Аннотация статьи. Исследования на клеточном уровне процедурной и декларативной памяти предполагают, что зависящие от научения изменения структуры и силы синапсов – фундаментальный механизм, посредством которого кодируются, обрабатываются и хранятся в мозге данные типы памяти. В данном обзоре мы концентрируемся на недавних достижениях в понимании молекулярных механизмов, которые лежат в основе кратковременных и долговременных форм процедурной памяти в морском беспозвоночном Аплизии
 калифорнийской, и предполагаем, какой вклад вносит каждая форма сохранения простых структурных элементов в различные временные фазы сохранения памяти.
Вступление.

Современные исследования в области нейробиологии познания показывают, что память не является единым процессом, но состоит из нескольких форм, которые могут быть объединены как минимум в две категории, в каждой из которых процессы происходят по особым механизмам (Squire and Zola-Morgan, 1991; Polster et al., 1991). Декларативная память – это сознательная активизация в памяти знаний о людях, местах и предметах, и она особенно хорошо развита в мозге позвоночных. Процедурная, или недекларативная память – это память моторных навыков и прочих форм деятельности, она выражается в процессе выполнения действий без сознательного обращения к прошлому опыту; она включает в себя простые ассоциативные формы, такие, как приобретение условного рефлекса, и неассоциативные, такие, как сенситизация
 и привыкание. Была выявлена локализация двух этих форм памяти в различных нервных системах в мозге (Milner, 1985). Декларативная память, показанная впервые при исследованиях пациента Генри Молейсона, зависит от функционирования структур в средней височной доле коры головного мозга, а также гиппокапмальных структур. Процедурная память задействует мозжечок, полосатое тело, миндалины, и, в простейших случаях, чувствительные и двигательные сигнальные пути, участвующие в обеспечении отдельных моторных навыков или навыков восприятия, используемых в процессе обучения. Как результат, процедурная память также может быть исследована на примере разнообразных простых рефлекторных систем, включая таковые, формирующиеся у высших позвоночных, в то время как декларативные ее формы могут быть наилучшим образом (и, возможно, единственно) исследованы у млекопитающих. 
Изменения на клеточном и молекулярном уровнях, происходящие в мозге млекопитающих и лежащие в основе обоих типов памяти, трудно поддаются изучению, так как их эффект часто незначителен, и вклад индивидуальных синапсов в процесс обучения выяснен еще недостаточно хорошо. Исследования более пригодных для изучения нервных систем высших беспозвоночных, которые доказали свою удобность для анализа проблем поведения, обогатили наши знания о синаптических локусах и механизмах, лежащих в основе различных элементарных форм обучения и хранения памяти (Carew and Sahley, 1986; Byrne, 1987; Hawkins et al., 1993). Одна из таких модельных систем – рефлекс отдергивания жабр и сифона морского беспозвоночного Аплизии калифорнийской. Этот рефлекс демонстрирует несколько форм обучения, включая потерю привычки, сенситизацию, выработку условного рефлекса, которые имеют множество связанных с поведением особенностей у млекопитающих, и которые дают основание предполагать, что обучение у аплизии и млекопитающих происходит по сходным механизмам (Pinsker et al., 1970; Carew et al., 1971, 1981, 1983; Hawkins et al., 1986, 1989, 1998; Colwill et al., 1988a, b; Walters, 1989).

Недавние исследования процессов запоминания, от простейших форм процедурной памяти у беспозвоночных до сложных форм декларативной памяти млекопитающих, предполагают, что характер изменений в структуре синапсов и силе синаптического взаимодействия играет ключевую роль в этих различных формах памяти (Kandel, 2001). Были описаны два основных механизма сохранения информации, как для процедурной, так и для декларативной памяти: кратковременная память, длящаяся минуты, и долговременная, длящаяся дни, недели и дольше. Эти временные различия в поведении отражаются в специфических формах синаптической пластичности, которые лежат в основе каждого вида поведенческой памяти, а также в особых молекулярных изменениях, необходимых для их реализации. Кратковременные формы памяти вызывают ковалентные модификации уже существующих белков посредством разнообразных киназ и выражаются в изменениях ранее образованных связей. В свою очередь, долговременная память в дополнение к работе протеинкиназы А и MAP-киназ требует также CREB-регулируемой активации экспрессии генов и синтез новых мРНК и белков. Более того, долговременная форма памяти часто сопровождается образованием новых синаптических соединений. Для сохранения как декларативной, так и процедурной памяти, рост образование новых синапсов представляет собой завершающий этап изменений и самоподдерживающуюся стадию, стабилизирующую долговременный процесс. В дополнение к кратковременной и долговременной памяти, путем использования различных программ обучения с продленной и повторяющейся стимуляцией можно вызвать целый ряд промежуточных процессов, продолжающихся один час и дольше и часто требующих только трансляцию без транскрипции. 
В данном обзоре мы обсуждаем и сравниваем важные сайты синаптогенеза и лежащие в его основе клеточные и молекулярные механизмы кратковременной, промежуточной и долговременной памяти, идентифицированные в ходе нейробиологических исследований элементарных форм процедурной памяти у аплизии. 

