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Summary

The mammalian central nervous system relies on precise synaptic connections to function
correctly.

The development of precise neuronal circuitry is regulated by axon guidance molecules as
well as by specific pattern of activity between the pre and the post synaptic el ements.

In this thesis | focused on activity dependent mechanisms, and we analyzed the role of
spontaneous afferent activity in the topographic organization of the olfactory bulb. To address
this point we analyzed the intrabulbar connections between isofunctional glomeruli in aline
of mice geneticaly modified to have very little spontaneous afferent activity due to the
overexpression of the inward rectifying potassium channel Kir2.1 in the olfactory sensory
neurons (Yu et al., 2004).

Since previous studies were limited to adults (Bellusio et a., 2002; Lodovichi et al., 2003),
we first defined the development of the intrabulbar projections between isofunctional
glomeruli at early stages of development in control mice. Targeting focal tracer injections to
the glomerular layer, we found that the intrabulbar projection is present as early as P7 and it is
targeted between homologous glomeruli. However, at this early stage of development, the
projection is not confined exclusively to the homologous glomerulus but larger. We found
that the connections undergo a refinement process between P15 and P30, when they reach the
mature organization of a point to point projection. We then analyzed the formation and the
specific targeting of the intrabulbar link in animals with reduced spontaneous activity, i.e. Kir
2.1 mice. We found that the connections are preserved in these mice, but are not exclusively
confined to the homologous glomeruli. The link remains larger than in control mice at all the
ages tested, from postnatal day 30 to 70, due to the lack of developmental refinement.

We then assess the effects of the unrefined connectivity of the bulbar circuits on olfactory
behaviour using a classical behavioral test designed to assess the ability to discriminate
between two different odorants. We found that Kir 2.1 mice were hampered in discriminating
odorants that elicit smilar spatial patterns of activated glomeruli (functional maps), such
enantiomers, while retaining the ability to discriminate odorants that activate very distinct

spatial pattern of glomeruli .



Spontaneous activity is thought to play a prominent role in circuit formation at very early
stages of development. Once sensory systems become responsive to sensory stimuli, evoked
activity contributes to the stabilization and further refinement of neurona connections. It has
been clearly demonstrated that sensory experience often modulates the development of
neuronal circuitry within a defined period of time (critical period) in which the brain is
particularly plastic.

Whether spontaneous activity can modulate synaptic connections in adult life, remains
unknown.

We addressed this topic in the olfactory system and we studied whether manipulation of
afferent spontaneous activity in adulthood could affect the already established and refined
synaptic contacts, i.e. the intrabulbar connections. Taking advantage of the inducible nature of
the Kir 2.1 construct, we allow the expression of the Kir 2.1 channels only in adulthood (P30-
P60), for 30 days. We found that the expression of the Kir 2.1 channel in adults was able to

induce aregression of the intrabulbar link to an unrefined and enlarged status.



Sommario

Il corretto funzionamento del sistema nervoso edatdei mammiferi si basa sulla specificita
delle connessioni sinaptiche.

Lo sviluppo di un circuito neurale é regolato séardolecole specifiche, detsxon guidance
molecules che da precisi schemi di attivita elettrica chstabiliscono tra i neuroni pre e post-
sinaptici.

In questo lavoro di tesi mi sono focalizzato swloudell’attivita elettrica nella formazione
dei circuiti neurali ed in particolare ho studiatoruolo dell’attivita afferente spontanea
nell'organizzazione topografica del bulbo olfattiv@er raggiungere tale obiettivo abbiamo
analizzato la connessione intrabulbare tra glomewidunzionali (o0 omologhi) in una linea di
topi geneticamente modificati, nei quali I'attiviidferente spontanea & estremamente ridotta a
causa dell'over-espressione di un canale potassiard rectifier (Kir2.1) nei neuroni
sensoriali olfattivi (Yu et al., 2004).

Poiché studi precedenti avevano analizzato la smioee intrabulbare solo in animali adulti
(Belluscio et al. 2002; Lodovichi et al., 2003)b&amo dapprima studiato lo sviluppo della
connessione intrabulbare tra glomeruli omologhiizersi stadi di sviluppo (P7-P70), in
animali di controllo. Effettuando iniezioni di umatciante fluorescente nello strato dei
glomeruli, abbiamo trovato che la connessione lniitzare tra glomeruli omologhi € presente
gia a una settimana di vita post-natale (P7). Vi#taa questo stadio di sviluppo, la
connessione non € circoscritta esclusivamentecahgiulo omologo corrispondente, ma piu
ampia. In questa fase il rapporto tra il diamet'idiezione e I'estensione della proiezione e
~ 4:1. Abbiamo trovato che la connessione va irmcoatl un processo di maturazione tra P15
e P30. In questo periodo si osserva un restringiondell’estensione della proiezione che
assume le dimensioni circoscritte al singolo glarteelomologo, tale per cui il rapporto tra
I'estensione della proiezione ed il diametro deliezione é 1:1, proprio della connessione
matura. Le dimensioni della connessione si mamtengtabili a tutti gli stadi esaminati, sino
a P70.

Abbiamo quindi analizzato il ruolo dell'attivita fafente spontanea nella formazione e nel
mantenimento della connessione intrabulbare, irmalni con ridotta attivita afferente

spontanea, i topi Kir 2.1. Abbiamo visto che le messioni intrabulbari sono ancora presenti
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in questi animali, sebbene non siano esclusivameintescritte ai glomeruli omologhi. Il
rapporto tra I'estensione della proiezione ed d@naetro dell'iniezione non raggiunge mai il
valore di 1:1 , proprio della connessione maturaessuna delle eta analizzate (P30-P70) in
animali con ridotta attivita afferente. In questiraali il processo di maturazione non sembra
mai completarsi.

Ci siamo poi chiesti quali fossero le ripercussidnun’alterata circuiteria neurale nel bulbo
olfattivo sul comportamento olfattivo. A tale scopabbiamo utilizzato un test
comportamentale classico elaborato per valutacapacita di un animale di discriminare tra
due differenti odori. Abbiamo osservato che glinaaii con ridotta attivita afferente non
riuscivano a discriminare gli odori che attivanottpan spaziali di glomeruli (mappe
funzionali) simili, quali gli enantiomeri, mentreamtenevano la capacita di discriminare odori
in grado di attivare pattern spaziali di glomerblto distinti

Molti studi sulla formazione dei circuiti neuraleinsistemi sensoriali hanno dimostrato che
I'attivita spontanea gioca un ruolo chiave nellenfazione dei circuiti in stadi molto precoci
dello sviluppo. Una volta che i sistemi sensordilientano sensibili agli stimoli sensoriali
specifici, I'attivita elettrica evocata rafforza&cempleta la maturazione dei gia stabiliti contatti
sinaptici.

E’ stato chiaramente dimostrato che l'attivita sgi@e modula lo sviluppo della circuiteria
neurale all'interno di un periodo circoscritto (joelo critico), in cui il sistema nervoso
centrale & estremamente plastico. Se l'attivittnpeea abbia un ruolo sui circuiti neurali in
eta adulta rimaneva oscuro.

Dato l'alto grado di plasticita del sistema olfattici siamo chiesti se la manipolazione
dell’'attivita elettrica spontanea in eta adultagsse modificare architetture neurali gia
consolidate, come ad esempio le connessioni intsakbu Sfruttando la natura inducibile del
costrutto Kir 2.1, abbiamo permesso I'espressiagiecdnale Kir 2.1 solamente in eta adulta
(P30-P60), per 30 giorni. Abbiamo scoperto chessémza di attivita spontanea solo in eta
adulta e in grado di indurre la regressione detianessione intrabulbare ad uno stadio

immaturo (la connessione risulta per tanto piudarg

Tutti assieme questi dati indicano che I'attivitleeente spontanea gioca un ruolo critico non
solo nella formazione dei circuiti nervosi del hwlblfattivo, ma anche nel loro corretto
mantenimento.

Inoltre la modificata architettura della circuiterbulbare si riflette in un comportamento

olfattivo alterato.



1. Introduzione

1.1 Il sistema olfattivo dei roditori

Il sistema olfattivo dei mammiferi &€ costituito da distinti sistemi: 1) il sistema
olfattivo principale; 2) il sistema olfattivo aceesio (Figura 1).

Il sistema olfattivo principale é formato da: epdeolfattivo (EO), bulbo olfattivo
principale ed aree corticali olfattive direttamertellegate ad esso, quali corteccia
piriforme, nuclei olfattivi anteriori, tubercoli fattivi, il nucleo corticale del’amigdala e
le regioni laterali della corteccia entorinale.

Nella maggior parte degli animali il sistema olfait gioca un ruolo fondamentale
nell'espletare funzioni vitali quali procacciarsi cibo, inseguire una preda ed
identificare il partner. | segnali olfattivi coinkibin questi processi vengono elaborati
dal sistema olfattivo principale.

Il sistema olfattivo accessorio & costituito dardano vomero nasale (VNO), il bulbo
olfattivo accessorio e le aree corticali ad essso@ate, quali amigdala mediale,
amigdala corticale posteriore ed i nuclei corticakdio-posteriori del’amigdala (Pro-
Sistiaga et al., 2007). Questo sistema € deputaticamoscimento di segnali specie-
specifici, detti ferormoni, che vengono secreti tiguidi biologici quali saliva o
secrezioni genitali. |1 ferormoni svolgono un rua@iatico in molte importanti funzioni
biologiche quali aggressivita, territorialita, apptamento e cure parentali.

Sebbene i due sistemi siano anatomicamente bentidida un punto di vista funzionale
esiste un certo grado di sovrapposizione, potersgégmali specifici del sistema olfattivo
primario, gli odori, essere processati dal sisteroeessorio (Trinh e Storm, 2003) e

viceversa.



Bulbo
olfattivo
accessorio

Bulbo
olfattivo
principale

Epitelio
olfattivo

Aria Organo

vomeronasale

Figura 1. Rappresentazione schematica del sistem#adtivo. Sezione sagittale di una testa di roditore

con il sistema olfattivo evidenziato a colori.

In questo progetto di tesi ho studiato il ruolol'ddivita afferente spontanea nella
formazione e funzione dei circuiti neurali nel siet olfattivo principale, in particolare

nel bulbo olfattivo principale dei topi.
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1.2 L’epitelio olfattivo

L’epitelio olfattivo (EO) € un epitelio colonnardiato pseudostratificato, che riveste il
setto e i turbinati, strutture cartilaginee convellocalizzate nella parte postero-dorsale
delle cavita nasali (Figura 2). L'epitelio olfathie posto direttamente in contatto con

I'aria che circola nelle cavita nasali.

Neuron axons bf_‘llf']“" ctory membrane

Figura 2. Rappresentazione schematica dell’epiteliolfattivo. Le principali componenti dell’epitelio
olfattivo: i neuroni sensoriali olfattivi (olfactgrsensory neuron), le cellule basali (basal cel§ eellule
di supporto (supporting cell). Le cilia olfattivelfactory cilia) protrudono nelle cavita nasali. tiia

olfattive sono disperse in uno strato di muco asquémmagine modificata da Firestein, 2001.

L’epitelio olfattivo & costituito da tre tipi cellari principali: 1) i neuroni sensoriali

olfattivi (NSO); 2) le cellule sustentacolari; &)dellule basali.

| neuroni sensoriali olfattivi sono gli elementi cellulari deputati al rilevamemtegli
odori. | neuroni sensoriali olfattivi rigeneranostantemente per tutta la durata della
vita dell'individuo, presentando un’emivita di 60-9giorni (Graziadei e Monti-
Graziadei, 1979; Caggiano et al., 1994; Huard et1898). Le cellule basali, poste in
prossimita della membrana basale dell’epitelio tboifa, sono i precursori da cui
rigenerano i neuroni sensoriali olfattivi. Questunoni sensoriali (Figura 3) presentano

una tipica morfologia bipolare con un unico deradiipicale non arborizzato ed un
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assone, sottile, amielinico, che dal polo prossemdélla cellula proietta al bulbo
olfattivo, la prima stazione di ritrasmissione defbrmazione sensoriale olfattiva. Il
dendrita apicale termina in un rigonfiamento sferaetto knob da cui si dipartono
numerosi filamenti sottili, le cilia, che protrudonnelle cavitd nasali. Le cilia
costituiscono la parte della cellula sensoriale pleprima incontra gli odori e li lega
attraverso i recettori olfattivi espressi sulla nieama. La motilita e la struttura delle
cilia olfattive facilita la ricezione delle moleeobdorose. Queste sono immerse in uno
spesso strato di muco acquoso, secreto dalle ghardi Bowman, che ricopre la
superficie dell’epitelio olfattivo. I muco serve @roteggere Iepitelio dalla
disidratazione e da temperature eccessive. Esstribzosce a prevenire gli effetti
dannosi dovuti ad agenti infettanti ed a particellen infettanti. Facilita inoltre
I'interazione delle molecole odorose con i recetbdfiattivi presenti sulle cilia olfattive
attraverso la mediazione di specifiche proteinamg’odore (odorant binding proteins,
OBP). Queste proteine (Garibotti et al., 1997; Bield998) infatti fungono da
intermediari tra la molecola odorosa ed il recettolfattivo permettendo il trasporto
dell’'odore nel mezzo acquoso in cui sono localezat cilia olfattive (Tegoni et al.,
2000). Gli assoni dei sensoriali attraversano faita cribrosa dell’osso etmoide e
unendosi in fasci si portano al bulbo olfattivoud3ti fasci di fibore sono avvolti da

cellule gliali altamente specializzate det@asheating cellsche svolgono un ruolo

fondamentale nel processo di rigenerazione deiomegensoriali olfattivi (Boyd et al.,
2005).

Figura 3. Immagine di neurone sensoriale olfattivoNeurone sensoriale olfattivo in coltura marcato
con anticorpianti-olfactory marker proteifOMP), una proteina espressa da tutti i neuronseali
olfattivi maturi. Si pud notare la caratteristicaniologia bipolare. 1) knob da cui si dipartonociéa

(non visibili a questo ingrandimento); 2) dendrig;corpo cellulare; 4) assone. Immagine prodogia

laboratorio Lodovichi

12



Le cellule sustentacolaridi sostegno sono cellule non neuronali ed hanrtuillice
ruolo di cellule epiteliali e gliali di supporto.u@ste cellule sono responsabili del
supporto trofico ai neuroni sensoriali olfattividel loro isolamento elettrico (Breipohl
et al.,, 1974). Nell'epitelio adulto mediano la s=tone di fattori di crescita
(neuropeptide Y) responsabili della proliferaziahele cellule basali (Hansel et al.,
2001). Queste cellule inoltre secernono nel muanandetossificanti, catabolizzando
in questo modo composti chimici organici ed alwstanze potenzialmente dannose per
l'integrita del tessuto (Minn et al., 2002; Dindpahl, 2003; Mori et al., 2005).

Le cellule basali.Due tipi di cellule basali sono state descrittistndi di microscopia
elettronica: 1) le cellule basali piatte; 2) lelakel basali globose.

1) le cellule basali piatte con citoplasma scutoe cappresentano le cellule basali
propriamente dette e si appoggiano direttamentéa suembrana basale. Queste
rappresentano le cellule staminali che si dividges dar luogo ai precursori dei
sensoriali (Calof e Chikaraishi, 1989).

2) le cellule basali globose, di forma piu chiarateesferica con citoplasma chiaro.
Esse sono poste al di sopra delle cellule basaliepiSi ritiene che questo tipo di cellule
basali si divida rapidamente per dar luogo a psarudei neuroni sensoriali a seguito
di stress acuti quali assotomia o eliminazione lwébo olfattivo (Carr e Farbman,
1992) .
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1.3 1l bulbo olfattivo

Il bulbo olfattivo (BO) &€ una formazione speciabdta del prosencefalo, deputata
all'elaborazione degli stimoli sensoriali provertiedai neuroni sensoriali olfattivi
localizzati nell'epitelio. Si presenta come unaitsiira laminare concentrica composta
da (dall’esterno verso l'interno): 1) lo strato aelrvo olfattivo (ONL); 2) lo strato dei
glomeruli (GL); 3) lo strato plessiforme esternd?(B; 4) lo strato delle cellule mitrali
(MCL); 5) lo strato plessiforme interno (IPL); 60 Istrato delle cellule dei granuli
(GCL). Puo essere considerato una stazione dsmilissione dove il segnale neurale
viene processato e trasmesso alle stazioni cereleriori (Figura 4 e 5) (Shepherd,
2004).

Epi

GL

Figura 4. Rappresentazione schematica della circitia del bulbo olfattivo. Le principali componenti
del bulbo olfattivo: i neuroni sensoriali olfattit©SN), i glomeruli (GL), le cellule periglomeruldPG),
le cellule tufted (T), le cellule mitrali (M) e kellule dei granuli (Gr). Epi = epitelio olfattivgL = strato
dei glomeruli; EPL = strato plessiforme esterno; IME strato delle cellule mitrali; IPL = strato

plessiforme interno; GCL = strato delle cellule geinuli. Immagine modificata da Mori et al., 1999.
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Figura 5. Rappresentazione schematica dell’organiazione del sistema olfattivo.Organizzazione
anatomica del bulbo olfattivo con le principali qpomenti e strati. | neuroni sensoriali olfattivig®), i
glomeruli (Glom), lo strato plessiforme esterno (l;Ple cellule mitrali (MC), lo strato plessiforme
interno (IPL), le strato delle cellule dei gran(BC) e le efferenze principali. Immagine modificaka
Case Western Reserve University.

