*,ap<0.05; **,bp<0.01; ***,cp<0.001. 
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RISULTATI 
 

Ruolo delle subunità GABAergiche α2,5 sulla maturazione morfo-
funzionale dei neuroni ippocampali nella prima settimana di sviluppo 

in vitro. 
 
V.5 Variazioni dell’attività metabolica neuronale 

Dopo aver stabilito un ruolo importante per la trasmissione GABAAergica nel 

differenziamento neuronale mi sono chiesta quale tra le combinazioni recettoriali del 

GABAAR fosse responsabile degli effetti sia morfologici che trascrizionali osservati 

nella prima settimana di sviluppo in vitro. Al fine di determinare la specificità di azione 

delle subunità α la cui espressione è stata identificato nel sistema ippocampale a tale 

stadio precoce, si è proceduti  con l’applicazione degli agonisti per GABA, Flu ed RY-

080, le cui concentrazioni utilizzate sono state determinate mediante studi di affinità di 

legame condotti preliminarmente nel Laboratorio di Neuroanatomia Comparata ed 

ottenute in tessuto ippocampale di criceto. In tali analisi è stato utilizzato il radiolegante 

[3H]-Flu in presenza degli agonisti Flu per α2 e RY080 per α5. La concentrazione 

ottimale di affinità recettoriale dei due agonisti è stata determinata mediante analisi di 

Scatchard ed è risultata di 50 nM per RY080 e  100 nM per Flu (Canonaco et al., 2002).  

 

La somministrazione dei due farmaci specifici per i diversi complessi recettoriali 

GABAAR nelle colture ippocampali su membrana FC ha determinato alterazioni sia 

metaboliche che morfologiche durante differenti stadi di sviluppo. In un primo caso, la 

somministrazione di RY-080 ha indotto le maggiori variazioni metaboliche, come 

dimostrato dalla forte (p<0.01) riduzione (-83%) dei livelli di BDNF (fig. V.11 c) oltre 

che dal moderato incremento del consumo di glucosio (+43%; fig. V.11 a) a DIV7. Al 

contrario, un moderato incremento del consumo di glucosio è stato osservato quando le 

cellule sono state trattate con l’agonista preferenziale della subunità α2 (Flu) a DIV3 

(+32%) e DIV7 (+40%; fig. V.11 a), mentre nessuna variazione è stata riportata per la 

produzione di lattato (fig. V.11 b). 
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Fig. V.11. Effetti degli agonisti per le subunità GABAAergiche α2,5 sui principali parametri 
metabolici dei neuroni ippocampali. Il consumo di glucosio (a), la produzione di 
lattato (b) e di BDNF (c) dei neuroni cresciuti su membrane FC in assenza di 
farmaci sono confrontati con quelli dei  neuroni trattati con Flu o con RY-080 a 
DIV3 e DIV7. Tutte la variazioni metaboliche sono state analizzate mediante 
ANOVA two-way seguita da test di Student quando p<0.05. *p<0.05; **p<0.01.  

 
 
 
V.6 Alterazione della morfologia neuronale 

La valutazione degli effetti di tali agonisti sulle diverse formazioni neuronali ha 

messo in evidenza come entrambi i farmaci si comportino in modo particolare nei 

confronti del differenziamento degli elementi neuronali, in accordo con gli alterati 

livelli dei marcatori strutturali considerati in questo studio durante i diversi stadi di 
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sviluppo. In un primo caso, l’agonista inverso specifico per α5 ha determinato 

un’azione bloccante, come dimostrato dalla ridotta arborizzazione dendritica (fig. V.12 

a,b) rispetto alle cellule non trattate. La riduzione della lunghezza dei dendriti 

determinata da RY-080 permane per l’intero periodo di coltura, come evidenziato dalla 

moderata riduzione di tale parametro a DIV3 (-42%) e DIV5 (-56%) che diviene 

elevata (-85%) allo stadio di sviluppo più tardivo (DIV7) rispetto al controllo (fig. V.12 

a). In aggiunta, l’agonista inverso per la subunità α5 è stato anche responsabile di una 

riduzione elevata e molto elevata (p<0.001) del numero totale di dendriti che si 

dipartono dal corpo cellulare a DIV5 (-78%) e DIV7 (-115%), rispettivamente (fig. 