Сенситизация и приобретение условного рефлекса в случае рефлекса отдергивания жабр и сифона у аплизии: две первичных формы хранения процедурной памяти

Нервная система аплизии образована всего 20 000 крупных, хорошо выявляемых нервных клеток, объединенных в 10 главных ганглиев. 
Возможность идентифицировать отдельные нейроны и регистрировать их активность сделала возможным определение основных компонентов нервных циклов, задействованных в особых формах поведения, и наметить важнейшие области локализации и базовые механизмы, лежащие в основе хранения образов памяти. 
Молекулярные механизмы, способствующие хранению процедурной памяти, наиболее интенсивно исследовались при изучении рефлекса сокращения жабр и сифона у аплизии (Kandel, 2001). Как и другие защитные рефлексы, данный рефлекс может модулироваться различными формами процедурного обучения. Для начала мы обратим наше внимание на сенситизацию, элементарную форму неассоциативного обучения, при помощи которой животное приобретает опыт о свойствах отдельного опасного стимула, и появляется возможность получения вызванного страхом закрепленного ответа. При легком прикосновении к сифону улитки, она реагирует втягиванием жабр и сифона. Этот ответ усиливается, когда животное подвергается воздействию неприятного для него сенситизирующего стимула. Вместе с другими формами защитного поведения память сенситизации в рефлексе сокращения является многоуровневой, и повторяющиеся раздражения задней части тела животного вызывают появление долговременной памяти. Будучи одиночным, такое раздражение взывает кратковременную сенситизацию, длящуюся минуты, тогда как повторяющиеся через некоторые интервалы раздражения вызывают долговременную сенситизацию, сохраняющуюся в течение вплоть до нескольких недель (Castellucci et al. 1986). Данный случай также представляет собой пример формирования классического условного рефлекса – форму обучения, при которой животное уясняет прогнозные взаимоотношения между двумя стимулами. Рефлекс отдергивания сильнее и долговечнее, если к сифону прикасаться непосредственно перед опасным сенситизирующим стимулом (сдвоенное обучение), по сравнению с неспаренным обучением или обучением с обоими стимулами поодиночке(Carew et al., 1981, 1983; Antonov et al., 2001). 
Простота нервного контура, отвечающего за данные изменения в поведении, в том числе прямой моносинаптический характер связи между механорецепторными чувствительными нейронами и постсинаптическими клетками  (Castellucci et al., 1970), позволила анализировать кратковременную и долговременную формы памяти для приведения сенситизации к клеточному и молекулярному уровню. Этот моносинаптический контакт между чувствительными и двигательными нейронами, который, как полагается, является глутаматэргическим (Dale and Kandel, 1993; Trudeau and Castellucci, 1993; Conrad et al., 1999), может быть реконструирован в диссоциированной клеточной культуре. Ряд исследований, проведенных в нашей лаборатории и других институтах, продемонстрировали, что эта упрощенная in vitro
-система воспроизводит процессы, которые наблюдаются во время тренировки, когда вместо раздражения задней части животного применятся кратковременное воздействие серотонином (5-HT), модулирующим трансмиттером, в норме вырабатываемым при сенситизирующих стимулах в интактном животном (Glanzman et al., 1989; Mackey et al., 1989; Marinesco and Carew, 2002). Одиночные непродолжительные применения серотонина вызывают краткосрочные изменения пластичности синапсов (кратковременное облегчение
, STF), тогда как повторяющиеся через некоторые промежутки вызывают изменения в силе синаптического взаимодействия, которые могут сохраняться дольше недели (долговременное облегчение, LTF) (Montarolo et al., 1986). Облегчение также сильнее и длительнее в том случае, когда пресинаптический чувствительный нейрон запускает потенциалы действия непосредственно после применения серотонина, аналогично процессам при приобретении условного рефлекса (Eliot et al., 1994; Bao et al., 1998; Schacher et al., 1997). 

