36 TYDZIEN MOZGU

elektrod) oraz zwieksza ryzyko popeinienia biedu.
Rozwigzanie tego problemu podsuwa sama natura -
czy to w przypadku ewolucji, czy tez w rozwoju
osobniczym (na przykiad uktadu nerwowego) mamy
do czynienia ze znacznym nadmiarem - odpowiednio
osobnikdw bgdz neurondw. Te z nich, ktdre nie spet-
niajg wymogow (nie sg dostatecznie przystosowane
lub nie osiaggaja struktur docelowych), podlegaja eli-
minacji. Podobnie w neuromodulacji istnieje tech-
niczna mozliwo$¢ zastosowania wielokontaktowych
elektrod (64 i wiecej kontaktow), ktére mogtyby zo-
sta¢ wszczepione, nawet w liczbie kilku, wytgcznie
na podstawie neuroobrazowania, bez stosowania cza-
sochtonnych badan neurofizjologicznych. Wykluczy-
toby to koniecznos$¢ repozycjonowania i czasochton-
nego poszukiwania optymalnego potozenia elektrody
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podczas zabiegu u czuwajgcego pacjenta. To w prze-
prowadzanym juz po zakonczeniu operacji procesie
programowania stymulacji nastepowataby selekcja
odpowiednich kontaktéw i ustawien, dajacych opty-
malne efekty kliniczne. Warunkiem jest oczywiscie
takie zaprojektowanie elektrod, aby mozliwe bylo
niemal dowolne ksztaltowanie generowanego przez
nie szybkozmiennego pola elektrycznego.

Mozliwosci rozwoju neuromodulacji sg - jak
zatem wida¢ - bardzo duze. Jako przeprowadzajg-
cy tego typu zabiegi spodziewam sie i oczekuje na
dalszy postep w zakresie tej metody. W diuzszej
perspektywie duze nadzieje nalezy réwniez wigzac
z wprowadzeniem metod leczenia przyczynowego,
zwigzanych z zastosowaniem inzynierii genetycznej
i wykorzystaniem komdrek macierzystych.

IOLOGIA MOLEKULARNA UCZENIA SIE | PAMIECI:
SPOJRZENIE BARDZO SUBIEKTYWNE

Tydzien Mézgu

Zrozumienie istoty procesow tworzenia i maga-
zynowania pamieci stanowi od lat jedno z gtéwnych
wyzwan badai nad mdzgiem. Jest to zagadnienie
fascynujace. Pamie¢ przeciez definiuje naszg osobo-
wos¢, a zatem w gruncie rzeczy decyduje 0 naszym
cztowieczenstwie. Jednoczes$nie uwaza sie, ze pozna-
nie tego zjawiska to wkroczenie na droge wyjasnienia
réwniez i innychwyzszych czynnosci intelektualnych,
a wsrod nich swiadomosci. Pamie¢ bowiem, w prze-
ciwienstwie do innych wymienionych zjawisk, moz-
na stosunkowo tatwo bada¢ doswiadczalnie. Istnieja
liczne testy pozwalajace zmierzy¢ pamie€ u zwierzat,
a takze i u cztowieka. Ostatnie lata to wielki rozwdj
badan mdzgu, w tym i badan nad procesami uczenia
sie i pamieci (w jezyku angielskim traktuje sie te zja-
wisko zwykle tacznie, stosujgc zbitke stowng - lear-
ning and memory). Przyczyna tego rozwoju kryje sie
niewatpliwie w postepie metod badawczych, z jednej
strony pozwalajgcych na obrazowanie aktywnego
maézgu zywego cztowieka, a z drugiej, wykorzystu-
jac zwierzeta doswiadczalne, na gtebokie wnikniecie
w struktury komorkowe i molekularne.

