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ENGRAM

Streszczenie

Kazde wspomnienie zostawia w moézgu $lad, odciska si¢ na setkach komorek nerwowych, powodujac
w nich fizyczne zmiany. To engram. Ludzki mézg ma blisko sto miliardéw neuronéw i zdolnos$¢ do prze-
chowania petabajta informacji. Droga do zrozumienia na czym polega engram, jak powstaje, ile neuronow
obejmuje, gdzie si¢ tworzy, czy jest skupiony czy rozproszony po calym moézgu, mowiagc krotko — jak to
dziata — zajeta 100 lat. Wykonano tysigce doswiadczen na modelach zwierzecych, przebadano setki pacjentow
z uszkodzeniami mézgu i zaburzeniami pamigci, zjawiska bioelektryczne badano na skrawkach mézgu, szlaki
przemian biochemicznych w hodowlach komoérkowych przy pomocy mikroskopii elektronowej i laserowej,
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rejestrowano zmiany w synapsach, prowadzono §rodoperacyjne rejestracje czynnosci neurondw w mozgach
ludzkich. Wszystko to doprowadzito do konsensusu, moéwiacego, ze pamig¢ jest wlasnoscia sieci, a powsta-
wanie engramu polega na zmianie sity synaps w obwodach neuronalnych, sktadajacych si¢ z wielu komorek
i obejmujacych szereg struktur mézgu, ktorych specyfika zalezy od zawartych w engramie informacji. Po-
znano, na czym ta zmiana sity synaps polega i jak powstaje. Dzigki nowym technikom biologii molekularne;
i optogenetyki mozliwe byto zidentyfikowanie neuronow wchodzacych w sktad engramu, a nawet stworzenie
sztucznego §ladu pamigciowego. Wyktad przedstawi najwazniejsze odkrycia na stuletniej drodze prowadzacej
do poznania engramu i opisze czekajace jeszcze na neuronaukowcow wyzwania.

Czym byloby zycie bez pamigci? Pasmem zasko-
czen i zdziwien? Istnieniem wylgcznie w czasie te-
razniejszym? Niemoznos$cig zaplanowania jakiego-
kolwiek dziatania? Wglad we fragmenty tej czarnej
wizji mamy z obserwacji ludzi dotknigtych uszkodze-
niami moézgu. Mozemy straci¢ reke, noge, oczy, pot
watroby, mie¢ przeszczep serca i caly czas jesteSmy
soba. Utrata pamigci pozbawia nas wiasnej historii
i tozsamosci, naszego JA. Sprawnos$¢ pamigci decy-
duje o naszym sukcesie w szkole, w pracy, w zyciu
towarzyskim. Pamigtanie to niezwykle wazna funk-
cja mézgu.

Kazde wspomnienie zostawia w moézgu $lad. Coraz
skuteczniej potrafimy go odnajdywa¢. Narzedzia badaw-
cze, ktore powstaly w ciggu ostatnich 10 lat rewolucyj-
nie zmienity mozliwosci poznawania mézgu. Potrafimy
nawet zrobi¢ w laboratorium sztuczny $lad pamigciowy;
wspomnienie o zdarzeniu, ktérego nie byto.

Nazwe engram stworzyt niemiecki uczony, Ri-
chard Semon. W ksigzce Die Mneme opublikowa-
nej w 1904 roku zdefiniowat go, jako trwatg zmiang
w ukladzie nerwowym, odcisnigcie wspomnienia
w materii mozgu. Od tego czasu szukano engramu
w mozgach zwierzat i ludzi. I niedawno go znaleziono.

Droga do tego odkrycia byta trudna i petna niepo-
wodzen. Wielkim polegtym na tej drodze byt kana-
dyjski psycholog, Karl Lashley. Przez wiele latach
poszukiwal §ladu pamieci w mozgu szczura, ktory
uczyt si¢ znajdowaé droge w labiryncie, usuwajac
zwierzeciu roézne fragmenty kory mozgowej i spraw-
dzajac, czy pamigta wyuczong droge. W artykule
zatytutowanym ,,W poszukiwaniu engramu” Lashley
podsumowat nieudane proby odnalezienia lokalizacji
engramu piszac: ,,Ta seria eksperymentdw przynio-
sta wiele danych na temat tego, gdzie nie ma sladu
pamigciowego. Mysle czasem, ze jedyng konkluzja
z wynikéw tych badan jest, ze uczenie si¢ po prostu
nie jest mozliwe”.

