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Streszczenie

Awersyjne warunkowanie klasyczne, polegajace na skojarzeniu stymulacji
dotykowej jednego z rzedéw wibrys, jako bodzca warunkowego (CS), z szokiem
elektrycznym w ogon, jako bodzcem bezwarunkowym (UCS), wywoluje
powigkszenie rozmiaréw funkcjonalnych reprezentacji stymulowanych wibrys
w korze somatosensorycznej myszy, co wykazano przy zastosowaniu pomiaréw
aktywnosci metabolicznej tkanki nerwowej [13]. Efekt ten ma charakter uczenia
asocjacyjnego. Dane literaturowe wskazuja, ze po zakonczeniu treningu,
w obszarach stanowiacych reprezentacje stymulowanych wibrys dochodzi do
wzrostu poziomu markeréow GABAergicznego przekaznictwa synaptycznego.
.Jak dotad, brak jednak danych na temat modyfikacji funkcji neuronéw korowych
i ich polaczen, ktére moga by¢ efektem zmian plastycznych. Celem wykonanych
badan  bylo okreslenie, ktére elementy sieci neuronalnej kory
somatosensorycznej  ulegaja  modyfikacjom w  efekcie awersyjnego
warunkowania klasycznego. Badania prowadzone byly metodami rejestracji
elektrofizjologicznej ex vivo z pojedynczych neuronéw whole-cell patch-clamp
w skrawkach kory somatosensorycznej myszy, poddanych wczesniej
warunkowaniu awersyjnemu. W pierwszym etapie badan przeprowadzono
charakterystyke  elektrofizjologiczna  glutaminianergicznych  neuronéw
pobudzajacych i GABAergicznych neuronéw hamujacych. Nastepnie
rejestrowano postsynaptyczne prady hamujace i pobudzajace, powstajace
spontanicznie. Uzyskane wyniki wykazaly, ze warunkowanie awersyjne nie
spowodowato zmian podstawowych parametrow elektrofizjologicznych komorek
GABAergicznych i glutaminianergicznych. w skrawkach kory pochodzacych
z mozgéw zwierzat poddanych uprzednio procedurze warunkowania
klasycznego. Wykazano, ze warunkowanie klasyczne nasililo czgstotliwos¢
spontanicznych postsynaptycznych pradow hamujacych (sIPSC) rejestrowanych
w komérkach glutaminianergicznych w skrawkach kory pochodzacych
z moézgbw zwierzat poddanych procedurze warunkowania klasycznego.
W przeciwienstwie do tego, nie stwierdzono istotnych zmian w czgstotliwosci
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spontanicznych  postsynaptycznych — pradéw  pobudzajacych  (SEPSC)
rejestrowanych w komérkach GABA i glutaminianergicznych. Wyniki te
potwierdzaja hipotezg¢ o nasileniu przekaznictwa synaptycznego w polaczeniach
pomigdzy interneuronami GABAergicznymi a neuronami pobudzajacymi,
powstajacym w efekcie treningu.

Zaobserwowane nasilenie przekaznictwa GABAergicznego stanowi,
prawdopodobnie, wyraz adaptacyjnej modyfikacji sieci neuronalnej polaczen
pomigdzy neuronami barylki, ktorej sens polega na zapewnieniu niezbednej
rownowagi  pomiedzy  przekaznictwem  pobudzajacym a hamujacym
w  zmienionych warunkach, zwigzanych z awersyjnym warunkowaniem
klasycznym. Mechanizm zaobserwowanych zmian nie jest znany i wymaga
dalszych badan.

