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Zrozumienie istoty proceséw tworzenia i magazynowania pamieci stanowi od lat
jedno z gtéwnych wyzwan badan nad mdzgiem. Jest to zagadnienie fascynujace. Pamiec
przeciez definiuje nasza osobowos¢, a zatem w gruncie rzeczy decyduje 0 naszym
cztowieczenstwie. Jednoczesnie uwaza sie, ze poznanie tego zjawiska to wkroczenie na
droge wyjasnienia rowniez i innych wyzszych czynnosci intelektualnych, a wsréd nich
zrozumienia $wiadomos$ci. Pamieé bowiem, w przeciwienstwie do innych wymienionych
zjawisk, mozna stosunkowo tatwo badac¢ doswiadczalnie. Istniejg liczne testy pozwalajace
zmierzy¢ pamie¢ u zwierzat, a takze i u cztowieka. Ostatnie lata to wielki rozwéj badan
médzgu, w tym i badan nad procesami uczenia sie i pamieci (w jezyku angielskim traktuje sie
te zjawisko zwykle tacznie, stosujac zbitke stowng - learning and memory). Przyczyna tego
rozwoju Kryje sie niewatpliwie w ciggtym doskonaleniu metod badawczych.

Do potowy lat osiemdziesigtych, w badaniach nad mézgiem dominowaty podejscia
elektrofozjologiczne, neuroanatomiczne, behawioralne (badania nad zachowaniem)
i neurochemiczne. Wéwczas to w ten arsenat badawczy wiaczyta sie biologia molekularna,
rozumiana jako zestaw metod, pozwalajacych na manipulacje genami oraz jako dziedzina
skupiona na przekazywaniu informacji wewnatrz komorki - odbieranie jej ze srodowiska
zewnetrznego, przenoszenie do jadra komorkowego i uruchamianie reakcji komorki na
zewnetrzny sygnat.

Moja przygoda z neurobiologia zaczeta sie wtasnie w tym czasie, po stazu
podoktorskim, kiedy to zajmowatem sie rolg wybranych genéw w cyklu komérkowym.
W owym okresie okazato sie, ze aktywacji komorek do podziatdéw towarzyszy pobudzenie
ekspresji wybranych gendéw (czyli pojawianie sie w komérce wiekszej ilosci ich produktéw:
mRNA i biatka). Nastepnie pokazano, ze produkty tych genéw odgrywajg krytyczna role
w omawianym zjawisku. (p. np. Kaczmarek i wsp., 1985a,b; Kaczmarek 1986). Porownanie
wzoréw ekspresji gendw w cyklu komdérkowym oraz w procesach réznicowania komorek
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krytyczng role w dtugotrwatych zmianach funkcjonowania komoérek nerwowych mézgu w
zjawiskach uczenia sie i pamieci (Kaczmarek i Kaminska, 1989).

W tym miejscu warto zatem, w olbrzymim skrécie, przedstawi¢ wspotczesne
rozumienie organizacji sladéw pamieciowych. Mézg stanowi sie¢ komoérek nerwowych
(neurondw), kontaktujacych sie za pomocg swoistych ztgcz, czyli synaps. Impuls
elektryczny przebiegajacy przez neuron dociera do kohca dtugiej wypustki zwanej aksonem
i tam powoduje uwalnianie przekaznika nerwowego. Ten za$ dociera (poprzez przestrzen
miedzykomérkowa) do biatek ulokowanych na krotkich wypustkach (dendrytach) innych
neuronow. Biatka te - receptory przekaznika, przekazujg do wnetrza komorki nerwowe;
informacje umozliwiajacg jej pobudzenie. Kazdy neuron potaczony jest w ten sposob
z olbrzymia liczba (siegajaca 10 000!) innych komérek nerwowych. Sita tego potaczenia jest
swoista dla kazdej pary neuronéw i jest zapewne wyrazem zaréwno ilosci uwolnionego
przekaznika, jak tez reaktywnosci biatek receptorowych. Sita ta moze ulega¢ zmianom
w toku uczenia sie, stanowigc materialny podktad $ladu pamieciowego. W pewnym
uproszczeniu mozna powiedzie¢, ze $lad pamieciowy jest droga, po ktdérej informacja
przekazywana jest w sieci komérek nerwowych. W konsekwencji, pytanie o nature pamieci
sprowadza sie do zrozumienia mechanizmu molekularnego odpowiedzialnego za
modyfikacje sity potaczen synaptycznych. Oczywiscie mozna oczekiwaé, ze zmiana ta
zachodzi w obrebie synapsy. Nie mozna jednakze wykluczyé¢, ze podtozem tej zmiany sg
procesy zachodzace rowniez w jgdrze komorkowym.

