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مولکولهای اتصالی سلول: مهره های کلیدی در تقویت حافظه؟
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· انسیتو فیزیولوژی ماگد برگ- دانشکده ی پزشکی – ماگد برگ آلمانی
خلاصه

شواهد تجربی مبین این امرند که: L1 و مولکول اتصالی سلول عصبی NCAM در پردازش وشکل گیری یاد گیری طولانی مدت شرکت دارند. به نظر می رسد تغییرات در بیان ژنی و گلیکوزیلاسیون آنها جهت تغییر قدرت سیناپسی طی پردازش یادگیری باشد. دستکاری عملکرد L1 و NCAM  در موارد گوناگون یادگیری در گونه های مختلف به شدت تقویت حافظه را ضعیف می کند که این امر بیانگر شرکت آنها در مکانیسم حفظ شده در طول تکامل شکل گیری دستگاه عصبی است.
مقدمه

شکل گیری حافظه درسطح سلولی براساس تسهیل یا تضعیف در انتقالات ویژه سیناپسی می باشد. به نظر می رسد، با گذشت زمان، حافظه از موقعیت کوتاه مدت و فازکنونی (Labile Phase) به موقعیت طولانی مدت و پایدار طی فرایند تقویت (Consolidation) تبدیل گردد.

فاز ابتدایی شکل گیری حافظه، وابسته به تغییرات موجود در مولکول های سیناپسی (رسپتورها، کانالها و آنزیم ها) می باشد که تصادفا دقت تبادلات   سیناپسی را تغییر می دهد. در عوض حافظه طولانی مدت، به سنتزهای جدید
(de novo) پروتئینها و تغییرات ساختاری در سطح سیناپسی، بستگی دارد.
تکوین تکنیک های مولکولی و معرفی مدلهای ساده تقسیم بندی بی مهرگان و مهره داران، برای مطالعه فرایندهای یادگیری به کشف تعداد زیادی از مولکولهایی که در تشکیل  حافظه شرکت دارند، انجامیده است.

به هر حال، این مولکولها، فقط جهت" تقویت حافظه" تخصصی نشده اند، بلکه نقش مهمی در ایجاد فرم های شکل گیری دستگاه عصبی نظیر مخروطهای رشدی نوروپلاستها (growth  coneguidance) و تشکیلات سینا پسی، طی تکامل دارند. مولکولهای اتصالی سلول به خاطر نقششان در فرایندهای تکاملی بخوبی شناخته شده اند. شواهد اخیر بطور محکمی تاییدی بر این مطلب اند که آنها همچنین در تغییرات سیناپسی که طی تشکیل حافظه در افراد بزرگسال صورت می گیرند، نیز نقش دارند. نقش دو عضو از مجموعه خانواده ی ایمنوگلوبولین ها (مولکول های اتصالی سلول) یعنی L1 و NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule)، در تقویت حافظه ،توسط داده های تجربی، به خوبی تایید می شود. برخی شواهد نیز وجود دارند که مبین دخالت سایر مولکول های اتصالی نظیر Integrin ها و Cadherinها، در طولانی کردن تغییرات ارتباطات سیناپسی هستند.
L1 یک گلیکوپروتئین با توده های مولکولی مشخص 200 کیلو دالتونی است که بطور وسیعی ر وی سلولهای عصبی (طی تکامل سیستم عصبی) با تعیین گسترده شده است.