Anche nel bulbo olfattivo, come gia osservato pepitelio, esiste un’alta plasticita
sinaptica, legata al continuo rigenerarsi di deteate popolazioni neuronali (Lois e
Alvarez-Buylla, 1994), che continua per tutta l@dell'individuo (vedi oltre).

Gia dagli studi classici con il metodo dell'impragione argentica (metodica messa a
punto da Camillo Golgi verso la fine del 1800) Reny Cajal descrisse gli elementi
cellulari del bulbo olfattivo e la loro distribume in strati (Figura 6). Tali risultati sono
stati poi confermati ed estesi da studi moderni sihgono avvalsi di metodiche quali
ingegneria genetica e marcatura intracellulare. €onaltre regioni cerebrali, nel bulbo
olfattivo gli elementi neuronali si dividono in &tegorie: 1) i neuroni afferenti (input);
2) i neuroni efferenti (output); 3) i neuroni imtseci (Shepherd, 2004).

1. Neuroni afferenti (input) . Le afferenze sormstdute dagli assoni dei neuroni
sensoriali, i cui corpi cellulari sono localizzagll’epitelio nasale (vedi sopra).

Il bulbo olfattivo riceve inoltre molteplici affenze: 1. dalla corteccia olfattoria; 2. dal
nucleo olfattorio anteriore; 3. dal setto orizzémtimbico della banda diagonale dei
centri colinergici basali basal forebrain; 4. dal nucleo serotoninergico del rafe
(Shepherd, 2004).
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2. | neuroni efferenti. Le vie efferenti (outputdldbulbo olfattivo sono rappresentate
dagli assoni delle cellule mitrali e delle cellildted, i cui corpi cellulari sono posti in

specifiche posizioni nel bulbo olfattivo.

Figura 6. Disegno originale di Ramon y Cajal raffigirante il bulbo olfattivo di un topo di 20 giorni.
Disegno originale dellanatomia del bulbo olfattiveealizzato da con il metodo di Golgi o
dellimpregnazione argentica su sezioni orizzontilibulbo. A) bulbo accessorio; B) bulbo olfattivo
principale; C) corteccia; D) organo vomeronasajesteato dei glomeruli; b) strato delle mitrali elle
tufted; c) fibre del tratto olfattorio laterale; c®llule dei granuli. Immagine modificata da Ranyo@ajal,
1901.

Le cellule mitrali (CM) sono poste nello strato delle cellule mitrali, @0D-400um in
profondita rispetto allo strato dei glomeruli. Rnetano un corpo cellulare (15-gén di
diametro) di forma pressapoco triangolare dal piteaemerge un dendrita principale,
non ramificato, che attraversa lo strato plessitoomsterno (EPL) e si arborizza in un
ciuffo (tuft, 80-150 um) all'interno di un singolo glomerulo. Sono pregenoltre
molteplici dendriti laterali secondari che si inaab nello strato plessiforme esterno per
una lunghezza notevole (200-8(fh a seconda dell’angolo che formano nello strato
plessiforme esterno). | dendriti delle cellule @litrnon hanno spine, caratteristica
analoga ai motoneuroni, e che li distingue dai oeupiramidali corticali. L'assone &

posto ventralmente rispetto al dendrita apicalen@rio e scorre caudalmente per poi
16



formare il tratto olfattorio laterale (LOT). All'terno del bulbo olfattivo questi assoni
danno luogo a collaterali che rimangono nello etidlle cellule dei granuli e dello
strato plessiforme interno (Ojima et al., 1984).I panto di vista fisiologico si

caratterizzano per essere neuroni eccitatori méihzi principalmente glutammato come

neurotrasmettitore (Liu et al., 1989).

Le cellule tufted hanno morfologia simile alle cellule mitrali maffdriscono per la
localizzazione del corpo cellulare, non ristretthum unico strato, ma diffusa a vari
livelli nello strato plessiforme esterno. Nel cordegli anni la nomenclatura dei
differenti sottotipi si e fatta piu ricca, ma nedrso della nostra trattazione faremo
riferimento ai tre gruppi principali in base allerd localizzazione (Ramon y Cajal,
1955; Macrides & Schneider, 1982; Hayar et al. 2200

La popolazione pit numerosa, le cellule tufted rmedi(Tm), sono situate a meta dello
strato plessiforme esterno. Hanno un corpo cedutiiidimensione leggermente minore
(15-20um) rispetto alle cellule mitrali, posseggono sa@rdendriti basali (lunghezza
media 300-60@m) e un singolo dendrita apicale primario che teamin un tuft
all'interno di un unico glomerulo. Gli assoni danh@go a collaterali che permangono
all'interno dello strato plessiforme interno (IP&)poi si uniscono a formare il tratto
olfattorio laterale, per proiettare alle stazioaiebrali successive.

Le cellule tufted esterne (Te), presentano un’arBarione dendritica caratteristica
(Antal et al., 2006). Il corpo cellulare € locakta al margine tra lo strato dei glomeruli
e la porzione piu superficiale dello strato plessife esterno. Queste cellule inviano le
ramificazioni collaterali dei propri assoni all'erho dello strato dei granuli e dello
strato plessiforme interno dando luogo al sistess@ativo intrabulbarantrabulbar
associational systen{Schoenfeld et al. 1985; Belluscio et al., 200@¢ovichi et al.,
2003). Alcune cellule tufted esterne non proiettahali fuori del bulbo, ma il loro
assone rimane all’interno del bulbo olfattivo, comeelle che partecipano al sistema
associativo intrabulbare, e sono pertanto defimgeroni intrinseci. Alcuni sottotipi di
cellule tufted esterne invece inviano il loro assaalinterno del tratto olfattorio
laterale, per proiettare a stazioni al di fuori belbo.

Le cellule tufted interne (Ti) presentano una mioda e una distribuzione simile alle

cellule mitrali gia precedentemente menzionate.
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Sia le cellule mitrali che le tufted si sviluppanel corso del periodo embrionale e
completano la loro maturazione nella prima decadstnatale. In una fase iniziale
presentano un dendrita apicale ramificato che t®nde a molteplici glomeruli. Nel
corso dello sviluppo i dendriti apicali soprannuarervengono eliminati e viene
mantenuto solo un singolo dendrita apicale chestnele e ramifica dentro un unico
glomerulo (Malun and Brunjes, 1996; Treolar et E999; Lin et al., 2000).

| neuroni intrinseci sono: 1) le cellule periglomlari (PG); 2) le cellule dei granuli
(CG).

Le cellule periglomerulari sono costituite da svariati tipi cellulari: le lcdd

periglomerulari, le cellule ad assone corto e leilsetufted esterne.

Le cellule periglomerulari sono localizzate attorno ai glomeruli. Il diamettioqueste
cellule e di soli 6-8um, sono tra i neuroni piu piccoli del cervello. Ogrellula
periglomerulare possiede un corto dendrita cespsgliche si arborizza (per un
estensione di 50-10Am) all'interno di un signolo glomerulo (Pinching caPowell,
1971; Hayar et al., 2004). Cellule periglomeruldri-tufted, vale dire dotate di una
duplice arborizzazione del dendrita apicale, cheng®no i loro dendriti in due distinti
glomeruli sono rare. L'assone delle cellule pemgdoulari si estende lateralmente per
una distanza equivalente a circa 5 glomeruli. Adcperiglomerulari sono sprovviste di
assone. Morfologicamente appaiono una popolazionegenea, ma da un punto di
vista biochimico si possono distinguere molteplsbttopopolazioni in base al
neurotrasmettitore usato. Le periglomerulari possesprimere dopamina, acige
amminobutirrico (GABA) oppure glicina. In taluni siala stessa cellula puo co-
esprimere  GABA e dopamina. Questi neurotrasmeittiteono ritenuti avere
prevalentemente un ruolo inibitorio. Tuttavia iloto della dopamina e ancora
altamente controverso, in quanto potrebbe operarecsne neurotrasmettore inibitorio
si come neurotrasmettitore eccitatorio.
A differenza delle cellule mitrali e tufted chessiluppano solo nel corso del periodo
prenatale e non rigenerano (sono come la maggiote pdei neuroni, cellule
permanenti), le periglomerulari rigenerano di comdi per tutta la durata della vita
dell'individuo (Frazer-Cierpal and Brunjes, 1988¢ periglomerulari originano da
precursori posti nella zona sub-ventricolare inborai ventricoli laterali. Migrano
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attraverso la stria migratoria rostrale e arrivanquesto modo al bulbo olfattivo. Qui si

differenziano in neuroni periglomerulari e si inseono nella circuiteria bulbare.

Le cellule ad assone cortoposte in prossimita dei glomeruli, si carattesiza per
avere dimensioni maggiori rispetto alle celluleigiemerulari, assimilabile a quelle
delle cellule tufted esterne (8-12m). L'assone si estende per un tratto maggiore
rispetto al'assone delle piccole periglomerulariddndriti arborizzano nello spazio

interglomerulare. Da un punto di vista biochimioma ritenute essere glutamatergiche.

Le cellule tufted esterne di cui abbiamo parlato sopra.

Le cellule dei granuli (CG), poste nello strato delle cellule dei granuli, dogib
prevalentemente dalle cellule stesse e da unaaspasolazione di cellule ad assone
corto. Le cellule dei granuli sono interneuronbitori. Morfologicamente sono cellule
di piccole dimensioni (diametro di circa 6¢8n), prive di assone e raggruppate in
clusters all'interno dello strato dei granuli, poal centro del bulbo olfattivo (Figura 4 e
5). Posseggono un dendrita apicale che proiettsoMer strato plessiforme esterno. Il
dendrita apicale si ramifica in molteplici dendriecondari, che si biforcano
ulteriormente, contribuendo a formare un'estesamgptessa arborizzazione dendritica
nello strato plessiforme esterno. Dal corpo celtuks dipartono inoltre i dendriti basali
che si ramificano nello strato plessiforme interhalendriti sono provvisti di spine.
Possiamo individuare tre tipi differenti di celludei granuli in base alla localizzazione
del corpo cellulare: 1) cellule dei granuli supeii; 2) cellule dei granuli intermedie,
3) cellule dei granuli profonde (Orona et al., 1988hoenfeld et al. 1985).
1) Le cellule superficiali posseggono dendriti fegrci che ramificano essenzialmente
nella parte piu superficiale dello strato plessiferesterno, stabilendo contatti sinaptici
dendro-dendritici soprattutto con i dendriti laledelle cellule tufted esterne.
2) Le intermedie posseggono dendriti che inveceifieano a qualsiasi livello
all'interno dello strato plessiforme esterno.
3) Le celluleprofonde proiettano i propri dendriti nello strato profandello strato
plessiforme esterno, stabilendo contatti dendraddici con i dendriti laterali delle
cellule mitrali.
Analogamente alle periglomerulari, anche le celldei granuli si rigenerano
continuamente nel corso della vita dell'individue,partire da precursori posti nella
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zona sub-ventricolare dei ventricoli laterali (Kish987; Kelsch et al., 2010). Da un
punto di vista biochimico le cellule dei granulineoneuroni inibitori, che esprimono
GABA.

1.4 Il glomerulo

| glomeruli (Figura 7) sono strutture pressapocericiie di neuropilo (dimensione
compresa tra i 50 ed i 200 um, a seconda dellciesp@imale considerata, nei topi ad
esempio sono di circa 80-1(n), costituiti dalla convergenza degli assoni dainoni

sensoriali che esprimono lo stesso recettore midattirca 3000) e dai dendriti apicali
delle cellule mitrali e tufted (Shafa e Meisami I9Rlori et al., 1999) (Figura 8). Essi

sono circondati dai processi delle cellule perigbountari che formano sinapsi all'interno

del glomerulo e da cellule gliali.

Figura 7. Immagine di un glomerulo M71-GFP.Sezione orizzontale di bulbo olfattivo (spessobe 6
pum) con evidenziato il glomerulo mediale M71-GFP= glomerulo GFP; 2 = assoni GFP positivi dei
neuroni sensoriali M71-GFP. ONL = strato del neolfattivo; GCL = strato dei glomeruli; EPL = strato

plessiforme esterno. Barra = 200 um. Immagine prievee dal laboratorio Lodovichi.
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Figura 8. Organizzazione glomerulare del bulbo olfsivo. Ogni glomerulo risulta dagli input
convergenti assonali dei neuroni sensoriali olfatfNSO) esprimenti lo stesso recettore odoroso.
All'interno di ogni glomerulo (GL) gli assoni deessoriali stabiliscono sinapsi con i dendriti prima
delle cellule mitrali (CM), delle cellule tufted a®n le cellule periglomerulari (PG). Sui dendidtierali
delle cellule mitrali poi vanno fare sinapsi indaie le cellule dei granuli (CG). Immagine moditiaala
Lledo et al., 2008.

Uno degli elementi caratterizzanti il glomerulo mat € la sua omogeneita
relativamente alle fibre che lo costituiscono: énfato esclusivamente da assoni di
neuroni sensoriali olfattivi che esprimono lo stesecettore olfattivo. Questo lo
definisce come un’unita funzionale volta a proces$ainformazioni sensoriali rilevate
da un dato recettore olfattivo. Questo tipo di ttina glomerulare ha enorme
importanza sia per [l'organizzazione topografica cheer [I'elaborazione
dell'informazione sensoriale. Sin dai primi stuRegsler et al., 1994; Vassar et al.,
1994) emerse chiaramente che il recettore non etatepesclusivamente a rilevare gl
odori ma gioca un ruolo chiave nella organizzaziate sistema olfattivo, come
dimostrato anche da molti studi successivi (Wangl.etLl998; Mombaerts et al., 1996;
Barnea et al., 2004; Strottmann et al., 2004, eail., 2006; Maritan et al., 2009).

Nelle prime fasi dello sviluppo tuttavia il gloméwunon ha una organizzazione
omogenea, ma eterogenea, presenta infatti fiboregemono recettori olfattivi diversi.
Attraverso un successivo processo di riorganizzezisi arriva alla struttura del

glomerulo maturo (Zou et al., 2009, Royal e Key99)9
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Nel topo sono presenti circa 1800 glomeruli peri dgibo olfattivo. All'interno di ogni
glomerulo gli assoni dei neuroni sensoriali formasinapsi con un determinato
contingente (numero compreso tra 20 e 50) di eelidltrali e tufted (Royet et al.,
1998). Le cellule mitrali e tufted infatti estendonl loro unico dendrite apicale
esclusivamente all'interno di un dato glomerulo.

A livello dello strato glomerulare sono presentingessioni che si definiscono
intraglomerulari, se appartengono al medesimo gtaloegoppure interglomerulari se si
realizzano tra glomeruli diversi (Shepherd et2004).

| neuroni sensoriali realizzano sinapsi asso-dénlde con itufts dendritici delle cellule
mitrali/tufted e con le periglomerulari (PinchingdaPowell, 1971). Inoltre le cellule
mitrali e tufted realizzano sinapsi dendro-denchigi con le cellule periglomerulari.

In aggiunta alle connessioni di tipo intraglomerelgpossiamo osservare anche
connessioni interglomerulari, infatti oltre ai corpellulari delle periglomerulari,
nellintercapedine tra un glomerulo e quello adiéeehanno luogo numerose
connessioni sinaptiche. 1) Gli assoni delle pengdoulari stabiliscono contatti sinaptici
con corpi cellulari e dendriti di altre cellule mgomerulari e con il dendrite apicale
primario delle cellule mitrali e tufted; 2) collasédéi delle cellule tufted formano sinapsi
con i dendriti apicali; 3) sinapsi relative a fibcentrifughe di vario tipo (Shepherd et
al., 2004).

Lo strato plessiforme esterno e un ulteriore sitoothtatti sinaptici volti a modulare le
afferenze sensoriali. Il tipo predominate di cttotainaptico nello strato plessiforme
esterno e la sinapsi dendro-dendritica tra i dénldterali delle cellule mitrali/tufted ed
i dendriti prossimali delle cellule dei granuli €nerd, 1994; Schoppa et al., 1998).

Il glomerulo risulta costituito dalle connessiomnagptiche tra gli assoni dei neuroni
sensoriali esprimenti un dato recettore olfattida dendriti delle cellule post-sinaptiche
(mitrali e tufted) che estendono il loro dendrifsicale esclusivamente dentro un dato
glomerulo, a cui si aggiungono i contatti sinaption le cellule periglomerulari e le
cellule dei granuli. Questa struttura, che cosdeil’'unita funzionale elementare del
bulbo olfattivo, definisce a sua volta una strtpiu estesa, definitzolonna odorosa

e data dal glomerulo, dalle cellule post-sinaptiehdalle cellule dei granuli ad esso
connesse.

