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Streszczenie

Wykazano, ze kazdy proces uczenia uruchamia wewnatrzkomoérkowa kaskade reakcji
prowadzacg do uformowania pamieci, zwigzanej z pobraniem informacji, w procesie
nazwanym konsolidacja pamieci. Wykazano tez, ze reaktywacja pamieci w niedtugim okresie
po jej konsolidacji inicjuje kolejny cykl wewngtrzkomérkowych proceséw zwany
rekonsolidacjg pamieci. Ingerencja w te procesy poprzez hamowanie jednego z etapéw
wewnatrzkomoérkowej kaskady reakcji, moze powodowaé zaburzenia w zapamietywaniu lub
niemoznos¢ przypomnienia zapamietanej informacji. W procesie zapamietywania wazng role
odgrywa naptyw jondéw wapnia (Ca**) do neuronéw. Sygnat wapniowy uruchamia kaskade
reakcji wewnatrzkomorkowych prowadzacych do zapisania informacji w formie $ladu
pamieciowego. Waznymi drogami naptywu Ca®' sg kanaty wapniowe zwigzane z
jonotropowymi receptorami glutaminianu (NMDA, AMPA), ale poziom Ca?* w komorkach
wzrasta takze po aktywacji metabotropowych receptoréw glutaminianu grupy | (mGIluR1/5),
ktére posredniczg w uwalnianiu Ca®* z magazynéw zlokalizowanych w siateczce
$rodplazmatycznej. Ostatnie badania wskazujg na dodatkowy mechanizm zaangazowany w
naptyw i podwyzszanie poziomu Ca®* w neuronach, uruchamiany nie sygnatem z wnetrza
komérki, a bedgcym posrednio wynikiem aktywacji metabotropowych receptorow
glutaminianu - mGluR grupy I. Mowa tu o kanatach jonowych zwanych transient receptor

potential channels (TRP), ktére sa przepuszczalne dla jonéw Na*, K', Mg*'

a przede
wszystkim dla Ca*. Kanaty te aktywowane sg wzrostem wewnatrzkomorkowego stezenia
ca® uwalnianego z magazyndéw w siateczce $rédplazmatycznej po aktywacji receptoréw IP3
(Rebordea i wsp., 2011). Na podstawie dotychczasowych doniesien mozna przypuszczaé, ze
naptyw ca® przez kanaty TRP moze by¢ wazng czescig procesu zapamietywania.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie, czy zablokowanie naptywu Ca®** przez kanaty
TRP moze spowodowaé uposledzenie procesu zapamietywania w stosowanym przez nas
modelu pasywnego unikania negatywnych bodzcéw smakowych u jednodniowych kurczat,
oraz czy bedzie miato wptyw na ekspresje biatek zaangazowanych w formowanie pamieci.

Pierwszym etapem badan bylo potwierdzenie obecnosci kanatow TRP w modzgu

kurczecia, zwtaszcza w rejonach zwigzanych z formowaniem pamieci. Przy uzyciu

specyficznych przeciwciat zbadano ekspresje kanatéw TRPV1, TRPV3 oraz TRPC3 w



skrawkach modzgu kurczat metodg Western Blot jak rowniez metodg immunocytochemiczna.
Badanie wykazato obecnos$¢ wszystkich tych kanatéw w mézgu kurczat.

W badaniach behawioralnych wykorzystano naturalny odruchu dziobania
wystepujacy u kurczat. Kurczetom prezentowano sztuczne ziarenko umieszczone na druciku i
powleczone gorzko smakujgcg substancjg (antranilat metylu; MeA) wywotujacg ostrg reakcje
absmakowg. Zwierzeta zapamietujg gorzki smak na co najmniej 48 godzin i unikajg dziobania
prezentowanego ziarenka. Pamieé testowana byta w okreslonych czasach po treningu lub
przypomnieniu, poprzez ponowng prezentacje metalowego ziarenka. Wyniki testéw
przedstawiane sg jako procent zwierzat unikajgcych podczas testu dziobania ziarna
identycznego z pokrytym MeA, w stosunku do catkowite] liczby zwierzat w danej grupie
badawczej.

W badaniach stosowano niespecyficzne inhibitory kanatéw TRP — SKF 96365 oraz 2-
APB. Zwigzki te podawano bezposrednio do mdzgu w rejon wigzany z tworzeniem pamieci u
kurczat (IMM) poprzez iniekcje z wuzyciem specjalnie przygotowanej strzykawki
umozliwiajgcej wprowadzenie igty na okreslong gtebokosé, a miejsce iniekcji rozpoznawano
kierujac sie charakterystycznymi cechami budowy nieskostniatej czaszki kurczat.