Wstep

Korg mézgowa ssakow charakteryzuje organizacja kolumnowa, ktora
przejawia si¢ w postaci wybiorczej reakcji komérek nerwowych, potozonych
w waskim obszarze zorientowanym prostopadle do powierzchni kory poprzez
wszystkie jej warstwy, na dzialanie bodzca o okreslonej charakterystyce.
U gryzoni, czg$¢ kory somatosensorycznej zawierajaca reprezentacje wibrys,
bedacych dhugimi wasami zatokowymi wyrastajacymi na pyszczku i petnigcych
u tych zwierzat funkcje waznego narzadu czuciowego, nosi nazwe pola
barytkowego. W warstwie IV pola barytkowego wystepuja charakterystyczne
skupiska neuronéw, z racji ksztaltu nazwane barytkami, z ktérych kazda
otrzymuje posrednio potaczenia, w przewazajacej mierze z pojedynczej,
przeciwstronnej wibrysy [20]. Charakterystyczna organizacja ukiadu wibrys na
pyszczku zwierzgeia, na tzw. poduszce wibrysowej, w ktorej wyréznia si¢
regularne rzedy i kolumny, jest w sposéb topograficzny odzwierciedlona w korze
barytkowej w postaci ukfadu barylek. Neurony warstw polozonych powyzej
i ponizej barytki réwniez reaguja najsilniej na pobudzanie jednej, okreslonej
wibrysy, tworzac wspélnie kolumne barytkowa, stanowigca reprezentacje
korowg tej wibrysy i przetwarzajaca informacje dotykowa, pochodzacy z tej
wibrysy.

Badania nad uczeniem si¢ i pamiecia, oraz lezacymi u ich podioza
zjawiskami reorganizacji funkcjonalnej i anatomicznej szeregu struktur mézgu,
stanowig jeden z gléwnych nurtéw wspélczesnej neurobiologii. Z uwagi na
fatwos¢, z jaka mozna wybiérezo pobudzaé okreslone wibrysy, oraz na
mozliwos¢ stosowana deprywacji sensorycznej poprzez usuwanie wybranych
wibrys, kora barytkowa gryzoni stata si¢ obiektem licznych badan dotyczacych
zarowno plastycznosci rozwojowej, jak i plastycznosei kory mézgowej zwierzat
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dorostych. Najczegsciej, mechanizm plastycznych reorganizacji kory przypisuje
si¢ zaleznym od aktywnosci neuronalnej modyfikacjom przekazZnictwa
glutaminianergicznego w polaczeniach wewnatrzkorowych [9, 6, 5].

Sugeruje si¢ takze istotny udzial ukladu GABA ergicznego
w mechanizmach plastycznych reorganizacji pél recepcyjnych kory
somatosensorycznej. Badania zespolu prof. Malgorzaty Kossut z Instytutu
Nenckiego w Warszawie, oparte o pomiar aktywnosci metabolicznej kory
moézgowej przy zastosowaniu autoradiografii znakowanej 2-deoksyglukozy
wykazaly, ze trening, polegajacy na skojarzeniu stymulacji dotykowej jednego
z rzedow wibrys, jako bodzca warunkowego (CS), z szokiem elektrycznym
w ogon, jako bodZcem bezwarunkowym (UCS), wywoluje powigkszenie
rozmiar6w reprezentacji korowych stymulowanych wibrys [12]. Efekt ten ma
charakter uczenia asocjacyjnego, poniewaz nie wystgpuje on u zwierzat
otrzymujacych jedynie bodziec warunkowy, ani u zwierzat, ktére otrzymuja
obydwa bodzce, lecz w sposob nieskoordynowany (pseudowarunkowanie).
W 24 godziny po zakoficzeniu trzydniowego treningu, trwajacego 10 minut
dziennie, zaobserwowano dwukrotny wzrost liczby neuronéw, wykazujacych
immunoreaktywnos¢ GABA, w barylkach stanowiacych reprezentacje
stymulowanych  wibrys [13]. Wazrostowi liczby neuronéw GABA-
immunoreaktywnych towarzyszyl wzrost poziomu mRNA oraz biatka gléwnego
enzymu syntetyzujacego GABA, dekarboksylazy kwasu glutaminowego,
GAD-67 [7], lecz nie GAD-65 [11]; wykazano takze wzrost poziomu mRNA
podjednostki alfal receptora GABA, w barylkach [10]. Powstawanie zmian
w obrgbie uktadu GABAergicznego wykazano réwniez w innym modelu
doswiadczalnym, w ktérym wibrysy myszy poddawano stymulacji mechanicznej
przez 4 dni [19]. W efekcie takiej stymulacji zaobserwowano nasilenie
immunoreaktywnosci  GAD, a takze zwigkszenie liczby  synaps
GABAergicznych i nasilenie dtugolatencyjnych odpowiedzi na pobudzanie
wibrys [8].