Клеточные и молекулярные механизмы, лежащие в основе сохранения кратковременной и долговременной форм процедурной памяти

Кратковременное синаптическое облегчение происходит при участии повышенного выброса трансмиттеров чувствительными нейронами
В случаях, когда серотонин выделяется in vivo во время сенситизации, или же когда им воздействуют на культивируемые нейроны напрямую, он связывается с рецепторами на клеточной поверхности и стимулирует синтез способного к диффузии вторичного мессенджера
 – циклического аденозинмонофорфата (цАМФ) путем активации фермента аденилатциклазы. Вызванное этим повышение внутриклеточной концентрации цАМФ приводит к кратковременной, длящейся несколько минут сенситизации поведения, коррелирующей с усилением синаптического взаимодействия между чувствительными и двигательными нейронами, рассматриваемой как кратковременное облегчение. Это облегчение отчасти обусловлено воздействием повышенного уровня выброса чувствительным нейроном трансмиттера глутамата на постсинаптическую клетку и сопровождается усилением возбудимости чувствительного нейрона, приписываемым подавлению отдельных групп калиевых каналов (Klein et al., 1982; Castellucci et al., 1986; Dale et al., 1988). Кроме того, изменения концентраций цАМФ и Ca2+, вызванные активацией серотониновых рецепторов и ионных каналов, регулируют активность различных киназ и фосфатаз, контролирующих силу изменений синаптической пластичности, что мы обсудим ниже. Данные вторичные мессенджеры служат промежуточным звеном в кратковременных усилениях синапсов путем ковалентных модификаций процесса активации ионных каналов и повышении количества выбрасываемых пресинапсом нейротрансмиттеров (Martin et al., 2000; Kandel, 2001). 
Различные программы обучения, применяемые in vitro демонстрируют различно локализованное синаптическое облегчение, в которое вовлечены разнообразные механизмы
Прошлые исследования показали, что в облегчение синапсов между чувствительными и двигательными нейронами вовлечены различные механизмы, зависящие от времени экспозиции серотонина и состояния синапса (покоящийся или угнетенный) (Byrne and Kandel, 1996). Облегчение синапсов, находящихся в состоянии покоя, сравнительно недолгим контактом с серотонином вызывает активацию аденилат-циклазы и цАМФ-зависимой протеинкиназы A (PKA) в чувствительной нейроне, приводя к ослаблению тока ионов K+, увеличению длительности потенциала действия, усилению притока Ca2+ и выброса трансмиттеров, как было описано выше. Более длительное воздействие серотонином вызывает активацию протеинкиназы C (PKC), которая также способна увеличивать длительность пресинаптических потенциалов действия. В облегчении в угнетенных синапсах PKC также участвует, но в данном случае она действует посредством механизма, независимого от расширения пика, и, как считается, задействует везикулярный транспорт. Не зависящие от расширения пика компоненты синаптического облегчения могут также включать в себя Ca2+/кальмодулин-зависимую протеинкиназу (CamKII) (Nakanishi et al., 1997). Кроме того, более длительное воздействие серотонином способно вызывать промежуточное по длительности синаптическое облегчение, требующее активизации белкового синтеза, и также задействует как MAP-киназу, так и PKA и, при определенных условиях, PKC (Ghirardi et al., 1995; Sutton and Carew, 2000; Sharma et al., 2003b). 
Считается, что все эти процессы происходят в пресинапсе. Тем не менее, новые данные свидетельствуют, что, в зависимости от программы обучения, среднее по времени синаптическое облегчение, вызванное более чем 5-минутным воздействием, может также активизировать постсинаптические процессы, включающие внутриклеточное высвобождение Ca2+ из инозитолтрифосфат-зависимых компартментов, активацию CamKII или PKC, а также вставку рецептора AMPA (Chitwood et al., 2001; Roberts and Glanzman, 2003; Jin et al., 2004, 2005; Li et al., 2005). Для выяснения точной роли пре- и постсинаптических механизмов различными способами, Jin et al. (2004, 2005) исследовали облегчение, вызванное как одиночным кратковременным применением серотонина (1 мин, 50 мкМ), так и более длительной экспозицией (10 мин, 20 мкМ) после предварительного анализа покоящихся синапсов между чувствительными и двигательными нейронами в клеточной культуре. Десятиминутное воздействие серотонина вызывало более сильное синаптическое облечение, чем 1 минутное воздействие, однако облегчение, вызванное обоими способами, длилось более 30 минут, по сравнению с одиночными контрольными пробами. В случае протокола с одноминутной экспозицией серотонина, компресс ингибитора PKA (KT5720) или инъекция белка-ингибитора PKA в пресинаптический чувствительный нейрон укорачивали облегчение.Компресс ингибитора CamKII (KN93) или инъекция белка-ингибитора CamKII (CamKII 281-301) в сенсорный нейрон также ослабляли облегчение. В противоположность, компресс ингибитора PKC (Go6983) или инъекция BAPTA в постсинаптический двигательный нейрон не демонстрировали существенного эффекта. Ни один из ингибиторов, применявшихся в виде компресса не влиял на гомосинаптическое угнетение или на наблюдавшуюся до испытания амплитуду возбуждающего постсинаптического потенциала. Эти результаты позволяют предположить то, что при недолгой экспозиции серотонина локализованные в пресинапсе PKA и CamKII играют важные роли, и то, что PKC и ионы Ca2+ не вовлечены в данный механизм. 