NCAM، در ایزو فرمهای مختلف مولکولی در وزنهای 120،140،180کیلو دالتونی که طی فرایند پیرایش (Splicing) از یک ژن منفرد، ایجاد می شود ، ظاهر می شود. (شکل 1)
 به هر حال ایزو فرم های اصلی از لحاظ بخش های درون سلولی و گوناگونی عملکرد با هم تفاوت دارند،همچنین در بخش خارج سلولی مولکولی قرار دارند. (به عنوان مثال، طی بیان و تولید اگزون های پیرایش شده (Spliced) در پایانه شبه ابمونوگلبولینی چهارم).
پروتئین مرکزی بعدا طی گلیکوزیلاسیون با پلی سیالیک اسید (PSA) [کربوئید راتی که شامل پلیمرهای مشا به در اسید سیالیک است ] پس از ترجمه ژنی، تغییر می یابد.
هم L1 و هم NCAM واسطه ی ارتباطات سلول - سلول و سلول – ماتریکس می شوند. آنها همچنین می توانند ،یک ارتباط موازی (CIS)با همدیگر نشان دهند. به عنوان مثال ارتباط روی سطح یک سلول از طریق یک اپی توپ ویژه. این امر، قبل از هر چیز مبین این است که این مولکولها ،عناصر ساده ی اتصالی (که مفهوم مولکولهای اتصالی است) نیستند. در حقیقت بیان ژنی و شرایط عملکردی آنها، بطور دقیقی تنظیم شده است و ارتباط آنها با عناصر خارج سلولی غشاء و داخل سلولی، از جمله مسیر سیگنالی فسفولیپید اینوزیتول(PI)، +ca² داخل سلولی، PHو همچنین فعالیت تیروزین کینازی بدون رسپتور خانواده یُ(Src) را تغییر می دهند.
نقش حیاتی گلیکو پروتئین ها در شکل گیری حافظه بعنوان پایه ی بسیاری از تجربیاتی که نشان می دهند که یادگیری اجتنابی (Avoidance learning) در جوجه (Gallus domesticus) می تواند از طریق مهار گلیکوزیلاسیون پروتئین ها در مغز، نفی شود، پیشنهاد شده است.
 در تایید این مطلب نشانه گذاری، اپی توپیک گلیکوپروتئینهای جدید، یک افزایش جمعیت را در مولکولهای سطح سلول را بعد از یادگیری نشان می دهد. (برای خلاصه به رفرانس 13 مراجعه شود.)
مولکولهای اتصالی سلول عصبی، بعنوان اولین شواهد برای این فرابندها، معرفی شدند، بخصوص از آنجایی که شرکت ایزوتوپ در ردیابی پروتئین های ویژه یادگیری، معرف پروتئینهایی با وزن مولکولی برابر با ایزوفرم مخصوص سیناپسی 180 کیلو دالتونی  NCAMبود.
[image: image1.png]om— P m——




شکل A-1 : ساختار مولکول اتصالی سلولی عصبی(NCAM ) و L1.

 بخش خارجی تمام ایزوفرم های NCAM ، شامل 5 بخش مشابه ایمنوگلوبولینی و 2 پایانه ی فیبرونکتین III است، در حالیکه L1 شامل 6 بخش مشابه ایمنوگلوبولینی و 5 پایانه ی فیبرونکتین نوع III است. ایزوفرم 120 KD ،NCAM توسط یک گیرنده ی فسفولیپیدی به غشا متصل است. و بنابراین براحتی می تواند به مایع خارج سلولی رها شود، در مقایسه NCAM 140 ، 180 کیلودالتونی و L1 به داخل غشا سلولی متصل شده اند، و پایانه های درون سلولی ویژه ای دارند که از طریق آنها می توانند با اسکلت سلولی و بخشهای پس سیناپسی ارتباط برقرار کنند. نقطه های آبی مناطق اتصالی به پلیمر اسیدسیالیک (PSA )روی NCAM رانشان می دهد
شکل B-1 : اتصالهای سلول- سلول که از طریق حضور NCAM در غشا سلولهای مذبور ایجاد شده اند ،می توانند توسط یکی از موارد زیر ضعیف شوند:

1- جایگزینی NCAM توسط  NCAM  گلیکوزیله با  PSA.

2- درونی شدن (internalization ) NCAM .
در حلزون Aplasia  California ، درونی شدن مولکولهای اتصالی سلول در حفرات پوشش دار(coated pit) آغاز می شود، سپس مولکولها در جایگاه هایی دورتر از غشا، یا تجزیه می شوند و یا دوباره وارد می گردند.

میزانهای اتصال بین PSA-NCAM ،3 تا 4 بار ضعیف تر از اتصالاتی است که بین دو مولکول NCAM بودن PSAاست. ابر های پیوسته از پلیمر PSA روی اتصال غشا –غشا  و ارتباط بین NCAM ها، مشابه سایر مولکولهای متصل به غشا است.

شواهد مستقیم بیشتر برای نقش L1، NCAM در شکل گیری یادگیری، از مطالعلتی بدست آمدکه به روی عملکرد این مولکول ها در دیاگرام های مختلف یادگیری صورت گرفت.

آنتی بادیهای ضدL1،NCAM  میتوانند تقویت حافظه را مختل سازند.

تقویت حافظه در جوجه ها و موشها می تواند با کاربرد آنتی بادیهایی که با عملکرد L1وNCAM  مقابله دارند ، مختل گردد. در جوجه تزریق درون جمجمه ای آنتی بادیهای ضد L1، NCAM از تقویت حافظه جلوگیری کرد.(وقتی که این تزریق بلافاصله بعد از مشاهده ی تیمار با آنتی بادی ها 4 تا 6 ساعت بعد صورت گرفت )، به هر حال تزریق های بین این دو فاصله ی زمانی یا فاصله ی دوم زمانی چنین اثری نداشت. (به رفرانس 14 مراجعه شود.)