Jednakze kilka lat pdzniej Roger Penfield, badajac
mozgi ludzi poddanych operacjom neurochirurgicz-
nym, natrafit na miejsca, ktorych pobudzenie stabym
pradem elektrycznym powodowato, ze badani wyraznie
i szczegdlowo przypominali sobie zdarzenia z dalekiej
przesztosci. To odkrycie wstrzasneto srodowiskiem

neuropsychologoéw i neurologéw i pobudzito do ba-
dan nad lokalizacjg engramu.

W tym samym okresie powstaty pierwsze opisy
zaburzen pamig¢ci pacjenta o inicjalach H.M., ktory
cierpiat na silng padaczke, i aby zmniejszy¢ czestos¢
drgawek, wykonano mu resekcje hipokampa, struktu-
ry ptata skroniowego mézgu. Pacjent H.M. wykazy-
wal niepami¢¢ wsteczng siegajaca kilku lat, ale przede
wszystkim nie potrafit zapamigtaé nowych zdarzen
i faktéw, np. nie rozpoznawal swojej lekarki, mimo
ze spotykat si¢ z nig codziennie przez wiele miesig-
cy. Pamig¢ uszkodzona byta trwale, stan pacjenta nie
zmienit si¢ z uplywem lat po operacji. Ten przypadek
pokazat role hipokampa w procesach pamigciowych.

Koncepcja powstawania pamigci poprzez tworzenie
nowych zespotéw neuronalnych, a wiec to, ze pamigé
jest modyfikacja sieci neuronalne;j, jest obecnie domi-
nujaca. Jej powstawanie zostato ujete przez kanadyj-
skiego psychologa Donalda Hebba w sformutowaniu,
ktére nazywamy Reguta Hebba. Mowi ona, Ze jesli
jeden neuron w sposob czesty i powtarzalny powoduje
pobudzenie drugiego, to w jednym lub obu neuronach
powstang zmiany powodujace zwigkszenie sprawnosci
potaczenia pomiedzy nimi. Czyli ,,silniejsze pobudze-
nie daje sprawniejsze potaczenie”. Zapis pojedynczego
wspomnienie bylby zespolem neurondw, ktore moga
by¢ zlokalizowane w r6znych strukturach mézgu.

W latach szescédziesigtych XX wieku wielu bada-
czy rozpoczeto poszukiwanie neuronalnych i bioche-
micznych mechanizmoéw takiego wzrostu sity synaps.
Prowadzono liczne badania usilujace zlokalizowaé
zmiany w odpowiedziach neuronow lub poziomie
wskaznikéw biochemicznych zachodzace pod wpty-
wem uczenia si¢. Badano, na przyklad, ktore ze struk-
tur moézgu zaangazowane sg w prosty odruch warunko-
Wy, nazywany skrotowo ,,warunkowaniem powieki”.
W tym odruchu wykorzystuje si¢ naturalng reakcje
zamykania powiek w odpowiedzi na dmuchniecie
w oko (bodziec bezwarunkowy). Jesli dmuchniecie po-
przedzone jest innym, obojetnym bodzcem, np. dzwig-
kiem (bodziec warunkowy), to po pewnym czasie zwie-
rz¢ zamyka oko juz po ustyszeniu dzwigku. Aby znalez¢
migjsce w mozgu odpowiedzialne z wytwarzanie ta-
kiego odruchu, rejestrowano odpowiedzi neuronow
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przed i po warunkowaniu w strukturach mozgu,
w ktorych mozna bylo si¢ spodziewac interakcji
bodzca warunkowego i bezwarunkowego. Nastepnie
obszary wykazujace zmieniong odpowiedZ usuwano
i sprawdzano, czy to wplywa na nabyty odruch.
Sprawdzano takze, co bedzie, jesli taka strukturg usu-
na¢ przed rozpoczgciem uczenia. W ten sposob udato
si¢ ustali¢, ze pewna okolica moézdzku jest niezbgdna
do powstania tego odruchu warunkowego.