При применении протокола с 10-минутной экспозицией серотонина, компресс ингибитора PKA (KT5720) или его инъекция в пресинапс не демонстрировали значительного эффекта, но компресс ингибиторов как PKA (Go6983), так и CamKII (KN93) уменьшали синаптическое облегчение. Инъекция белкового ингибитора PKC (PKC 19-31) также ослабляла облегчение, вызванное 10-минутной экспозицией серотонина, но при пресинаптической инъекции белкового инибитора CamKII этого не наблюдалось. В то же время, постсинаптические инъекции как BAPTA, так и CamKII 281-301 ослабляли облегчение, вызванное 10-минутной экспозицией серотонина, но при инъекции PKC 19-31 этого не происходило. Эти данные дают основание предположить, что в пресинапсе при более длительной экспозиции серотонина играет важную роль PKC, а в постсинапсе – Ca2+ и CamKII. Таким образом, от длительности экспозиции серотонина зависит не только качественный состав киназ, но и локализация их активности. Более того, в то время как облегчение, вызванное короткой экспозицией серотонина, является преимущественно пресинаптическим, облегчение, вызванное более длительной экспозицией задействует механизмы как в пресинапсе (PKC), так и в постсинапсе (Ca2+ и CamKII). 
Потеря привычки и сенситизация в поведении могут задействовать различные молекулярные механизмы синаптического облегчения
Важнейший вопрос психологии заключается в том, как соотносятся такие различные формы обучения, как потеря привычки, сенситизация и приобретение условного рефлекса. В функционировании синапсов между чувствительными и длительными нейронами наблюдаются процессы на клеточном уровне, аналогичные данными формам обучения (Castellucci et al., 1970; Carew et al., 1971, 1984; Hawkins et al., 1983; Walters and Byrne, 1983; Clark et al., 1994; Murphy and Glanzman, 1996, 1997, 1999), что позволяет отследить их взаимоотношения на молекулярном уровне. Однако эти исследования синаптических изменений в изолированной нервной системе оказались не в состоянии сопоставить вклад различных механизмов нейропластичности в поведение.
С этой целью Antonov et al. (1999) разработали упрощенный тип модельного препарата для изучения рефлекса отдергивания жабр и сифона аплизии, сравнительно простой для регистрации активности идентифицированных нейронов и их синапсов одновременно с поведенческим обучением. Данная модель претерпевает потерю привычки, сенситизацию и приобретение условного рефлекса, которые по своим параметрам сходны с таковыми в интактных животных (Antonov et al., 1999, 2001). Нейронные циклы, обеспечивающие осуществление рефлекса сокращения в упрощенном модельном препарате были подробно охарактеризованы. По оценке Antonov et al. (1999), моносинаптические связи сифональных чувствительных нейронов LE-кластера (Byrne et al., 1974) с двигательными нейронами кластера LFS (Frost and Kandel, 1995) примерно на треть отвечают за реализацию рефлекторного ответа, соответствующего раскрытию сифона в интактных животных. Другие элементы, обеспечивающие рефлекторный ответ – периферические двигательные нейроны (Perlman, 1979), которые через моносинаптические связи воспринимают сигнал от нейронов LE-кластера (Bailey et al., 1979) и других неопознанных нейронов (Frost et al., 1997), а через полисинаптические связи – сигналами на нейроны LFS-кластера от возбуждающих и ингибирующих вставочных нейронов (Frost and Kandel, 1995).
Для того, чтобы отследить клеточные процессы, участвующие в потере привычки и сенситизации в рефлексе сокращения сифона, Antonov et al. (1999) регистрировали индуцированный импульс LFS-нейронов, втягивание сифона, вызванное стимуляцией LFS-нейрона, комплексный постсинаптический потенциал (ПСП) в этих нейронах и моносинаптический ПСП между чувствительными нейронами кластера LE и LFS-нейронами в процессе поведенческого обучения. Различные клеточные параметры, включая ПСП от отдельных синапсов LE-нейронов, которые как запускали нервные импульсы при уколе сифона, так и не делали этого, претерпевали изменения в общем параллельно с изменениями в поведении, что подтверждает идею о том, что гетеросинаптическое облегчение чувствительно-двигательных нейральных постсинаптических потенциалов вовлечено как в потерю привычки, так и в сенситизацию. 
Antonov et al. (2005, 2006) начали исследование значения различных молекулярных механизмов облегчения постсинаптических потенциалов между чувствительными и двигательными нейронами для сенситизации и потери привычки в поеведении. Для того, чтобы свести к минимуму привыкание к тестовой стимуляции и наиболее точно оценить период действия сенситизации, они модифицировали свою прежнюю программу обучения (Antonov et al., 1999), проверяя рефлекс только один раз каждые 15 минут, вместо проверки каждые 5 минут. Одиночное раздражение задней части животного вызывало сенситизацию, длившуюся около 20-30 минут, а упражнение-серия из четырех раздражений вызвало сенситизацию примерно на 1 час. Постсинаптический потенциал между чувствительными и двигательными нейронами изменялся параллельно с поведением во время сенситизации после каждого из воздействий. Применение компресса из ингибитора протеинкиназы А, KT5720, полностью блокировало сенситизацию после слабых раздражений и ранний этап сенситизации поле сильных раздражений. Более того, инъекция белкового ингибитора PKA в чувствительный нейрон блокировала облегчение постсинаптического потенциала во время сенситизации. Применение на ганглии компресса из ингибитора протеинкиназы С, хелэритрина, не демонстрировало видимого эффекта, но использование в этом качестве ингибитора CamKII, KN93, блокировало как раннюю, таки более поздние стадии сенситизации сильным раздражителем. Данные результаты позволяют предположить, что как локализованные в постсинапсе Ca2+ и CamKII, так и локализованная в пресинапсе PKA играют роль в сенситизации при сильном раздражении, в то время как сенситизация слабым воздействием полностью зависит от процессов в пресинапсе. Десять идущих друг за другом раздражений сифона вызывали привыкание, длившееся около 1 часа, а сильное воздействие приводило к потере привычки, что частично ослаблялось хелэритрином, ингибитором протеинкиназы С, но не KT5720 или KN93. Данные результаты впервые свидетельствуют, что PKA и PKC играют роль преимущественно в сенситизации и потере привычки, что, соответственно, подобно роли данных киназ в облегчении угнетенных и неугнетенных синапсов in vitro (Byrne and Kandel, 1996).
оригинальный текст:

