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Komentarz

Uczenie st | zapamgtywanie g procesami zwizanymi zzyciem kadego zwierzcia,
rowniez cztowieka. Mimo powszechnoistych proceséw, ich mechanizm oraz biochemiczne
podstawy nie zostaly jeszcze poznane w wystagcyagposob. Mozg, jako gidbwny mdek w
ktérym te procesy zachoglzest od wielu lat obiektem intensywnych bad@/ ciagu tych lat
opracowanych zostato wiele modeli badawczych, aviidczenia prowadzono na rdich
gatunkach zwierat, pocawszy od robakéw i owadow, poprzezegeaaki, skorupiaki, ryby,
ptaki, na ssakach keo#ac. Badania wykazatyze dosviadczenia nabywane w czasie nauki
wywotuja krétkotrwate zmiany w przekaictwie synaptycznym w specyficznych rejonach
moézgu zwierat. Te impulsy zapoctkowuja kaskade wewmtrzkomorkowych przemian,
ktére prowadz do trwalych zmian w patzeniach synaptycznych, co awane jest z
konsolidacy pamkci. Procesy te, upogdkowane pod wzgblem sekwencji czasowej,
zapocatkowane § bezposednio po przeprowadzeniu treningu, a kolejne etsfagzap Sic
minuty, godziny a b§ moze i dni po zainicjowaniu.

W zwiazku z czasowym rozggnigciem procesoéw zwrzanych z formowaniem
pamicci, od lat funkcjonuj pojecia paméci krotkotrwatej (ang. short term memory) oraz
pamieci dtugotrwatej (ang. long term memory). Uirgask, ze pameé krotkotrwata tworzona
jest w cagu krotkiego czasu od treningu i bazuje na gcieyvych modyfikacjach wczaiej
istniepcych biatek, gtéwnie na fosforylacji i defosforylacgnzyméw, receptorow lub
kanatow jonowych, magych momentalnie zmienia wydajng¢ przekanictwa
synaptycznego (Mons et al. 1999; Micheau i Riedel 1999; Riedel 1999)c¢dtemmoze
funkcjonow& od minut do godzin. Pard dtugotrwata natomiast wydajegdby¢ zalezna od
syntezy nowych biatek (Davis i Squire, 1984) i amnana jest ze zmianami strukturalnymi
istniepcych juz polaczen synaptycznych oraz z generacjowych (Bailey i Kandel, 1993;
Moser i wsp. 1994). Funkcjonuje ona godziny, dni, tygodnie i lata po seansie uczenia (Stork i
Welzl).

Jednym z pierwszych etapow komérkowych reakcjiazamych z procesami nauki i
zapamg¢tywania jest aktywacja komorek nerwowych i uwalnganeurotransmiterow. Mamy
tutaj do czynienia z aktywagjie jednego, ale wielu systeméw przakiatwa nerwowego,
takich jak cholinergiczny, glutamatergiczny, noradrenergiczny, serotonergiczny i inne
(Woolf, 1998). Jednatle wickszo$¢ badaczy jest zgodnaze gtownym elementem
zapocatkowujacym  procesy tworzenia @i pameci  jest aktywacja  systemu

glutamatergicznego. Aminokwasowe neurotransmitery pobacizajwalniane z zakoncie



presynaptycznych aktywaljpostsynaptyczne receptory i otwieraprzzone z nimi kanaty
jonowe (kanaty sprzone z receptorami NMDA i AMPA) powodig naptyw do neuronéw
jonéw, w tym C&". Aktywowane g takze napiciowo-zalene kanaly jonowe. Wzrost
wewndrzkomérkowego stenia wapnia ([CZ]) uruchamia kaskade pre- oraz
postsynaptycznych reakcji, ktére w koncowym efekcie prowattz zmian w paiczeniach
nerwowych. Do takich reakcji nalg miedzy innymi aktywacja przekaikow drugiego
stopnia, czynnikow transkrypcyjnych oraz gendéw wczesnej odpowiedzi, a takhiejszy
wzrost syntezy biatek strukturalnych takich jak NCAM oraz L1, ktére wbudowywane s
blony synaptyczne i modyfikajich struktug. W tym samym czasie zachadzowniez
procesy interakcyjne powrizy pre- i postsynaptycznymi btonami, w ktorych neathicz
przekaniki drugiego stopnia uwalniane do przestrzeni syyamych, takie jak tlenek azotu
(NO) oraz kwas arachidonowy (AA).

Jak omowiono powiej, aktywacja receptoréw glutamatergicznych, zaréwno
jonotropowych jak i metabotropowych, jest amgm etapem w inicjowaniu procesow
formowania pamci i plastycznoéi komorek nerwowych (Kaczmarek i wsp., 1997). Celem
bada objctych przedstawiongozprawa byto poszerzenie wiedzy o wewrzkomorkowych
sygnatach inicjowanych przez pobudzenie tych receptorow w modzgu zeigerz
doswiadczalnego poddanego treningowi oraz zbadanie udaialu w formowaniu i
konsolidacji pamici. Szczegdlnauwag: zwrdcono na czas, w jakim te receptoryerlap Sie
w kaskad wewndrzkomoérkowych przemian, a co za tym idzie dkeaie, w ktorej fazie
procesu formowania pakti biora one udziat. Ponadto celem badayto okrelenie udziatu
wewndrzkomoérkowych magazynéw &aw tym procesie. Pogljo réwniez probewyjasnienia
niektorych proceséw zachogtzych po reaktywowaniu elementow pawij uznanej za w