V.12 b), mentre l’azione del Flu è parsa interferire con tale processo solo a DIV1, in 

accordo con la moderata riduzione (-52%) della lunghezza dendritica (fig. V.12 a) 

riportata a tale stadio.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. V.12. Effetti degli agonisti per le subunità GABAAergiche α2,5 sulla maturazione della 
componente dendritica dei neuroni ippocampali. Gli effetti sono stati determinati 
sulla lunghezza dendritica (a) e sul numero totale di dendriti che si dipartono dal 
soma (b) dei neuroni in 10 campi neuronali (100 μm x 100 μm) delle colture 
trattate con entrambi i farmaci e confrontati con i controlli. ANOVA two-way 
seguita da Newman Keul’s Multiple Range Test quando p<0.05; *p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001. 
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D‘altra parte, gli effetti del Flu rispetto alle cellule non trattate sono sembrate essere 

diretti in modo predominante verso la componente assonica, come dimostrato 

dall’elevata riduzione della lunghezza assonica (da -65% a -70%) rispetto alle cellule 

non trattate a DIV1 e DIV3, rispettivamente (fig. V.13 a). Durante gli stessi stadi di 

sviluppo, il Flu è stato anche responsabile di un’elevata e moderata riduzione della 

quantità di assoni (-85% e -62%; fig. V.13 b). Tali effetti tendono a ridursi negli stadi 

successivi (fig. V.13 a), come si evince dalla solo moderata riduzione della lunghezza 

assonica a DIV5 (-45%) e DIV7 (-40%).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. V.13. Effetti degli agonisti per le subunità GABAAergiche α2,5 sulla maturazione della 

componente assonica dei neuroni ippocampali. Gli effetti sono stati determinati 
sulla lunghezza assonica (a) e sul numero totale di assoni (b) presenti in 10 campi 
neuronali (100 μm x 100 μm) delle colture trattate con entrambi i farmaci e 
confrontati con i controlli. ANOVA two-way seguita da Newman Keul’s Multiple 
Range Test quando p<0.05; *p<0.05; **p<0.01. 
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Anche in questo caso, la valutazione del pattern di espressione dei marcatori 

strutturali dendritico (MAP2) e sinaptico (Syn) ha confermato quanto riscontrato 

dall’analisi morfometrica condotta mediante microscopia confocale e analisi di 

immagine. Un incremento molto forte (+150%) dei livelli di mRNA per la Syn ha 

caratterizzato infatti i neuroni trattati con il Flu rispetto alle cellule non trattate a DIV7 

(fig. V.14), mentre nessuna variazione significativa è stata riportata nei livelli di mRNA 

per la MAP2 in seguito ai trattamenti farmacologici.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Fig. V.14. Analisi dell’espressione dell’mRNA per MAP2 e Syn mediante qPCR a DIV7. 

Effetti degli agonisti per le subunità GABAAergiche α2,5 sul pattern di espressione 
dei geni codificanti per i marcatori dendrititco e sinaptico. L’espressione relativa è 
riportata come cambiamento percentuale nel rapporto marker/gene housekeeping. 
ANOVA two-way seguita da Newman Keul’s Multiple Range Test quando p<0.05; 
***p<0.001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 159



Risultati: parte morfo-funzionale 

V.7 Effetti delle subunità GABAAergiche α2,5 sull’espressione dei recettori 

Gluergici 

Anche in questo caso, gli effetti dei due farmaci sono stati testati sull’espressione 

neuronale dei sistemi recettoriali Gluergici a DIV3 e DIV7. Particolarmente 

interessante risulta il fatto che anche nel caso dell’attività trascrizionale, è stato il 

trattamento con RY-080 ad indurre le maggiori variazioni (fig. V.15 C), come 

confermato dalla forte e molto forte down-regulation dell’mRNA per GluR2 negli 

assoni (-80%) e nei dendriti (-158%), rispettivamente a DIV7 (fig. V.15 B), mentre 

nessuna variazione è stata riportata per il corpo cellulare o i neuriti a DIV3 (fig. V.15 