Stwierdzenie, ze genom odgrywa istotng role w procesach uczenia sie jest
oczywiscie truizmem. Tak jak truizmem jest podobne stwierdzenie w odniesieniu do
funkcjonowania jakiejkolwiek komoérki jadrzastej. Mozna sie bowiem spodziewac, ze jesli
geny bytyby zbedne dla czynnosci pewnych komérek, to podobnie jak dojrzale krwinki
czerwone ssakdw, komorki takie bytyby pozbawione jadra i zawartych w nim genéw. Mozna
jednak sadzi¢, ze genom odgrywa w tworzeniu sladéw pamieciowych role jedynie bierna,
stuzgc jako nosnik informacji o strukturze réznych rodzajow RNA i biatek niezbednych dla
prawidtowego dziatania komorki nerwowej. Wiele badan wykazato zresztg taka witasnie
funkcje gendw. Na przyktad, odkryto mutanty muszki owocowej cechujgce sie zaburzeniami
uczenia sie. Podobne mutanty myszy otrzymano réwniez w laboratorium. Interesujace, ze
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biatka, ktérych rolg jest regulacja podstawowych procesow zyciowych kazdej w zasadzie
komérki (byty to gtébwnie biatka zaangazowane w wewnatrzkomérkowe przekaznictwo
informacji). Mozna sie spodziewaé, ze brak takich biatek dezorganizuje wiele réznych
procesdw komérkowych, w tym i tych stanowiacych podtoze biochemii pamieci.

Od poczatku lat 60-tych sadzono jednak, ze w toku uczenia sie dochodzi do
pobudzenia aktywnosci pewnych, zupetnie wéwczas nieznanych, genéw. Przemawiaty za
tym wyniki doswiadczen z inhibitorami syntezy biatka i RNA. Okazato sie, ze podanie
zwierzeciu tych substancji uniemozliwiato tworzenie dtugotrwatych (czyli trwajacych co
najmniej przez kilka dni) sladéw pamieciowych. Co wiecej, tylko inhibitory podane w okresie
treningu behawioralnego (czyli sesji uczenia sie) miaty taki wptyw. Wskazywato to na to, ze
w czasie uczenia sie dochodzi do pobudzonej aktywnosci (ekspresiji) pewnych gendw,
a w konsekwencji do zwiekszonej syntezy nieznanych woéwczas biatek. Biatka te sg
nastepnie niezbedne dla utworzenia diugotrwatych sladéw pamieci. Fakt, ze traktowanie
zwierzat tymi substancjami nie hamowato zdolnosci do zapamietywania na kilka godzin
Swiadczyt, ze omawiane inhibitory nie wywieraty swego wptywu poprzez blokowanie
zdolnosci zwierzecia do percepcji bodzcéw, motywacji do wykonania zadania, czy tez nie
wykazywaty innego nieswoistego dziatania.

W drugiej potowie lat 80-tych podjeto pierwsze proby zbadania, czy ekspresja
(mierzona poziomem swoistego mMRNA) okreslonych gendédw moze sie zmienia¢ w toku
uczenia sie. Wybrano modele uczenia sie wykorzystujgce testy oparte o obronne odruchy
warunkowe. W naszych pracach, rozpoczetych wspédlnie z zespotem prof. H. Matthiesa
z Magdeburga, a kontynuowanych we wspotpracy z zespotem prof. K. Zielinskiego
w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie, analizowalismy
wptyw nabywania tzw. dwukierunkowej reakcji unikania na ekspresje genéw. Eksperyment
przeprowadzany byt w aparacie zwanym klatka wahadfowg. Sktada sie ona z dwoch
identycznych czesci. W kazdej podtoga zbudowana jest z metalowych pretéw, przez ktére
mozna dostarczy¢ tagodny bodziec bélowy (prad elekiryczny o natezeniu ok. 1 mA),
w kazdej jest takze zrodto Swiatta i dzwieku. Zwierze jest umieszczone np. w lewej czesci.
W pewnym momencie gasnie w niej swiatto, co stanowi sygnat, ze w ciggu pieciu sekund
w tej czesci klatki zostanie podany prad. Szczur ma zatem pie¢ sekund na przebiegniecie
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wykona poprawnie, to bodzca bdlowego nie otrzymuje. Moze zatem unikna¢ bélu i dlatego
takg procedure nazywa sie nabywaniem reakcji unikania.