Abstract

Cellular studies of implicit and explicit memory

suggest that experience-dependent modulation of synaptic

strength and structure is a fundamental mechanism by

which these memories are encoded, processed, and stored

within the brain. In this review, we focus on recent advances

in our understanding of the molecular mechanisms that

underlie short-term, intermediate-term, and long-term forms

of implicit memory in the marine invertebrate Aplysia californica,

and consider how the conservation of common

elements in each form may contribute to the different temporal

phases of memory storage.

Introduction

Modern studies in cognitive neuroscience have shown

that memory is not a unitary process but consists of several

forms that can be grouped into at least two general categories

each with its own rules (Squire and Zola-Morgan, 1991;

Polster et al., 1991). Explicit, or declarative, memory is the

conscious recall of knowledge about people, places, and

things, and it is particularly well developed in the vertebrate

brain. Implicit, or nondeclarative, memory is memory for

motor skills and other tasks and is expressed through performance,

without conscious recall of past experience; it

includes simple associative forms, such as classical conditioning,

and nonassociative forms, such as sensitization and

habituation. These two forms of memory have been localized

to different neural systems within the brain (Milner,

1985). 

As first shown by the neuropsychological studies of

the patient H.M., explicit memory is critically dependent on

structures in the medial temporal lobe of the cerebral cortex,

including the hippocampal formation. Implicit memory involves

the cerebellum, the striatum, the amygdala, and in

the simplest cases, the sensory and motor pathways recruited

for particular perceptual or motor skills utilized

during the learning process. As a result, implicit memory

can also be studied in a variety of simple reflex systems,

including those of higher invertebrates, whereas explicit

forms can best (and perhaps only) be studied in mammals.

In the mammalian brain, the cellular and molecular

changes that underlie both forms of memory are difficult to

study because the effects are often modest and the contribution

of individual synapses to the learning process is not

yet well defined. To bridge this gap, the more tractable

nervous systems of higher invertebrates have proven useful

for the analysis of behavioral problems and have enhanced

our knowledge about the synaptic loci and mechanisms that

underlie various elementary forms of learning and memory

(Carew and Sahley, 1986; Byrne, 1987; Hawkins et al.,

1993). One such model system is the gill- and siphonwithdrawal

reflex of the marine invertebrate Aplysia californica.

This reflex exhibits several forms of learning,

including dishabituation, sensitization, and classical conditioning,

that have many of the behavioral features of

learning in mammals, suggesting that learning in Aplysia

and mammals may share common mechanisms (Pinsker

et al., 1970; Carew et al., 1971, 1981, 1983; Hawkins et

al., 1986, 1989, 1998; Colwill et al., 1988a, b; Walters,

1989).

Recent studies of a variety of memory processes,

rangingin complexity from simple forms of implicit memory in

invertebrates to more complex forms of explicit memory in

mammals, suggest that changes in the strength and structure

of synaptic connections contribute critically to these diverse

forms of memory storage (Kandel, 2001). For both implicit

and explicit memory, two general types of storage mechanisms

have been described: short-term memory lasting minutes

and long-term memory lasting days, weeks, or longer.