A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig. V.15. Effetti degli agonisti per le subunità GABAAergiche α2,5 sul pattern di espressione 

dell’mRNA per GluR2 dei neuroni ippocampali. Gli effetti del Flu e di RY-080 
sono stati valutati sull’espressione dell’mRNA per GluR2 a DIV3 (A) e a DIV7 
(B). Foto rappresentative di neuroni sottoposti ad ISH per GluR2 con evidente 
riduzione dell’espressione dell’mRNA di GluR2 nei neuroni trattati con RY-080 
(C) rispetto ai neuroni non trattati (D). I dati, espressi come O.D. + s.e.m. sono 
espressi come percentuale dei gruppi trattati rispetto al controllo. ANOVA two-
way seguita da Newman Keul’s Multiple Range Test quando p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001. 
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Al contrario, l’azione del Flu è parsa essere diretta alla modulazione 

dell’espressione di NR1 soprattutto a DIV3. L’attivazione dei GABAARs contenenti α2 

ha determinato infatti una forte up-regulation dell’mRNA per NR1 a livello assonico 

(+78%) a DIV3, mentre una moderata up-regulation è risultata essere tipica del corpo 

cellulare (+48%; fig. V.16 A,C). Inoltre, sebbene l’assone abbia continuato a 

rappresentare il principale target dell’azione del Flu, come indicato dall’up-regulation 

molto forte dell’mRNA di NR1 a DIV7 (+152%), esso non è stato l’unico in quanto 

anche i dendriti hanno mostrato un moderato incremento dell’espressione di NR1 

durante lo stesso stadio di sviluppo (fig. V.16 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. V.16. Effetti degli agonisti per le subunità GABAAergiche α2,5 sul pattern di espressione 
dell’mRNA per NR1 dei neuroni ippocampali. Gli effetti del Flu e di RY-080 sono 
stati valutati sull’espressione dell’mRNA per NR1 a DIV3 (A) e a DIV7 (B). Foto 
rappresentative di neuroni sottoposti ad ISH per NR1, con evidente riduzione 
dell’espressione dell’mRNA di NR1 nei neuroni trattati con Flu (C) rspetto ai non 
trattati. I dati, espressi come O.D. + s.e.m. sono espressi come percentuale dei 
gruppi trattati rispetto al controllo. ANOVA two-way seguita da Newman Keul’s 
Multiple Range Test quando p<0.05; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
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I risultati del presente lavoro di dottorato evidenziano il ruolo centrale della 

neurotrasmissione GABAergica nel controllo del differenziamento morfo-funzionale 

dei neuroni Gluergici ippocampali nel criceto dorato, utilizzando per la prima volta un 

supporto per la crescita in vitro altamente innovativo, quale il sistema a membrane di 

fluorocarbonio (FC). Nella prima fase, la determinazione dei principali parametri 

strutturali e delle proprietà farmacologiche in neuroni cresciuti su tali membrane hanno 

confermato il vantaggio di tale sistema bioibrido per lo studio dei circuiti neuronali in 

vitro (Dowell-Mesfin et al., 2004; De Bartolo et al., 2007; Morelli et al., 2010). La 

possibilità di identificare in modo dettagliato la morfologia dei neuroni dell’HIP, ed in 

maniera specifica il raffinato processo di branching dendritico, rappresenta un aspetto 

importante per la definizione in vivo delle proprietà plastiche coinvolte nei processi 

mnemonici e di apprendimento di diverse regioni ippocampali (Benfenati et al., 2007).  

Il coinvolgimento delle subunità recettoriali α del sistema GABAAergico nei 

meccanismi di cross-talking con altri sistemi di neurotrasmissione è stato analizzato in 

questo studio sulla base della loro specificità farmacologica associata alla prima 

settimana di sviluppo ippocampale del criceto. In tale periodo critico, il GABA regola i 

meccanismi di switch on/off preposti al controllo della morfogenesi e delle attività di 

plasticità sinaptica (Möhler, 2007). L’analisi del ruolo svolto da distinti complessi 

recettoriali GABAergici che per primi fanno la propria comparsa nel periodo perinatale 