Il glomerulo e la corrispondente colonna odorossgeertanto la “struttura funzionale”

in cui 'informazione sensoriale viene integrataedulata (Figura 9).
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Figura 9. Rappresentazione schematica della colonmalorosa.La colonna odorosa rappresenta I'unita
funzionale base che si ripete per il numero todaiglomeruli (circa 1800 nel topo). La colonna oumka

e definita da ciascun glomerulo e dalle celluleremse ad esso. In particolare, il glomerulo risdéba
convergenza degli assoni dei neuroni sensoriadittolf (NSO) esprimenti lo stesso recettore odoroso
All'interno di ogni glomerulo (GL) gli assoni deienroni sensoriali stabiliscono sinapsi con i dendri
primari delle cellule mitrali (M) e delle celluleifted (T). | dendriti laterali delle cellule mitia delle
cellule tufted formano sinapsi dendro- dendriticiom le cellule dei granuli (CG). Il glomerulo risal
inoltre circondato dalle cellule periglomerularieciormano contatti sinaptici sia con gli assoni dei

neuroni sensoriali olfattivi, sia con i dendritilidecellule postsinaptiche.
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1.5 Il recettore olfattivo

Il recettore olfattivo appartiene alla famiglia dedcettori accoppiati a proteine G
(GPCRs) (Buck and Axel, 1991). | recettori olfattilei vertebrati condividono talune
caratteristiche comuni alle altre GPCRs: 1) unaioreg codificante mancante di
sequenze introniche; 2) una struttura che prevededomini ad alfa-elica
transmembranari (7TM) collegati da loops intra- exkra-cellulari di lunghezza
variabile; 3) una sequenza aspartato-argininasieo€DRY) conservata all'interno del
secondo loop intracellulare (Spehr e Munger, 2009a volta tradotta, la sequenza da

vita ad una proteina pari a 300-350 amminoacidj{fa 10).

Figura 10. Rappresentazione schematica della strutta del recettore olfattivo. | residui idrofobici
sono in nero, i residui polari in verde, i residaricati positivamente in blu e quelli carichi nttgamente

in rosso. | residui leganti lo ione metallico sancarancione su sfondo rosso. Immagine modificata d

Wang et al., 2002.

Nei mammiferi i recettori olfattivi sono codificadia una famiglia multigenica costituita
da circa 1000 geni, risultando cosi la piu grara®idglia genica codificante pds-
protein e probabilmente la piu numerosa famiglia genicdl'imtero genoma

(Mombaerts, 2001).
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| geni per i recettori olfattivi del topo sono p®yiu organizzati in clusters (in numero
superiore ai 50, localizzati su tutti i cromosonsclesi il 18 e Y), di dimensione
variabile e dispersi senza ordine apparente afimd del genoma (Zhang and Firestein,
2002; Godfrey et al., 2004; Niimura e Nei, 2005)stata dimostrata anche I'esistenza
di alcuni geni isolati all'interno del genoma (Guelf et al., 2004; Malnic et al., 2004).
Nei mammiferi il numero di recettori funzionalmerittivi e variabile in numero, da piu
di 1000 nei roditori ai 350 degli esseri umani, elasono presenti in gran numero
pseudogeni (63-70%) che esprimono recettori fur@iente non attivi (Rouquier et
al., 1998). Questa differenza nel numero dei psgewiosi traduce in un repertorio di
recettori olfattivi funzionalmente attivi triplo hpo rispetto all'uomo (Young e Trask,
2002; Young et al., 2002).

| recettori olfattivi possono essere suddivisi iottafamiglie in base al grado di
omologia delle sequenze codificanti, che puo vardal 40% a piu del 90%. Evidenze
sperimentali suggeriscono che membri appartendiatistessa famiglia riconoscano le
medesima struttura odorosa (Buck e Axel, 1991).

Analisi di sequenza dei recettori olfattivi e stutlimodeling tridimensionale hanno
permesso di stabilire che, nonostante posseggastedaa struttura generale a 7 domini
transmembrana, presentano differenze nella seq@nzanoacidica in particolar modo
in tre regioni. | segmenti transmembranari Ill, &V infatti divergono in maniera
cospicua, e sono responsabili della formazioneadalica, putativo sito di legame per il
ligando olfattivo (Pilpel and Lancet, 1999; Mombkagf004).

Ogni neurone sensoriale olfattivo esprime un uripo di recettore olfattivo dando
luogo alla regola: un recettore olfattivo — un mew. Questo dato é stato inizialmente
formulato in seguito ai risultati ottenuti con espeenti di ibridazionein situ verso
sequenze codificanti per i recettori olfattivi (Rkes et al., 1993; Vassar et al., 1993) in
cui si osservo che le sonde ibridizzavano un nummestio ristretto (< 0.1 %) di cellule
rispetto all'intera popolazione di olfattivi (Nef al., 1992; Strottmann 1994; Ressler et
al., 1993; Vassar et al., 1993).

Questi studi sono stati poi confermati da espertmen reverse transcripted —
polymerase chain reactio(RT-PCR) su singolo neurone sensoriale olfattican i
quali si e dimostrato che il recettore olfattivoaglificato da un solo allele (Chess et al.,
1994).

L’espressione di un unico tipo di recettore oifattper cellula sembra essere garantita

dalla espressione monoallelica dei geni codificanmgcettori olfattivi (Chess et al.,
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1994). Chess et al. (1994) hanno inoltre ossemsfagagli alleli codificanti per i recettori
olfattivi venivano replicati in modo asincrono, fenomeno che si verifica in genere in
casi di inattivazione di uno dei due alleli. Essogosero quindi un modello di
inattivazione di uno dei due alleli e la trascrimodei geni codificanti da un unico
allele. Questo meccanismo garantirebbe I'espresstbrun solo tipo di recettore per
ogni neurone sensoriale.

Una volta trascritta e tradotta, la proteina dealettore olfattivo viene espressa in
membrana e impedisce che ulteriori recettori veagtascritti. Questo processo Si
realizza attraverso un meccanismo di feed-back tvegassicurato dal recettore
funzionante ed espresso in membrana. Viceverseaselin cui il recettore tradotto non
risulti funzionante, esso non sara in grado di raaedin segnale inibitorio al nucleo che
pertanto provvedera a trascrivere un nuovo recetbifiattivo. Questo garantisce che
ogni neurone esprima un unico recettore funzioné®eizawa et al., 2003; Lewcock e
Reed 2004; Shykind et al., 2004).

1.6 Trasduzione dello stimolo sensoriale olfattivo

Quando una molecola odorosa si lega al recettda#iob inizia una sequenza di eventi
denominata cascata di trasduzione di segnale, iinl segnale chimico di legame e
convertito in un segnale elettrico che viene inviak bulbo olfattivo. La distribuzione
cellulare dei recettori nel neurone sensorialetilfa € stata resa possibile attraverso
'uso di anticorpi diretti contro uno specifico egtore. Attraverso questo approccio
sperimentale € stato possibile stabilire che iettece olfattivo € localizzato sulle cilia
del neurone sensoriale, dove ha inizio la traschezidel segnale (Menco et al., 1997,
Schwarzenbacher et al., 2005).

In seguito al legame della molecola odorosa caordettore si ha I'attivazione di una
proteina G eterotrimerica stimolatoria (Golf) carsseguente attivazione dell’adenilato
ciclasi (AC) di tipo Il (ACIIl) che catalizza laonversione dell’adenosin-trifosfato
(ATP) in adenosin-monofosfato ciclico (CAMP), unaletola chiave nel processo di
trasduzione di segnale (Lowe et al.,, 1989). Il cAMsua volta, lega e attiva uno
specifico canale ionico, ityclic nucleotide gatedCNG) channe] con conseguente

ingresso di ioni Nae C&". In virtu della concentrazione basale di cAMP an#llulare
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di poco sotto la soglia di attivazione dei candN&; anche piccoli aumenti della sua
concentrazione provocano l'ingresso d#Q#@un and Kleene, 2003). L'aumento della
concentrazione di Caintracellulare (dovuto all'attivazione dei can@NG) provoca a
sua volta I'apertura del canale at-QC&* dipendenti, ANO2, presenti in membrana con
'amplificazione della corrente depolarizzante (@ide and Gesteland, 1991; Stephan et
al., 2009). Generalmente i canali ionici per iI' @ndono a mediare un segnale
inibitorio, in quanto la normale differenza di centrazione tra i due lati della
membrana plasmatica media delle corrémitard con conseguente iperpolarizzazione
del potenziale di membrana. | neuroni sensoridiatvi mantengono un’inusuale
elevata concentrazione di"@itracellulare, in questo modo una volta attivaanali Cl
Ca* dipendenti, provocano la formazione di una comef volta all’esterno,
aumentando l'entitd della depolarizzazione (Lowe &vold, 1993). Quando I'entita
della depolarizzazione supera la soglia si hara&aione di un potenziale d’azione che

si propaga per tutta la lunghezza del neurone saisolfattivo (Figura 11).

CNG ca?+ Ca?*-activated Na*/Ca?*
Odorant channel @ Na* CI'Channel exchanger

® Na*

ATP cAMP /
o oo G
(&) PDE
AMP —

Figura 11. Schema della trasduzione del segnale affivo a seguito di attivazione del recettore
olfattivo. Il legame della molecola odorosa stimola la prodogidi cCAMP, il quale a sua volta attiva i
canali CNG che diventano permeabili agli ioni*Na C&". L’'aumento della concentrazione di *Ca
determina l'apertura dei canali al"@&" - dipendenti, i quali amplificano la depolarizzazo Il C&"
intracellulare inoltre si lega alla calmodulina @a abbassando cosi sensibilita del ligando pemat
regolati da cAMP (Canali CNG). La €aalmodulina inoltre inibisce la attivita della adeto ciclasi e
stimola Iattivita delle fosfodiesterasi (PDE).GE* viene poi espulso da uno scambiatoré/@a*. OR =
recettore olfattivo. G,Ry = subunita proteina G accoppiata al recettore =/tlenilato ciclasi. CAMP =
adenosin-monofosfato-ciclico. ATP = adenosin-tfifés. AMP = adenosin-monofosfato. CNG =

(canale) attivato da nucleotidi ciclici. Immagin@dificata da Pifferi et al., 2006.
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Il Ca?* ha un doppio ruolo nei neuroni sensoriali olfatfMatthews e Reisert, 2003):
1) esso agisce come secondo messaggero eccitaaongificando la risposta
intracellulare innescata dalla attivazione del ttece olfattivo in risposta a un odore
(vedi sopra); 2) esercita il ruolo di secondo mggseo inibitorio determinando la fine
della risposta evocata da un odore, contribuendudgual processo di adattamento agli
odori.

Il Ca?* determina la fine della risposta agli odori e gilipartecipa al processo di
adattamento agendo su due target principali: Apakk CNG; 2) gli altri compartimenti
cellulari.

Gli elevati livelli di C&" che si creano nei neuroni sensoriale olfattivialsfimolazione
con gli odori riducono la sensibilita dei nucleotittlici per i canali CNG, interagendo
con essi attraverso il complesso formato dd €aroteina chinasi Calmodulina M.

Il processo di adattamento coinvolge anche algmednti. In primis € noto essere
coinvolta la adenilato ciclasi di tipo Ill, che we inattivata attraverso fosforilazione
mediata dal complesso Ca-Calmodulina M. In parieki e visto che il ruolo di ACIII
diventa preponderante in risposta a stimolaziomeasa prolungata.

E’ inoltre possibile che il Capossa indurre la terminazione della risposta agiri
agendo sull’idrolisi del cAMP, attivando le fosfedierasi (enzimi deputati all'idrolisi
dei nucletotidi ciclici) mediante un meccanismo @acuna volta Ca dipendente
(Borisy et al., 1992).

1.7 Il codice combinatoriale

Il sistema olfattivo ha un’enorme capacita di ppheee discriminare migliaia di odori
presenti nellambiente anche a bassissime conaéoia Gli odori sono molecole
organiche di basso peso molecolare (generalmerfeaziare ai 400 Da), che si
differenziano per una serie di parametri quali: elsione, forma, gruppo funzionale e
carica.

Quali sono le modalita di interazione del recettolfattivo con gli odori tali da poter

raggiungere un cosi sofisticato grado di sensiiilit
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Lo studio effettuato da Malnic et al. (1999), conarido C% imaging e RT-PCR su
singolo neurone sensoriale, ha dato un contribobtaldmentale alla comprensione di
come i recettori olfattivi interagiscano con le emdle odorose. In particolare, i neuroni
sensoriali dissociatin vitro, venivano caricati con indicatori per il CéFura-2-AM) ed
esposti ad una serie di sostanze odorose (molatfdéche a catena lineare a 4 oppure
9 atomi di carbonio, C4-C9).

Una volta accertata la responsivita all'odore, aaivano amplificati i cDNA derivanti
dagli mRNA totali presenti nel neurone sensoridRTI-PCR) e questi venivano
utilizzati per identificare il recettore olfattivespresso dal neurone responsivo (Malnic
et al., 1999). | risultati ottenuti hanno poi dstr@to che un singolo recettore olfattivo
puo legare vari odori, e un odore puo legarsi a na@cettori. Questo schema di
interazione odore — recettore e stato definito fo®dombinatoriale”. Questa modalita
di interazione amplifica notevolmente le capaciécpttive e discriminative del sistema

olfattivo (Figura 12).

Recettore olfattivo molecole odorose
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Figura 12. Schema del codice combinatorialén questo modello ogni recettore olfattivo, indaaai
simboli della colonna a sinistra € in grado doniascere e legare diversi odori, indicati nell@ibone di

simboli a sinistra. Immagine modificata da Malniak, 1999.



Ciascun recettore olfattivo presenta affinita dbaeiper i suoi vari ligandi, cosicché
aumentando la concentrazione di un dato odore aamlkenumero di recettori a cui
guesto puo legarsi.

Sebbene i recettori olfattivi siano stati idenaficnel 1991 per lungo tempo i ligandi
specifici sono rimasti sconosciuti oppure limitagpochi recettori (Araneda et al., 2000;
Zhang e Firestein, 2002; Bozza et al., 2002), tatifficolta ad esprimere i recettori
olfattivi in sistemi eterologhi. Se espressi istasmi eterologhi Human embryonic
kidney HEK 293T) i recettori olfattivi tendono a rimanetdoccati nel reticolo
endoplasmatico e successivamente degradati daégsmnha senza raggiungere la
membrana. Pertanto la caratterizzazione dei poebettori olfattivi, € stata fatta
utilizzando i neuroni sensoriali stessi (Aranedalet 2000; Zhang e Firestein, 2002;
Bozza et al., 2002).

Un contributo fondamentale é stato dato da Matsire collaboratori (Saito et al,
2004) i quali hanno identificato due proteine, RTB1RTP2, che permettono
'espressione dei recettori olfattivi funzionalmenattivi in membrana in sistemi
eterologhi quali le cellule HEK.

| geni che codificano queste proteine sono espspesiificamente nei neuroni sensoriali
olfattivi. Queste proteine interagiscono con i tewe olfattivi e da un punto di vista
funzionale contribuiscono ad amplificare la rispoagli odori. | risultati ottenuti da
Matsunami e collaboratori dimostrano che RTP1 e RgiBcano un ruolo chiave nella
traslocazione dei recettori olfattivi sulla memlagiasmatica e nella risposta agli odori
mediata dai recettori stessi. La scoperta di qupsiéeine ha pertanto permesso di
esprimere i recettori olfattivi in sistemi eterowgoffrendo cosi la possibilita di
identificare gli specifici ligandi per i diversecettori olfattivi (Saito et al., 2004;
Zhuang e Matsunami, 2007).

1.8 Organizzazione topografica

La specificitd sinaptica tra i neuroni del sistemervoso centrale € un elemento
essenziale per il normale funzionamento del cesvell sistemi sensoriali sono
l'interfaccia tra gli organismi e il mondo esterngssi sono deputati a creare una

rappresentazione interna del mondo circostantegiRagono questo scopo mediante la
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segregazione spaziale delle afferenze sensoriali aomtribuisce alla formazione di
mappe topografiche. Una mappa topografica e pertama distribuzione spazialmente
ordinata di un gruppo di neuroni che riflette aelivcerebrali piu alti, il pattern di
segregazione spaziale delle afferenze sensoriatiape. Per esempio, punti adiacenti
nel campo visivo, attivano cellula gangliari adisttenella retina e questa relazione
spaziale tre neuroni € mantenuta nelle stazionebtali successive (Kaas 1997;
McLaughlin e O’Leary, 2009). La mappa topograficarmette di stabilire la
localizzazione spaziale del segnale afferentesedecaratteristiche.

Le prime testimonianze inerenti l'esistenza dell@appe sensoriali si ebbero da
esperimenti effettuati sulla corteccia dei primatiediante stimolazione elettrica
(Sherrington, 1917). Tuttavia dettagli e prove painvincenti si ebbero solamente con
la realizzazione di microelettrodi di superficier ggmolazione ed utilizzando tecniche
di registrazione piu fini (Adrian, 1941; Talbot eakdhall, 1941).

Nel sistema nervoso dei vertebrati superiori le peapografiche sono comuni ed
includono le mappe somatosensoriali corporee, lpp@maonotopiche per gli stimoli
uditivi e le mappe visive per gli stimoli visivi.

Il sistema olfattivo differisce da questa rigorasganizzazione spaziale (topografica)

sotto vari aspetti.

1.9 Organizzazione topografica epitelio

L’epitelio olfattivo presenta solo una grossolan@amizzazione topografica che si
distingue dal preciso ordine spaziale con cui sdistribuiti i neuroni sensoriali nelle

strutture periferiche di altre modalita, ad esempiaetina oppure la coclea. Questo
mancata organizzazione spaziale in parte rispeithe la difficolta di rappresentare
nello spazio le caratteristiche fisico-chimichelalatimolo sensoriale specifico, cioe le
molecole organiche.