This temporal distinction in behavior is reflected in specific

forms of synaptic plasticity that underlie each form of

behavioral memory as well as in specific molecular requirements

for each of these two forms of synaptic plasticity. 

The short-term forms involve the covalent modifications of preexisting

proteins by a variety of kinases and are expressed

as alterations in the effectiveness of pre-existing connections.

By contrast, in addition to PKA and MAPK, the

long-term form also requires CREB-mediated gene expression

and new mRNA and protein synthesis. Moreover, the

long-term form often is associated with the growth of new

synaptic connections. For both implicit and explicit memory

storage, the synaptic growth is thought to represent the final

and self-sustaining change that stabilizes the long-term process.

In addition to short- and long-term memory, a family

of intermediate processes that last one or more hours and

often require translation but not transcription can be produced

by various training protocols using repeated or prolonged

stimulation.

In this review, we discuss and compare critical synaptic

sites and the underlying cellular and molecular mechanisms

of short- and intermediate-term (Fig. 1) and long-term (Fig.

2) memory storage that have been identified by neurobiological

studies of elementary forms of implicit memory in

Aplysia.
Sensitization and Classical Conditioning of the Gill-

Withdrawal Reflex in Aplysia: Two Elementary Forms

of Implicit Memory Storage

The nervous system of Aplysia contains only about

20,000 large, identifiable nerve cells, clustered into 10 major

ganglia. The ability to identify individual neurons and

record their activity has made it possible to define the major

components of the neuronal circuits of specific behaviors

and to delineate the critical sites and underlying mechanisms

used to store memory-related representations.

The molecular mechanisms contributing to implicit memory

storage have been most extensively studied for the gill and

siphon-withdrawal reflex of Aplysia (Kandel, 2001). As

is true for other types of defensive reflexes, the gill- and

siphon-withdrawal reflex can be modified by several different

forms of implicit learning. We begin by focusing on

sensitization, an elementary form of nonassociative learning

by which an animal learns about the properties of a single

noxious stimulus and enables the formation of a learned fear

response. When a light touch is applied to the siphon of the

snail, the snail responds by withdrawing its gill and siphon.

This response is enhanced when the animal is given a

noxious, sensitizing stimulus. As with other forms of defensive

behaviors, the memory for sensitization of the withdrawal

reflex is graded, and repeated tail shocks lead to a

longer-lasting memory: A single tail shock produces short-term

sensitization that lasts for minutes, whereas repeated

tail shocks given at spaced intervals produce long-term

sensitization that lasts for up to several weeks (Castellucci

et al. 1986). The reflex also exhibits classical conditioning,

an associative form of learning by which an animal learns

about the predictive relationship between two stimuli. Enhancement

of the withdrawal reflex is greater and longer

lasting if the siphon is touched just before the noxious,

sensitizing stimulus (paired training), compared to unpaired

training or training with either stimulus alone (Carew et al.,

1981, 1983; Antonov et al., 2001).

The simplicity of the neuronal circuit underlying these

behavioral modifications— including direct monosynaptic

connections between identified mechanoreceptor sensory

neurons and their follower cells (Castellucci et al., 1970)—

has allowed the analysis of the short- and long-term memory

for sensitization to be reduced to the cellular and molecular

level. This monosynaptic sensory-to-motor neuron

connection, which is thought to be glutamatergic (Dale and

Kandel, 1993; Trudeau and Castellucci, 1993; Conrad et al.,

1999), can be reconstituted in dissociated cell culture. A

number of studies in our laboratory and elsewhere have

demonstrated that this simplified in vitro model system

reproduces what is observed during behavioral training if

the tail shocks are replaced with brief applications of serotonin

(5-HT), a modulatory transmitter normally released by

sensitizing stimuli in the intact animal (Glanzman et al.,

1989; Mackey et al., 1989; Marinesco and Carew, 2002). 

A single brief application of 5-HT produces a short-term

change in synaptic effectiveness (short-term facilitation, or

STF), whereas repeated and spaced applications produce

changes in synaptic strength that can last for more than a

week (long-term facilitation, or LTF) (Montarolo et al.,

1986). The facilitation is also larger and longer lasting if the

presynaptic sensory neuron fires action potentials just before

the serotonin application, analogous to classical conditioning

(Eliot et al., 1994; Bao et al., 1998; Schacher et al.,

1997).
Cellular and Molecular Mechanisms Underlying

Short- and Intermediate-Term Forms of Implicit

Memory Storage

Short-term facilitation of synaptic connections involves

enhanced transmitter release from the sensory neurons

Serotonin released in vivo during sensitization or applied

directly to cultured neurons binds to cell surface receptors

on the sensory neurons and promotes the production of the

diffusible second messenger cAMP by activating the enzyme

adenylyl cyclase. This increase in internal concentration

of cAMP results in short-term behavioral sensitization

lasting minutes and correlates with an increase in synaptic

strength of the sensory-to-motor neuron connection referred

to as short-term facilitation. 