(α2,5) è stata inizialmente affrontata mediante utilizzo dell’agonista selettivo per 

ambedue le subunità in esame (DZP). La stimolazione della trasmissione GABAergica 

derivante da tale trattamento produce un effetto di potenziamento dei processi di 

allungamento e branching dendritico a DIV3, mentre interferisce con l’allungamento ed 

il numero di assoni per l’intero periodo di coltura. Tale pattern temporale suggerisce 

che i cambiamenti nella composizione dei complessi recettoriali GABAergici 

avvengono con una specificità di azione verso i differenti elementi neuronali, 

esercitando un ruolo predominante sulla determinazione dello sprouting e della 

protrusione dendritica nell’HIP di criceto (Di Vito et al., 2010) in maniera paragonabile 

a quanto osservato nel giro dentato del topo (Medvedev et al., 2008). L’azione del DZP 

nei primissimi stadi di sviluppo è ulteriormente rafforzata dagli elevati livelli 

dell’mRNA della proteina MAP2 a livello dendritico, mentre a DIV7 tale effetto si 

estende a livello sinaptico, promuovendo un incremento nei livelli di espressione del 

marcatore sinaptofisina. Sulla base di tali evidenze la MAP2, presente sia nelle fasi 

precoci che tardive della maturazione neuronale (Sanchez et al., 2000), contribuisce in 
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maniera determinante alla stimolazione DZP-mediata della crescita dendritica, 

favorendo in particolare la stabilizzazione e l’assemblaggio dei microtubuli (Ten et al., 

2001). Accanto a tale effetto, l’incremento dell’espressione del marcatore presinaptico 

sinaptofisina, una glicoproteina associata alle vescicole sinaptiche ed indicatore di 

proliferazione sinaptica (Hescham et al, 2009), si traduce in un preciso ruolo nella 

sinaptogenesi (Neal et al., 2010) e nell’allungamento assonico.  

L’azione distinta di α2 e α5 sulle proprietà morfo-funzionali dei neuroni 

ippocampali del criceto è stata determinata mediante trattamento farmacologico 

condotto con agonisti selettivi per ciascuna subunità. In tale contesto, l’azione 

dell’agonista preferenziale per i complessi recettoriali formati dalla combinazione 

α2β2,3γ2 (flunitrazepam) si è tradotta in una riduzione del numero totale di assoni e 

soprattutto della lunghezza di tale prolungamento durante le fasi iniziali di maturazione 

(DIV3), in accordo con una ridotta intensità del marcatore GAP-43 riscontrata a livello 

del cono di crescita (Giusi et al., 2009). La massima espressione di questo marker 

assonico durante lo sviluppo neuronale e nei processi di rigenerazione suggerisce il suo 

ruolo cruciale nelle interazioni con altre proteine citoscheletriche e di segnale, quali 

l’actina e le proteine G, non solo per la maturazione neuritica ma anche per la corretta 

organizzazione delle membrane sinaptiche (Benowitz e Routtenberg, 1997). In 

aggiunta, la riduzione flunitrazepam-dipendente della GAP-43 tende ad annullare 

l’azione neuroprotettiva dell’agonista per α2 in alcune patologie neuronali comuni quali 

la sindrome di Alzheimer, in cui un’alterata espressione e funzionalità della GAP-43 è 

stata riportata non solo nell’HIP ma anche nella corteccia (Bogdanovic et al., 2000). Un 

simile risultato ben si correla con la stretta associazione riscontrata tra i processi di 

formazione del segmento iniziale assonico e di sinaptogenesi dei neuroni piramidali di 

ratto e la comparsa di clusters recettoriali contenenti la subunità α2 in corrispondenza di 

sinapsi ancora in maturazione (Lüscher e Keller, 2004), modulando un’attività 

GABAergica interneuronale di tipo eccitatorio in cui è coinvolta la proteina scaffold 

geferina (Tretter et al., 2008). Queste precoci variazioni sembrano preparare le 

condizioni per il turnover da α2 ad α1 allo stadio adulto, come suggerito dal ridotto 

numero di complessi GABAAR contenenti α2 e dalla maggiore quantità di α1 nell’HIP 

dorsale adulto (Yu et al., 2006). D’altra parte, gli elevati livelli di α2 riscontrati 