Come gia menzionato precedentemente ogni singoloone sensoriale olfattivo

esprime un unico tipo di recettore olfattivo in tepertorio di pitu di 1000 recettori

olfattivi (Buck e Axel, 1991; Buck, 1992; Ressldr a., 1993; Vassar et al., 1993;
Malnic et al., 1999; Serizawa et al., 2000; Micls&icet al., 2006).
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Ma come si organizzano i neuroni sensoriali dltivéell’epitelio olfattivo? Esiste una
regola che definisca la distribuzione spaziale raironi sensoriali? Esperimenti di
ibridazionein situ relativamente alla sequenza di specifici recettifattivi, hanno
permesso di stabilire che neuroni sensoriali alfiagsprimenti il medesimo recettore
olfattivo sono localizzati in una zona ampia macascritta dell’'epitelio olfattivo.
All'interno di ciascuna zona, i neuroni sensoridiprimenti recettori olfattivi diversi
sono tuttavia frammisti tra loro in modo pressochéuale. In relazione ai dati ottenuti
da questi esperimenti, I'epitelio é stato suddivisd zone, lungo I'asse dorso-ventrale
(Vassar et al., 1993; Ressler et al.,, 1993; Strotmet al., 1994). Studi recenti, pur
confermando che un dato recettore olfattivo € espresclusivamente all’interno di una
data zona, hanno mostrato che le zone sono di$timize I'altra in maniera meno netta
rispetto a quanto ritenuto in passato, e che ogarane esprimente un dato recettore
olfattivo occupa un dominio caratteristico, ciraa$c ma in parte sovrapposto rispetto
ai domini in cui sono localizzati i neuroni senatiresprimenti recettori olfattivi diversi
(Figura 13) (lwema et al., 2004; Miyamichi et @005).

Bulbo
olfattivo

Epitelio
olfattivo

Aria

Figura 13. Rappresentazione schematica della suddsione dorso-ventrale dell’epitelio olfattivo. |

numeri (1, 2, 3, 4) indicano le quattro zone indaksicamente € stato suddiviso I'epitelio ofatti
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1.10 Organizzazione topografica bulbo

Un preciso ordine spaziale viene tuttavia raggiurgbbulbo olfattivo. A questo livello
i neuroni sensoriali olfattivi esprimenti lo stessgcettore olfattivo convergono con
estrema precisione a formare glomeruli in spedipbsizioni sui lati mediale e laterale
di ciascun bulbo olfattivo. Le zone in cui risuftaddiviso I'epitelio olfattivo in senso
dorso-ventrale, trovano una corrispondenza nettdtrettante zone dorso-ventrali del
bulbo olfattivo. Infatti i neuroni sensoriali olfatii posti nella zona piu dorsale
proiettano i loro assoni a formare glomeruli nelbea piu dorsale del bulbo olfattivo. |
neuroni sensoriali olfattivi posti nella zona piemnrale proiettano e formano i
corrispettivi glomeruli nella zona piu ventrale @elbo olfattivo e cosi via (Figura 14).

Olfactory Bulb zon. 1

A

Zone I

_9—/‘ Zone IV
odor molecules olfactory sensory neuron

Figura 14. Corrispondenza tra zone dell’epitelio ezone del bulbo olfattivo.La distribuzione dorso-
ventrale dei domini dell’'epitelio olfattivo (zone Il, Ill, IV, nella definizione classica) si riftee nella
suddivisione in zone corrispondenti nel bulbo ¢ifat NC = neocorteccia; AOB = bulbo olfattivo

accessorio. Immagine modificata da Mori et al.,9.99
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La convergenza degli assoni dei neuroni sensoaHéttivi esprimenti lo stesso
recettore olfattivo a formare glomeruli in spedikcposizioni del bulbo olfattivo é stata
messa in evidenza dai primi studi di Ressler eabolatori (1993) e di Vassar e
collaboratori (1994), mediante metodiche di ibridazin situ.

Nel 1996 Peter Mombaerts ided una nuova tecnigagegneria genetica che permise di
“visualizzare” la mappa olfattiva. In questo studiosci a evidenziare una specifica
sottopopolazione di neuroni sensoriali olfattivpesienti un dato recettore olfattivo
(P2) facendo co-esprimere a questi neuroni LacZnibkeerts et al., 1996). La strategia
molecolare si avvalse del fatto che ogni neuraresariale esprime un solo tipo di
recettore olfattivo, pertanto &€ possibile far emgre una molecola solo ad una certa
sottopopolazione di neuroni sensoriali, inserendonlolecola di interesse sotto il
controllo del promotore del gene codificante ilatore olfattivo stesso. Furono create
linee di topi transgenici in cui il recettore otfad veniva co-espresso con LacZ. La
visualizzazione del reporter (LacZ) veniva quinifieuata attraverso un X-Gal staining
su tessuto fissato (Figura 15).

In studi successivi LacZ e stato sostituito gt@en fluorescent proteifGFP) una
molecola fluorescente che pud essere apprezzdia ameivo. Questa diversa modalita
di visualizzare una specifica sottopopolazioneatissriali ed i corrispettivi glomeruli
ha dato un contributo enorme all’avanzamento dsgtli volti a capire la formazione e
la funzione dei circuiti neuronali nel sistema tilf, permettendone studi vivo
(Figura 16).
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Figura 15. Immagine della convergenza dei neuroniessoriali esprimenti lo stesso recettore
olfattivo a formare il corrispondente glomerulo.Immagine in cui viene visualizzata la convergenga d
neuroni sensoriali esprimenti lo stesso recettdfattivo (P2) e che coesprimono LacZ (P2-IRES-Tau-
LacZ) (freccia), a formare il glomerulo P2 (cerchasso) sul lato mediale del bulbo olfattivo diaopl

preparato & costituito dall’'epitelio olfattivo (é@ia), dal bulbo olfattivo (triangolo). Barra = 1mm

Immagine modificata da Mombaerts et al., 1996.

Figura 16. Bulbi olfattivi di un topo M71-GFP. Superfici dorsali dei bulbi olfattivi di un topo M-
GFP in cui lo specifico recettore M71 é coespressoGFP. A seguito di questa manipolazione genetica
i neuroni sensoriali M71 e i corrispondenti glome(identificati dalle frecce) risultano marcatit@GFP

e cosi chiaramente individuabili. Barra = 500 umimiagine proveniente dal laboratorio Lodovichi.

Sin dai primi studi (Vassar et al., 1993; Resstaalg 1993; Vassar et al., 1994; Ressler
et al.,, 1994) fu chiaro che data la modalita dirfazione dei glomeruli, il recettore
olfattivo doveva avere un ruolo chiave non solo nileamento degli odori ma anche
nell'organizzazione del sistema olfattivo. Quegitgsi € stata corroborata da una serie
di esperimenti genetici (Wang et al., 1998) in suie dimostrato che alterando la
sequenza dei geni che codificano i recettori alfiatsi ha una conseguente alterazione
della mappa sensoriale.

La dimostrazione della presenza del recettoretolfatll’assone terminale (Barnea et
al., 2004; Strotmann et al., 2004) e la carattadgme del signalling ad esso associato
guando espresso all’assone terminale (Imai e2@06; Maritan et al., 2009; Pietrobon
et al., 2011; Mori e Sakano, 2011; Murthy, 2011ddwachi e Belluscio, 2012) hanno
ulteriormente rafforzato il ruolo del recettoreattivo nella formazione della mappa

sensoriale.

35



La posizione dei glomeruli € uguale nei due bulbudbo stesso animale e pressoché
invariata da un animale all’altro (Strottmann @004). Questa distribuzione spaziale
delle afferenze sensoriali da luogo pertanto avema e propria mappa topografica detta
mappa sensoriale olfattiva o0 mappa glomerulare.

La presenza di due glomeruli riceventi assoni daror@ sensoriali che esprimono lo
stesso recettore olfattivo (glomeruli omologhi ofiszionali), posti sui lati mediale e
laterale di ciascun bulbo olfattivo fa si che ciascbulbo olfattivo presenti due
rappresentazioni identiche e speculari di glomesmipbloghi isofunzionali. Una siffatta
distribuzione delle afferenze rappresenta un’ateguliaritd dell’organizzazione del
sistema olfattivo, giacché non si conoscono altree acerebrali che presentino
all'interno della stessa struttura anatomica magpatiche e speculari. Si e pertanto a
lungo dibattuto sulla natura e il significato diegte mappe identiche, speculari e
simmetriche in ciascun bulbo olfattivo.

Nel 1985 venne dimostrata per la prima volta lss@nga di una connessione, mediata
dalle cellule tufted esterne, tra la parte medela laterale di ciascun bulbo olfattivo
(Schoenfeld 1985). Al tempo non si era potuto §tabse questa connessione potesse
essere messa in relazione a specifici glomeruingghrticolare ai glomeruli omologhi,
dato che i recettori olfattivi al tempo non eramz@a stati identificati (Buck e Axel,
1991).

Studi successivi (Belluscio et al., 2002; Lodoviehial. 2003) hanno dimostrato che la
connessione intrabulbare, mediata dalle cellulgéedufesterne, unisce in maniera
specifica e reciproca i glomeruli omologhi lateralenediale di ogni bulbo olfattivo.
Questo risultato e stato ottenuto grazie all'utitizdi linee di topi transgenici in cui un
dato recettore olfattivo viene coespresso con GEBggs et al., 2000; Feinstein e
Mombaerts, 2004; Feinstein et al., 2004). A segditquesta manipolazione genetica,
l'intero neurone sensoriale olfattivo ed il suo rigpondente glomerulo sono verdi e
pertanto facilmente identificabili. Iniezioni di aciante fluorescente confinate
pressoché esclusivamente a un singolo glomerudmifiittato grazie all’espressione del
GFP) vennero effettuate nel glomerulo lateralenliele viene sacrificato alcune ore
dopo, per permettere la diffusione del tracciahi. proiezioni delle cellule tufted
esterne connesse al glomerulo iniettato, vennesdizaate su sezioni orizzontali di
bulbo olfattivo, osservate al microscopio confocghe osservo che le cellule tufted
esterne formano una proiezione nello strato plessg esterno, sul lato opposto del

bulbo, esattamente in corrispondenza del glomennwlogo mediale (anch’esso
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facilmente identificabile grazie all’espressione @FP). Iniezioni eseguite nel
glomerulo mediale dimostrarono la reciprocita deth@nessione. Iniezioni di traccianti
fluorescente nel glomerulo mediale, terminavanattnfin una proiezione localizzata
esattamente alla base del glomerulo omologo latéFradura 17).

Per valutare se questa connessione reciproca sets®e l'intero bulbo olfattivo,
vennero effettuati esperimenti di optical imaging iotrinsic signal combinati ad
iniezioni di tracciante fluorescente confinateragsii glomeruli. | risultati dimostrarono

che la connessione tra i glomeruli omologhi, dovali@ cellule tufted esterne, era

presente in tutto il bulbo, e univa con una precisiestrema i glomeruli isofunzionali
di ogni bulbo olfattivo (Lodovichi et al, 2003).

Figura 17. Connessione tra i glomeruli omologhi PSFP. A sinistra immagine del sito d’iniezione nel
glomerulo P2-GFP, circondato dalle cellule tuftedeene (triangoli bianchi) ed i loro assoni (frecci
bianca). A destra immagine della proiezione antew® (parentesi bianca) centrata al di sotto del
glomerulo isofunzionale P2-GFP, sito sul lato oppatel bulbo olfattivo rispetto al glomerulo irteto.

GL = strato dei glomeruli; EPL = strato plessifermsterno; MCL = strato delle cellule mitrali; IRL
strato plessiforme interno; GCL = strato delledelldei granuli. Barra = 50 pm. Immagine modificd#a
Lodovichi et al., 2003.
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Figura 18. Rappresentazione schematica della contigfta tra epitelio olfattivo e bulbo. L'epitelio
olfattivo & suddiviso in zone, in senso dorso-vaetr | neuroni sensoriali olfattivi che esprimorm |
stesso recettore olfattivo (identificati con codatdore in verde e rosso, rispettivamente) pronetta
formare glomeruli sui lati mediale e laterale deldm olfattivo. La linea tratteggiata, che indivaliasse
di simmetria passante per il centro del bulbo tiffaf lo divide in due meta speculari di glomeruli

isofunzionali. Immagine modificata da Lodovichiagt, 2003.

Le due mappe di glomeruli omologhi all'interno dallbo non sono pertanto due
distinte entita, ma sono connesse attraverso umaessione inibitoria specifica e
reciproca dovuta alle cellule tufted esterne.

Questa connessione tra le due mappe di glomerublaghi viene a costituire un
secondo livello di organizzazione topografica dgbb, il quale presenta pertanto due
mappe topografiche: 1) la mappa sensoriale oltativmappa glomerulare risultante
dalla convergenza degli assoni dei neuroni sersaifattivi esprimenti lo stesso
recettore a formare glomeruli in specifiche posizisui lati mediale e laterale di
ciascun bulbo; 2) la connessione intrabulbare valteollegare in modo specifico e
reciproco i glomeruli omologhi di ciascun bulboattivo (Figura 18). Tale connessione
viene a unire tutta la struttura definita dal glouhe, realizzando una connessione tra
colonne odorose omologhe o isofunzionali

La connessione che si stabilisce tra le due col@ofanzionali e di tipo inibitorio. Gli
assoni delle cellule tufted esterne connesse aatmglomerulo posto sul lato mediale
del bulbo olfattivo formano una proiezione nellcagt plessiforme interno esattamente

in corrispondenza del glomerulo isofunzionale pastblato laterale dello stesso bulbo
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olfattivo. Gli assoni delle tufted esterne contragg sinapsi eccitatorie, utilizzando
come neurotrasmettitore colecistochinina octa-peptCCK-8) (Seroogy et al., 1985),
con i dendriti delle cellule dei granuli connes$ia aolonna odorosa del glomerulo
isofunzionale laterale. | dendriti delle cellulei deanuli cosi attivate, formano sinapsi
inibitorie dendro-denritiche con i dendriti delleellale tufted esterne associate al
glomerulo isofunzionale laterale. Questa conness®mi tipo reciproco (Figura 19 e
20).

laterale mediale

NSO

GL J
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h#’f

EPL
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Figura 19. La connessione intrabulbare tra glomerul omologhi. Diagramma della connessione che
unisce i glomeruli omologhi posti rispettivamentd &ato mediale e sul lato laterale di ogni bulbo
olfattivo. | neuroni sensoriali olfattivi (blu) fao sinapsi con le cellule mitrali (verde), le ciltufted
esterne (viola). Le cellule tufted esterne inviaroro assoni sul lato opposto dello stesso bulbeed
formano una proiezione a livello dello strato pilesse interno, esattamente in corrispondenza del
glomerulo omologo. Gli assoni delle cellule tuftesterne formano sinapsi con le cellule dei granuli
(rosso). NSO = neuroni sensoriali olfattivi; GL traso dei glomeruli; EPL = strato plessiforme ester
MCL = strato delle cellule mitrali; IPL = stratogdsiforme interno; GCL = strato delle cellule deirgili.

+ = sinapsi eccitatoria. - = sinapsi inibitoria.
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Mediale Laterale

Figura 20. Diagramma della connessione intrabulbareLa connessionanisce in modo specifico e
reciproco colonne odorose omologhe, poste rispettente sul lato mediale e laterale di ciascun bulbo
olfattivo. NSO = neuroni sensoriali olfattivi; Glom = glomerul = cellule tufted; M = cellule mitrali;

CG = cellule dei granuli.

1.11 Mappe glomerulari funzionali

Un odore a livello del bulbo olfattivo e rappresenotda un pattern spaziale di glomeruli
attivati. Questa rappresentazione viene indicata icdermine mappa funzionale in

guanto e il corrispettivo funzionale delle mappensseiali olfattive o mappe

glomerulari.

La codifica di un odore da parte di un gruppo dinggruli deriva direttamente dalla
organizzazione topografica del sistema olfattivo.

Abbiamo riferito che i neuroni sensoriali esprimelt stesso recettore olfattivo
convergono a formare glomeruli in siti specifici dascun bulbo olfattivo. Abbiamo

inoltre riportato che un odore € in grado di atiévan certo numero di recettori olfattivi.
Ne deriva che l'interazione di un odore con i reareblfattivi porti alla attivazione dei

corrispondenti glomeruli nel bulbo olfattivo.
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Le prime evidenze sperimentali di come un odorenevierappresentato a livello del
bulbo olfattivo sono state ottenute su tessuto afiss con la metodica del
desossiglucosio (Coopersmith e Leon, 1984; Johasbeon, 2000). L’animale veniva
esposto a un dato odore, quindi sacrificato e perfil bulbo olfattivo, rimosso e
tagliato in sezioni viene processato, per visaalie il desossiglucosio con incorporato
il carbonio-14, esponendo lastre fotografiche s®ingl decadimento di questo isotopo,
per poter visualizzare il pattern spaziale di ##tivnetabolica a livello dello strato dei
glomeruli.