W pierwszych badaniach okreslono optymalng dawke inhibitoréw kanatéw TRP oraz
czas podania skutkujgcy najbardziej nasilong amnezjag. Wykazano, ze podanie
niespecyficznych inhibitorow kanatéw TRP natychmiast po treningu lub po przypomnieniu,
majgcym miejsce 2 godziny po treningu, (prezentacja identycznego co przy treningu ziarna,
ale o smaku obojetnym), wywotuje efekt amnezji utrzymujacy sie przez 24 godziny, czyli do
konica eksperymentu. Tym samym stwierdzono, ze zablokowanie kanatéw TRP na wczesnym
etapie formowania pamieci powoduje zaburzenie konsolidacji. Zauwazono, ze podanie
inhibitorow kanatéw TRP zaréwno po przypomnieniu jak i 2 godziny po treningu, bez
uprzedniego przypominania, powodowato amnezje w obu przypadkach. Wskazuje to, ze
mozemy mieé¢ tu do czynienia z raczej zaburzeniem procesu przypominania, a nie
rekonsolidacji pamieci.

Zbadano réwniez efekt specyficznego zablokowania kanatéw TRPV1, TRPV3 oraz
TRPC3 wywotanego podaniem przeciwciat wtasciwych dla danych kanatéw. Przeciwciata
podawano bezposrednio po treningu lub przypomnieniu, a kurczeta testowano 2 lub 24

godziny pdzniej. Wykazano, ze zablokowanie kazdego z tych kanatéow skutkowato amnezjg



obserwowang w wybranych czasach testu, co wskazuje na bezposrednie zaangazowanie
kanatoéw TRPV1, TRPV3 oraz TRPC3 w procesy zapamietywania.

Istotne znaczenie sygnatu wapniowego pochodzgcego z aktywacji kanatéw TRP w
procesach zapamietywania wykazano w doswiadczeniach, w ktérych blokowano sygnat
wapniowy pochodzacy z aktywacji mGluR1l lub mGIluR5. Zablokowanie tych sygnatéw
wapniowych skutkowato znaczng amnezja, jednak réwnoczesne pobudzenie kanatéw TRP i
umozliwienie naptywu Ca** ta droga, znosito efekt amnezji. Wskazuje to na istotng role
sygnatu wapniowego z kanatow TRP i prawdopodobng positkowa role mGIuR1/5.

Nastepnym etapem badan byto sprawdzenie czy zablokowanie kanatéw TRP miato
wptyw na poziom ekspresji wybranych biatek zwigzanych z formowaniem pamieci (CaMKIlI,
NCAM). Ekspresje CaMKIl oraz NCAM mierzono na poziomie biatek metoda Western Blot
oraz na poziomie mRNA przy uzyciu ilosciowej reakcji taicuchowej polimerazy (qPCR).
Badania prowadzono na prébkach uzyskanej tkanki mézgowej kurczat zawierajacych rejon
IMM izolowanych godzine (pomiar mRNA) lub dwie godziny (pomiar biatka) po treningu lub
po przypomnieniu.

Przeprowadzone badania wykazaty istotny statystycznie w odniesieniu do grupy
kontrolnej wzrost ekspresji biatek NCAM i CaMKIl zaréwno po treningu jak i po
przypomnieniu. Podanie SKF 96365 bezposrednio po treningu lub po przypomnieniu
zahamowato ten wzrost i spowodowato utrzymanie ekspresji obu biatek na poziomie
poréwnywalnym do kontroli. Nie wykazano istotnych statystycznie rdznic w poziomach
ekspresji mRNA dla NCAM oraz dla CaMKIl zaréwno po treningu jak i przypomnieniu w
poréwnaniu do grup kontrolnych, réwniez w grupach, ktérym podano SKF 96365. Sugeruje
to, ze zmiany ekspresji badanych biatek, zwigzane z formowaniem pamieci w tym modelu
doswiadczalnym, mogg zachodzi¢ gtéwnie na poziomie translacji, a nie transkrypcji.

Przedstawione wyniki wskazujg na istotne zaangazowanie kanatéw TRP w procesie
formowania pamieci zaréwno na etapie poczgtkowym, zwigzanym z utrwalaniem pamieci,
jakim jest konsolidacja, jak i w procesach zwigzanych z przywotaniem nabytej informacji.
Wyniki wskazujg réwniez, ze aktywacja kanatéw TRP i naptyw przez nie Ca?* do komdrki jest
waznym elementem wewngtrzkomdrkowej kaskady prowadzgcej do syntezy biatek
niezbednych do zapisania informacji, a zablokowanie tych kanatéw wigze sie z zaburzeniami

ekspresji tych biatek oraz amnezja.



Na podstawie przedstawionych w tej pracy wynikdbw mozna stwierdzi¢, ze
zaangazowanie kanatéw TRP w procesy pamieciowe jest bardziej kluczowe i odgrywa

wazniejszg role niz uwazano do tej pory.