nell’HIP ventrale sembrano partecipare, insieme alla stessa subunità amigdalare (Heldt 

and Ressier, 2007), alla regolazione dei processi mnemonici e d’apprendimento 

spaziale GABA-dipendenti (Sotiriou et al., 2005).  
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L’effetto modulatorio della subunità GABAergica α5 è stato analizzato in seguito 

all’aggiunta nel mezzo di coltura dell’agonista inverso selettivo, RY-080, durante la 

prima settimana di sviluppo ippocampale. Attualmente è ampiamente noto il 

coinvolgimento di tale subunità nelle diverse fasi dello sviluppo neuronale e soprattutto 

la sua clusterizzazione in siti extrasinaptici (Olsen e Sieghart, 2009). Il trattamento con 

RY-080 ha promosso alterazioni morfologiche a carico principalmente di una  

riduzione sia del processo di branching che della lunghezza dendritica a partire da 

DIV7. Tali risultati sono in pieno accordo con la precoce attivazione del processo di 

arborizzazione dendritica e di formazione delle spine dendritiche, totalmente 

indipendente dall’attività di complessi recettoriali GABAAergici sinaptici (Cancedda et 

al., 2007). Il fatto che le proprietà di rimodellamento strutturale qui osservate seguano 

la stessa direzione di un'altra proteina scaffold, e precisamente Shank-1 nella 

regolazione delle formazioni neuronali (Hung et al., 2008), suggerisce la possibile 

interazione tra la subunità GABAergica extra-sinaptica e la proteina Shank-1 come 

principale fattore responsabile dell’assemblamento finale delle sinapsi GABAergiche 

(Arancibia-Carcamo e Moss, 2006). Quando gli effetti dell’agonista inverso per α5 

sono stati valutati sui parametri metabolici, è emersa un’elevata riduzione 

dell’espressione del BDNF in concomitanza con la ridotta arborizzazione dendritica a 

DIV7. Le note funzioni citoscheletriche del fattore neurotrofico potrebbero anche 

essere responsabili dell’arborizzazione dendritica presinaptica oltre che dell’attività 

peculiare degli interneuroni GABAergici fast-spiking (Rex et al., 2007), il cui 

meccanismo di attivazione è stato finora investigato solo tra gli interneuroni corticali 

(Kohara et al., 2003). A questo punto, il ruolo predominante del BDNF sui processi 

neuronali dipendenti da α5 potrebbe coincidere con lo switch neuronale GABAergico 

per la determinazione delle proprietà morfologiche e funzionali dei neuroni (Dawson et 

al., 2006). E’ possibile dunque proporre che, mentre i primi stadi di sviluppo 

ippocampale appaiono essere direttamente correlati ad un’attivazione di clusters 

α2,β2/3γ2 a livello assonico,  l’attivazione dell’attività tonica GABAergica al più tardivo 

stadio di sviluppo (DIV7) sembra dipendere da una clusterizzazione dendritica di α5 

(Hornung and Fritschy, 1996). Tale meccanismo persiste anche nelle fasi più avanzate 

di sviluppo, quando funzioni complesse quali la memoria associativa (Fukata et al., 

2002) e l’attività locomotoria di tipo esplorativo (Collinson et al., 2002) sono regolate 

da un’attività GABAergica che coinvolge tale subunità (α5). 
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I processi di maturazione neuronale, la cui attivazione o spegnimento sono 

ampiamente regolati da meccanismi di cross-talking tra un’attività GABAergica 

inibitoria e un’attività Gluergica eccitatoria, sottolineano il ruolo cruciale di tali sistemi 

di trasmissione sia nel differenziamento neuronale che nel consolidamento dei network 

sinaptici  (Hur and Kim, 2007; Glykys et al., 2008). In tale contesto, nella seconda parte 

del presente lavoro di dottorato l’obiettivo principale è stato quello di dimostrare come 

l’azione GABAergica eccitatoria, associata ad elevati livelli intracellulari di ioni Cl- nei 

neuroni immaturi, possa determinare il reclutamento di complessi NMDARs e 

AMPARs attraverso la rimozione del blocco operato dal Mg2+ dall’NMDAR (Rivera et 

al., 2005; Ben-Ari, 2006). I primi risultati derivanti dall’azione dell’agonista DZP 