Jak dotad, brak jednak danych na temat funkcjonalnej modyfikacji
neuronéw korowych i ich polaczen, ktére moga by¢ efektem zmian
plastycznych. Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie za pomocg
metod elektrofizjologicznych, ktére elementy sieci neuronalnej kory
somatosensorycznej ulegaja funkcjonalnym modyfikacjom w efekcie w efekcie
awersyjnego warunkowania klasycznego.

Metodyka badan

Trening zwierzat i grupy doswiadczalne
Projektowane do$wiadczenia wykonywane byly na samicach myszy
Swiss, w wieku 3 tygodni na poczatku eksperymentu. W poczatkowej fazie
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myszy byly unieruchamiane przez 10 minut dziennie, przez okres 2-3 tygodni
[12]. Po  wystapieniu habituacji, myszy byly poddawane treningowi,
polegajacemu na stymulacji mechanicznej rzedu wibrys B, po jednej stronie
ciata, przy pomocy niewielkiego pedzelka, trzykrotnie w czasie 9 sekund.
Stanowi to bodziec warunkowy (CS). W ostatniej sekundzie trwania bodzca
warunkowego, na ogon myszy podawany byl szok elektryczny (0.5 maA,
0.5 sek), stanowiacy bodziec bezwarunkowy (UCS). Po 6 sekundach przerwy CS
i UCS byly powtarzane, a calo$¢ sesji treningowej trwala 10 minut. Sesje
powtarzano przez 3 kolejne dni. Druga grupa zwierzat otrzymywala tylko CS
a trzecia, kontrolna (,,naive”) grupa myszy nie otrzymywata bodzcéw.

Doswiadczenia elektrofizjologiczne.

W 24 godziny po zakoficzeniu treningu, po dekapitacji zwierzecia,
wypreparowano mézg z czaszki i zanurzano w zimnym (0°C) sztucznym plynie
mo6zgowo-rdzeniowym (ACSF) o nastepujacym skiadzie (mM): NaCl 126, KClI
4, KH,PO, 1.25, NaHCO; 26, MgSO, 1.3, CaCl, 2.5, D-glukoza 10,
przedmuchiwanym mieszaning 95%0, -5%CO0,. Skrawki, o grubosci 400 pm,
wycinano przy pomocy mikrotomu z wibrujacym ostrzem z obszaru
odpowiadajacego korze barytkowej, w plaszczyznie nachylonej pod katem 55°
w stosunku do plaszczyzny strzatkowej [3, 15], co powoduje, ze w obrebie
skrawka znajduja si¢ barylki, zaliczajace si¢ do 5 rzedow (A - E). Po
preparatyce, skrawki przechowywane byty w komorze inkubacyjnej wypelnionej
ACSF, w temperaturze 32°C, przez okres 1 — 6 godzin. Pojedynczy skrawek
przenoszono do komory rejestracyjnej, umieszczonej na podstawie mikroskopu
Zeiss Axioskop, przeplukiwanej ACSF w temperaturze 32 °C. W éwietle
przechodzacym, pod malym powigkszeniem, mozliwa byfa identyfikacja
poszczegOlnych barylek (ryc. 1A). Po zastosowaniu metody réznicowego
kontrastu interferencyjnego w podczerwieni (IR-DIC) i obiektywu 40x
identyfikowano pojedyncze neurony (ryc. 1B).