petni skonsolidowana
Model badawczy

Model pasywnego unikania negatywnych booiz smakowych u jednodniowych
kurczt (one-trial passive avoidance learning task) zagpadcowany przez Cherkin’a (1969)
i opiera s¢ na sktonnoéi mtodych kurczt do dziobania matych obiektéw, takich jak np.
ziarna. Kurczta dziobia metalowe ziarenko zwibne substangjo bardzo gorzkim smaku
(metyl-antranilat — MeA) i unikaj ponownego dziobania tego obiektu. P& gorzkim
smaku utrzymuje si ponad 48 godzin. Zaketej metody jest krotki kcisle okrelony czas

treningu (kurczta dziobiy podsungte ziarenko w aigu 10 sekund), a kdy kurczak jest



trenowany i testowany tylko raz. Jednodniowe keti@zmaj stosunkowo dug, dobrze
rozwinicte mozgi oraz mekka, nie skostniat jeszcze czaszkeco sprawiaze domdzgowe
iniekcje g fatwe i nie wymagajdodatkowego znieczulenia, a brak bariery krew-méxgch

miodych zwierzat sprawia,ze srodki podane systemowo szybko docierdp mézgu (Rose,
2000).

W tym modelu dod&iadczalnym mona obserwowa zaréwno efekty behawioralne
podanychsrodkéw farmakologicznych, wskazge na ich wpltyw na parat zwierzcia, jak i
przeprowadzé& bardziej wnikliwe badania biochemiczne, immunockmuiczne,
radiograficzne czy anakz mikroskopow wybranych okolic mdézgu. Na podstawie
wczeniejszych bada stwierdzono,ze dwa rejony mézgu kurezia zaangzowane §
szczegoblnie w procesach zapatgiwania, g to intermediate medial hyperstriatum ventrale
(nazwa stosowana w literaturze) (IMHV), kojarzony zsc& ,podkorows” mézgu kurczcia,
oraz lobus parolfactorius (LPO), homolagija podstawnego (Kossut i Rose, 1984; Csillag,
1999). Stwierdzono rownig ze wigkszos¢ procesOw zwizanych z uczeniem i wczesnym
zapamétywaniem u kurcgcia wiaze sk z IMHV zlokalizowanym w lewej pétkuli, a dopiero
po pewnym czasie wtzana jest potkula prawa (Rose, 1991; Rogers i D&8§9). LPO
uwazany jest za ao©dek odpowiedzialny za paadi dlugotrwah oraz prawdopodobnie bierze

udziat w procesach rekonsolidacji pawii

Udziat sygnatu wapniowego w formowaniu patni

Aktywacja napgciowo-zalenych kanatow wapniowych (ang. voltage operated
calcium channels — VOCCSs) oraz kanatéw wapniowychegpreych z receptorami NMDA i
czesciowo AMPA prowadzi do ich otwarcia i naptywu €ado neuronéw (Rizzuto, 2002;
Schneggenburg i wsp., 1993). Naptyw *Calo komérek nerwowych uruchamiaagi
wewndrzkomorkowych reakcji prowadeych do aktywacji enzymow, takich jak kinaza
biatkowa C, fosfolipaza A2, fosfolipaza C oraz zme od C& i kalmoduliny kinaza
biatkowa Il (Zhao i wsp., 1996; Reymann, 1991; Alkon i wsp., 1998). Wzrost][Ca
prowadac do fosforylacji czynnika transktypcyjnego CREBmiany ekspresji gendw mez
wptywa¢ na produkaj nowych biatek, a tym samym na procesyaasne z plastycznog i
zapamg¢tywaniem.

Wiadomo,ze w-konotoksyna GVIA, inhibitor VOCCs typu N, powodugannez¢ w
modelu pasywnego unikania negatywnych hmn smakowych u kuret (Clements i wsp.,
1995). Zaobserwowane dziataniekonotoksyny hamuge uwalnianie neuroprzekakow

sugeruje, ze VOCCs typu N i sygnat wapniowy generowany przez pobudzenie, as



bezpotednio zaangmwane w kontrolowane przez naplyw “a uwalnianie
neuroprzekanikow (Zengel i wsp., 1993).

Wczesne (w przeggu minut po treningu) zahamowanie aktywacji recéptoNMDA
przez antagonistow takich jak MK-801 czy AP5, powoduje zaburzenia zggamnia w
modelu pamgci przestrzennej, dyskryminacji zapachowej oraz amilk negatywnych
bodzxcéw smakowych (Burchuladze i wsp., 1992; Davis i w4®92; Heale i wsp., 1990;
Stabuli i wsp., 1989). Wykazano takze zwhzki bedace antagonistami receptorow AMPA,
takie jak CNQX czy DNQX, podane w ndych czasach po treningu, powagzjaburzenia
pamicci w roznych modelach dediadczalnych (Flood i wsp., 1990; Jerusalinsky i wsp
1992; Steel i wsp., 1995).