در موشها تزریق درون بطنی آنتی NCAM یا پپتپد مصنوعی (که ازدرونی شدن NCAM جلوگیری می کند)،طی 6 تا 8 ساعت بعد از تیمار ، تقویت حافظه را طی یک مسیر ساده ی اجتنابی مهار می کند.

همچنین، حافظه، وقتی که آنتی L1 یا آنتی NCAM به طور زیاد و دفعتا" به بطن ریخته شد، یادگیری فضایی(Spatial learning) را در فاز آبی Morris ضعیف کرد. این یافته های in vivo با تاثیرات آنتی بادیهای ضد L1 و ضد NCAM بر روی شکل گیری دستگاه عصبی در محیط in sito مطابقت دارند.

یک محرک الکتریکی القا کننده ی با توان بالا و افزایش اثر طولانی مدت در تشکیل سیناپسها، یک مدل برای شکل گیری سیناپسهای تشکیل دهنده ی حافظه، فرض می شود.مطالعه بر روی محیط های in vivo از جمله قطعات و برشهای مغز، نیز می تواند، گام بعدی برای آزمایشات و جزئیات بعدی مطرح شود. دستکاری در عملکرد L1  ، NCAM در چنین قطعات و برشهای مغزی، طی تیمار با آنتی بادیهای ضد این مولکولهای اتصالی، می تواند بطور جدی از تکمیل حافظه یلند مدت جلوگیری کند ولی بر روی توان حافظه ی کوتاه مدت اثری ندارد.

یادگیری با کمک بیان ژنی و گلیکوزیلاسیون L1 ، NCAM صورت می گیرد:

یافته های آزمایش شده ی فوق، با آزمایشات و مشاهداتی حمایت می شوند که طبق این شواهد، سنتزگلیکو پروتئین ها بخصوص L1، NCAM بعد از یک یادگیری اجتنابی ساده یا یادگیری فضایی در موشها افزایش می یابد.

همچنین این افزایش در میزان گلیکوزیلاسیون L1و NCAM، بعد از آموزش تشخیص بینایی به صورت دو موج مختلف ظاهر می شود که یکی بلافاصله بعد از آموزش ،ظاهر می گردد و دیگری حدود 6 ساعت بعد از آموزش .

همچنین امکان وجود موج سومی در مدت زمان 18-15 ساعت بعد از اموزش نیز، مطرح شده است. همچنین به عنوان نتیجه توزیع NCAM-PSA بعد از یادگیری اجتنابی ساده در جوجه دستخوش تغییر می گردد. این یافته ها مشاهداتی، را که روی دو زمان حساس به از دست دادن حافظه در اثر داروهایی که با عملکرد L1 ،NCAM یا عموما" سنتزپروتئین ها، تداخل دارند، کامل می کنند.

همگی این یافته هابر روی این حقیقت تاکید دارند که تقویت حافظه تنها طی 1-2   ساعت پس از یادگیری کامل نمی شود، بلکه ممکن است تا 18 ساعت بعد یا پیش لز آن ادامه یابد .

گلیکوزیلاسیون و یا درونی شدن برای تقویت حافظه لازم اند.

خصوصیات اتصالی L1،NCAM  می توانند دقیقا" طی گلیکوزیلاسیون تنظیم گردند. به نظر می رسد که در مغز PSA (پلی سیالیک اسید) به طور انتخابی به NCAM ضمیمه شود . تصور می شود که ابرهای منفی قند PSA برروی مناطق پیش سیناپسی  و پس سیناپسی همدیگر را دفع می کنند و این امر منجر به افزایش قابل ملاحظه شکاف سیناپسی(Synaptic cleft ) می گردد.

به نظر می رسد کاهش در قدرت اتصال جهت تعویض مدل سیناپسی، طی یادگیری طولانی مدت که به فرم یکسری وقایع پشت سر هم انتقالی صورت می گیرد، ضروری باشد. افزایش در قندی شدن (با پلی سیالیک اسید) NCAM، 12-14 ساعت بعد از یک یادگیری ساده اجتنابی مشاهده شده است. به هر حال تزریق درون جمجمه ای"اندونورآمینیداز" که موجب جدا شدن دائمی PSA از NCAM می گردد، موجب مختل شدن یادگیری فضایی در موشها گردید. وقتی همین آنزیم در محیط in vitro به برشهای مغزی اضافه گشت پتانسیل طولانی مدت (هیپوکامپ) را متوقف کرد.

ارتباط مولکولهای اتصالی سلول ،می تواند با درونی شدن بخشی از یک مولکول کامل، کاهش یابد.