Nie mamy dzisiaj watpliwosci, ze pamie¢ jest
ulokowana w mézgu. Mézg stanowi sie¢ komorek
nerwowych (neuronéw), kontaktujacych sie za po-
mocg swoistych zlacz, czyli synaps. Impuls elek-
tryczny przebiegajacy przez neuron dociera do konca
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diugiej wypustki zwanej aksonem i tam powoduje
uwalnianie przekaznika nerwowego. Ten za$ docie-
ra (poprzez przestrzen miedzykomorkows) do biatek
ulokowanych na krétkich wypustkach (dendrytach)
innych neuronéw. Biatka te - receptory przekaznika -
przenoszg do wnetrza komérki nerwowej informacje,
umozliwiajacg jej pobudzenie. Kazdy neuron potg-
czony jest w ten sposéb z olbrzymig liczba (siegajacg
10 000!) innych komoérek nerwowych. Sita tego po-
taczenia jest swoista dla kazdej pary neuronéw i jest
zapewne wyrazem zaréwno ilosci uwolnionego prze-
kaznika, jak tez reaktywnosci biatek receptorowych,
a zwtiaszcza ich zdolnosci do przeniesienia sygnatu
do wnetrza komorki. Sita ta moze ulega¢ zmianom
w toku uczenia sie, stanowigc materialny podktad $la-
du pamieciowego. W pewnym uproszczeniu mozna
powiedzie¢, ze Slad pamigciowy jest droga, po ktorej
informacja przekazywana jest w sieci komoérek ner-
wowych. W konsekwencji, pytanie o nature pamieci
sprowadza sie do potrzeby zrozumienia mechanizmu
molekularnego odpowiedzialnego za modyfikacje
sity polgczen synaptycznych. Oczywiscie mozna
oczekiwaé, ze zmiana ta zachodzi w obrebie synap-
sy. Nie mozna jednakowoz wykluczy¢, ze podtozem
tej zmiany sg procesy zachodzace réwniez w innych
czesciach komdrki, w tym rowniez w jadrze ko-
markowym.
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Stwierdzenie, ze zespdt wszystkich genow ko-
morki, czyli genom, odgrywa istotng role w procesach
uczeniasiejest oczywiscie truizmem. Takjak truizmem
jest podobne stwierdzenie w odniesieniu do funkcjo-
nowania jakiejkolwiek komarki jadrzastej. Mozna sie
bowiem spodziewac, ze jesli geny bytyby zbedne dla
czynnosci pewnych komorek, to podobnie jak dojrza-
le krwinki czerwone ssakéw, komorki takie bytyby
pozbawione jadra i zawartych w nim genéw. Mozna
jednak sadzi¢, ze genom odgrywa w tworzeniu $ladéw
pamieciowych role jedynie bierng, stuzac jako nosnik
informacji o strukturze réznych rodzajéw RNA i bia-
ek niezbednych dla prawidtowego dziatania komérki
nerwowej. Wiele zresztg badan wykazato takg wtasnie
funkcje genow. Na przyktad odkryto mutanty muszki
owocowej cechujgce sie zaburzeniami uczenia sie. Po-
dobne mutanty myszy otrzymano réwniez w laborato-
rium. Interesujace, ze zardbwno w przypadku muszki,
jak i myszy, zmutowane geny kodowaty bardzo wazne
biatka, ktérych rolgjest regulacja podstawowych pro-
cesow zyciowych kazdej w zasadzie komorki (byty to
gtéwnie biatka zaangazowane w wewngtrzkomorkowe
przekaznictwo informacji). Mozna sie spodziewa¢, ze
brak takich biatek dezorganizuje wiele réznych proce-
sow komdrkowych, w tym i tych stanowigcych bio-
chemiczne podtoze pamieci.