Successivamente, le evoluzioni tecniche hanno mmoneli visualizzare le mappe
funzionaliin viva. Il primo studio che ha dimostrato che un odoréud@o a un pattern
spaziale di glomeruli attivati € stato condotto Riabin e Katz (1999), sfruttando la
metodica dell'optical imaging of intrinsic signal ratti anestetizzati. Questa metodica
sfrutta un segnale metabolico intrinseco. | neuadtivi reclutano un maggiore flusso di
sangue, con conseguente cambiamento dei livelissi- e desossiemoglobina, e vanno
incontro a tutta una serie di cambiamenti intradatl, quali fosforilazione/de-
fosforilazione di proteine, cascate di signalliats.

Tutti questi processi conferiscono al tessuto attparatteristiche ottiche differenti
rispetto al tessuto circostante non attivo. Peotaptil tessuto viene illuminato con fibre
ottiche aventi una sorgente luminosa a una cenighlezza d’onda, la luce viene rifratta
e riflessa in modo diverso dal tessuto attivo figpal tessuto non attivo, rendendo
possibile visualizzare le aree attivate (Bonhoeff@rinvald, 1993). La tecnica si presta
molto bene a studiare aree cerebrali superficiadiliga corteccia visiva primaria e il
bulbo olfattivo. Presenta una ottima risoluzionezgle, ma una scarsa risoluzione
temporale. E’ pertanto particolarmente indicatanappare” aree cerebrali.

Utilizzando questa metodica, Rubin and Katz harinwstrato che un odore da luogo a
un pattern di zone attivate nei bulbi olfattivi dbra 21). Le mappe sono pressoché
identiche nei due bulbi olfattivi, riflettendo I'ganizzazione topografica delle mappe
sensoriali olfattive (vedi sopra). Ogni singolaa@ spot attivato corrisponde ad un
glomerulo, come dedotto dalle dimensioni delle atwate. La dimostrazione diretta
che le aree attivate corrispondono a singoli glainérstata data da Belluscio e colleghi
(2001) con esperimenti condotti su animali in caauwlata popolazione di neuroni
sensoriali co-esprimeva il recettore olfattivo @me a GFP. Nel caso specifico il
recettore era 17, di cui € noto il ligando (ottanahldeide a 8 atomi di carbonio).

Facendo inalare all’animale ottanale si e visto dlaeea attivata corrispondeva
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pressoché esattamente al glomerulo 17-GFP. L'attizata negli esperimenti di

imaging era solo lievemente piu grande (20%) deiglrulo 17-GFP. Questo risultato
corrobora l'ipotesi che la maggior parte del segmadlle mappe funzionali ottenute con
optical imagign of intrinsic signal sia presinapti origini cioé dalla attivazione dei
neuroni sensoriali (Rubin e Katz, 1999; Meister enlBoeffer, 2001). Un piccolo

contributo (circa il 20% ) deriva anche da elemep8tsinaptici.

Questo studio (Rubin e Katz, 1999; Rubin e Katf13Mha dimostrato come ogni odore
dia luogo ad uno specifico pattern di glomerulivati. Uno stesso glomerulo puo
essere attivo in mappe attivate in seguito allalamane di odori diversi, ma

l'identificazione dello specifico odore e resa pb#s dallo specifico gruppo di

glomeruli attivati.

Aumentando la concentrazione degli odori si ossdiatiivazione di un numero

maggiore di glomeruli, come deducibile dal codioebinatoriale (vedi sopra).

— drj-onniond

Figura 21. Mappe funzionali in risposta ad odori.Immagini di mappe funzionali ottenute con la
metodica dell'optical imaging of intrinsic signalle superfici dorsali del bulbo olfattivo. Gli spscuri
corrispondono a glomeruli attivati (evidenziati ldafrecce). Le mappe funzionali, ovvero sia pattern
spaziali di glomeruli attivati, sono ottenute ispdsta all’esposizione dell’animale (ratto) a: ail
acetato; B) burro di noccioline, C) Carvone (+)rlda= 250 pm. Immagine modificata da Rubin e Katz,
1999.
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L'estrema sensibilita olfattiva dei roditori perrteea questi animali di discriminare gli
enantiomeri. Gli enantiomeri sono coppie di molecahimiche che differiscono
esclusivamente per l'attivita ottica del carborherale. In uno studio successivo Rubin
e Katz (2001) hanno dimostrato che gli enantionsemo rappresentate da mappe
olfattive funzionali molto simili, che differisconsolamente per uno o alcuni glomeruli
attivati, i quali sono localizzati in un'area refta. Questi risultati dimostrano che la
distribuzione dei glomeruli attivati ovvero sia teappe funzionali, contengono

informazioni sufficienti a discriminare le differe@tra molecole organiche (Figura 22).

Figura 22. Mappe funzionali in risposta ad enantioreri. Mappe funzionali ottenute con la metodica
dell’'optical imaging of intrinsic signal, in ratiiy risposta a coppie di enantiomeri: Carvone {#)a{to a
sinistra); Carvone (-) (in alto a destra); Fenchéne(in centro a sinistra ); Fenchone (-) (in cers
destra); 2-eptanolo (+) (in basso a sinistra); eqo (-) (in basso a destra). Tutti gli odori addiluiti
all'1%. | triangoli bianchi orizzontali indicanogiomeruli (spot scuri) attivati solo in una delleedmappe
funzionali ottenute in risposta ad una coppia dirgiomeri. | triangoli verticali indicano i glomdru
attivati in entrambi le mappe funzionali ottenuterisposta a una coppia di enantiomeri. La immagini
colori (colonna a destra) sono state ottenute teiatio un t-test, pixel su pixel, tra le immagiii
mappe funzionali ottenute in risposta alle coppieedantiomeri studiate. Il colore di ogni pixel
rappresenta la probabilita che i 2 enantiomeri bivac la stessa risposta, dove il rosso indica la
preferenza per I'enatiomero (+) ed il viola indlegpreferenza per I'enantiomero (-) (Le probabititno

indicate nella colonna di colori a destra). Barr258 um. Immagine modificata da Rubin e Katz, 2001.
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Si é inoltre osservata una topografia nella ragmezione funzionale degli odori nel

topo (Belluscio e Katz, 2001). Le aldeidi a creseecatena carboniosa tendono ad

attivare glomeruli che sono localizzati lungo l'asantero-posteriore e medio-laterale
del bulbo (Figura 23).

Figura 23. Rappresentazione topografica di molecol®edorose. Pattern di attivita sulla superficie
dorsale di bulbo olfattivo di topo in seguito afifmsizione ad una serie di aldeidi alifatiche aemat
progressivamente allungata (C3-C7) diluite all’TRatte le mappe derivano dal medesimo animale. Barra

=500 um. Immagine modificata da Belluscio e K2t)1.

Questi risultati sono stati confermati e ampliairdolteplici studi successivi che hanno
utilizzato tecniche diverse per poter visualizzirenappe funzionali in vivo, quali il
C&" imaging e synaptophluorin.
Il Ca?* viene impiegato da molto tempo come read-out atéiVazione dei neuroni. |
sensoriali olfattivi possono facilmente esserecediricon indicatori del C3 attraverso
una semplice inalazione degli indicatori stessi amimali vivi anestetizzati.
L’attivazione dei terminali assonici a seguito tireli odorosi dei neuroni sensoriali
viene visualizzata nel corso di esperimenti di imggn vivo sul bulbo olfattivo dei
roditori anestetizzati. Uchida e colleghi (2000nha utilizzato questa metodica per
identificare zone del bulbo olfattivo che venivaaitivate da specifiche classi di odori
quali aldeidi, chetoni, acidi etc. E’ stato coghdstrato che & possibile evidenziare una
mappa chemiotopica nel bulbo olfattivo dei rodif@fchida et al., 2000) (Figura 24).
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Figura 24. Mappe chemiotopiche nel bulbo olfattivai ratto. a) Localizzazione dei glomeruli attivati
in risposta a diversi composti chimici; b) Mappa attivazione glomerulare per gli 11 odoranti
rappresentativi di diverse classi chimiche, riprtsulla destra. Immagine modificata da Uchidalet a
2000.

Tecniche di mappatura glomerulare piu moderne famsm di sonde geneticamente
codificate da determinate popolazioni cellularimeo nel caso di synapto-phluorin
(Bozza et al., 2004). Synapto-phluorin e una pnateli fusione (associata alla proteina
vescicolare di membrana VAMP2) sensibile alle vaoai di pH viene espressa a
carico dei terminali dei neuroni sensoriali olfattinattiva a pH acido (all'interno della
vescicola sinaptica) la proteina diviene fluoreseem seguito a rilascio sinaptico.
Synapto-phluorin  quando espressa nei neuroni dafisaslfattivi permette di
visualizzare i neuroni sensoriali che si attivamgeguito a stimolazione con odori.
Questa tecnica presenta un rapporto segnale rupiaralto rispetto alle mappe
ottenute con I'imaging intrinseco e presenta imoltinetiche piu veloci e permettendo
una maggiore risoluzione temporale. Il segnalenati® con synapto-phluorin e piu
stabile e permette di monitorare l'attivita dei nogil sensoriali per tempi anche lunghi
senza che il segnale si degradi.
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1.12 Sviluppo dei circuiti neurali

Nel sistema nervoso centrale miliardi di neuromhas@onnessi mediante specifiche
connessioni sinaptiche. Come gia abbiamo ricordaénli paragrafo precedente) la
specificita delle connessioni neurali € fondamengar il normale funzionamento del
cervello.

Questa specificita non e presente nella maggide i mammiferi alla nascita, ma si
raggiunge attraverso lo sviluppo post natale.

La specificita sinaptica si realizza attraversopuocesso che e regolato da molecole
capaci di guidare gli assoni verso il loro tardet.molecole deputate a guidare I'assone
nel proprio tragitto verso il target definitivo vamo sia per tipo che per quantita in
relazione al momento dello sviluppo e al tipo neate considerato. E’ ormai ben noto
che una sequenza specifica di molecole guida \edaimorata in tempi e con modalita
precise per ogni tipo neuronale. Un altro elemdatolamentale per guidare gli assoni
alla loro destinazione € il pattern di attivitateiea tra i neuroni.

Le molecole guida e l'attivita elettrica dei neurqme- e post-sinaptici rappresentano
pertanto i regolatori dello sviluppo dei circuigurali.

Sebbene spesso trattati e studiati indipendenteranthe per praticita di esposizione
o limiti dei gruppi interessati a studiare questobtema scientifico) € ormai ben noto
che questi due elementi coesistono e si influenZzanmodo reciproco attraverso un
gioco di interazioni complesse.

In questo progetto di tesi mi sono occupato dellorugell’attivita elettrica nella
formazione dei circuiti neurali del bulbo olfattiviNon mi soffermo per tanto a
descrivere il ruolo delle molecole guida, che psSeee letto in molte reviews che
hanno in modo esaustivo affrontato 'argomento ébak 2010; Mori e Sakano, 2011).
Mi concentrero esclusivamente sul ruolo della #étielettrica.

L’attivita elettrica dei neuroni & un evento congsle che pud essere distinta in due
maggiori sottoclassi: 1) attivita spontanea; Ayt evocata.

Con “attivita spontanea” si designa la presenzpalenziali di azione che insorgono
spontaneamente nei neuroni indipendentementerdassenza di stimoli specifici.
L’attivita evocata invece designa i potenziali déae che vengono generati in risposta

a stimoli specifici, la cui natura cambia in retae al tipo di neurone considerato. Nei
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sistemi sensoriali gli stimoli sono rappresentatyldstimoli sensoriali specifici, quali la
luce per la retina, i suoni per la coclea o ghhmger I'epitelio olfattivo.

Sia l'attivita evocata che [lattivita spontanea aggino un ruolo fondamentale nello
sviluppo dei circuiti neurali. Il tipo di attivitéichiesto nelle varie fasi di sviluppo e il
tipo di funzione (istruttiva o permissiva, vedi t®jtsvolto da ciascun tipo di attivita,
rimane al centro di un animato dibattito scientific

L’attivita elettrica puo infatti avere un ruolo “peissivo” e pertanto semplicemente
permettere lo svolgersi di un programma definitoetiamenti molecolari. Oppure puo
agire come un regolatore necessario e insostiuikil pertanto avere un ruolo
“istruttivo”.

Il ruolo della attivita elettrica nello sviluppo ideircuiti neurali & stato ampiamente
studiato e dissezionato in altre modalita sensp@alali il visivo, ma rimane in gran
parte da essere capito nel sistema olfattivo.

Come abbiamo esposto sopra, il recettore olfagfieoa un ruolo chiave non solo nella
rilevazione degli stimoli odorosi ma anche nellgamizzazione del sistema olfattivo. La
convergenza degli assoni a formare la mappa iwliasensoriale € basata sulla natura
del recettore olfattivo, dato che solo ed esclusitate i neuroni che esprimono lo
stesso recettore olfattivo convergono a formarelato glomerulo in precise posizioni
di ogni bulbo. Il glomerulo cosi formatosi defirescina unita funzionale, la colonna
odorosa, in cui viene processata l'informazioneseanle veicolata dal recettore
olfattivo espresso dagli assoni dei neuroni sealsahe si sono uniti per formare |l
corrispettivo glomerulo. Anche la connessione inithare € basata sulla specificita dei
recettori olfattivi, infatti sono uniti in modo sgéco e reciproco quei glomeruli che
ricevono le afferenze dai neuroni sensoriali espnitinlo stesso recettore olfattivo.
Nonostante questo, l'attivita elettrica evocata,di@ dall’attivazione del recettore
olfattivo, ha scarsa influenza sulla formaziondalelappa sensoriale.

Molti studi hanno dimostrato come nonostante snieli I'attivitd evocata, attraverso
manipolazioni genetiche che interrompano il signgllintracellulare associato al
recettore olfattivo, la mappa sensoriale si formarattamente. Questo e stato
dimostrato per i topi in cui € stata eliminata, mate manipolazioni genetiche,
I'espressione dei canali CNG (Brunet et al., 198tgng and Firestein, 2002). In questi
topi l'attivita evocata & abolita, come mostrato mmistrazioni elettrofisiologiche
dell’elettro-olfattogramma in risposta a stimoliovdsi. La mappa sensoriale si forma

tuttavia in maniera pressoché normale.
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Risultati analoghi sono stati osservati per i topcui manipolazioni genetiche hanno
eliminato I'espressione della proteina: @elluscio et al., 1998). Anche in questo caso
'eliminazione della attivita evocata coesiste aapme sensoriali normali nel bulbo
olfattivo.

L'abolizione dell’attivita evocata a seguito dellsoppressione nell'espressione
dell'adenilato ciclasi di tipo Il € tuttavia assata ad anormalita della mappa sensoriale
olfattiva (Trinh e Storm, 2003; Col et al., 200hé&Sler et al., 2007; Zou et al., 2007).
In questo caso l'interruzione del signalling inethalare associato al recettore olfattivo
implica I'abolizione della sintesi di cAMP, che nenverifica nelle due manipolazioni
precedentemente esposte.

Nel caso di topi knock-out per la sub-unitéel canale CNG, la modificazione genetica
elimina elementi che sono a valle nella cascatarafiduzione del segnale rispetto
all'adenilato ciclasi di tipo Ill, che & integra pertanto puo funzionare. Il CAMP
prodotto, tuttavia, non € in grado di indurre dapgezazione del neurone e pertanto
risposte evocate, in quanto il target del cAMPamai CNG non sono funzionanti. Il
cAMP prodotto dopo attivazione del recettore oaté comunque in grado di svolgere
altre funzioni, ad esempio quelle potenzialmenssoaiate alla guida dell’assone al suo
target finale.

Nel caso di topi knock-out per.f la funzione di attivare I'adenilato ciclasi doai lll €
molto probabilmente vicariata da un'altra prote®dGo), che € noto essere presente
nei neuroni sensoriali in fasi precoci dello svpope che viene molto probabilmente
riattivata in queste circostanze. | topi ko per Gon presentano infatti una completa
eliminazione della attivita evocata, sebbene sréefoente ridotta. E le quantita di
CAMP prodotta in queste condizioni sembrano sudfiti a garantire un normale
sviluppo della mappa glomerulare.

In caso di eliminazione della attivita evocataegusto di abolizione dell’espressione
dell'adenilato ciclasi di tipo Ill, la mancata &ita evocata si associa a eliminazione di
sintesi del CAMP.

Questo ha portato anche a ipotizzare che il cCAMRI@ito a seguito della attivazione
del recettore olfattivo svolga un ruolo chiave adbbrmazione della mappa sensoriale,
come dimostrato dagli studi recenti (Imai et al0@, Maritan et al., 2009; Pietrobon et
al., 2011).

La conclusione che si puo trarre da questi stugtieel'attivita evocata di per se non sia

necessaria per una corretta formazione della msgpsoriale.
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Studi piu recenti hanno messo in evidenza chewitttevocata é invece necessaria al
corretto sviluppo delle connessioni intrabulbariaflks et al., 2006). In assenza di
attivita evocata, in topi CNG knock-out, le conness intrabulbari tra i glomeruli
omologhi sono molto larghe e comprendono molteglomeruli. Non hanno piu la
specificita delle connessioni puntiformi che sili@no tra glomeruli omologhi negli
animali di controllo.

Il ruolo della attivita spontanea nella formaziates circuiti neurali € stato ampiamente
studiato in altre modalita, in particolare nel visi(Galli e Maffei 1988; Meister et al.,
1991) e rimandiamo a review esaustive che hanntetgimato gli studi piu che
trentennali su questo argomento (Huberman et BD8Y ma rimane comunque da
essere compreso nel sistema olfattivo.