W tym okresie pokazano takze, ze $lad pamig-
ciowy, aby mogt przetrwaé, musi ulec konsolidacji
(utrwaleniu) i Ze jest do tego potrzebna synteza bia-
fek. Uniemozliwienie syntezy biatek powodowalo, ze
pamig¢ trwata tylko krotko i nastgpnego dnia zwie-
rz¢ta nie pamigtaty wyuczonego zadania.

W latach siedemdziesiagtych ubieglego wielu od-
kryto zjawisko dlugotrwatego wzmocnienia synap-
tycznego, ktore bylo dobrym modelem pamigci. Na-
zywamy je LTP od angielskiego terminu — long term
potentiation. LTP, tak jak pamig¢, powstaje szybko (pa-
mi¢tamy jednorazowe wydarzenia czy raz ustyszane
stlowa) i zmienia na dlugo reaktywnos¢ specyficznej
drogi neuronalnej, w ktorej zostalo wywotane. Wias-
nosci i mechanizmy tego zjawiska badano w tysig-
cach eksperymentdéw. Dzigki temu, ze w opracowa-
no metod¢ wywolywania LTP na zywych skrawkach
hipokampa, badania staty si¢ znacznie prostsze niz
rejestracje z moézgu in vivo. Mozna bylo tez tatwo
poddawaé skrawki moézgu kontrolowanemu dziata-
niu réznych substancji farmakologicznych. Obecnos¢
LTP stwierdzono niemal we wszystkich przebada-
nych strukturach moézgu. To przemawia za tym, aby
traktowa¢ je jako model interakcji komorkowych
i przemian molekularnych zachodzacych podczas
uczenia. Jest wiec dobrym modelem pamigci, a takze,
na co wskazuje coraz wigcej badan, mechanizmem
lezacym u jej podstaw. Aby sztucznie wywotaé LTP,
trzeba pobudzi¢ neurony impulsami elektryczny-
mi. W naturze to pobudzenie generowane jest przez
spojne i silne pobudzenie aksonéw dochodzacych do
jednego fragmentu dendrytu. W efekcie otrzymujemy
LTP, czyli zwigkszenie sity synapsy.

Synapsy sa tymi strukturami sieci nerwowych, kto-
re moga by¢ na rézne sposoby regulowane, tak aby
zmienita si¢ ich sprawno$¢. Receptory neuroprzekaz-
nikow w synapsach sa najczulszymi i najszybszymi
regulatorami plastycznosci neuronalnej. Juz we wceze-
snym okresie badania zjawiska LTP stwierdzono, ze do
jego indukcji niezbedna jest aktywacja receptorow dla
glutaminianu typu NMDA. W hipokampach zwierzat,
u ktérych uniemozliwione jest prawidtowe dziatanie
tego receptora poprzez blokade farmakologiczng lub
manipulacje genetyczng, LTP nie udaje si¢ wywotac.
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Nastepna zmiana to eksternalizacja innego typu recep-
torow dla glutaminianu, typu AMPA. Receptory AMPA
sa w mozgu bardzo wazne, gdyz zapewniaja szybka
transmisj¢ sygnatu pomiedzy neuronami. Stwierdzono,
ze przy powstawaniu LTP receptory dla glutaminianu
typu AMPA sa wbudowywane w blone postsynaptycz-
ng, przesuwaja si¢ z wnetrza komorki do blony, zwigk-
szajac w ten sposob jej reakcje na neuroprzekaznik,
awigc zwickszajac sit¢ synapsy. Natomiast w przypadku
ostabienia synaptycznego te receptory sa eliminowane
z blony i przechodza do puli wewnatrzkomorkowe;.
Genetyczna modyfikacja usuwajaca lub modyfikuja-
ca geny kinaz, aktywowanych w wyniku synaptycz-
nego dziatania neuroprzekaznikéw, uposledza ucze-
nie. Silny sygnal synaptyczny, oprocz wplywu na
receptory, uruchamia geny wczesnej odpowiedzi (c-fos,
zif268, creb), ktore sa czynnikami transkrypcyjnymi
1 kontrolujg aktywacje genow biatek konstytutywnych.