Od poczatku lat 60. sagdzono jednak, ze w toku
uczenia sie dochodzi do pobudzenia aktywnosci
pewnych, zupetnie wdéwczas nieznanych, gendéw.
Przemawialy za tym wyniki doswiadczen z inhibi-
torami syntezy biatka i RNA. Okazalo sie bowiem,
ze podanie zwierzeciu takich substancji uniemozli-
wiato tworzenie dtugotrwatych (czyli trwajgcych co
najmniej przez kilka dni) $ladow pamieciowych. Co
wiecej, tylko inhibitory podane w okresie treningu
behawioralnego (czyli sesji uczenia sie) miaty taki
wpltyw. Wskazywato to na to, ze w czasie uczenia si¢
dochodzi do pobudzonej aktywnosci (ekspresji) pew-
nych genéw, a w konsekwencji zwiekszonej syntezy
nieznanych wowczas biatek. Biatka te sg nastepnie
niezbedne dla utworzenia dtugotrwatych $ladow pa-
mieci. Fakt, ze traktowanie zwierzgt tymi substan-
cjami nie hamowato zdolnosci to zapamietywania na
kilka godzin $swiadczyt, ze omawiane inhibitory nie
wywieraty swego wptywu poprzez blokowanie zdol-
nosci zwierzecia do percepcji bodzcédw, motywacji
do wykonania zadania, czy tez nie wykazywaty inne-
go nieswoistego dziatania.

W drugiej potowie lat 80. podjeto pierwsze
préby zbadania, czy ekspresja (mierzona poziomem
swoistego mRNA) okreslonych gendw moze sie
zmienia¢ w toku uczenia sie. Wybrano modele ucze-
nia sie, wykorzystujgce testy oparte o tzw. obronne
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odruchy warunkowe. W naszych pracach rozpocze-
tych wspélnie z zespotem H. Matthiesa z Magdebur-
ga, a kontynuowanych we wspoitpracy z zespotem K.
Zielinskiego w Instytucie Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN w Warszawie, analizowali-
Smy wplyw nabywania tzw. dwukierunkowej reakcji
unikania na ekspresje genéw. Eksperyment przepro-
wadzany byt w aparacie zwanym klatkg wahadtows.
Sktada sie ona z dwoch identycznych czesci. W kaz-
dej z nich podtoga zbudowana jest z metalowych pre-
tow, przez ktére mozna dostarczy¢ tagodny bodziec
bélowy (prad elektryczny o natezeniu ok. 1 mA),
w kazdej jest takze zrédto Swiatta i dzwieku. Zwie-
rze 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 prze-
biegniecie do czesci prawej. Jesli tego nie zrobi, jest
karany bodzcem bolowym, jesli za$ reakcje wykona
poprawnie to bodzca bélowego nie otrzymuje. Moze
zatem unikng¢ bélu i dlatego taka procedure nazywa
sie nabywaniem reakcji unikania.

StwierdziliSmy, ze pojedyncza sesja treningowa
sktadajaca sie z 50 prob i trwajgca okoto 25 minut po-
woduje wzmozong aktywno$é genu c-fos oraz genu
zif268 w maézgu szczura. W kolejnych doswiadcze-
niach stwierdziliSmy, iz samo wykonanie juz wyuczo-
nej reakcji unikania przez zwierzetajuz nauczone, nie
wywotuje podwyzszonej aktywnosci genu. Sadzimy
zatem, ze to witasnie proces uczenia sie jest odpowie-
dzialny za obserwowane zjawisko. Warto tu dodac, ze
produkt genu c-fos, czyli biatko c-Fos stanowi sktad-
nik czynnika transkrypcyjnego (zwanego AP-1), czy-
li kompleksu biatkowego zdolnego do regulacji eks-
presji wielu genéw. Podobna role odgrywa i biatko
Zif268. Zar6wno my, jak i inni badacze potwierdzili
te obserwacje w nastepnych eksperymentach, wyka-
zujagc wzmozong w konsekwencji treningu ekspresje
réwniez i innych czynnikdw transkrypcyjnych.