Nel 2004 Ron Yu e colleghi hanno pubblicato unalistwolto a studiare il ruolo della
attivita spontanea nella formazione della mappaag@ae olfattiva. Per raggiungere
guesto scopo € stata creata una linea di topigess in cui I'attivita spontanea e
pressoché abolita nei neuroni sensoriali a seglg@lidespressione di un canale potassio
(inward-rectifier), il canale Kir2.1, in tutti i meoni sensoriali olfattivi. Essi hanno
mostrato che in questi animali gli assoni dei sgaBgroiettano al bulbo olfattivo con
ritardo e in modo anomalo, dando luogo a glomerulitipli, invece dei due glomeruli
omologhi che troviamo nei controlli (Yu et al., 200

Tuttavia molte domande relative alla organizzaziatela mappa sensoriale, in
particolare la localizzazione dei glomeruli nelliule la loro organizzazione, elementi
fondamentali per la corrispondente mappa topogafensoriale, rimanevano da essere
studiati.

Non era inoltre stato affrontato se e in che mdéassknza di attivita spontanea potesse
influenzare il secondo livello dell’organizzaziotepografica del bulbo, vale a dire le
connessioni intrabulbari.

In questo progetto di tesi mi sono pertanto ocaupktstudiare il ruolo della attivita

afferente spontanea nella formazione e nel mantartordelle connessioni intrabulbari.

Questo mio lavoro di tesi si inserisce in un pragepiu ampio condotto in
collaborazione con altri membri del laboratorio @n ccollaboratori esterni, volto a
studiare il ruolo della attivita elettrica afferergapontanea nella formazioni e funzione

dei circuiti neurali del bulbo olfattivo.
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Pertanto presenterd esclusivamente la parte sparieeche io ho condotto e fard
riferimento agli esperimenti condotti dagli alticercatori (indicandolo nel testo),

guando questo si renda necessario a rendere casiipleralcuni passaggi del mio

lavoro.
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2. Materiali e metodi

2.1 Linee di topi transgenici

Gli esperimenti sono stati effettuati su animaleth compresa tra P7 e P70. Sono state
utilizzate cinque linee di topi, una di wild-type5TUB6 e quattro geneticamente
modificate: OMP-IRES-tTA; TetO-Kir 2.1-IRES-tau-LAc(Kir 2.1); P2-IRES-GFP
(P2-GFP) e M71-IRES-GFP (M71-GFP). La linea di toptO-Kir 2.1-IRES-tau-LacZ
(Kir 2.1) e stata incrociata con la linea OMP-IR8% per guidare I'espressione del
Kir 2.1. | topi eterozigoti per Kir 2.1 sono stabi incrociati con i topi P2-GFP o con i
topi M71-GFP.

Le linee mutanti TetO-Kir 2.1-IRES-tau-LacZ e PERGFP (P2-GFP) sono state
generosamente fornite dal laboratorio di J.A. Go@asdumbia University, New York,
NY). Tali linee sono state descritte in dettaghgorecedenti lavori (Gogos et al., 2000;
Yu et al.,, 2004). La linea M71-IRES-GFP (M71-GFRlgscritta in dettaglio in
precedenti studi (Feinstein et al., 2004), e statplistata da Jackson Laboratories.
Tutte le procedure sperimentali sono state effedtgatto stretto controllo del comitato

etico di Ateneo dell’Universita di Padova.

2.2 Iniezioniin vivo

Per questa metodica sono state utilizzate trerdiftelinee di animali, una di wild-type
C57/BL6 e due linee transgeniche: M71-GFP e Kir. 23l animali vengono
anestetizzati con una miscela 1:1 di Zoletil 106a(combinazione di Zolazepam e
Tiletamina in proporzione di 1.1, da somministraadi una concentrazione pari a 10
mg/kg di animale, prodotto dai Laboratori Virbac) Xalor (Xilazina al 2%, da
somministrarsi ad una concentrazione pari a 0.0&kgndli animale, prodotto dalla
Bio98), somministrata per via intraperitoneale. &limali vengono posti in un apparato
stereotassico. La temperatura corporea viene destente monitorata e mantenuta
costante a 37.5 °C attraverso un tappetino risntddd.o scalpo viene tagliato, I'osso
esposto e assottigliato attraverso 'uso di unsafrehirurgica per permetterne l'accesso
ai sottostanti bulbi olfattivi. Una volta assotiagb, 'osso viene rimosso ed i bulbi
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esposti. Per minimizzare i rischi di disidratazipietessuto viene mantenuto umido
mediante applicazione continua di soluzione figiala (NaCl 0.9%) fredda. | bulbi
sono visualizzati sotto uno stereomicroscopio adfiuepescenza (Leica MZ16).
Microiniezioni di un colorante fluorescente [10%ra&enethylrhodamine (TMR) dextran
coniugated (3000MW) (Invitrogen — Molecular ProBesluito in soluzione fisiologica
filtrata sono effettuate nello strato dei glomerdiin alcuni casi (specificati nel testo)
nel glomerulo marcato con GFP, in particolare M/APG P2-GFP. Il tracciante viene
iniettato per ionoforesi (2uA, 50% duty cycle, inguella durata di 7 secondi per un
tempo non superiore ai 3 minuti) attraverso unaropipetta di vetro borosilicato del
diametro di 4-5 pm (World Precision Instrument — WFDopo un tempo di
incubazione variabile tra le 8/12 ore, gli animadnivano sacrificati con una overdose
di Zoletil 100 e Xilor. Gli animali venivano su@svamente perfusi per via
transcardiaca con soluzione fisiologica (NaCl 0.98&)lda, seguita da una soluzione di
paraformaldeide (PFA) al 4% in tampone fosfato (PBSL M fredda. Il cranio
dellanimale veniva aperto e i bulbi olfattivi riresi. Questi ultimi erano post-fissati
durante la notte (12-16 ore) in soluzione di paragldeide 4%. | bulbi olfattivi erano
tagliati in sezioni orizzontali (spessore 60 um) vébratomo (VT 1000S, Leica
Mycrosystems). Le sezioni venivano poi montate suino con montante specifico a

base d’acqua (Aguapolymount, Polysciences).

2.3 Iniezioniex vivo

Per questa metodica sono stati utilizzati anim@iGFP e Kir 2.1 x P2-GFPL'eta
degli animali usati per questa metodica deve essérgori a P30, in quanto in animali
di eta maggiore il tracciante non viene trasportatteguatamente. A causa della
differente localizzazione dei glomeruli P2, postila parete mediale del bulbo, era
necessario un approccio sperimentale diverso tspequello seguito per le iniezioni in
vivo, possibili solo per i glomeruli localizzati I8 superficie dorsale del bulbo
olfattivo, quali i glomeruli M71. Abbiamo quindi ilizzato un preparataex vivo,
preparato di emiteste, messo a punto in uno sjudicedente (Lodovichi et al., 2003).
Gli animali vengono anestetizzati con una misceld di Zoletii 100 e Xilor,
somministrata per via intraperitoneale, e successénte decapitati. La testa
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dell’'animale veniva tagliata lungo I'asse sagitté&emodo da esporre il lato mediale del
bulbo, che mantiene le sue connessioni sia cortdlepsia con il cervello.

Le emiteste venivano preparate e mantenute irsalaione di liquido cerebrospinale
artificiale (McQuiston e Katz, 2001) e costanteteenssigenate con una miscela
gassosa (995% e CQ 5%). Il lato mediale del bulbo olfattivo venivast a essere
esposto e i glomeruli posti sul lato mediale, eréamlimente identificabili, sotto uno
stereomicroscopio ad epifluorescenza (Leica MZ16Microiniezioni  di
tetramethylrhodamine (TMR) dextran coniugated (30@0 (Invitrogen — Molecular
Probes) erano effettuate in corrispondenza del gtolm mediale di interesse, in
particolare il glomerulo P2-GFP, utilizzando gliessi parametri utilizzati per le
iniezioni in vivo. Una volta iniettati i bulbi venivano mantenuti incubazione a
temperatura ambiente in liquido cerebrospinaldicgie e continuamente ossigenati
con una miscela gassosa, (@% e CQ 5%). per 4-5 ore a temperatura ambiente, e

successivamente fissati e processati come desgrétedentemente.

2.4 Acquisizione delle immagini al confocale e anal dei dati

| bulbi iniettati e processati, venivano tagliati $ezioni orizzontali ( vedi sopra) e
analizzati al microscopio confocale (SP5 LeicapHiéttivo utilizzato per questo scopo
e un HC PL Fluotar 20X/0.50 NA ad aria.

| fluorofori venivano rilevati con le seguenti lumggze d'onda di eccitazione e di
emissione:

GFP, eccitazione 488 nm, emissione 507 nm; TMRt&done 554 nm, emissione 580
nm.

Immagini Z-stacks venivano acquisite per ogni sgziorizzontale contenente il sito di

iniezione e la corrispondente proiezione. Le Zistacenivano quindi proiettate sul

piano XY per ottenere la proiezione massima, cantn l'intera ricostruzione della

proiezione e del sito di iniezione. Le immagini i@mo successivamente analizzate
utilizzando il software ImageJ (NIH).

Per quantificare le dimensioni dell'iniezione e stensione della proiezione, le

immagini venivano analizzate come segue: 1) I'immageniva convertita da RGB a 8

Bit; 2) veniva creata una soglia per l'intensitabiinco e nero; 3) veniva creata una

53



maschera a 8 Bit da sovrapporre allimmagine oaga) 4) una funzione di ImagelJ
basata sull'algoritmo di Sobel (Edge detection)ivemitilizzata per mettere in risalto i
contorni dell'immagine cosi ottenuta; 5) la distanea i bordi del’'oggetto cosi ottenuto
veniva misurata.

Il rapporto tra I'estensione della proiezione dilmensione dell'iniezione (R P/I) veniva
cosi calcolato. | valori dei rapporti proiezionelezione per i casi di ogni gruppo
sperimentale e di controllo venivano presentatheanedia aritmetica = deviazione
standard.

Per calcolare la significativita statistica dellapplazione si e effettuato un test di
Student (t-test). La numerosita campionaria € dafinlagli N. La significativita
statistica € definita secondo il seguente criteti6.01 < P<0.05 ; ** 0.001 < X< 0.01;
*** P <0.001

2.5 Test comportamentali

Per valutare la capacita di discriminare odoriedsy, abbiamo impiegato un test
classico di discriminazione olfattiva (Schellinck a., 2001). In breve, gli animali,
controlli wild-type e Kir 2.1, maschi adulti di eompresa tra le P30 e P50, con un
peso compreso tra i 20 ed i 30 grammi, venivanenati a discriminare due odori
diversi. Tre giorni prima dell'inizio del test cqortamentale, gli animali venivano
messi a dieta per poter mantenere il loro pesooteqall’80-85% del peso che gli
animali presentavano prima dell'inizio del testacqua era disponibile ad libitum. Gli
animali venivano pesati prima di iniziare il testngportamentale e in seguito tutti |
giorni prima di ogni sessione dell’esperimento ainportamento.

Il test comportamentale prevede 4 giorni di alleeata e un quinto giorno di test, in
cui le capacita di differenziare i due odori vemgaverificate.

L’allenamento per i primi 4 giorni si svolge nel dwseguente. Giornalmente, ogni
topo veniva esposto per 10 minuti , per 4 vol,um odore accoppiato ad una
ricompensa, costituita da un grano di zucchero o di 0.05 grammi (stimolo
condizionato — CS+). Ogni topo inoltre veniva edpoad un secondo odore, non
associato a ricompensa (stimolo non condiziona®5-, sempre per 4 volte, ciascuna

di 10 minuti. Gli stimoli condizionati e non, erapoesentati in successione in modo
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casuale. Un quantita di 20 pL di odore veniva fagsorbire su di un disco di carta da
filtro (Whatman), che era successivamente posttralea una capsula Petri di plastica
(BD), sul cui coperchio venivano fatti 8 fori (diatno fori 2 mm). La Petri era inserita
nella gabbia e nascosta all'interno della lettiger, permettere all’animale di venire in
contatto solamente con i vapori dell’odore. | dder vengono presentati in 2 distinte
gabbie ed ogni topo viene esposto in maniera casll&S+ oppure al CS-. Nei 4 giorni
di allenamento ogni topo viene esposto a 32 proveptessive.

Il quinto giorno il topo veniva testato in un appechiatura costituita da una scatola di
plexiglass (69 x 20 x 20 cm) suddivisa in 3 canegyeali e divise da 2 fogli (spessore 3
mm) di acrilico trasparente. L’accesso alle tre eamdell'apparato € libero. Nei
compartimenti di destra e di sinistra vengono pb&tiodori all’interno delle capsule
Petri nascoste nella lettiera. La ricompensa irsiguéase non € presente. Gli animali
vengono dapprima introdotti singolarmente per 2utiim assenza degli odori per avere
la possibilita di abituarsi al nuovo apparato & damere . Vengono quindi riportati
nella gabbia di stabulazione per 5 minuti di ripoBascorso questo tempo ha luogo |l
test vero e proprio. Le Petri con i 2 odori vengarascoste al di sotto dello strato di
lettiera pulita, nelle camere laterali. Il topo wenintrodotto nella camera centrale e le
porte a scomparsa rimosse per permettere all’aaidligbotersi muovere liberamente e
accedere alle camere laterali allinterno dell’agpahiatura. L’abilita del topo nel
distinguere i 2 odori veniva valutata in base ahge (secondi), registrato con un
cronometro, trascorso a scavare e ad annusarerispomdenza dell’'uno o dell’altro
odore, nel corso di 2 minuti totali di test. Il tescriminativo viene condotto in cieco
rispetto all’'operatore. Le sessioni di allenameatdi verifica vengono registrate con
una telecamera per permettere I'analisi off-line.

Alla fine di ogni prova la gabbia del test vienedta accuratamente con acqua calda per
eliminare ogni traccia di eventuali odori e sucogssente asciugata.

Le concentrazioni degli odori sono le seguentcaryone (6.4 M); (+)carvone (6.4 M);
(-) fenchone (6.2 M); (+)fenchone (6.2 M); (-)2tapolo (7.03 M); (+)2-eptanolo (7.01
M); acido 2-metil-butirrico (2-MB) (9.1 M); acidoiato-butan-carbossilico (cB) (10.4
M). Tutti gli odori sono stati acquistati dalla 8ig-Aldrich.

La numerosita campionaria € definita dagli N. Reutare la significativita statistica del

nostro approccio sperimentale ci siamo affidatiest non parametrico di Wilcoxon-
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Mann-Whitney. La significativita statistica e defasecondo il seguente criterio : *
0.01 < P<0.05;* 0.001 < X< 0.01; ** P<0.001.

2.6 Modulazione dell’'espressione del gene Kir2.1

Per permettere I'over-espressione del canale Kirsdlamente negli adulti, abbiamo
utilizzato 2 distinte procedure sperimentali.

Nel primo approccio gli animali (femmine Kir 2.1ayide) venivano alimentati con
cibo (pellet) addizionato di un antibiotico (doxi@na) (6mg/g pellet) per tutta la durata
della gestazione fino a quando la prole non e gi@n80 giorni di vita post-natale. In
guesto modo veniva abolita I'espressione del tramsdir 2.1. Iniezioni di tracciante
(TMR) erano effettuatéen vivo come descritto precedentemente, sia nei Kir 2elngh
controlli a 30 giorni dopo la nascita (P30).

Nella secondo approccio sperimentale, la sommazgine di doxiciclina era interrotta
a 30 giorni di vita post-natali e gli animali (K1 e controlli littermate) erano iniettati
in vivo a 60 giorni di vita post-natale. In questrso il gene Kir2.1 veniva espresso tra
P30 e P60 . Gli animali una volta iniettati vengdissati e processati come descritto
precedentemente. L’'acquisizione dei siti di inieeiee delle proiezioni avviene come
descritto sopra.

Per calcolare la significativita statistica dellapplazione si € effettuato un test di
Student (t-test). La numerosita campionaria € dafinlagli N. La significativita
statistica € definita secondo il seguente criteti6.01 < P<0.05 ; ** 0.001 < X< 0.01;
*** P <0.001.

Per verificare la corretta espressione del traresgier2.1 abbiamo effettuato un saggio
immunoistochimico su ogni animale iniettato, sigcesin controllo littermate oppure
Kir 2.1. Sezioni orizzontali (spessore 60 pm) dibbuolfattivo (Kir 2.1 e controlli
littermate a P30 e a P60) venivano bloccate con #i0%iero d’asino normale, in
tampone fosfato 0.1 M (PBS) addizionato di Tridh00 0.5%. Quindi i campioni
erano incubati con anticorpo primario specificotoomd-Galattossidasi (3Gal) (1:1000,
Morphosys) a 4°C overnight (12-16 ore). Le sezemano quindi lavate 3 volte in PBS
0.1 M e successivamente incubate con anticorpongecio coniugato a Cy3 (1:1000,

Jackson ImmunoResearch).
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2.7 Immunoistochimica

Gli epiteli ed i bulbi olfattivi dei topi Kir 2.1 @no dissezionati. Gli epiteli venivano
crioprotetti in una soluzione di saccarosio (30%) pn tempo non superiore ai 3 giorni
a 4°C. Successivamente all'inclusione, I'epitelitativo veniva tagliato in sezioni
coronali (spessore 20 um) al criostato (Leica Mggstems). | bulbi precedentemente
fissati venivano tagliati in sezioni orizzontalpéssore 60 pm). | campioni cosi ottenuti
di epitelio e bulbo olfattivo (Kir 2.1 e controlittermate a P30) venivano bloccati con
10% di siero d’asino normale, in tampone fosfatb . (PBS) addizionato di Triton-
X100 0.5%. Quindi i campioni venivano incubati canticorpo primario specifico
contro R-Galattossidasi (R3Gal) (1:1000, Morphosyspure tirosina-idrossilasi (TH)
(1:400, Chemicon) a 4°C overnight (12-16 ore). keieni venivano quindi lavate 3
volte in PBS 0.1 M e successivamente incubate cdicaapo secondario coniugato a
Cy3 (1:1000, Jackson ImmunoResearch) oppure FITC20Q]. Jackson
ImmunoResearch) ed incubate per 2 ore a temperaimtziente. Successivamente
venivano lavate 3 volte in PBS 0.1 M per lavared&esso di anticorpo secondario ed
incubate con marcatore nucleare (DAPI). Infine ratsu vetrino.