sull’espressione della subunità NR1 del complesso NMDAR, dimostrano una forte 

riduzione della componente eccitatoria Gluergica a DIV3 che sembrerebbe rimandare 

ad un’azione GABAergica di “shunting” durante gli stadi precoci di maturazione 

ippocampale (BenAry, 2001). Contemporaneamente, il trattamento con Flu nei neuroni 

ippocampali promuove un precoce reclutamento del trascritto di NR1 a livello assonico 

a partire da DIV3 e durante i successivi stadi di maturazione. Un simile meccanismo 

suggerisce che il mantenimento dei neuroni di nuova formazione in uno stato silente, 

possa essere favorito, come nei ratti (Mokin et al., 2007) da un incremento α2-

dipendente di complessi NR1-sinaptofisina a livello sinaptico (Voigt et al., 2005). 

Questa ipotesi è ulteriormente confermata dalle forti variazioni dei livelli di 

sinaptofisina riscontrate in seguito alla stimolazione dei GABAAR a DIV7. Solo ad uno 

stadio più tardivo, i neuroni in forma silente possono essere attivati attraverso la 

clusterizzazione α5-dipendente di complessi recettoriali di tipo AMPA a livello 

sinaptico, insieme ad un elevato numero di complessi di tipo NMDA (Voigt et al., 

2005). Accade, difatti, che durante la co-attivazione di GABAAR ed NMDAR in tali 

stadi la trasmissione GABAergica renda nulla la trasmissione Glu-dipendente, 

prevenendo disordini legati a squilibri della componente eccitatoria, quali attacchi 

epilettici (Ben-Ari, 2006). In tale periodo, caratterizzato da una trasmissione Gluergica 

bloccata durante la trasmissione GABAergica e potenziata nelle fasi di decadimento di 

quest’ultima, l’azione GABAergica sulla maturazione dei neuroni ippocampali assume 

una natura trofica (Represa e Ben-Ary, 2005). A supporto di tale ipotesi, il rilascio di 

una maggiore quantità di BDNF caratterizza le fasi iniziali della maturazione dei 

neuroni ippocampali, suggerendo un ruolo per la neurotrofina nella mediazione degli 

effetti trofici GABA-dipendenti (Berninger et al., 1995). In aggiunta, meccanismi di 
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cross-talking tra i complessi GABAAR ed NMDAR, considerati eventi cruciali per il 

raggiungimento di un corretto equilibrio eccitatorio-inibitorio (Wang e Kriegstein, 

2008), sembrano svolgere un ruolo chiave nello switching dell’azione GABAergica da 

eccitatoria ad inibitoria (Represa e Ben-Ary, 2005), in accordo con gli elevati livelli di 

NR1 riscontrati a DIV7, quando la trasmissione NMDAR-mediata è ormai stabilita 

(Esposito et al., 2005). Nel caso dell’agonista inverso specifico per α5 (RY-080), la sua 

azione è prevalentemente diretta alla subunità GluR2 del complesso AMPAR che 

risulta direttamente associata all’attivazione delle sinapsi silenti (Hennou et al., 2002), 

proponendo un potenziale meccanismo responsabile della regolazione 

dell’arborizzazione dendritica. In particolare, i ridotti livelli di tale trascritto indotti da 

RY-080 a DIV7 suggeriscono che sia il turnover delle spine dendritiche che 

l’allungamento dei processi dendritici in una fase così precoce dipendano dall’azione di 

GluR2 sulla determinazione dei contatti sinaptici con altri sistemi neuronali (Liu et al., 

2006). Numerosi studi supportano l’importanza di GluR2 nella determinazione dei 

processi neuronali, come confermato dall’alterata morfologia delle spine dendritiche  e 

dei complessi sinaptici in topi knock-out per GluR2 (Medvedev et al., 2008). 