Bardzo ciekawe wyniki uzyskaliSmy w ramach
wspolnej pracy miedzynarodowego zespotu badawcze-
go koordynowanego przez A.J. Silve z Uniwersytetu
Kalifornijskiego w Los Angeles. Jego zespot pokazat
w 2001 roku, ze myszy heterozygotyczne wzgledem
genu kodujacego podjednostke alfa kinazy Il zalez-
nej od wapnia i kalmoduliny (aCamKIll), czyli maja-
ce jedng kopie genu prawidtowa, a drugg zmutowana,
sg niezdolne do tworzenia $ladéw pamieci dtuzszych
niz kilka dni. W doswiadczeniach tych zastosowa-
no trening nabywania reakcji warunkowania strachu.
Podobnie, jak to opisano powyzej, mysz jest umiesz-
czona w specjalnej klatce, tym razem pojedynczej,
z podtoga zbudowang z metalowych pretéw, przez kto-
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re mozna poda¢ tagodny bodziec pragdowy. Ponowne
umieszczenie zwierzecia w tej samej klatce wyzwala
u niego reakcje strachu, wyrazajacg sie zamieraniem,
nawet gdy mysz nie otrzymu je bodzca pragdowego. Pa-
mie¢ badana w ciggu kilku dni po treningu byta za$
w petni prawidtowa. PodjeliSmy wiec probe wykry-
cia, gdzie lokuja sie krotkotrwate, a gdzie dtugotrwate
Slady pamieci. Aby pozna¢ odpowiedz na te pytania,
okresliliSmy poziom biatek c-Fos i Zif268 w réznych
regionach mozgu myszy. Okazato sie, u myszy kontrol-
nych, genetycznie prawidtowych, ponowna ekspozycja
na srodowisko, w ktorym zwierze byto trenowane, po-
wodowata nagromadzanie sie obu biatek w hipokam-
pie, jesli doswiadczenie byto wykonane w kilka dni po
treningu, a wybranych cze$ciach kory mézgowej, jesli
po kilku tygodniach. Tego drugiego efektu (ekspresji
biatek c-Fos i Zif268 w korze mézgowej) nie obserwo-
waliSmy u myszy zmutowanych. WyciagneliSmy stad
whniosek, ze owe obszary kory mdzgowej sg niezbedne
dla zapamietywania na dtuzszy czas.

Kolejne nasze badania miaty na celu wyjasnienie,
jak dziata opisane powyzej ,,biatko pamieci” c-Fos. Jak
wspomniano, jest to sktadnik czynnika transkrypcyjne-
go AP-1, czyli regulatora aktywnosci genéw. Z faktu,
zejego nagromadzanie w komdrkach nerwowych towa-
rzyszy uczeniu sie mozna sadzié¢, co zreszta znajduje juz
stopniowe potwierdzenie, ze muszg istnie¢ inne geny re-
gulowane przez ten czynnik transkrypcyjny. Wydaje sie,
ze geny te moga kodowac biatka kontrolujace site po-
faczen miedzy komoérkami nerwowymi. Warto tu pod-
kresli¢, ze w takim rozumieniu nie ma miejsca na po-
jedyncze biatka, czy czasteczki kwasow nukleinowych,
ktore zawieratyby w sobie $lady pamieciowe. Zwiek-
szenie ilosci biatka to tylko pierwszy etap w tworzeniu
$ladu pamieci. Bardzo wazne jest réwniez wiasciwe
umiejscowienie tego biatka w komoérce nerwowej, np.
w okreslonych synapsach. Rodzi si¢ zatem pytanie
0 zdolno$¢ neurondw do zapewnienia tak specyficznej
lokalizacji wybranych mRNA lub biatek. Ostatnie ba-
dania to przetom w tej dziedzinie. Okazuje sie, ze ist-
niejg mechanizmy bardzo swoistego transportu i umiej-
scowienia wrecz w wybranych synapsach (po stronie
postsynaptycznej, czyli w okreslonych koncowkach
dendrytow) - zar6wno okres$lonych biatek, jak i mMRNA,
ktore ulega tutaj lokalnej translacji. Zatem dopiero
umiejscowienie jakichkolwiek biochemicznych nosni-
kow informacji w $cisle okreslonym miejscu sieci ner-
wowej ma sens dla tworzenia $ladéw pamieciowych.