در یک سیستم مدل شکل گیری حافظه در حلزون دریایی Aplasia  Californica هومولوگ مولکولهای NCAM در این موجودات (مولکولهای اتصالی سلولی Aplasia )طی یک آندوسیتوز افزایشی – از سطح سلول برداشته شد. این درونی شدن، شامل فعال شدن مسیر MAP Kinase بود. چنین مکانیسمی هم می تواند در مهره داران فعال باشد، چرا که یک 

افزایش در میزان NCAM  های موجود بعد از یادگیری اجتنابی در موشها ، مشاهده شد . در همین راستا ، جلوگیری کردن از درونی شدن NCAM با استفاده ازپپتید مصنوعی NCAM نیز موجب اختلال در تقویت حافظه می شود .این عملکرد تنظیمی اتصال سلولی بر روی سیناپسها، می تواند، یک مکانیسم حفظ شده در طول تکامل، در تقویت حافظه باشد.

تخریب هدف دار ژن NCAM منجر به اختلال در یادگیری می شود .

نهایتا،نقش  NCAM در  شکل گیری حافظه ، با آنالیز موشها با تخریب هدف دارژن NCAM تایید گردید.این موتانهای NCAM  (بی اثر نسبت به NCAM ) می توانند ، بصورت نرمال رشد کنند وتنها یکسری تغییرات غیر طبیعی آناتومیکی در لوب بویایی و سیستم فیبر مخاطی هیپوکامپ (hippocampal massy fibers) در آنها دیده می شود .به هر حال بیان ژنی آن ها عملکرد آنها نسبت به انواع wild – type آنها مقدم است و {در شرایط ترس و یا یادگیری فضایی} . ( شکل 2)
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کاهش رفتاری موش های موتان  NCAM
شکل 2-A : موتاسیون ژن NCAM، موجب کاهش یادگیری اطلاعات کلی واطلاعات شنیداری مربوط به ترس می شود، که با کاهش پاسخ در جاماندن (freezing)، هنگام در معرض ترس کلی یا شنیداری قرار گرفتن، مشخص شده است . این اختلالات با بیان ژنی دوباره NCAM  180 کیلو دالتونی (به عنوان یک ترانسژنیک در مغز موتانهای NCAM ) بر طرف نمی گردد.

B :در مقایسه، رفتار شبه گرسنگی،  نیز می تواند از طریق ترانسژنیک NCAM  180کیلو دالتونی، بهبود یابد که یک مکانیسم سلولی غیر وابسته یا مستقلی را نشان می دهد .

این اختلالات، با کاهشهای دیده شده در توان یادگیری بلند مدت نیز مطابقت دارند. کاهش حافظه در موتانهای NCAM، با تغییراتی در رفتارهای احساسی – حرکتی و واکنش سریع نشان دادن به عملکرد" سروتونین" است . 
به هر حال، این تظاهرات، به عملکردهای مختلف NCAM مربوط می گردد، چرا که بیان دوباره ترانسژنیک در مولکولهای NCAM 180کیلو دالتونی،  رفتارهای احساسی و پاسخ به سروتونین را در موتانهای NCAM بهبود بخشید ولی روی کاهش یادگیری تاثیری نداشت .

این اطلاعات، فرضیه شرکت غیر قابل انکار NCAM و مخصوصا ایزوفرم180 کیلو دالتونی آن را در فرآیندهای مختلف رفتاری،مثلا شکل گیری حافظه، را تقویت می کند.

نکات مورد بحث ودیدگاه آینده :

تحقیقات طی دهه گذشته، شواهد قوی رابرای شرکت مولکولهای اتصالی سلول از نوع ایمنوگلوبولینهای NCAMوL1 در تقویت حافظه، فراهم کرده است . به نظر می رسد که شرکت مولکولهای اتصالی سلول در ثبات سیناپسی طی رشد و نمو و تقویت حافظه، یک مکانیسم حفظ شده تکاملی باشد که می تواند در دامنه ی وسیعی از گونه های مهره داروبی مهره دیده شود.

تغییر شناخت سلولی با میانجیگری NCAM, L1 یک گام اساسی در شکل گیری تغییرات ثابت و در ارتباطات سیناپسی است و طی تغییرات وابسته به بیان ژن ، تغییرات پس از ترجمه و درونی شدن پروتئین که 18 ساعت یا بیشتر ، پس از زمان یادگیری طول می کشد ، به دست می آید . شواهدی وجود دارند که بعضی از این فرآیند ها، توسط گلوکوکورتیکوئیدها کنترل می شوند ورهبری مرکزی "کورتیکواسترون " نه تنها یادگیری ضعیف را قوت می بخشد بلکه موجی از سنتز گلیکو پروتئینها را ساعتها پس از آموزش تحریک می کند که به نظر می رسد ، نمونه ای از آنها سنتز NCAM باشد.
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