Mikropipete szklana, wypelniong roztworem (mM): K-gluconate 130,
NaCl 5, CaCl; 0.3, MgCl, 2, EGTA 1, HEPES 10, Na,-ATP 5, Na-GTP 0.4;
o osmolarno$ci 290 mOsm; pH 7.2, o opornosci 6-8 MQ, zainstalowana na
mikromanipulatorze Burleigh, pod kontrolg wzrokowa umieszczano na
powierzchni neuronu i doprowadzano do powstania zlacza wysokooporowego
(ang. gigaseal) a nastepnie blong neuronu przerywano [14]. Po uzyskaniu
charakterystyki elektrofizjologicznej badanej komérki, poprzez podanie serii
bodzcéw hiper- i depolaryzujacych, od -0,5 do +0,5 nA (ryc. "1C; D),
przechodzono w tryb rejestracji voltage-clamp. Rejestracje sIPSC (ryc. 2A)
prowadzono przy potencjale blony komérki ustalonym na 0 mV a sEPSC (ryc.
2B, C) przy potencjale blony komérki ustalonym na -75 mV. Sygnaly odbierano
przy pomocy wzmacniacza NPI SEC OS5L, rejestrowano przy pomocy
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przetwornika analogowo/cyfrowego Axon Instruments Digidata 1322,
wspolpracujacego  z  komputerem PC, i analizowano przy uzyciu
oprogramowania pPCLAMP (Axon Instruments).

Wyniki

Elektrofizjologiczna charakterystyka badanych komérek

Lacznie przeprowadzono rejestracje z 135 neuronéw warstwy IV kory,
wykazujacych wilasciwosci elektrofizjologiczne charakterystyczne dla komérek
glutamininanergicznych, generujacych regularnie potencjaty czynnosciowe (ang.
regular spiking; [2]; ryc. 1C) oraz 37 neurondéw warstwy IV kory, wykazujacych
wlasciwosci elektrofizjologiczne charakterystyczne dla interneuronéw szybko
wytadowujacy si¢ (ang. fast-spiking,; ryc. 1D). Uzyskane wyniki wykazaly, ze
warunkowanie awersyjne nie spowodowalo zmian mierzonych parametréw
elektrofizjologicznych (oporno$¢ blony komérkowej i potencjat spoczynkowy)
komérek GABA i glutaminianergicznych. w skrawkach kory pochodzacych
z mozgoéw zwierzat poddanych procedurze warunkowania klasycznego (tab. 1).

10 mV
—103nA
4 —— 100 ms

Ryec. 1. (A) Skrawek kory mézgowej myszy z widocznymi barylkami. Skala 400 pm. (B) Neurony
warstwy IV kory barylkowej myszy, obraz uzyskany przy uzyciu IR-DIC. Widoczna jest
koficéwka mikropipety rejestrujacej, umieszczona na powierzchni komérki glutaminianergiczne;.
Widoczne réwniez 2 inne komérki o odmiennym ksztalcie, prawdopodobnie interneurony
GABAergiczne. Skala: 10 pm. (C) OdpowiedZ komérki glutaminianergicznej i (D) interneuronu
szybko wyladowujacego sig (ang. fast-spiking) na depolaryzujace bodZce pradowe.
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Rejestracja sIPSC z komérek glutaminianergicznych
Warunkowanie awersyjne nasilito czgstotliwosci sIPSC, natomiast nie
zmienito amplitudy sIPSC (ryc. 3A) w komérkach glutaminianergicznych
w barylce odpowiadajacej glaskanym wibrysom. W przeciwienstwie do tego, nie
stwierdzono istotnych zmian amplitudy sIPSC, ktére bylyby skorelowane
z procedurg warunkowania. (ryc. 3A)
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I1OO pA

B 1s

_|1o pA

1s

0k g
__|10pA
1s

Ryec. 2. Przyklady rejestracji (A) sIPSC, (B) sEPSC w neuronach pobudzajacych i (C) sEPSC
w interneuronach warstwy IV kory barylkowej

Rejestracja sEPSC z komérek glutaminianergicznych
Warunkowanie awersyjne nie wplynelo na czestotliwosé i amplitude
sEPSC w komoérkach glutaminianergicznych w barylce odpowiadajacej
glaskanym wibrysom (ryc. 3B).