Dodatkows reakcp, uruchamiangprzez naptyw Cd do wndrza neuronéw i
potegujaca sygnat wapniowy, jest uwalnianie €& magazynéw wewtiezkomoérkowych w
retikulum endoplazmatycznym (ER). Wapn uwalniany jest z tych magazyndéw na skutek
aktywacji znajdujcych st na bionie endoplazmatycznej receptorow awach na
tréjfosforan inozytolu (IBR) oraz wraliwych na C&" tzw. receptoréw rianodynowych
(RyR). Proces ten znany jest jako ,zale od wapnia uwalnianie wapnia
wewndrzkomorkowego” (ang. calcium induced calcium reteas CICR) (Verkhratsky,
2002). Wniknicie C&" do neuronu z przestrzeni zewzkomoérkowej uruchamia sygnat o
niewielkiej amplitudzie i o lokalnym charakterze w poréwnaniu do rozlegtego ieptuz

utrzymujcego st sygnatu spagowanego przez CICR (Alkon, 1998).

Omawiana pracaSalinska E. Chaudhury D, Bourne RC, Rose SPR (1999) Passive
avoidance training results in increased responsiveness of voltage- and ligand-gated
calcium channelsin chick brain synaptoneurosomes. Neur oscience 93(4): 1507-1514

W przecagu minut po treningu obserwuje; podwyzszone uwalnianie glutaminianu
oraz wihzanie agonistow receptorow NMDA w @bie IMHV. Natomiast w czasie 5-6
godzin po treningu obserwowano podsgone wazanie agonistow receptorow AMPA w
tym samym rejonie mézgu kurgda. Procesy te wskazujna aktywacgj receptorow i
mozliwos¢ naptywu w tym czasie jonow wapnia do wmiz& neurondw. W celu potwierdzenia
tego przypuszczenia przeprowadzono pomiary zmian wezkemorkowego stenia CA* w
synaptoneurosomach izolowanych z rejonu IMHV. Tkardajowano w réaych odsg¢pach
czasu po treningu. Otrzymane synaptoneurosomy stymulowano w obiecad’
odpowiednio wysokim steniem KCI lub NMDA i AMPA, a zmiany [Cd]; mierzone byly
przy wyciu markera wewrtizkomorkowego stzenia wapnia — Fura 2-AM.



W synaptoneurosomach izolowanych natychmiast oraz 5 min po treningu
obserwowano zwkszony naptyw C& po stymulacji VOCCs wysokimi steniami potasu.
Efektu tego nie obserwowano w poejszym czasie. Stymulacja receptorébw NMDA
powodowata podwiszony naptyw C& do synaptoneurosoméw w czasie 10-30 min po
treningu, a symulacja receptorow AMPA w czasie paizy 3 godz. a 6 godz.

Wyniki wskazup, ze bezpogednio po treningu nagiuje whczenie VOCCs,
prawdopodobnie zaréwno pre- jak i post-synaptycznych, w procesy zainicjowania kaskady
reakcji zwhzanych z formowaniem pagui. W krotkim czasie, w odpowiedzi na uwalniany
glutaminian, do kaskady wézone zostaj receptory NMDA i wewatrzkomorkowy sygnat
wapniowy zainicjowany otwarciem kanatéw z nimi sgianych. Mechanizmy zwrane z
aktywacija receptorow AMPA i naptywem wapnia przez kanaty mirewiazane, wczap Sie
na pomiejszych etapach formowania pawgii Podwyszona odpowiedbadanych kanatow
wapniowych na stymulagjagonistami oraz generowany sygnat wapniowy pozestaj
zgodzie z proponowangekwency wydarzén wewndgrzkomérkowych zachodezych w
tworzeniu pamgci w modelu pasywnego unikania negatywnych lodgé smakowych u

kurczt.

Omawiana praca:Salinska E, Bourne RC, Rose SPR (2001) Long-term memory
formation in the chick requires mobilization of ryanodine-sensitive intracellular calcium
stores. Neurobiol. Learn Mem. 75: 293-302

Opisany we wczaniejszej pracy, zaimy od przeprowadzonego treningu, a wywotany
stymulach receptorow NMDA oraz AMPA, wzrost [€§; w synaptoneurosomach
izolowanych z mézgu kurgz, moze mie dwazrodta: moie by wynikiem naptywu C& z
przestrzeni zewriezkomorkowej poprzez VOCCs lub sp#pne z receptorami glutaminianu
kanaty wapniowe, lub teefektem pajczenia tego naptywu z mobilizacdbd* z magazynéw
wewndrzkomorkowych. Mechanizm okilany CICR, angaujacy aktywacg receptorow
rianodynowych oraz jego potencjalny udziat w procesachzamych z naukaformowaniem
pamicci, wzbudzit nasze zainteresowanie. Obecnty&h receptorow w mozgu kurgza
potwierdzona zostata przez wielu badaczy (Ilvanienko i wsp., 1993; Ouyang i wsp., 1997),
wiadomo réwnie, ze zablokowanie uwalniania €& magazynéw wediwych na rianodyn
powoduje zaburzenia w tworzeniu pa&aii (Ohnuki i wsp., 1996). Postanowiono sprawgzi
czy uwalnianie wewstrzkomoérkowego C& jest niezbgne zaréwno w procesach

inicjujacych formowanie pamci, jaki i na pohiejszych etapach biochemicznej kaskady.