W dobrze poznanych modelowych sytuacjach ucze-
nia si¢ plastyczno$¢ synaptyczna jest udowodniona.
Eric Kandel otrzymat nagrod¢e Nobla za badania
zmian zachodzacych podczas uczenia si¢ w uktadzie
nerwowym $limaka morskiego Aplysia californica.
Uktad nerwowy tego zwierzgcia ma tylko okoto 20
tysiecy neurondéw, niektére z nich sa duze, co ula-
twia rejestracje neurofizjologiczne, a ich obwody sa
dos¢ dobrze poznane. Badanym przez Kandela za-
chowaniem byt odruch cofania skrzela w odpowie-
dzi na dotknigcie skory. Skorelowane z zachowaniem
zmiany znaleziono w synapsach pomi¢dzy neuronem
czuciowym, niosgcym informacje o dotknigciu skory
i ruchowym, kontrolujagcym skurcz migé$ni poruszaja-
cych skrzelami. Stwierdzono, ze obwody neuronalne,
w ktorych zachodzi uczenie si¢ charakteryzuja si¢
wigksza liczbg zakonczen presynaptycznych i peche-
rzykow synaptycznych, zwigkszonym wydzielaniem
neuroprzekaznika, wigksza aktywacjg enzymoéw po
stronie postsynaptycznej i wyzsza amplituda postsy-
naptycznego potencjatu pobudzeniowego.

Zmiana sily synapsy pociaga za sobg zmiany w jej
strukturze. Zmiany synaps w wyniku LTP i w moz-
gach zwierzat po uczeniu byly obserwowane przez
wielu badaczy. Czesto synapsy sa tworzone na kol-
cach dendrytycznych. W przeciwienstwie do samych
synaps, ktore mozna zobaczy¢ tylko w mikroskopie
elektronowym, kolec synaptyczny jest duzy i dobrze
widoczny w mikroskopie $wietlnym. Nowe technolo-
gie, a zwlaszcza mozliwos¢ przyzyciowych obserwa-
cji zachowania kolcow dendrytycznych w mozgach
uczacych si¢ zwierzat przy pomocy mikroskopow
laserowych, przyniosty silne dowody na powstawa-
nie w wyniku uczenia nowych polaczen synaptycz-
nych. Udalo si¢ zaobserwowac powstawanie nowych
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kolcéw dendrytycznych, z ktorych czgs¢ ponownie
zanikata, a cze$¢ pozostawata na dtugo przybierajac
charakterystyczny grzybkowaty ksztalt stabilnego
kolca. Powstawanie nowych kolcow odbywa si¢ bar-
dzo szybko — na skrawku hipokampa obserwowano
wyrastanie nowych juz w 20 minut po silnym pobu-
dzeniu, natomiast w mozgu — po 2-3 godzinach. Na
takich nowych, wygladem przypominajacych filopo-
dia kolcach, szybko powstaja synapsy.