This facilitation is partially due

to the enhanced release of the transmitter glutamate by the

sensory neuron onto its follower cells and is accompanied

by an increase in excitability of the sensory neuron attributable

to the depression of specific sets of potassium channels

(Klein et al., 1982; Castellucci et al., 1986; Dale et al.,

1988). In addition, the changes in cAMP and Ca2
 levels

triggered by the activation of serotonin receptors and ionic

channels regulate different kinase and phosphatase activities

that control the duration and strength of the changes in

synaptic efficiency, as we will discuss later. These second

messengers mediate the transient reinforcement of synaptic

connections by covalent modifications of channel activation

and the enhancement of neurotransmitter release at presynaptic

terminals (Martin et al., 2000; Kandel, 2001).
Different in vitro training protocols elicit facilitation that

may involve different mechanisms and sites

Previous studies have shown that facilitation of the sensory-

to-motor neuron synaptic connection involves different

mechanisms depending on the duration of exposure to 5-HT

and the state (rested or depressed) of the synapse (Byrne and

Kandel, 1996). Facilitation at rested synapses by a relatively

brief exposure to 5-HT involves activation of adenylyl

cyclase and cAMP-dependent protein kinase A (PKA) in the

sensory neuron, leading to reduced K
 current, increased

action potential duration, increased Ca2
 influx, and increased

transmitter release, as described above. 

A longer

exposure to 5-HT recruits activation of protein kinase C

(PKC), which can also increase the duration of presynaptic

action potentials. Facilitation at depressed synapses involves

PKC as well, but in this case it acts through a

mechanism that is independent of spike broadening and is

thought to involve vesicle mobilization. The spike-broadening-

independent component of facilitation may also involve

Ca2_/camodulin-dependent protein kinase (CamKII) (Nakanishi

et al., 1997). In addition, longer exposure to 5-HT

can induce intermediate-term facilitation, which requires

protein synthesis and involves MAP kinase as well as PKA

or (under some circumstances) PKC (Ghirardi et al., 1995;

Sutton and Carew, 2000; Sharma et al., 2003b).

All of these mechanisms have been thought to be presynaptic.

However, recent evidence suggests that, depending on

the training protocol, intermediate-term facilitation by exposure

to 5-HT lasting more than 5 min may also involve

postsynaptic mechanisms including intracellular Ca2_ release

from IP3-sensitive stores, activation of CamKII or

PKC, and AMPA receptor insertion (Chitwood et al., 2001;

Roberts and Glanzman, 2003; Jin et al., 2004, 2005; Li et

al., 2005). To investigate the precise roles of pre- and

postsynaptic mechanisms with different protocols, Jin et al.

(2004, 2005) have begun to examine facilitation induced by

either a single brief 5-HT exposure (1 min, 50 μM) or a

more prolonged 5-HT exposure (10 min, 20 μM) following

a single pretest (rested) at sensory-motor neuron synapses in

isolated cell culture. A 10-min exposure to 5-HT produced

larger facilitation than a 1-min exposure, but facilitation

with either protocol lasted more than 30 min compared to

test alone controls. With the 1-min 5-HT protocol, bath

application of an inhibitor of PKA (KT5720) or injection of

a peptide inhibitor of PKA into the presynaptic sensory

neuron reduced the facilitation. 

Similarly, bath application

of an inhibitor of CamKII (KN93) or injection of a peptide

inhibitor of CamKII (CamKII 281-301) into the sensory

neuron also reduced the facilitation. By contrast, bath application

of an inhibitor of PKC (Go6983) or injection of

BAPTA into the postsynaptic motor neuron had no significant

effects. None of the bath-applied inhibitors affected

homosynaptic depression or the pretest EPSP amplitude.

These results suggest that with a short application of 5-HT

presynaptic PKA and CamKII play important roles, and that

PKC and postsynaptic Ca2_ are not involved.

With the 10-min 5-HT protocol, bath application of an

inhibitor of PKA (KT5720) or presynaptic injection of the

PKA inhibitor did not have a significant effect, but bath

application of inhibitors of either PKC (Go6983) or CamKII

(KN93) reduced the facilitation. Presynaptic injection of a

peptide inhibitor of PKC (PKC 19-31) also reduced the

facilitation produced by 10-min exposure to 5-HT, but presynaptic

injection of a peptide inhibitor of CamKII did not.