W badaniach zastosowano dantrolen,azek kzdacy inhibitorem uwalniania Gaz
wewngrzkomorkowych magazynow znajdaych sté w obrbie ER i wraliwych na
rianodyre. Efekt dantrolenu badano zaréwno w bezpdgim dziataniu na zmiany [€% w
zakonczeniach nerwowych, jak i jego dziatanie na zagigmanie treningu przez kureta
(efekt behawioralny). Iniekcja domdzgowa dantrolenu, dokonana w czasiedzgn30
minuta przed i 30 minut po treningu, powodowata amnezjobjawiapca sie u kurcat
testowanych 3 godziny i wie] po treningu. Iniekcja dantrolenu w innym czasie
powodowata amnezji. Preinkubacja w obeanosdantrolenu synaptoneurosomow
izolowanych 10 min po treningu znosita obserwowany Wwiueg wywotany stymulagj
receptoréow NMDA, wzrost [Cd];. Natomiast obserwowany wzrost fCg po stymulacii
AMPA w synaptoneurosomach izolowanych 6 godzin po treningu nie zmienipasi
zadziataniu dantrolenu. Sugeruje tze silny sygnat wapniowy wzmocniony przez *Ca
uwolniony z wewntrzkomorkowych magazyndéw nieziiry jest we wsfpnej fazie tworzenia
pamieci. Wyniki wskazug réwniez na zaangawanie na tym wczesnym etapie magazynow

Ca’* wrazliwych na rianodyng na ich wana role w badanym procesie.

Udziat metabotropowych receptorow glutaminianu we wczesnych etapach tworzerda pami

Metabotropowe receptory glutaminianu (mGIuRs) tworzbor receptorow
podzielonych na trzy grupy w skfad ktorych wchodzi osiem heterometrowcZeoie § one z
réznymi systemami wewrtzkomorkowych przekaikbw modulugcych przekanictwo
synaptyczne (De Blasi i wsp., 2001). mGIuRs grupy | (mGIuR1 i mGluRS5x&me g z
fosfolipazz C i odpowiedzialne s za wzrost szenia trojfosforan inozytolu (Hp i
diacyloglicerolu, ktére biar udziat w uwalnianiu C&d z wewn4drzkomérkowych magazynéw
oraz aktywacji kinazy biatkowej C (Nakanishi, 1994). Receptory grupy Il (mGIuR2 i
MGIUR3) oraz grupy IllI (mGIuR4, mGIuR6, mGIuR7, mGIuR8) negatywnie maguluj
dziatanie cyklazy adenylowej.

Uwaza sk, ze mGIuRs odgrywaj wazna rolg zarbwno w procesach zyganych z
dtugotrwatym wzmocnieniem synaptycznym (ang. long term potentiation - LTP), gtdbwnym
modelem plastycznog synaptycznej, jak i w procesach zwanych z naukai
zapam¢tywaniem. Panuje jednak opiniae nie biog one udziatu, lubze udziat ten jest
znikomy, w tworzeniu pamci krétkotrwatej, jednak petai kluczowa role w procesach

tworzenia pangci dtugotrwatej i jej konsolidacji (Riedel i wsp.0@3).



Wigkszos¢ danych wskazujeze aktywacja mGIuRs grupy 1l i Il po treningu
podwyzsza konsolidagj pamkci, natomiast zablokowanie lub nadmierna aktywadaluRs
grupy | zaburza konsolidagji tworzenie pamici. W badaniach, w ktérych stosowano
zwiazki bedace specyficznymi antagonistami mGIluRs grupy | i Nkazano,ze nie tylko
biora one udziat w zapangiywaniu punktow orientacyjnycbraz tworzeniu pamci roboczej
(tzw. ,working memory”), ale take odgrywag rézne role w LTP i diugotrwatym ostabieniu
synaptycznym (ang. long term depression - LTD) (Balschun i wsp., 1998; Manahan-Vaugham
1997; Ohno i wsp., 1998). Antagéci mGluRs wywotuy rowniez amnez¢ w modelu
unikania negatywnych bodéw smakowych u kurag, jesli podano je w krotkim czasie przed
lub po treningu (Rickard i wsp., 1995; Holscher, 1994).

Wyniki doswiadczé przeprowadzanych z agonistami mGIluRs grupy | odtdrczyty
niejednoznacznych informacji. Zastosowanie agonisty o nazwie ACPD spowodowato
wzmocnienie pamgci wechowej (Kaba i wsp., 1994) i w modelu pasywnego ani&
(Bianchin i wsp., 1994), wywotato jednak ostabienie procesu uczenia w labiryncie wodnym
Morrisa (ang. Morris water maze) z widoczplatformy i bez platformy (Pettit i wsp., 1994;
Packard i wsp., 2001). Wyniki tych batdavskazuy na ztoiona role mGIluRs w procesach
zZwiazanych z uczeniem i zapagtywaniem i zalenos¢ efektu ich modulacji od rodzaju

badanej pameici, rodzaju uytych agonistéw lub antagonistéw, dawki oraz czasizatania.

Omawiana praca: Salinska E., Stafig O. (2003) Metabotropic glutamate receptors
(mGIuRs) areinvolved in early phase of memory formation: possible role of modulation
of glutamate release. Neur ochem. Int. 43: 469-474