W poszukiwaniu genéw regulowanych przez
c-Fos skupiliSmy sie na badaniach nad uktadem en-
zymatycznym biatek zdolnych do modyfikacji macie-
rzy zewnatrzkomaérkowej (ang. extracellular matrix,
ECM). Coraz liczniejsze sg bowiem dowody na kon-
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trole sity potaczen synaptycznych przez otaczajgcy
macierz biatek pozakomorkowych. W tym kontekscie
pojawia sie pytanie, jakie czynniki moga kontrolowac
z kolei sktad i strukture tej macierzy. Oczywista wy-
daje sie tu hipoteza o udziale specyficznych proteaz,
zdolnych do rozktadu okreslonych sktadnikow ECM.
Wykazali$my, ze tkankowy inhibitor metaloproteaz
(TIMP-1) jest regulowany w komoérkach nerwowych
hipokampa na poziomie ekspresji genu przez c-Fos/
AP-1 Taobserwacja sktonita nas do badan regulowa-
nych przez TIMP-1 metaloproteaz macierzy zewng-
trzkomérkowej (matrix metalloproteinases, MMP).
Odkrylismy, ze jedna z nich, MMP-9, jest obecna
w komorkach nerwowych hipokampa ijej zawarto$¢
jest regulowana przez aktywnos$¢ komorek nerwo-
wych. Co wiecej, dokonalismy bardzo zaskakujgcego
odkrycia, ze pobudzenie czynnosciowe (bioelektrycz-
ne) neurondéw hipokampa prowadzi do translokacji
MRNA MMP-9 do synaps, w okolice postsynaptycz-
ne. Nic zatem dziwnego, Ze na synapsach oraz w ich
okolicach wykrylismy réwniez biatko MMP-9 ijego
aktywnos$¢ enzymatyczng. Zwazywszy na kluczowg
role modyfikacji synaps w uczeniu sie, nie sg takze
zaskoczeniem wyniki naszych badan nad uczeniem
sie i plastycznoscig synaptyczng u zwierzat, u ktérych
MMP-9 zostata zablokowana, czy tez jej gen zmuto-
wany. W takich warunkach procesy uczenia si¢ i pa-
mie¢ zostaty uposledzone.

Opisane powyzej wyniki badan wydawaty sie
mie¢ charakter wytgcznie podstawowy, pomagajac
zrozumie€ istote fascynujgcej cechy naszego umy-
stu - pamieci. Okazuje sie jednak, ze majg one tak-
ze swojg druga, medyczng i potencjalnie aplikacyjng
strone. Nasze ostatnie prace wskazuja, ze badajac
ekspresje c-Fos oraz MMP-9/TIMP-1, dotykamy bio-
logicznego podioza powaznych patologii: padaczki,
choréb psychicznych, uzaleznienia od alkoholu ety-
lowego czy kokainy. PokazaliSmy na przykiad, ze
u myszy z uszkodzonym genem MMP-9 duzo trud-
niej jest wywotaé padaczke, a z kolei u szczurow
z dodatkowag kopig tego genu - fatwiej. We wszyst-
kich powyzszych schorzeniach mamy bowiem do
czynienia z zaburzeniami plastycznos$ci neuronalnej,
w tym i synaptyczne;j.

Szczegdblnie fascynujace sa wyniki naszych
wspolnych prac z prof. Januszem Rybakowskim
z Poznania, w ktorych wykazaliSmy, ze rézna eks-
presja genu MMP-9 moze mie¢ znaczenie w choro-
bach psychicznych cztowieka. Badania te wynikaty
z poprzednio nagromadzonej wiedzy o roli MMP-9
w schorzeniach innych narzagdéw niz mézgu oraz od-
krycia réznych wariantéw genu kodujagcego MMP-9
u cztowieka. Warianty te, tzw. polimorfizmy, cechujg
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sie np. r6znym poziomem aktywnosci genu. Wyka-
zalisSmy, ze polimorfizm skutkujacy mniejsza ekspre-
sja MMP-9 jest czestszy u chorych na schizofrenie,
a rzadszy u cierpigcych na chorobe maniakalno-de-
presyjna, niz u oséb zdrowych. Wyniki tych badan
sg w zgodzie z innymi ostatnimi odkryciami, wska-
zujagcymi, ze zmiany plastyczno$ci synaptycznej lezg
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u podtoza choréb psychicznych. Taki postep naszej
wiedzy - wskazujacy na role podobnych mecha-
nizméw lezacych u podtoza uczenia sie i pamieci,
jako wybranych wyzszych czynnosci intelektualnych
z jednej strony, a ich zaburzeh w postaci choréb psy-
chicznych z drugiej, jest niewatpliwie fascynujacy,
acz nie catkiem nieoczekiwany...
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Tydzien Ekologii

Pestycydy:.zaczy przeciw?