Stwierdzilismy, ze pojedyncza sesja treningowa sktadajaca sie z 50 préb i trwajaca
okoto 25 minut powoduje wzmozong aktywnos¢ genu c-fos oraz genu zif268 w mdzgu
szczura (Kaczmarek i Nikolajew, 1990; Nikolaev i wsp., 1992a; Kaczmarek, 1993).
W kolejnych doswiadczeniach stwierdziliSmy, iz samo wykonanie juz wyuczonej reakcji
unikania przez zwierzeta juz nauczone, nie wywotuje podwyzszonej aktywnosci genu
(Nikolaev i wsp., 1992b). Sadzimy zatem, ze to witasnie proces uczenia sie jest
odpowiedzialny za obserwowane zjawisko. Warto tu dodaé, ze produkt genu c-fos, czyli
biatko c-Fos stanowi skfadnik czynnika transkrypcyjnego (zwanego AP-1) - kompleksu
biatkowego zdolnego do regulacji ekspresji wielu gendéw. Podobng role odgrywa i biatko
Zif268. Zarbwno my, jak i inni badacze potwierdzili te obserwacje w nastepnych
eksperymentach, wykazujac wzmozong w konsekwenciji treningu ekspresje réwniez i innych
czynnikdw transkrypcyjnych.

Co z tego wynika? Po pierwsze to, ze istniejg okreslone geny, ktérych aktywnosc
wzrasta w czasie tworzenia sladéw pamieciowych. Juz to pozwala zapewne nazwac je
"genami pamieci”. Ale oczywiscie to troche mafto. Chciatoby sie, aby geny bardziej
zastugiwaty na takie okreslenie, np. poprzez udziat ich produktéw biatkowych w samych
procesach uczenia sie. Niestety dowoddw takiego udziatu jeszcze nie ma. Niemniej warto
zwroci¢ uwage na biatka kodowane przez te geny. Jak wspomniano, sg to czynniki
transkrypcyjne, czyli regulatory aktywnosci genéw. Z faktu, ze ich pobudzenie towarzyszy
uczeniu sie mozna sgdzi¢, co zresztg znajduje juz stopniowe potwierdzenie, ze muszg
istnie¢ inne geny regulowane przez te czynniki transkrypcyjne. Wydaje sie, ze kodujg one
biatka kontrolujace site potaczen miedzy komérkami nerwowymi. Warto tu podkresli¢, ze w
takim rozumieniu, nie ma miejsca na pojedyncze biatka, czy czgsteczki kwasdw
nukleinowych, ktére zawieratyby w sobie slady pamieciowe. Zwiekszenie ilosci biatka to
tylko pierwszy etap w tworzeniu $Sladu pamieci. Bardzo wazne jest rowniez wiasciwe
umiejscowienie tego biatka w komérce nerwowej, np. w okreslonych synapsach. Rodzi sie
zatem pytanie o zdolno$¢ neurondéw do zapewnienia tak specyficznej lokalizacji wybranych
MRNA lub biatek. Ostatnie badania to przetom w tej dziedzinie. Okazuje sie, ze istniejg
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(po stronie postsynaptycznej, czyli w okreslonych kohcdéwkach dendrytéw) -- zaréwno
okreslonych biatek, jak i mRNA, ktére ulega tutaj lokalnej translacji. Zatem, dopiero
umiejscowienie jakichkolwiek biochemicznych nosnikow informacji w $cisle okreslonym
miejscu sieci nerwowej ma sens dla tworzenia sladéw pamieciowych.

W badaniach prowadzonych w ciggu ostatnich kilku lat podejmowalismy kilka
z powyzej zasygnalizowanych watkoéw. Po pierwsze, staraliSmy sie scharakteryzowac¢ wzory
ekspresji biatek czynnikéw transkrypcyjnych aktywowanych w trakcie uczenia sie, a takze
w ich modelowych sytuacjach, np. stymulacji czuciowej, aktywujacej kore mozgowa.
Skupilismy sie zwlaszcza nad c-Fos i Zif268. Przeprowadzilismy w tym zakresie wiele
doswiadczen, opisanych w naszych publikacjach eksperymentalnych, a takze dokonujac
bardzo solidnej analizy catego dostepnego pismiennictwa, co znalazto wyraz w pracach
przegladowych (Filipkowski i wsp., 2000; 2001; Frankland i wsp., 2004; Kaczmarek, 2000;
Kaczmarek, 2002; Knapska i Kaczmarek, 2005; Radwanska i wsp., 2002; Savonenko
i wsp., 2003). Konkluzja tych badan jest nastepujaca - ekspresja (aktywnos¢) c-Fos $cisle
koreluje z nabywaniem nowej informaciji i jej zapamietywaniem. Natomiast obecno$¢ biatka
Zif268 w komoérkach nerwowych swiadczy o ich pobudzeniu czynnosciowym, a nie
oznacza, ze bedg one podlegaty zmianom plastycznym (m.in. bedacym podstawg uczenia
sie).