Aktywacja mGIluRs wptywa na uwalnianie neuroprzaiiOw oraz na uruchamianie
wewndrzkomorkowych przekanikow drugiego stopnia. Modulacja dziatania mGluRsyp
uzyciu agonistéw lub antagonistow wptywa na procedgzee od ich aktywacji, w tym na
procesy zwiazane z nauka zapamgtywaniem. Niejednoznaczne wyniki deadczé z
ACPD, agonist mGluRs o powinowactwie do | i Il grupy w badaniachmodelu pasywnego
unikania negatywnych bodaw u kurcat wskazaty na potrzeluzycia bardziej selektywnych
agonistow. W pracy tej postono st zwiazkiem ABHxD-I, zsyntetyzowanym przez
Kozikowskiego i wsp. (1998) bacym ok. 30 razy silniejszym agoristeceptoréw mGIluRs
grupy | i Il niz ACPD, jednak ze znacznie gkiszym powinowactwem do receptorow grupy
Il. Celem bad& byto poréwnanie dziatania obu agonistow na zapgmianie u kurcat oraz
ich wpltywu na uwalnianie glutaminianu w moézgu kutckontrolnych i poddanych

treningowi. Badano dziatanie obu agonistow na poziomie behawioralnym, jak i na uwalnianie



glutaminianu ze skrawkéw moézgu kugtztrenowanych i kontrolnych po stymulacji
wysokimi stzeniami jonOw potasu. Poziom glutaminianu mierzonaypuzyciu HPLC.
Wykazanoze oba zwizki wywotuja amnez¢ u kurcat, jesli podane zostaty na 30 min przed
treningiem, jednale procent kurcg z amnez, w wypadku zastosowania ABHXD-I, jest
dwukrotnie wtkszy. Podanie agonistbw w czasie 30 min icog po treningu nie
powodowato amnezji. Uwalnianie glutaminianu u zwigrkontrolnych, ktérym podano
ACPD lub ABHxD-I byto podwyszone w stosunku do kontroli, co neoivskazywé na
wigkszy udziat mGIuRs grupy | w obserwowanym efekcieenlng rownie¢ powodowat
zwickszone uwalnianie glutaminianu, jednakani ACPD ani ABHXD-I nie zmieniaty
uwalniania glutaminianu u zwieaz poddanych treningowi. Opierdj sk na tych wynikach
mozna stwierdzi, ze mGIluRs grup | i Il bigr udziat we wczesnych etapach tworzenia
pamici. Podanie agonistow tych receptorow przed treeimgi powoduje aktywagj
receptorow do poziomu, w ktdrym pobudzenie wywotane treningiem traci na znaczeniu i

ginie w og6lnym ,szumie” informacyjnym (Riedel i wsp., 1996).

Konsolidacja a rekonsolidacja pagai

Nowe umiegtnosci nabyte drog nauki (treningu) $ przeksztalcane w pagdi
diugotrwah w wyniku kolejno nasfpujacych po sobie reakcji wewtrz neuronow i w
koncowym efekcie modulacji patzen synaptycznych. Proces ten nazywany zostat
konsolidacy pamkci.

Aktywacja jonotropowych receptorow glutamatergicznych, podobnie jak VOCCs,
prowadzi do wzrostu [C4];, aktywacji szeregu enzymoéw, takich jak kinaza biatkowa Il
zalena od C&' i kalmoduliny (CaMK 1), fosfolipaza A2, kinaza biatkowa C i kinaza
biatkowa A. Dalszym efektem naptywu €alo neuronéw jest uruchomienie syntezy biatek.
Sygnat wapniowy oraz podugzony poziom cAMP aktywaj fosforylacg jadrowego
czynnika transkrypcyjnego CREB, co uruchamia ekspresjzesnych genow i produkcj
biatek typu Fos, Jun i Knox (zwanegaztEgr) (Platenik et al., 2000). Biatka te dimeryzuj
tworzac biatko aktywugce (AP1), niezbdne do dalszej syntezy biatek docelowych, takich jak
biatka strukturalne oraz inne biatka hioe udziat w modyfikacji zakoncaenerwowych.
Zgromadzono wiele danych detadczalnych, pokazagych zwekszonag aktywnosc c-Fos
podczas zapargiywania, orazze zaktoceniom dziatania tego biatka zawsze towagtysz
zaburzenia zapagtywania.

Synteza biatek jest uwana za wany etap w konsolidacji pargi i jak wykazano, u
kurczt zachodzi w dwdch przedziatach czasowych. Pierwsajch zapocztkowany jest



bezpof$ednio po treningu i trwa do 2 godzin. Druga falatsyy biatek obserwowana jest w 4
do 6 godzin po treningu. Inhibitory biatek wywaluywata amnezj, jesli podane § tuz przed
lub po treningu, a takzw 4-6 godzin patiej (Freeman i wsp., 1995; Anokhin i wsp., 2002).

W procesach zapagtywania wang role odgrywa rownie modyfikacja juz
istniepcych biatek w btonach synaptycznych. Zahamowanikogilacji biatek, zwlaszcza
tzw. casteczek adhezyjnych (ang. cell-adhesion moleculegjoduje amnezj (Matthies,
1989; Freeman i wsp., 1995; Crowe i wsp., 1994). Efekt taki w modelu pasywnego unikania
negatywnych bodzdw smakowych u kuret obserwuje i, gdy inhibitor glikozylacji podany
zostanie w czasieagsiadupcym z treningiem lub 6-8 godzin pdigj (Tiunova i wsp., 1998).