Na dzi$, jesli chodzi o mdzg ssakow, najwiecej
wiemy o obwodzie neuronalnym odpowiedzialnym
za odruch warunkowy nazywany warunkowaniem
lgkowym, w ktérym bodziec stuchowy sygnalizuje
nadejscie bodzca bolowego. W najprostszej formie
warunkowania Igkowego dziatanie bodzca stuchowe-
go (warunkowego) i bolowego (bezwarunkowego)
naktadajg si¢ na siebie. Centralnym punktem tego
obwodu jest cialo migdatowate, w nim powstaja
kluczowe zmiany odpowiedzi neuronow. Jesli pomig-
dzy bodzcem warunkowym a bezwarunkowym jest
odstep kilku sekund, istotna role¢ zaczyna odgrywac
hipokamp. Hipokamp jest rowniez kluczowy dla ucze-
nia sie, jesli stosujemy tzw. warunkowanie na kon-
tekst, czyli gdy bodzcem warunkowym jest sam widok
otoczenia, w ktorym zwierze si¢ znajduje, np. klatki.
Wtedy umieszcza si¢ zwierze (mysz lub szczura)
w nowej klatce o charakterystycznym wygladzie i po
krotkim okresie czasu podaje bodziec bolowy. Re-
akcja zwierzgcia jest znieruchomienie w charaktery-
stycznej postawie. Jezeli po 24 godzinach od treningu
wlozymy zwierzg¢ ponownie do tej klatki, natychmiast
znieruchomieje — to znaczy, ze pamigta. Ta reakcja
jest nazywana zamieraniem i dlugo$¢ jej trwania jest
miarg sity pamigci. W takich modelach eksperymen-
talnych zidentyfikowano i uwidoczniono neurony,
ktore biorg udziat w tworzeniu $ladu pamigciowego.
Zrobiono to badajac, w ktorych komorkach nastepuje
aktywacja tzw. genow wczesnej odpowiedzi — c-fos,
zif268, arc, creb. Te geny sg uruchamiane gdy neu-
ron jest aktywowany i ulega zmianom plastycznym.
W ten sposob zaznacza si¢ w mozgu $lad pamigcio-
wy. W przypadku warunkowania lekowego ten §lad
jest widoczny nie tylko w ciele migdatlowatym albo
tylko w hipokampie, ale, cho¢ nie tak intensywnie,
takze w licznych innych strukturach mézgu zwigza-
nych z przetwarzaniem informacji czuciowej otrzy-
mywanej w danej sytuacji eksperymentalnej oraz
z uwaga, emocjami i motywacja. Jednakze jesli przy
pomocy manipulacji biotechnologicznych u myszy
po treningu warunkowania lgkowego unieczynni¢
neurony ciala migdatowatego, w ktorych doszto do
aktywacji genow wczesnej odpowiedzi, czyli wyma-
za¢ §lad pamigciowy w tej strukturze, zwierzgta nie
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wykazujg reakcji zamierania — nie pamigtajg. Nowa
technologia nazwana optogenetyka pozwolila takze
na odwrotne do§wiadczenie — wzbudzenie engramu.
W tym doswiadczeniu aktywacje genu wczesnej od-
powiedzi w neuronach hipokampa tworzacych nowy
$lad pamigciowy sprz¢zono z uruchomieniem sztucz-
nie wprowadzonego genu, ktéry spowodowal wbudo-
wanie si¢ w ich blong komorkowa biatka aktywowa-
nego $wiattem. Aktywacja takiego biatka powoduje
pobudzenie neuronu. Kiedy myszom poddanym wa-
runkowaniu lekowemu nastgpnego dnia po treningu
pobudzi¢ niebieskim $wiatlem laserowym te komor-
ki (tzn. pobudzi¢ neurony tworzace slad pamigcio-
wy) zwierzgta zamieraja, jak gdyby znajdowatly si¢
w otoczeniu sygnalizujacym zagrozenie. Sztuczne
pobudzenie neuronéw s$ladu pamigciowego urucho-
mito pamig¢.

Najnowsze techniki neurobiologii, opierajace si¢ na
manipulacjach biotechnologicznych, daty naukowcom
narzedzia, za pomocag ktoérych udato sie podjsé¢
o krok dalej i nie aktywowac, a stworzy¢ sztuczny
$lad pamigciowy, §lad zdarzenia, ktore nigdy nie mia-
o miejsca. Oczywiscie stworzono go w mézgu my-
szy 1 byt to $lad pamigci zagrozenia. Przebieg tego
doswiadczenia byt nastgpujacy: tak, jak opisano po-
wyzej, skonstruowano myszy, w ktorych ekspresja
genu wcezesnej odpowiedzi byta zwigzana z ekspresja
kanatu blonowego aktywowanego $wiattem. Zwie-
rz¢tom dano eksplorowac nowe srodowisko (pudetko
A) i one je zapamigtaly, a pobudzenie odpowiednie-
go obwodu neuronalnego, tworzacego slad pamigci
tego srodowiska spowodowato wbudowanie si¢ akty-
wowanego $wiattem kanatu jonowego w btony tych
neuronow. Potem szybko zablokowano mozliwo$¢
aktywacji ekspresji genu kodujacego kanat jonowy.
Nastepnego dnia poddano myszy warunkowaniu le-
kowemu w nowym srodowisku (pudetko B) i w cza-
sie tego warunkowania pobudzano $wiattem neurony
wyznakowane w czasie doswiadczenia w pudetku A,
czyli aktywowano $lad pamigciowy dotyczacy jego
wygladu. Nastegpnego dnia sprawdzano wystgpowa-
nie reakcji zamierania w pudetku A. Okazato sig, ze
znalazlszy si¢ w nim, myszy zamierajg, cho¢ nigdy
nie otrzymaly tam bodzca bolowego! Pamigtaja cos,
co si¢ nigdy nie zdarzyto, w ich mozgach wytworzo-
no sztuczny $lad pamigciowy.