L’incorporamento di clusters contenenti GluR2 in siti in cui è presente la subunità 

obbligata del recettore per l’NMDA (NR1) potrebbe, inoltre, correlarsi ad una 

conseguente attivazione di neuroni fino a quel momento mantenuti silenti (Mokin et al., 

2007). Questo tipo di associazione, che è tipico anche delle sinapsi silenti nelle fasi 

iniziali della formazione dei circuiti neuronali sia per l’area CA3 ippocampale 

(Montgomery et al., 2001) che per il nucleo del tratto solitario, una formazione del 

tronco encefalico considerata stazione di passaggio per diverse fibre viscero-sensitive 

afferenti (Balland et al., 2008) rafforza l’importanza dell’attivazione di α5 per il 

completamento della complessità dendritica, almeno nell’HIP degli ibernanti.  

 

Conclusioni 

In conclusione, i risultati ottenuti nel presente lavoro di dottorato dimostrano un 

preciso effetto GABA-dipendente sui processi di maturazione degli elementi neuronali 

ippocampali del criceto, la cui crescita in vitro è stata condotta su membrane FC (De 

Bartolo et al., 2007). In particolare, l’utilizzo di farmaci selettivi a differenti stadi di 

sviluppo supportano il ruolo chiave delle subunità α2,5 del GABAAR sui processi di 

sprouting assonico e di protrusione dendritica (Medvedev et al., 2008) anche nel nostro 

modello animale. Durante i primi giorni di maturazione, permane un’azione 
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GABAergica di shunting che contribuisce a mantenere inattivata la componente 

eccitatoria Gluergica, realizzando in tal modo un meccanismo di neuroprotezione 

contro eventi di eccitossicità  soprattutto in quelle aree ippocampali particolarmente 

suscettibili a condizioni di stress quali CA1. Allo stesso tempo, l’attivazione di 

complessi recettoriali contenenti α2 è responsabile non solo della maturazione della 

componente assonica, ma determina soprattutto il mantenimento delle sinapsi di nuova 

formazione in una condizione silente, probabilmente attraverso un precoce 

reclutamento di complessi NR1-sinaptofisina a livello sinaptico. Verso il termine della 

prima settimana di maturazione neuronale, l’attivazione di complessi recettoriali 

contenenti α5 e l’interazione degli stessi con la componente Gluergica AMPA-mediata 

contribuisce in primo luogo al reclutamento delle sinapsi fino a quel momento 

mantenute in condizione silente. In aggiunta, l’azione combinata GABA-Glu 

contribuisce alla maturazione della componente dendritica neuronale, attraverso un 

meccanismo che coinvolge importanti fattori neurotrofici quali il BDNF. I risultati di 

tale lavoro propongono dunque che una selettiva associazione tra distinte subunità 

GABAergiche e Gluergiche  è cruciale per la conversione delle sinapsi silenti (α2-NR1) 

in clusters recettoriali attivati (α5-GluR2), esercitando in tal modo un ruolo chiave nel 

corretto differenziamento dei diversi elementi neuronali. Allo stesso tempo, tale studio 

getta le basi per gli studi attualmente in corso ed atti alla determinazione del preciso 

contributo di ciascuna combinazione recettoriale GABAAergica nelle specifiche 

subregioni ippocampali (CA1 e CA3). L’area CA1 è stata, infatti, recentemente 

riconosciuta come un’importante struttura di output (Daumas et al., 2005), 

sottolineando il suo ruolo nell’organizzazione e nella specificità di target da 

raggiungere dalle fibre che da essa si dipartono. Allo stesso tempo, una diversa 

vulnerabilità caratterizza questa area, in accordo con la presenza di neuroni piramidali 

molto più sensibili rispetto alla stessa tipologia cellulare in CA3 a condizioni di stress, 

quali attacchi epilettici  (Jackson e Foster, 2009) e danni neuronali indotti da eventi 

ipossici od ischemici (Olsson et al., 2003). La comprensione dei precisi meccanismi 

molecolari responsabili delle diverse risposte osservate in CA1 ed in altre regioni 

ippocampali agli stimoli GABAergici, soprattutto durante le fasi precoci di maturazione 

neuronale, potrebbe fornire nuove indicazioni riguardanti gli eventi simil-ischemici che 

ricorrono non solo nello sviluppo perinatale ma anche nella fase di torpore per il criceto 

ibernante, proponendo al contempo nuovi targets terapeutici per la cura di patologie 

neurodegenerative quali l’ischemia e la narcolessia.    
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