Le sezioni orizzontali analizzate al microscopinfozale (SP5 Leica). L'obiettivo

utilizzato per questo scopo € un HC PL Fluotar P00 NA ad aria.

2.8 Soluzioni utilizzate

| preparati di emiteste e la loro iniezione avvanin liquido cerebrospinale artificiale
(ACSF) freddo a bassa concentrazione df*Gaontenente (in mM): NaCl 140,
MgSQ,1.3, CaCix2H,0 2, KCI 1.5, KHPG, 1, Hepes 20, Glucose 25, MgCl 9 (95%
02/5% CO2) (pH 7.4). L'incubazione dei preparatiediiteste aveva luogo in liquido
cerebrospinale artificiale (ACSF) a normale coneeitne di C& contenente (in mM):
NaCl 119, MgS®1.3, CaCix2H,0 2.5, KCI 1.5, KHPO, 1, Glucose 11, MgGI9,
NaHCQ;26 (95% 02/5% CO2) (pH 7.4).
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Il PBS era preparato in concentrazione 10X contienén mM): NaCl 137, KCI 27,
NaHPQ, 101.4, KHPQ, 17.6 (pH 7.4).
La PFA al 4% era sciolta in PBS 0.1 M a caldo.

Tutti i reattivi utilizzati provengono dalla Sign#ddrich.
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3. Risultati

3.1 Sviluppo dell’organizzazione topografica del bibo

olfattivo: le connessioni intrabulbari tra glomeruli omologhi

Per poter valutare I'effetto dell’attivita afferenspontanea sulla proiezione intrabulbare
dovuta alle cellule tufted esterne, era , in primogo, necessario caratterizzare lo
sviluppo fisiologico delle connessioni tra i glomike omologhi. Gli studi precedenti si
erano limitati alla descrizione di tale connessiamanimali adulti (Belluscio et al.,
2002; Lodovichi et al., 2003). Nelle fasi precdcisviluppo € infatti possibile che le
proiezioni delle cellule tufted esterne non siahette al proprio target in maniera
precisa e/o che la loro estensione sia maggiopetts a quella osservata in eta adulta,
vale a dire che non siano esclusivamente confinate singolo glomerulo, ma piu
grandi. A seguito di questa possibile alteratdriiszione delle proiezioni assonali
delle tufted esterne, la corrispondente mappa t@bog risulterebbe essere meno
definita nei primi stadi di sviluppo. Pertanto inauprima serie di esperimenti abbiamo
caratterizzato lo sviluppo della connessione intliadre, analizzandone la morfologia in
animali wild-type di eta compresa trai 7 (P7) @di(P70) giorni postnatali.

Per valutare se le proiezioni delle tufted estemaao confinate ad un unico glomerulo
0 meno abbiamo effettuato iniezioni di un tracaarftuorescente anterogrado
(tetrametilrodammina), limitate pressoché a un daimgglomerulo, nello strato
glomerulare. Abbiamo quindi misurato il rapporta k& lunghezza della proiezione ed il
diametro del sito d’iniezione. Sappiamo da lavoregedenti che il rapporto
proiezione/iniezione € pari a 1:1 in animali ad(di eta maggiore a 3-4 settimane)
(Lodovichi et al., 2003). A 15 giorni postnatali 1&) abbiamo riscontrato come
un’iniezione focalizzata ad un glomerulo dia lu@gbuna proiezione non circoscritta a
un singolo glomerulo, ma piu grande (rapporto hemya proiezione/diametro
iniezione = 2.7 + 0.12, n = 5, Figura 29). La priae@e intrabulbare va incontro ad un
processo di refinement tra P15 e P30, quando wviaggiunto il rapporto 1:1 tra
estensione della proiezione/diametro della inieziddopo P30 la proiezione mantiene
le sue dimensioni, di proiezione circoscritta a singolo glomerulo. (rapporto (R)
proiezione/sito d’'iniezione a P30 = 1.04 + 0.0%; 6; P50, R = 1.03 £ 0.03, n = 4; P70,
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R =1.03 £ 0.01, n = 4. T-test: P15-P30, ratio §.601*** ; P30-P50, ratio p = 0.8 ;
P50-P70, ratio p = 0.9 Figura 25 e Figura 29).

WILD - TYPE

Figura 25. Sviluppo della connessione intrabulbarein animali di controllo: estensione della
proiezione. a, b Schemi rappresentanti sezioni orizzontali di buliifattivo. La linea tratteggiata
definisce I'asse di simmetria. by il triangolo rosso rappresenta l'iniezione dict@nte centrata in un
glomerulo nello strato dei glomeruli. by la linea rossa indica la proiezione delle celluliéed esterne al
lato opposto dello stesso bulbo olfattivo.Apnesempi di piccole iniezioni centrate allo strgtomerulare
da P15 a P70. La freccia indica le cellule tuftsteme marcate. 1B, gli assoni delle cellule tufted

riempiti di tracciante4) terminano in una proiezione anterograda (paregialie) al lato opposto dello

stesso bulbo. Barra = 200 um

Una volta definita I'estensione della proieziondladeufted esterne nel corso dello
sviluppo, era necessario stabilire se in fasi pretae proiezione fosse specificamente
localizzata alla base del glomerulo omologo o meno.

Per poter raggiungere questo obiettivo era nedesatlizzare linee di topi in cui i
glomeruli omologhi potessero essere identificatis@mo pertanto avvalsi di linee di
topi geneticamente modificate in cui un dato recettolfattivo € coespresso con la
green fluorescent protein (GFP). A seguito di quesganipolazione genetica l'intero
neurone sensoriale olfattivo e il corrispondentengdrulo risultano verdi e pertanto
facilmente identificabili.

In particolare abbiamo utilizzato la linea M71-GFPcui i glomeruli M71 (laterale e
mediale) sono situati sulla superficie dorsale telbo olfattivo, una regione
particolarmente adatta a fare iniezioni di tract®am vivo. Abbiamo effettuato
iniezioni focali nel glomerulo M71-GFP lateraletopi di eta compresa tra P15 e P70.

Abbiamo osservato che, a tutte le eta analizzade proiezione era localizzata
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precisamente al di sotto del glomerulo M71-GFP med{isofunzionale), sebbene a
P15 non fosse esclusivamente circoscritta al glolnestesso, ma piu larga (R = 2.7 =
0.35, n = 6). Anche in questo caso abbiamo osterva processo di refinement, tra
P15 e P30, quando il rapporto tra estensione gati@zione/diametro iniezione diviene
paria 1 (P30, R =1.03 £ 0.04, n = 6; P50, R 21#0.03, n = 3; P70, R = 1.03
0.001, n = 4. T-test: P15-P30, ratio p < 0.001*”30-P50, ratio p = 0.4 ; P50-P70,
ratio p = 0.9 Figura 26 e Figura 29).

M71- GFP

Figura 26. Sviluppo della connessione tra glomerulomologhi (M71) in animali di controllo:
specificita della localizzazione della proieziona, b, Schemi rappresentanti sezioni orizzontali di bulb
olfattivo. La linea tratteggiata definisce I'assesiinmetria. Ina, il triangolo rosso rappresenta I'iniezione
di tracciante centrata al glomerulo M71. Ibn la linea rossa indica la proiezione delle celltuéed
esterne sotto al glomerulo isofunzionale, sul Igpposto dello stesso bulbo olfattivo. Ay esempi di
piccole iniezioni centrate al glomerulo M71-GFPRIb a P70. 1B, gli assoni delle cellule tufted esterne
riempiti di tracciante A) terminano in una proiezione anterograda (paremiedle) al di sotto del

glomerulo omologo M71-GFP sul lato opposto delkssb bulbo olfattivo. Barra = 200 pm.

Per stabilire se la specificita della connessiontbulbare fosse presente anche in altri
glomeruli, associati a diversi recettori olfattiviedi introduzione), abbiamo utilizzato
un’altra linea di topi transgenici in cui il recate P2 e coespresso con GFP , P2-GFP. |
glomeruli P2 non sono localizzati sulla superfidiersale bensi sul lato mediale del
bulbo olfattivo, che non é raggiungibile vivo. Per ovviare a questo inconveniente, le
iniezioni sono state effettuate su un prepaextwivo, il preparato di emitesta. Questo

preparato risulta dalla sezione sagittale dellatdsll’animale, cosicché il lato mediale
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del bulbo viene esposto mantenendo le sue commessin I'epitelio olfattivo ed |l
cervello (Figura 27) (Lodovichi et al., 2003).

Figura 27. Preparato di emitesta La testa di topo viene tagliata sagittalmentepu® apprezzare la
continuita delle connessioni del sistema olfat{igpitelio, bulbo e corteccia). OE = epitelio diiad; OB

= bulbo olfattivo. Barra= 1 mm.

Studi precedenti (Royal e Key, 1999), hanno mastredme i glomeruli P2 si

sviluppano precocemente. Abbiamo pertanto iniziatestudiare lo sviluppo della
connessione intrabulbare in topi P2-GFP da P7. Anohquesto caso, a tutti i punti
temporali analizzati, le proiezioni assonali dedellule tufted esterne terminano
specificamente al di sotto del glomerulo omologeblsene a stadi precoci dello
sviluppo post-natale la proiezione sia piu ampiapgorto (R) proiezione/sito

d’'iniezione a P7 =4.8 £+ 0.6, n = 3; P15, R = 2.0.89, n = 4 Figura 26), raggiungendo
il rapporto 1:1 a P30 (R = 1.03 £ 0.03, n = 3. 3tté7-P15, ratio p < 0.001***; P15-

P30, ratio p < 0.001*** Figura 28 e Figura 29).

P2- GFP

Figura 28. Sviluppo della connessione tra glomerulomologhi (P2-GFP) in animali di controllo:
specificita della connessione. a,,bSchemi rappresentanti la preparazione di eritelsa linea

tratteggiata definisce I'asse di simmetria. dnil triangolo rosso rappresenta l'iniezione dictimnte
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centrata nel glomerulo P2-GFP.hnla linea rossa indica la proiezione delle celtuliéed esterne sotto al
glomerulo isofunzionale, sul lato opposto dellosstebulbo olfattivo. IMPA, esempi di piccole iniezioni
centrate nel glomerulo mediale P2-GFP da P7 alR3®, gli assoni delle cellule tufted esterne riempiti
di tracciante A) terminano in una proiezione anterograda (paremfiedie) al di sotto del glomerulo
omologo laterale, nello stesso bulbo olfattivo. GLstrato dei glomeruli; EPL = strato plessiforme

esterno; MCL = strato delle cellule mitrali; IPLstrato plessiforme interno. Barra = 200 pm.
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Figura 29. Grafico riassuntivo. Sviluppo della connessione intrabulbare tra glaher omologhi. |

dati vengono presentati come media aritmetica i{ad@ne standard.

3.2 Ruolo dell'attivita afferente spontanea nello \&luppo

dell’organizzazione topografica del bulbo olfattivo

Per poter valutare il ruolo dell'attivita afferengpontanea nella formazione della
circuiteria intrabulbare abbiamo sfruttato unadimie topi in cui tutti i neuroni sensoriali
olfattivi over-esprimono uno specifico canale psetasinward-rectifier, Kir 2.1.
L'iperpolarizzazione dei neuroni sensoriali, ottanmediante questa manipolazione
genetica, provoca l'abolizione dell'attivita efett spontanea pur mantenendo l'attivita
evocata (come dimostrato da esperimenti di imadungzionale e comportamento
condotti nel nostro laboratorio). Abbiamo effettuakelle iniezioni focali di tracciante
fluorescente nello strato dei glomeruli in topietd>30 giorni postnatali (P30), eta in
cui la connessione punto a punto tra glomeruli @giol € presente e gia completamente
matura negli animali di controllo (vedi sopra e betthi et al., 2003). A tutti i punti

temporali analizzati, compresi tra P30 e P70, uitaofa iniezione di tracciante,
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circoscritta a un unico glomerulo, da luogo ad pra@ezione non confinata ad un unico
glomerulo, ma piu larga (Figura 30). Sebbene abbiasservato una riduzione nel
rapporto tra proiezione/sito d'iniezione tra P3®7@, tale rapporto non raggiunge mai il
valore 1 come negli animali di controllo (P30 R.832+0.1,n=9; PSOR =2+ 0.05, n
=5; P70 R =1.92 £ 0.13, n = 3. T-test: Kir 2.10A3%0, ratio p < 0.001*** ; Kir 2.1
P50-P70, ratio = p 0.3 ; P30 wt-P30 Kir 2.1, ratie 0.001***; P50 wt-P50 Kir 2.1,
ratio p < 0.001***; P70 wt-P70 Kir 2.1 ratio p 8.001*** Figura 30 e Figura 32).

P30 P50 P70
| . . .
B
GL
EPL
MCL
IPL

Figura 30. L’'assenza di attivita spontanea impedist la corretta maturazione della connessione

Kir 2.1

intrabulbare. In A, esempi di piccole iniezioni focalizzate a livetlello strato dei glomeruli da P30 a
P70. InB, gli assoni delle cellule tufted esterne riemgititracciante &) terminano in una proiezione
anterograda (parentesi gialle) nel lato oppostéodaesso bulbo olfattivo. GL = strato dei glomeérul
EPL = strato plessiforme esterno; MCL = stratoelekbllule mitrali; IPL = strato plessiforme intern
Barra = 200 pum.

Abbiamo quindi studiato se I'assenza di attivitiegnte spontanea potesse influenzare
la specifica localizzazione della proiezione allasé del glomerulo omologo. Per
raggiungere questo obiettivo linee di topi Kir 2dno state in crociate con i topi P2-
GFP e le iniezioni effettuate nei glomeruli P2-Giediali. | dati ottenuti dimostrano
che una iniezione circoscritta al glomerulo P2-GR@diale da luogo a una proiezione
localizzata esattamente in corrispondenza del glolmeP2-GFP laterale, che per
estensione non é circoscritta esclusivamente ahglolo P2-GFP ma piu grande (P30
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R =2.37 £0.08, n = 6, T-test: Kir 2.1 x P2-GFPR&GFP ratio p < 0.001***; Kir 2.1
x P2-GFP vs Kir 2.1 ratio = 0.5 Figura 31 e Fig82a.

Kir 2.1 x P2-GFP

Figura 31. L’'assenza di attivita spontanea impedigt la corretta maturazione della connessione
intrabulbare pur mantenendo il targeting tra glomeruli omologhi. In A, una piccola iniezione
targettata al glomerulo P2-GFP in animali P2-GFRix2.1 a P30. InB, gli assoni delle cellule tufted
esterne riempiti di tracciantéA] terminano in una proiezione anterograda (paremiadle) nel lato

opposto dello stesso bulbo olfattivo al di sottbglemerulo isofunzionale P2-GFP, laterale. Barra09
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Figura 32. Grafico riassuntivo. Sviluppo della connessione intrabulbare tra glafeymologhi in
animali in cui lattivita spontanea €& abolita. |latd vengono presentati come media aritmetica

deviazione standard.
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Non abbiamo potuto valutare l'effetto dell'abolin® dell’attivita spontanea sulla
connessione tra i glomeruli M71-GFP nella lineatapi M71 x Kir 2.1 in quanto
abbiamo dimostrato (Nelly Redolfi,nel laboratoriodovichi) che in assenza di attivita
afferente spontanea i glomeruli M71-GFP sono sicatiamente piu piccoli. Abbiamo
riscontrato che la riduzione delle dimensioni deingeruli M71 rendeva tecnicamente
impossibile identificare e fare iniezioni ripetibih questa linea di animali.

Questi dati presi complessivamente indicano checdanessione tra i glomeruli
omologhi é specificamente mantenuta in assenztidiaspontanea afferente, sebbene
non sia piu confinata in maniera esclusiva traanwruli isofunzionali, ma sia piu
estesa. Questa alterazione sembra ascrivibile ataa processo di refinement delle
proiezioni assonali delle cellule tufted esterrtee ebbiamo dimostrato avere luogo tra

P15 e P30 negli animali di controllo.