Te dwa czasy dziatania inhibitorow glikozylacji skorelowaae syntez bialek zachodza

po treningu. Wczéniejszy czas dziatania inhibitoréw glikozylacji wepivszej fazie sugeruje,
ze modyfikacji ulegaj juz istniepce biatka strukturalne, natomiast w drugiej fazie ma
prawdopodobnie miejsce glikozylacja nowo zsyntetyzowanych biatek (Rose, 2000)

Komérkowa teoria konsolidacji zostata zakwestionowana przez wczesne badania, w
ktorych wykazanoze moxna wywot&d amnez¢, jesli w petni skonsolidowana i trwata paggi
zostata reaktywowana i zadziataty czynniki amnezyjne (Misanin i wsp., 1968)zdaaa
kompletnie skonsolidowanpamki¢, poddana reaktywacji ponownie staje sirazliwa na
czynniki amnezyjne, lecz tylko, §& zadziatap one w okrélonym czasie (Przybystawski i
wsp., 1999; Anokhin i wsp., 2002). Fenomen ten zostat opisany w badaniach
przeprowadzanych namdych gatunkach zwiest, z wyciem ronych procedur treningu oraz
réznych czynnikbw amnezyjnych (Sara, 2000). Dane tea#sk, ze stare wspomnienia,
przypomniane na nowo, przechadaonowny proces konsolidacji, nazywany rekonsoliglacj
pamieci. Nie jest jednak pewne, czy oba te procesy pexgh w taki sam sposdb. Wiele
danych wskazujeze przynajmniej cg¢ procesow wewrtszkomaorkowych, ktore biarudziat
w konsolidacji pamici, zachodzi za kalym razem, gdy parat jest reaktywowana. Jednakz

procesy konsolidacji i rekonsolidacji pagoi wykazup réwniez znacace romice.

Omawiana pracaSalinska E, Bourne RC, Rose SP. (2004) Reminder effects: the
molecular cascade following a reminder in young chicks does not recapitulate that
following training on a passive avoidancetask. Eur J Neurosci. 19(11): 3042-7.

Postanowiono zbadaczy reaktywacja parti powoduje uruchomienie tych samych
procesow, co trening pierwotny. W pracy tej szczegalmag zwrécono na syntezoraz
glikozylacje biatek, czy zachodzi ona w taki sam sposob jak wskbdacji pamici i czy

zaangaowane § te same rejony mozgu kukgza. Przypomnienie treningu przeprowadzono
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w czasie uwzanym za wystarczagy do petnego skonsolidowania pasiitzn. 24 godziny po
treningu pierwotnym oraz 2 godziny po treningu w czasie, w ktérymggasthigoterminowa

nie zostata jeszcze skonsolidowana. Badano efekt podania inhibitorow syntezy biatek oraz
glikozylacji, wbudowywanie do biatek znakowanej 2-dezoksy-glukozy oraz ekspriega
c-Fos. Wykazano,ze dziatanie amnezyjne zarowno inhibitora syntezytekia jak i
glikozylacji, byto przejciowe i zalene od czasu, w ktérym przeprowadzono przypomnienie
treningu, a take od czasu, w ktérym inhibitory byly podane. Stwindo znaczne réice w
stosunku do treningu pogtkowego. Badane wbudowywanie znakowanej 2-dezokskegly
wzrosto podobnie jak po treningu pat@wym, lecz obserwowane byto nie tylko w IMHV,
de tez i LPO, w ktérym bylo znacznie wgze. Wzrost ekspresji biatka c-Fos po
przypomnieniu treningu obserwowany byt tylko w LPO, rejonie mézgu kaiazaviazanym z
pozna faza przetwarzania pargii oraz z przypominaniem. Wyniki wskazuge w badanym
modelu przypomnienie treningu aktywuje biochemiczrkaskad, analogiczna do
obserwowanej w konsolidacji paeai, ale rémiaca sie pod wzgédem czasowym i lokalizaciji

w strukturach moézgowych. Dlatego mmaz stwierdzt, ze zaréwno pod wzgtlem
molekularnym jak i komorkowym rekonsolidacja nie odzwierciedla catkowicie konsolidacji
pamkci. Jednaz takich romice jest efekt dziatania czynnikbw amnezyjnych. Garo
inhibitory syntezy biatka jak i glikozylacji podane po patgowym treningu, w okresie
konsolidacji pamici, powoduj catkowity utrat pameci o nabytych umieggnosciach,
natomiast w przypadku rekonsolidacji, amnezja jest pcikmyja. Sugeruje 8] ze W
przypadku dziatania czynnikbw amnezyjnych w procesach rekonsolidacji amnezja
spowodowana jest zahamowaniem zdotnoglo przywotania informacji, a nie jej

wymazaniem.

Podsumowanie

Procesy zwjzane z uczeniem i zapagtywaniem g obiektem badaod ponad wieku.
Na podstawie wynikéw badawielu naukowcoéw stwierdzonaze zapamgtanie nowych
informaciji lub umiegtnosci zwiazane jest z szeregiem procesow, jakie musgé w mozgu,
zanim pamg¢ zostanie w petni uformowana, czyli inaczej mgavskonsolidowana. Odkryto
réwniez, ze procesy te nie zachagdw jednym rejonie mézgu, ale réine jego strukturys
angaowane w zalenosci od czasu, jaki uphal od treningu. Poniewado bada nad
procesami zapargiywania stosowane asrézne modele dagiadczalne, wykorzystage

zwierzeta znajdujce st na romnym poziomie ewolucji i raaej budowie okodkowego uktadu
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nerwowego, rejony mézgu zaamgaane w te procesy roia sie w zaleznosci od gatunku.
Jednake na poziomie komorkowym raice te niwely sie. Kaskada wewrtizzkomorkowych
procesOw zachodzych po treningu w modelu pasywnego unikania negaygiv bodzow
smakowych u kurcgt, odpowiada podobnym procesom obserwowanym w inmyatielach i
u innych zwierat (Izquierdo i wsp., 1997; Riedel i wsp., 2003).