By contrast, postsynaptic injection of PKC 19-31 did not

reduce the facilitation by 10-min exposure to 5HT, but

postsynaptic injection of either BAPTA or CamKII 281-301

did. These results suggest that with a longer 5-HT application,

presynaptic PKC plays an important role, and postsynaptic

Ca2_ and CamKII are also important. Thus, not only

the specific kinases involved but also their site of action

may depend on the duration of 5-HT exposure. Furthermore,

whereas facilitation with a short application of 5-HT

is predominantly presynaptic, facilitation with a longer

5-HT exposure involves both presynaptic (PKC) and

postsynaptic (Ca2_ and CamKII) mechanisms.
Behavioral dishabituation and sensitization may involve

different molecular mechanisms of facilitation

A major question in psychology is how different forms of

learning such as dishabituation, sensitization, and classical

conditioning are related (Marcus et al., 1988; Hawkins et

al., 2006). The sensory-motor neuron synapses exhibit cellular

analogs of these forms of learning with temporal

parameters similar to those of behavioral learning (Castellucci

et al., 1970; Carew et al., 1971, 1984; Hawkins et al.,

1983; Walters and Byrne, 1983; Clark et al., 1994; Murphy

and Glanzman, 1996, 1997, 1999), making it possible to

examine how the analogs are related at the molecular level.

However, these studies of synaptic changes in the isolated

nervous system have not been able to address the contribution

of the different molecular mechanisms of plasticity to

behavior.

For this reason, Antonov et al. (1999) developed a simplified

preparation for studying the siphon-withdrawal reflex

of Aplysia, with which it is relatively easy to record the

activity of identified neurons and their synaptic connections

simultaneously with behavioral learning. This preparation

undergoes dishabituation, sensitization, and classical conditioning

that are similar parametrically to learning in intact

animals (Antonov et al., 1999, 2001). The neural circuit

mediating the withdrawal reflex in the simplified preparation

has been well characterized. Monosynaptic connections

from LE siphon sensory neurons (Byrne et al., 1974) to LFS

siphon motor neurons (Frost and Kandel, 1995) have been

estimated to mediate about one-third of the reflex response,

which corresponds to siphon flaring in the intact animal

(Antonov et al., 1999). The remainder of the response is

mediated by peripheral motor neurons (Perlman, 1979),

which also receive monosynaptic input from the LE neurons

(Bailey et al., 1979), other unidentified sensory neurons

(Frost et al., 1997), and polysynaptic inputs onto the LFS

neurons from excitatory and inhibitory interneurons (Frost

and Kandel, 1995).

To investigate cellular mechanisms contributing to dishabituation

and sensitization of siphon withdrawal, Antonov

et al. (1999) recorded evoked firing of LFS motor

neurons, the siphon withdrawal produced by stimulation of

an LFS neuron, the complex PSP in an LFS neuron, and the

monosynaptic PSP from an LE sensory neuron to an LFS

neuron during behavioral training. The various cellular

measures, including monosynaptic PSPs from LE neurons

that either fired during the siphon tap (on-field) or did not

(off-field), all changed approximately in parallel with

changes in the behavior, supporting the idea that both dishabituation

and sensitization involve heterosynaptic facilitation

of sensory-motor neuron PSPs.

Antonov et al. (2005, 2006) have begun to investigate the

relevance of the different molecular mechanisms of facilitation

of sensory-motor neuron PSPs to behavioral dishabituation

and sensitization. To minimize habituation by the

test stimulation and obtain a better estimate of the time

course of sensitization, they modified their previous behavioral

protocol (Antonov et al., 1999) by testing the reflex

only once every 15 min, instead of every 5 min. A single

shock to the tail produced sensitization that lasted about

20–30 min, and a train of four shocks produced sensitization

that lasted about 1 h. The sensory-motor neuron PSP

changed in parallel with the behavior during sensitization

after either shock. Injecting BAPTA into the motor neuron

reduced facilitation after the strong shock but not after the

weak shock. Bathing the abdominal ganglion in an inhibitor

of PKA, KT5720, blocked sensitization after the weak

shock and the early part of sensitization after the stronger

shock. 

Furthermore, injecting a peptide inhibitor of PKA

into the sensory neuron blocked facilitation of the PSP

during sensitization. Bathing the ganglion in an inhibitor of

PKC, chelerythrine, did not have a significant effect, but

bathing the ganglion in an inhibitor of CamKII, KN93,

blocked both the early and late parts of sensitization with

the stronger shock. These results suggest that both postsynaptic

Ca2_ and CamKII and presynaptic PKA contribute to

sensitization with the strong shock, whereas sensitization

with the weak shock is entirely presynaptic. Ten closely

spaced siphon stimuli produced habituation that lasted about

1 h, and strong tail shock produced dishabituation that was

reduced by the PKC inhibitor chelerythrine but not by

KT5720 or KN93. These results provide the first evidence

that PKA and PKC contribute preferentially to behavioral

sensitization and dishabituation, respectively, similar to the

roles of PKA and PKC during facilitation at nondepressed

and depressed synapses in vitro (Byrne and Kandel, 1996).
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