3.3 Conseguenze funzionali — comportamentali delle

alterazioni dell'organizzazione topografica del bubo olfattivo

| dati da noi ottenuti (esposti nei paragradi pdecei) dimostrano che in assenza di
attivita afferente spontanea, la mappa topografieh bulbo olfattivo, legata alla
connessione tra glomeruli omologhi si forma, ma gotircoscritta esclusivamente ai
glomeruli isofunzionali, ma piu grande. Sappiame aoh glomerulo definisce una unita
funzionale, la colonna odorosa (vedi introduziomecpdente), che svolge un ruolo
chiave nella elaborazione della informazione saaksor

Ci siamo quindi chiesti quali conseguenze potesseala alterata organizzazione
topografica del bulbo olfattivo nella elaboraziatedla informazione sensoriale.

Per poter rispondere a questa domanda abbiamsodédicstudiare il comportamento
olfattivo dei topi privi di attivita afferente sptamea, in particolare la capacita di
discriminare odori diversi.

Il tipo di difetto topografico che abbiamo rilevatwei topo Kir 2.1 €& piuttosto
circoscritto. Infatti la connessione intrabulba@re confinata a un singolo glomerulo
ma si estende a due o tre glomeruli adiacenti @angtulo principale di interesse.

Abbiamo quindi ipotizzato che gli animali Kir 2.1ogsano avere difficoltad nella
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discriminazione di odori che attivano un patteringldmeruli dislocati in un’area molto
circoscritta, come succede per esempio nel cadoatemtiomeri.

Gli enantiomeri, coppie di molecole chimiche chdfetiscono esclusivamente per
l'attivita ottica del carbonio chirale, sono rapaetate da mappe olfattive funzionali
molto simili, che differiscono solamente per unalcuni glomeruli attivati, i quali sono
localizzati in un'area ristretta (Rubin e Katz, 2D0I roditori sono in grado di
discriminare gli elementi che costituiscono le depgi enantiomeri. Questi studi hanno
dimostrato (utilizzando metodiche di imaging fummate) che il pattern spaziale di
attivita glomerulare, tipico e specifico per ogiteéraento di una coppia di enantiomeri,
fornisce sufficienti informazioni per poter disciimare la conformazione sterica di una
molecola, e pertanto per potere distinguere idinglementi di una coppia di
enantiomeri (Linster et al., 2001; Rubin e KatzQP0Kobayakawa et al., 2007; Clarin
et al., 2010; Mori e Sakano, 2011; Murthy, 2011).

Abbiamo quindi deciso di studiare la capacita dgi tKir 2.1 di discriminare gli
elementi di varie coppie di enantiomeri, utilizzansh classico test di discriminazione
olfattiva (Schellink, 2001).

| topi sono stati allenati per 4 giorni a imparardiscriminare tra due odori di cui uno é
accoppiato ad una ricompensa (stimolo condizion&olaltro non accoppiato a
ricompensa (stimolo non condizionato). La ricompe@sappresentata da un granello di
zucchero.

Il quinto giorno gli animali sono testati, per viate se hanno imparato a discriminare i
due odori. Gli animali vengono introdotti nellantera centrale di un apparato
costituito da tre camere, in cui 'accesso alle earlaterali e libero. Gli odori verso i
quali i topi sono stati allenati nei 4 giorni diemlamento sono nascosti nelle camere
laterali, rispettivamente, e la ricompensa non @és@nmte. La capacita di riconoscere
'odore condizionato, viene valutata come il tengp@so a scavare e annusare (digging
time) in prossimita dellodore condizionato, sutempo massimo di test di due minuti
(Figura 33). Gli animali capaci di discriminareuedodori passano la maggior parte del
tempo presso l'odore condizionato, che nella faselldnamento era associato alla
ricompensa. | risultati che abbiamo ottenuto dimaogi che i topi che over-esprimono il
canale Kir 2.1 sono incapaci di discriminare tra ewori che danno luogo a mappe
funzionali molto simili, come le coppie di enantiern2-eptanolo(+) e (-), fenchone (+)

e (-) e carvone (+) e (-).
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Quando tuttavia i topi Kir 2.1 sono stati esaminagr studiare le loro capacita di
discriminare odori che danno luogo a mappe furaianolto diverse, vale a dire odori
che attivano un pattern di glomeruli che sono aliazati nel bulbo in sedi molto
lontane uno rispetto all'altro, quali l'acido 2-mHiaitirrico e [l'acido
ciclobutancarbossilico (2-MB e cB), abbiamo vistea topi Kir 2.1 mantenevano la
capacita di discriminare questi stimoli odorosig(ia 33).
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Figura 33. Comportamento olfattivo in animali di cantrollo vs. Kir 2.1. A, rappresentazione
schematica del paradigma comportamen®Jeli animali di controllo ed i Kir 2.1 vengono afiati per 4
giorni a discriminare tra odori condizionati (oddre zucchero, CS+) ed odori non condizionati (ed&yr

CS-). Al quinto giorno €) gli animali vengono testati in un apparato divisotre camere e viene
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misurato il tempo medio speso a scavare ed annpsasso I'uno o l'altro odoréd-G, tempo medio per

ogni coppia di odore testato. | dati vengono priesgecome media aritmetica + deviazione standard.

3.4 Ruolo dellattivita afferente spontanea nel matenimento

della topografia del bulbo olfattivo

L'attivita spontanea é ritenuta svolgere un rualeppnderante nella maturazione dei
circuiti neurali soprattutto nel corso degli stadecoci dello sviluppo (Goodman and
Shatz, 1993; Huberman et al., 2008). Una volta ith@stema sensoriale diventa
responsivo agli stimoli ambientali, I'attivita exaa contribuisce alla stabilizzazione ed
al successivo refinement delle connessioni neurdiatz e Shatz, 1996; Hensch,
2004).

Se e come lattivita spontanea possa modulare h@essioni sinaptiche nella vita
adulta, rimane da scoprire.

Per poter rispondere a questo quesito abbiamaatfsua natura inducibile del nostro
costrutto Kir 2.1. Gli animali sperimentali sonatsdivisi in due gruppi, in relazione al
trattamento. In un gruppo di animali sperimenta@gpressione del canale potassio Kir
2.1 e stata silenziata mediante la somministrazidneloxiciclina (nel cibo degli
animali) nel corso della gestazione e nei primgR0Oni di vita post-natale (P30)(Figura
34A). In un secondo gruppo di animali, a P30, vansospeso il trattamento
farmacologico di doxiciclina permettendo la ri-esgsione del canale Kir 2.1 sino a
P60 (Figura 34H). Nel primo gruppo sperimentalea piccola iniezione di tracciante
anatomico veniva eseguita allo strato dei glomegauR30, in topi Kir2.1 e nei controlli.
Gli assoni delle cellule tufted esterne cosi maraddvano da luogo ad una piccola
proiezione, confinata ad un singolo glomerulo, kWb opposto dello stesso bulbo
olfattivo (P30, wild-type + doxiciclina R = 1.01G:03, n = 3; P30, Kir 2.1 + doxiciclina
R =11+ 0.09, n = 3. T-test: Kir 2.1 vs wild-typatio = p 0.2 Figura 35). Come
mostrato nella figura 34G, il trattamento con dwlica abolisce completamente

I'espressione del gene Kir 2.1.
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Nel secondo gruppo sperimentale, un'iniezione forata allo strato dei glomeruli
veniva eseguita a P60, nei topi Kir 2.1 e nei aahtie cellule tufted esterne in questo
caso davano luogo a una proiezione piu estesaopeiKir 2.1 rispetto ai controlli.
Analizzando la proiezione delle cellule tufted este in questo caso abbiamo osservato
che essa risultava essere piu estesa negli arspaimentali (in cui il canale Kir 2.1
era stato over-espresso tra P30 e P60) rispettcoatrolli (P60, wild-type R = 1.1 +
0.09, n = 3; P60, Kir 2.1 R = 1.8 £ 0.2, n = 3.6Bit Kir 2.1 vs wild-type, ratio = p
0.002** Figura 35).

L'interruzione nella somministrazione di doxicielida P30 a P60 e stata sufficiente ad
indurre una forte ri-espressione del transgene 2Ki), come evidenziato nella figura
34N.
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Figura 34. L'attivita spontanea & necessaria per imantenimento delle corrette connessioni nel
bulbo olfattivo adulto. A, rappresentazione schematica della strategianspetale. La doxiciclina &
somministrata con il cibo per tutta la durata dgiestazione fino a 30 giorni post-natddi.e G sezioni
orizzontali di bulbo olfattivo marcate con anticogontro beta-galattossidasi (Bgal) in animali di
controllo (D) e in animali Kir 2.1 (G), entrambiattati con doxiciclina. Nel Kir 2.1 I'espressioneld
transgene € abolit® e C, esempi di iniezioni di tracciante fluorescentédlnstrato dei glomeruli nel
controllo (B) e nel Kir 2.1 (C), ed iB eF la corrispondente proiezione (parentesi giallé)ate opposto
dello stesso bulbo olfattivo. La freccia indica dellule tufted esterne marcatkl, rappresentazione
schematica della strategia sperimentale. La sorsirizione di doxiciclina & sospesa a P30 e l'ioiezi
vengono effettuate a P60, per permettere la riessprne del Kir 2.1 tra P30 e P60.e N esempi di
sezioni orizzontali di bulbo olfattivo marcate canticorpi contro Bgal in animali di controllo (K)kar

2.1 (N). Nel Kir 2.1 (N) il transgene & fortementeespresso, come evidenziato dalla reazione
immunoistochimical e J esempi di iniezioni di tracciante fluorescente meltrato dei glomeruli in
animali di controllo (1) e Kir 2.1 (J) e le corrispdenti proiezioni, in animali di controllo (L) eirk2.1
(M). Barra = 200 um. GL = strato dei glomeruliPIE= strato plessiforme esterno; MCL = strato delle

cellule mitrali; IPL = strato plessiforme interno.
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Figura 35. Grafico riassuntivo. La proiezione intrabulbare tra glomeruli omologhianimali adulti
trattati con doxiciclina secondo i due paradignérgpentali, spiegati nel testo. | dati vengonesentati

come media aritmetica + deviazione standard.
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4. Discussione

4.1 Ruolo dellattivita spontanea nella formazione della

topografia del bulbo olfattivo

In questo lavoro di tesi abbiamo studiato il ruddellattivita spontanea nella
formazione e nel mantenimento della topografia lwldbo olfattivo, analizzando in
specifico la connessione intrabulbare tra glomeoufiologhi. Per poter investigare il
ruolo dell’attivita spontanea abbiamo sfruttato omodello animale in cui grazie
all’'over-espressione di uno specifico canale mxamward-rectifier, Kir 2.1, sotto |l
promotore di OMP (olfactory marker protein), tuttheuroni sensoriali olfattivi sono
iperpolarizzati e I'attivita spontanea fortemernitiotta (Yu et al., 2004).

| risultati ottenuti nel nostro studio sullo svilup della connessione intrabulbare
dimostrano che la attivita afferente spontanea istmisce la formazione di questo
circuito, ma permette il suo refinement. In assedizattivita spontanea la connessione
tra glomeruli omologhi si forma ma non & circogaré un unico glomerulo, bensi piu
grande. Manca il processo di ri-arrangiamento detlanessione che nei controlli
abbiamo dimostrato verificarsi tra P15 e P30 . banessione mantiene pertanto una
morfologia immatura, propria di stadi precoci digupo.

Le proiezioni assonali delle cellule tufted estemmsultano non circoscritte a un singolo
glomerulo anche in caso di manipolazione dellaigdtievocata (Marks et al., 2006). In
guesto caso non sembra esserci un mancato refihemarpiuttosto un vero e proprio
ingrandimento delle proiezioni delle cellule tuftesterne che risultano molto piu estese
di quelle osservate da noi a seguito di manipotezella attivita spontanea.

Sebbene i meccanismi molecolari che sottostanmefiaement dei circuiti neurali non
siano ancora completamente compresi, possiamo aneamwarie ipotesi che possono
contribuire a chiarire tale processo.

1) l'abolita attivita spontanea dei neuroni seraorblfattivi implica una ridotta
comunicazione con le cellule post sinaptiche, trale cellule tufted esterne. | ridotti
livelli di attivita elettrica possono avere ripessioni sui livelli dei secondi messaggeri,
C&"* e nucleotidi ciclici, sia nei neuroni sensoridlemelle cellule tufted esterne. Il Ca

e i nucleotidi ciclici sono noti svolgere un ruaoiave nel processo di axon targeting in
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molti tipi neuronali (Gomez e Spitzer, 1998; Hubeal., 2003; Gomez e Zheng, 2006).
Per tanto il persistere di proiezioni errate de#lule tufted esterne potrebbe ricondursi
a questo processo. E’ da ricordare che #i*@ai nucleotidi ciclici esplicano la loro
funzione sull'allungamento e targeting assonale salp a livello del cono di crescita
degli assoni ma anche a livello nucleare, modulaiekpressione di geni (Wang e
Reed, 1993) coinvolti nella axon guidance.

2) lattivita spontanea potrebbe modulare il rilasdi fattori neurotrofici, nella
competizione attivita dipendente che si instauaaddrminazioni assonali coinvolte nella

formazione di contatti sinaptici (Bonhoeffer, 1996i0enen, 1995).

4.2 Ripercussioni  sull’elaborazione  dell'informazime
sensoriale e sul comportamento olfattivo, in animalprivi di

attivita afferente spontanea

La specificita delle connessioni sinaptiche nellappe sensoriali € essenziale per
tradurre I'esperienza sensoriale in un codice neumhe in ultima istanza guida il
comportamento dell’animale.

Analizzando il comportamento olfattivo dei topi Kit e controlli, abbiamo mostrato
che i Kir2.1 non riescono a discriminare odori a@@no luogo a mappe funzionali
simili per la distribuzione spaziale dei glomeratiivati, quali gli enantiomeri. Mentre
mantengono la capacita di discriminare odori chendduogo a mappe funzionali ben
distinte, in cui i glomeruli attivati sono spaziante lontani e in posizioni molto
differenti nelluna e nellaltra mappa, lacido Zefitbutirrico e l'acido
ciclobutancarbossilico (2-MB e cB).

| risultati che abbiamo ottenuto con gli esperimettit comportamento sembrano
riflettere con notevole precisione le alterazioma@miche rilevate a carico della
organizzazione topografica, in particolare la casi@e intrabulbare. Abbiamo
mostrato come la connessione tra glomeruli omolgdn quanto sussista in assenza di
attivita afferente spontanea, non e circoscrittaiagingolo glomerulo, ma si estende a
due/tre glomeruli vicini. Il difetto anatomico erpnto circoscritto a un piccolo numero

di glomeruli contigui.
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| risultati da noi ottenuti confermano che le magezionali dovute a uno specifico
gruppo di glomeruli attivati contengono informaaziosufficienti a permettere la
discriminazione degli odori. L’'alterazione di queshappe, che puo risultare, come nel
caso da noi studiato, da un’alterazione della togftey del bulbo, inficia le capacita
discriminative degli animali.

Come abbiamo esposto nella introduzione, la colommh@rosa costituisce una unita
funzionale per la elaborazione della informazi@emsoriale. La perdita della fine
geometria della mappa topografica, osservata meiKo 2.1 sia a livello di mappa
sensoriale (Nelly Redolfi, laboratorio Lodovichijpsdai miei dati sulla connessione
intrabulbare, risulta avere ripercussioni sulle am@d discriminative olfattiva

dell’animale.

4.3 Ruolo dell'attivita afferente spontanea nel matenimento

della topografia del bulbo olfattivo

L’esperienza sensoriale regola la formazionei cdeuiti nervosi soprattutto in un
periodo dello sviluppo, detto periodo critico, @ui il cervello & particolarmente
plastico (Hensch, 2004). Oltre questo “periodoicoit la capacita del circuito di
rispondere a modificazioni della esperienza seakodon corrispondenti modificazioni
nella connettivita si attenua significativamenté. sistema olfattivo rappresenta
un’eccezione a questa regola, in quanto modulaziefiattivita evocata effettuate
anche in eta adulta possono modificare le fini getoi dell’organizzazione topografica
del bulbo olfattivo, in particolare la connessiangabulbare (Cummings e Belluscio,
2010).

Se e come lattivita afferente spontanea sia indgrdi modificare la circuiteria
neuronale in eta adulta rimane ancora da esseite.c8fudi precedenti, svolti per lo piu
nel sistema visivo, hanno mostrato come l'attigpp@ntanea giochi un ruolo prominente
in fasi molto precoci dello sviluppo. Una volta cihesistema sensoriale € maturo, la
attivita sensoriale evocata regola il processaabikzzazione e ri-arrangiamento delle
connessioni sinaptiche. Il sistema olfattivo seanbifferire da questo paradigma per
molteplici aspetti. Studi precedenti hanno mostratone il sistema olfattivo non

presenti un periodo critico (Cummings e Bellus@10).
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| dati da noi ottenuti dimostrano che manipolaziaiglla sola attivita afferente
spontanea in eta adulta possono alterare le cdonessurali gia mature e indurre una
regressione verso una morfologia propria di stadcqci dello sviluppo. Questi dati
indicano che la attivita afferente spontanea e sszg@ per mantenere la morfologia dei
circuiti neuronali in eta adulta.

Questi risultati interessanti per capire la fisgpo del sistema olfattivo in s€, aprono
molti quesiti su un possibile ruolo simile dellaiata spontanea in altri sistemi
sensoriali. Possono inoltre contribuite a compremdeneccanismi sottesi a patologie in

cui l'attivita afferente spontanea &€ compromessa.
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