Ryszard Laskowski (Krakéw)

Pestycydy to termin bardzo ogo6lny, obejmuja-
cy ogromng grupe substancji chemicznych, ktérych
jedyna wspolng cechgjest to, ze stuzg do niszczenia
organizméw uznanych przez czlowieka za szkod-
niki (fac. pestis - zaraza, plaga; caedere - zabijac).
Znajdziemy wsrod nich zaréwno substancje nieorga-
niczne (np. zielen paryska - Cu(CH3C0O0)2 kryolit
- Na3AlF6), jak i catg game substancji organicznych
(np. DDT, aldryna, dimetoat, chtorpiryfos i wiele in-
nych). Obecnie znanych jest okoto 1500 takich sub-
stancji, nalezagcych do ponad 50 klas zwigzkdw che-
micznych. Pod wzgledem powszechnosci stosowania
pierwsze miejsce zajmujg herbicydy - substancje do
zwalczania chwastdw, stanowigce okoto 60% Swiato-
wego zuzycia pestycydow. Na miejscu drugim znaj-
duja sie fungicydy, stuzgce do walki z grzybami (do
20% Swiatowego zuzycia), za$ miejsce trzecie to dos¢
zroznicowana grupa zwigzkéw chemicznych uzywa-
nych do walki ze szkodnikami zwierzecymi - zoocy-
dy (okoto 10-20% zuzycia). Pozostate kilka procent
przypada na wszelkie inne substancje stosowane do
walki ze szkodnikami i chorobami, np. baktericydy.
Jak widaé z tego zestawienia, pestycydy stuzg bardzo
rozmaitym celom. Ochrona ros$lin uprawnych przed
szkodnikami, mikroorganizmami chorobotworczymi
oraz konkurencja ze strony innych roslin (chwastow),
umozliwia zwiekszenie plonéw. Pestycydy stoso-
wane przeciwko bakteriom oraz pasozytom zwie-
rzecym zapewniajg dobry stan zdrowotny zwierzat

hodowlanych, a w konsekwencji wiekszg produkcje
miesa, ttuszczu czy mleka. Chronig takze nas sa-
mych przed owadami i pajeczakami roznoszgcymi
choroby oraz przed samymi organizmami chorobo-
tworczymi. Lista korzysci ptynacych ze stosowania
pestycydow jest wiec dtuga. Jestjednak druga strona
medalu: pestycydy sg skutecznym orezem w walce
ze szkodnikami dzieki temu, Ze sg dla nich toksycz-
ne, nie jest za§ mozliwe stworzenie takich substanciji,
ktérych toksycznos$¢ ograniczataby sie do tych wy-
tgcznie gatunkéw, przeciwko ktérym sa kierowane.
Zatem stosowanie pestycydow z definicji pocigga za
sobgjakies$ niekorzystne skutki, co czyni postawione
w tytule artykutu pytanie jak najbardziej zasadnym.
Zanim jednak bedziemy mogli wytoczy¢ konkretne
argumenty przemawiajgce za i przeciw powszechne-
mu stosowaniu pestycydéw, musimy, cho¢ pobieznie,
poznac te substancje.

Czym sg pestycydy?

Nie miejsce tu na szczeg6towg prezentacje
wszystkich grup pestycydéw pod katem ich budowy
chemicznej i mechanizméw oddziatywania na orga-
nizmy. Skupimy sie zatem na tych, ktére wydajg sie
nies¢ najwieksze ryzyko dla cztowieka ijego srodo-
wiska. Nalezg tu przede wszystkim $rodki stosowane
do zwalczania szkodnikéw owadzich - insektycydy,
mimo ze ich udziat w ogélnym zuzyciu pestycydow
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