Rejestracja sSEPSC z komoérek GABAergicznych
Warunkowanie awersyjne nie wplynelo na czestotliwo$¢ i amplitude
sEPSC w komérkach GABAergicznych w barylce odpowiadajacej glaskanym
wibrysom (ryc.3D).
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Ryc 3. Wplyw warunkowania awersyjnego na (A) sIPSC w neuronach pobudzajaych warstwy IV
kory barylkowej. Czgstotliwo$¢ sIPSC w neuronach barylki B myszy trenowanych jest ok.
dwukrotnie wyzsza niz w pozostatych grupach, réznice Sredniej amplitudy sIPSC migdzy grupami
nic sa zwigzane z treningiem. (B) sEPSC w neuronach pobudzajacych warstwy IV kory
barylkowej. Warunkowanie awersyjne nie wplynelo na czgstotliwos¢ i amplitude sEPSC
W neuronach barytki B myszy trenowanych.(C) sEPSC w interneuronach warstwy IV kory
barylkowej. Warunkowanie awersyjne nie wplynglo na czgstotliwos¢ i amplitude SEPSC
w interneuronach barytki B myszy trenowanych.

naive — myszy kontrolne; CS — myszy, na ktére dziatano tylko bodZcem warunkowym; CS+UCS —
myszy trenowane. *** P<0.0001, ANOVA.
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Dyskusja

Przeprowadzone doswiadczenia wstgpne wykazaly, ze w efekcie treningu
ulega powigkszeniu czestotliwos$¢ sIPSC, rejestrowanych z neuronéw
pobudzajacych o  regularnej  aktywnosci  (komorek  gwiazdzistych
i piramidowych). Brak istotnych zmian Sredniej amplitudy rejestrowanych
sIPSC wskazuje, ze mechanizm postsynaptyczny tego efektu, zwiazany np.
z modyfikacjami wiasciwosci receptorow GABA, jest mniej prawdopodobny.
Spontaniczne IPSC powstaja w efekcie dwoch proceséw: uwalniania pakietow
(kwantéw) neuroprzekaznika w spos6b zalezny od potencjatéw czynnosciowych
oraz uwalniania w spos6b niezalezny od aktywnosci neuronu. W drugim
przypadku, powstajace prady okresla si¢ jako miniaturowe (mIPSC). U podioza
nasilonego uwalniania GABA moze leze¢, hipotetycznie, zwigkszona aktywnos¢
interneuronéw GABAergicznych, np. w efekcie modyfikacji pobudliwosci btony
tych komoérek, badz silniejszego pobudzeniowego wejscia synaptycznego.
Jednakze uzyskane wyniki wykazujace brak wplywu warunkowania
awersyjnego na warto$¢ potencjalu  spoczynkowego, opornos¢ blony
komérkowej  przebadanych interneuronéw oraz  czgstotliwos¢ sEPSC
zarejestrowana w komorkach GABAergicznych wydajg si¢ przeczy¢ tej
hipotezie.

Alternatywnym wyjasnieniem zaobserwowanego wzrostu czgstotliwosci
"sIPSC jest zwigkszenie prawdopodobienistwa uwalniania lub liczby miejsc
uwalniania GABA. Sugeruja to prace wykazujace wzrost liczby neuronéw [13]
lub liczby synaps GABAergicznych [8] w barytkach stanowiacych reprezentacje
stymulowanych wibrys

Nasilone uwalnianie acetylocholiny z zakonczen widkien projekcji
z podstawnego przodomoézgowia do kory moze stanowié jeden z kluczowych
elementdbw mechanizmu wywolania plastycznych reorganizacji  kory
somatosensorycznej [4]. Wykazano, ze plastyczno$¢ odpowiedzi neuronéw kory
barytkowej na stymulacje wibrysy jest blokowana przez immunotoksyczne
uszkodzenie jadra podstawnego Meynerta [1] a stymulacja elektryczna
podstawnego przodomozgowia, sparowana ze stymulacja receptoréw skérnych,
wywoluje dlugotrwaly wzrost amplitudy potencjaléw wywolanych w korze
somatosensorycznej [16]. Badania odpowiedzi neuronéw kory stuchowej
wykazaly, ze plastyczne zmiany pol recepcyjnych w efekcie apetytywnego lub
awersyjnego warunkowania klasycznego sa uzaleznione od aktywacji jadra
podstawnego i projekcji cholinergicznej do kory [18]. Dlatego tez mozna
przypuszczaé, ze wywolanie zaobserwowanego nasilenia uwalniania GABA
przez interneurony kory barytkowej, zwiazanego z warunkowaniem klasycznym,
jest przynajmniej cze$ciowo oparte o aktywacje ukladu cholinergicznego
w trakcie treningu.
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