W historii poszukiwan engramu doszlismy wigc do
etapu, w ktérym potrafimy go zobaczy¢ i selektyw-
nie usung¢ z mozgu. Dodatkowo mozemy stworzy¢
falszywa pamig¢. Dzigki skomplikowanej technolo-
gii mozemy w mozgu myszy stworzy¢ efekt, ktory
w mozgu cztowieka udaje si¢ wywotaé przy pomocy
paru sugestywnych zdan...
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(OD LABORATORIUM DO KLINIKI: OCENA FUNKCJI
POZNAWCZYCH W MODELACH ZWIERZECYCH

Agnieszka Nikiforuk (Krakow)

Streszczenie

Zaburzenia funkcji poznawczych wystepuja w przebiegu wielu schorzen. Postep w ich farmakoterapii jest
mozliwy dzieki testom przedklinicznym prowadzonym na gryzoniach laboratoryjnych. Istotnym elementem
tych doswiadczen jest wlasciwy dobor testu do badanego problemu. Dobrg ilustracjg tego zagadnienia sa
inicjatywy prowadzone w obszarze zaburzen poznawczych w schizofrenii, ktore maja na celu zwigkszenie
mozliwosci przetozenia wynikéw badan przedklinicznych na badania kliniczne u pacjentow. Kluczowym
przedsiewzigciem projektu MATRICS (ang. Measurement and Treatment Research to Improve Cognition in
Schizophrenia) bylo stworzenie jednolitej baterii testow pozwalajacych na ocen¢ sprawnosci istotnych dla
schizofrenii funkcji poznawczych ujetych w siedem domen, tj. pami¢¢ operacyjna, uwaga, uczenie i pamigc
stowna oraz wzrokowa, wnioskowanie i rozwigzywanie problemoéw, tempo procesow poznawczych, a takze
spoteczne funkcje poznawcze. Natomiast dyskusje w ramach projektu CNTRICS (ang. Cognitive Neuroscien-
ce Treatment Research to Improve Cognition in Schizophrenia) pozwolily na wytonienie testow przedklinicz-
nych pozwalajacych na badanie tych obszarow poznawczych, ktoérych zaburzenia sg charakterystyczne dla
schizofrenii. Duza uwagg przywiazano do tego, aby testy stosowane w modelach zwierzecych stanowily jak
najblizszy odpowiednik stosowanych u ludzi testow neuropoznawczych. Procedury te zostana pokrotce przed-
stawione w artykule.

Abstract

Cognitive deficits can occur in the course of many diseases and conditions. Preclinical studies are an
important step towards effective pharmacotherapy of these disturbances. The most urgent need of animal models
of neuropsychiatric disorders is the choice of appropriate tests that would generate clinically relevant measure
of cognition. Several activities have been initiated to reduce the translational gap between preclinical and
clinical research in the development of cognitive enhancers for schizophrenia. The program called MATRICS
(Measurement and Treatment Research to Improve Cognition in Schizophrenia) identified seven cognitive
domains that are primary deficient in schizophrenia (working memory, attention, visual and verbal learning and
memory, speed of processing, reasoning and problem solving, and social cognition) and also proposed a bat-
tery of appropriate cognitive tests to be used in clinical assessments of potential cognitive enhancers. On
the other hand, initiative CNTRICS (Cognitive Neuroscience Treatment Research to Improve Cognition in
Schiozophrenia) provided a list of animal tasks that assess cognitive functions, known to be disrupted in
schizophrenia, in a way analogous to human tests. These tasks will be reviewed in the current paper.