Rozwijalismy takze kolejne modele badawcze, pozwalajace na modelowanie zjawisk
uczenia sie. Szczegllnie ciekawe okazaly sie doswiadczenia nad zachowaniami
seksualnymi szczuréw, w ktorych okresliliSmy, jakie elementy nabywania reakcji
kopulacyjnej majg charakter uczenia sie (Bialy i wsp., 2000). Opracowalismy takze warunki
uzyskiwania dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego w skrawkach ciata migdatowatego
in vitro (Okulski i wsp., 2002). Zwrécita tez naszg uwage hipoteza, ze podobne podtoze
plastyczne, z udziatem badanych przez nas genéw, moga miec¢ takze procesy uzaleznienia,
w tym i od alkoholu etylowego. We wspotpracy z kolegami z zespotu prof. W. Kostowskiego
oraz prof. R. Przewtockiego rozpoczelismy badania tego zagadnienia (Bienkowski i wsp.,
2004; Korkosz i wsp., 2004).

Kolejny bardzo wazny nurt naszych prac w ostatnich latach to proba stworzenia
modeli badawczych, pozwalajacych na manipulacje zjawiska ekspresji wybranych genéw
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oliognukleotydy, wektory adeno- i lentiwirusowe) dochodzac do transgenicznych szczuréw,
ktérych technologie otrzymywania opanowali$my niedawno i staramy sie zastosowaé¢ do
naszych celéw badawczych (Jaworski, 2001; Jaworski i wsp., 2000, 2003; Konopka i wsp.,
2005).

Szukalismy takze innych niz wymienione, czynnikéw transkrypcyjnych, potencjalnie
zaangazowanych w procesy zapamietywania. Duzo uwagi poswiecilismy receptorowi
estrogenowemu beta (ER). Zainteresowania te wyniknety z uprzednich doniesien innych
badacy o obfitej obecnosci tego biatka w rejonach mdzgu zaangazowanych w procesy
poznawcze oraz zdolnosci do oddziatywania z AP-1. Skupili§my sie w naszych pracach na
hipokampie i, ku naszemu wielkiemu zaskoczeniu, wykazalismy, ze ERP jest tu obecny
jedynie w cytopazmie komorek nerwowych, co wyklucza jego udziat w bezposredniej
kontroli genéw (Kalita, 2004; Kalita i wsp., 2005; Lewandowski i wsp., 2002; Szymczak,
2005).

Szczegolnie ciekawe wyniki uzyskaliSmy w badaniach nad uktadem enzymatycznym
biatek, zdolnych do modyfikacji macierzy zewnatrzkomorkowej (exctracellular matrix, ECM).
W ostatnich latach coraz liczniejsze sg dowody na kontrole sity potaczeh synaptycznych
przez otaczajacg macierz biatek pozakomorkowych. W tym kontekscie pojawia sie pytanie,
jakie czynniki mogq kontrolowac z kolei sktad i strukture tej macierzy. Oczywista wydaje sie
tu hipoteza o udziale specyficznych proteaz, zdolnych do rozktadu okreslonych sktadnikow
ECM (Dzwonek i wsp., 2004; Kaczmarek i wsp., 2002). Kilka lat temu wykazalismy, ze
tkankowy inhibitor metaloproteaz (TIMP-1) jest regulowany w komorkach nerwowych
hipokampa na poziomie ekspresji genu przez AP-1 (Jaworski i wsp., 1999). Ta obserwacja
skionita nas do badan regulowanych przez TIMP-1 metaloproteaz macierzy
zewnatrzkomérkowej (matrix metalloproteinases, MMP). OdkryliSmy, ze jedna z nich, MMP-
9 jest obecna w komérkach nerwowych hipokampa i jej zawartos¢ jest regulowana przez
czynno$¢ komérek nerwowych. Stosujac model podawania kwasu kainowego zwierzetom,
w ktorym mozna uzyskac¢ informacje o potencjalnym udziale danego genu w plastycznosci
neuronalnej (Zagulska-Szymczak, 2001), stwierdzilismy, ze MMP-9 moze takg role
odgrywac (Szklarczyk i wsp., 2002; Kaczmarek i wsp., 2002). Co wiecej, dokonalismy
bardzo zaskakujgcego odkrycia, ze pobudzenie czynnosciowe (bioelektryczne) neuronéw

hipokampa prowadzi do translokacji mMRNA MMP-9 do synaps, w okolice postsynaptyczne.



Obecnie konczymy serie badan nad MMP-9, jego lokalizacjg na poziomie mRNA czy biatka.
Badamy jego aktywnos$¢ enzymatyczng oraz udziat MMP-9 w procesach uczenia sie
i plastycznosci neuronalnej. Uzyskanie wyniki ewidentnie wskazuja, ze MMP-9 odgrywa

wielkg role w tych procesach.
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