Opierapc sk na wynikach dotychczasowych baddRose i wsp. (1999) stworzyli
model kaskady reakcji zachagzch w neuronach mézgu kurcia poddanego treningowi.
W s$wietle przedstawionych tutaj wynikow do schematwtewpna doda kilka dodatkowych

elementéw (Rys 1).

Czas
pre post
Aktywacja Glu Aktywacja Aktywacja
VOCCs - receptorow NMDA voccCs
>. oraz oraz
"5 mGluRs grupy II Naplyw Ca2+ mGluRs grupy I
£ Naptyw Ca2+
£
Fosforylacja NO
enzyméw _ Uruchomienie
Modyfikacja przekaznikow
biatek AA drugiego rzedu
CICR l CICR
Ekspresja Ekspresja
h 0 wczesnych genow
wczesnych genéw ych g Aktywacja
> receptoréow
c AMPA
‘N i oraz
'g Synteza biatek Synteza biatek naplyw Ca2+
=)
Modyfikacja Modyfikacja
svhansv dendrvitéw
D>
Modyfikacja potaczen
synaptycznych

Rys 1. Uproszczony schemat reakcji zachogeh podczas formowania pagoi w obszarach
pre- i post-synaptycznych. Z boku zaznaczone elementy badane w omawianych pracach.

Wczesna aktywacja VOCCs oraz receptorow NMDA jest elementempzamym z
zapocatkowaniem wewntizzkomérkowych reakcji prowadeych do konsolidacji paredi.
Wykazany w jednej z omawianych prac (Salinska i wsp., 1999) wzrost alkigWwwi®CCs, a
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takze kanatow wapniowych zwzanych z receptorami NMDA mezby efektem przedhunej
fosforylacji biatek wchodcych w skiad tych kanatow. Wiadomee fosforylacja tyrozyny w
biatkach kanatow, za kt@rodpowiedzialna jest niezadana z receptorami kinaza tyrozynowa z
grupy Src, powoduje wzrost aktywrmstych kanatéw i zwikszony naptyw C& do neuronéw
(Purcell i wsp., 2003). Obserwowano zigzonaaktywnosckinazy tyrozynowj Src po treningu u
szczurow (Zhao i wsp., 2000), a takawykazano,ze jej udziat jest niezluny w procesach
zapamg¢tywania (Bevilaqua i wsp., 2003).

Jak wynika z przedstawionych bagana wczesnym etapie formowania paoni
neurony otrzymuj silny sygnat wapniowy, wzmocniony dodatkowo przemlnienie C4" z
magazynow wewatrzkomorkowych poprzez aktywacj receptorow rianodynowych.
Aczkolwiek uwaa sk, ze mGIuRs, gtéwnie grupy | i Il odgrywajwazna role w procesach
odpowiedzialnych za formowanie pagui dlugoterminowej (Riedel i wsp., 2003), to jednak
ich udziat we wczesnych etapach zapgyavania jest rownig nie bez znaczenia. Pobudzenie
mGIuRs grupy | prowadzi do aktywacji fosfolipazy C, i w efekcie jej dziatania do wzrostu
stezenia IR oraz diacyloglicerolu. Oba te zwki biora udzial w uwalnianiu Cd z
magazynow wewiatrzkomorkowych i aktywacji kinazy biatkowej C, a a@i w reakcjach
prowadzcych do formowania pargi pomej. Wykazano jednak,ze manipulacja
aktywnoscia mGIluRs grupy | mog prowadz tez do modulowania pangti krétkotrwatej
(Christoffersen i wsp., 1999). Ponadto w wielu badaniach wykazanaktywacja mGIluRs
grupy | powoduje wzrost uwalniania glutaminianu (Cartmell i wsp., 2000).

MGIuRs grupy Il rownig biora udziat w regulacji uwalniania glutaminianu z
zakonczé presynaptycznych. W warunkach podsyonego uwalniania glutaminianu,
bedacego jednym z elementéw przékictwa synaptycznego, aktywowang tez potozone
presynaptycznie mGIluRs grupy Il, a ich pobudzenie prowadzi do zahamowania uwalniania
glutaminianu i powrotu jego poziomu do ,normalnego” (Cartmell i wsp., 2000). Aktywacja
mGIuRs grupy Il powoduje rownie spadek aktywna$ fosfokinazy A (PKA) oraz
wewndrzkomorkowego stenia CcAMP, czynnika stymulggego, miedzy innymi,
transkrypcg. Wykazanoze zaburzenia we wczesnych fazach formowania gantransmisja
sygnatu na drodze cAMP/PKA, zachada za pogednictwem mGIuRs grupy I, wpltywa
negatywnie na ten procege zarowno nadmierna aktywacja, jak i inhibicja tyebeptorow
moze spowodowaostabienie pamci (Sato i wsp., 2004).

Molekularne efekty aktywacji zaréwno mGIluRs grupy | jak i grupy lhiezbgne w
kaskadzie przemian towarzysej konsolidacji pameci. Wykazano,ze aktywacja mGIuRs

grupy Il i [l w okreslonym czasie po treningu meiwvzmacnia proces konsolidacji pargi,
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podobnie jak zahamowanie (alezte aktywacja) w tym samym czasie mGIuRs grupy |
(Riedel i wsp., 2003). Jednakzzahamowanie lub nadmierna aktywacja tych receptora
krotko przed lub tuzpo treningu prowadzi do amnezji. Nasze wyniki baeskazuy, ze
wczesne etapy formowania paitiiu kurcat, podobnie jak i u innych zwiesz s3 bardzo
wrazliwe na manipulowanie aktywnok receptorbw metabotropowych. Nadmierne
uwalnianie glutaminianu spowodowane aktywaanGluRs grupy | zaburza jeden z
pierwszych sygnatéw uruchamaajych kaskademolekularnych reakcji, poggjajac za soh
rozregulowanie wewirzkomorkowego przekaictwa zalenego zaréwno od receptorow
jonotropowych jak i mGIluRs grupy | i grupy II

Przez diuszy czas uwaano, ze receptory AMPA nie biar udziatlu w procesach
zwigzanych z zapargiywaniem u kurczaka (Burchuladze i wsp., 1992),cuikrdo i Medina
jeszcze w 1997 wskazupa brak udziatu receptorow AMPA jako gtoavroznice pomedzy
procesami formowania pagui u kurcat i szczurow. Jednakzponiejsze badania wykazaty,
ze receptory AMPA $zaangaowane w tworzeniu parti u kurcat w czasie padiejszym,
gdy pame¢ krotkotrwata przechodzi w diugotrwal zaczyna si jej konsolidacja (Rickard i
wsp., 1994; Steele i wsp., 1995). Aktywacja receptorow AMPA powoduje depolaryzacj
uruchomienie VOCCs, co z kolei prowadzi do naptywf'Gip neuronéw. Jednaiczsé
receptorow AMPA jest zwizana z kanatami przepuszczalnymi dla®'Ca umodiwia
bezpo$edni ich naptyw do komorki. Obserwowana podsgona aktywnoséreceptorow
AMPA spowodowana jest najpewniej zkszeniem liczby tych receptorow w bionach
synaptycznych. Wykazanaze pobudzenie typu LTP oraz trening powadegzocytoz i
wbudowywanie receptorow AMPA do bton (Caroll i wsp., 2001). W moézgu koiaz
stwierdzono zwikszone wazanie fHJAMPA w rejonie IMHV, ktére miato miejsce w 6.5
godziny po treningu (Steele i wsp., 1995).

Na podstawie przedstawionych wynikow reazy stwierdzi, ze sygnat wapniowy
generowany aktywagjreceptorow AMPA, mog odgrywa wazna role na pohiejszym etapie
formowania pamici. Sygnat ten nie jest silny, gdynie jest on wzmocniony przez €a
uwolnione z magazynow wewmzkomorkowych, ale prawdopodobnie jest wystargzaajdo
aktywacji enzyméw biagcych udziat w modyfikacji bialek syntetyzowanych we
wczeniejszym etapie.

W miar jasny, aczkolwiek na pewno niepelny obraz reakaghondzacych w czasie
konsolidacji pamici, najprawdopodobniej nie odnosie¢sido procesow rekonsolidacii.
Dyskusja nad tym, czy rekonsolidacja jest powtérzeniem procesow konsolidaccpanyi

tez nie, rozgorzata na nowo kilka lat temu po publikddéader i wsp. (2000), w ktorej
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twierdzono,ze za kadym razem, gdy parat jest reaktywowana stajegsona wraliwa na
czynniki amnezyjne i musi przechodzonownie proces konsolidacji by:simocné. Wiele
badar wskazuje jednakze procesy te rdva sie i nie mona mowe o powtornej konsolidacii,
lecz o odtbnym procesie rekonsolidacji (Taubenfeld, i wspQR0Alberini, 2005). Uwaa
Sig, ze oba te procesy wymagajdznych mechanizmoéw molekularnych lukztee zachodz
w romych rejonach moézgu. \WKszos¢ bada wskazuje na prawdziwosédrugiego
stwierdzenia, jak réwnie na to,ze przynajmniej czs¢ procesow molekularnych jest taka
sama. W naszych badaniach wykagaly, ze aktywacja czynnikow transkrypcyjnych,
procesy syntezy oraz glikozylacji biatek niedbe dla konsolidacji pargi, s1 rowniez
wymagane przy jej rekonsolidacji, jednakzachodz w innym czasie i prawdopodobnie
angazuja inne rejony mozgu. Wediwosé na czynniki amnezyjne rowrriallega modyfikacii.
Wykazalémy, ze u kurcat poddanych treningowi niezwykle vway jest czas, w jakim
czynnik amnezyjny zostaje podany po reaktywacji gamiPodobnie wany jest czas, jaki
uptynat od treningu pocztkowego do reaktywacji parti, im jest on dtugzy, tym bardziej
pamic jest stabilna.
W oparciu o przedstawione wyniki mue wysnuc¢bardziej ogélne wnioski dotyaze
zaréwno procesOw zwranych z konsolidagjpamkci, jak i jej rekonsolidagj
- siny sygnat wapniowy, zapogikowany mgdzy innymi aktywacj receptorow
aminokwasow pobudzagych jest niezbdny do zainicjowania kaskady zdafize
zwiazanych z formowaniem pagui. Na tym etapie niezloky jest udziat
wewndrzkomorkowych magazynow wapnia,
- sygnat wapniowy, lecz o mniejszym ra¢niu niezbeny jest réwnie na péhiejszym
etapie formowania paraci,
- mGIuRs grupy I i 1l biog udziat w pocztkowych etapach formowania pagui,
- procesy rekonsolidacji nieasprostym powtérzeniem tych, zachadych podczas

konsolidacji pamijci. Réxnia sie czasem oraz miejscem zachaozh reakcji.
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