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Νευρικοί μηχανισμοί της λειτουργίας της ντοπαμίνης στη μάθηση
και τη μνήμη στο Caenorhabditis elegans
Ομάδα 14: Μητσοπούλου Δήμητρα & Λαμπριανίδης Ευθύμης
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Περίληψη 
Η έρευνα σχετικά με τη μάθηση και τη μνήμη κατά τις τελευταίες δεκαετίες έχει αποκαλύψει βασικούς νευροδιαβιβαστές που ρυθμίζουν αυτές τις διαδικασίες, πολλοί από τους οποίους είναι εξελικτικά συντηρημένοι σε διάφορα είδη. Ο νευροδιαβιβαστής μονοαμίνης ντοπαμίνη είναι ένα παράδειγμα αυτού, με αμέτρητες μελέτες να αποδεικνύουν τη σημασία του στη ρύθμιση της συμπεριφορικής πλαστικότητας. Ωστόσο, τα ντοπαμινεργικά νευρικά δίκτυα στον εγκέφαλο των θηλαστικών αποτελούνται από εκατοντάδες ή χιλιάδες νευρώνες και, ως εκ τούτου, δεν μπορούν να μελετηθούν σε επίπεδο μεμονωμένων νευρώνων που δρουν εντός καθορισμένων νευρικών κυκλωμάτων. Το νηματώδες Caenorhabditis elegans (C. elegans) έχει ένα πειραματικά ευέλικτο νευρικό σύστημα με ένα πλήρως χαρακτηρισμένο συναπτικό συνδετικό δίκτυο. Αυτό το καθιστά ένα πλεονεκτικό σύστημα για τη διεξαγωγή μηχανιστικών μελετών σχετικά με τον τρόπο με τον οποίο η ντοπαμίνη κωδικοποιεί τη διαρκή αλλά ευέλικτη συμπεριφορική πλαστικότητα στο νευρικό σύστημα. Σε αυτή την ανασκόπηση, συνθέτουμε την έρευνα που έχει πραγματοποιηθεί μέχρι σήμερα σχετικά με τη σημασία της ντοπαμινεργικής σηματοδότησης στη μάθηση, τη διαμόρφωση της μνήμης και την λήθη, εστιάζοντας στην έρευνα στο C. elegans. Εξετάζουμε επίσης τις δυνατότητες των φθοριζόντων βιοαισθητήρων ειδικών για τη ντοπαμίνη στο C. elegans για την οπτικοποίηση των ντοπαμινεργικών νευρικών κυκλωμάτων κατά τη διάρκεια της μάθησης και της δημιουργίας μνήμης σε πραγματικό χρόνο. Προτείνουμε ότι η χρήση αυτών των αισθητήρων στο C. elegans, σε συνδυασμό με οπτογενετικές και άλλες μεθόδους που βασίζονται στο φως, θα φωτίσει περαιτέρω τις λεπτομερείς χωροχρονικές απαιτήσεις για την κωδικοποίηση της συμπεριφορικής πλαστικότητας σε ένα προσβάσιμο πειραματικό σύστημα. Η κατανόηση των βασικών μορίων και των μηχανισμών κυκλωμάτων που ρυθμίζουν τη μάθηση και τη λήθη σε πιο συμπαγή νευρικά συστήματα ασπόνδυλων μπορεί να αποκαλύψει νέους φαρμακευτικούς στόχους για την ενίσχυση της αποθήκευσης της μνήμης και την καθυστέρηση της απώλειας μνήμης σε μεγαλύτερους εγκεφάλους.

Εισαγωγή
Η μάθηση είναι μια σημαντική ικανότητα  που παρέχει την δυνατότητα  προσαρμογής σε ένα μεταβαλλόμενο περιβάλλον. Δύο είναι οι κύριες κατηγορίες μάθησης: η συνειρμική μάθηση και η μη συνειρμική μάθηση:
· Η συνειρμική μάθηση αναφέρεται στην ικανότητα συνδυασμού 2 ερεθισμάτων που παρουσιάζουν μεγάλη συνάφεια.
· Η μη συνειρμική μάθηση είναι η ικανότητα προσαρμογής της συμπεριφοράς  σε ένα μόνο ερέθισμα. Υπάρχουν δύο βασικοί τύποι μη συνειρμικής μάθησης: Συνήθεια και Ευαισθητοποίηση 
Και οι δύο μορφές μάθησης περιλαμβάνουν την απόκτηση γνώσης που στη συνέχεια κωδικοποιείται και αποθηκεύεται ως μνήμη. Θα εστιάσουμε στις γνώσεις σχετικά με τη μοριακή βάση της μάθησης που αποκτήθηκαν χρησιμοποιώντας ένα από τα καλύτερα κατανοητά πειραματόζωα, το νηματώδη Caenorhabditis elegans ( C. elegans ) και πιο συγκεκριμένα στους ντοπαμινεργικούς νευρώνες. Το C. elegans έχει ένα συμπαγές νευρικό σύστημα περίπου 300 νευρώνων και το πιο καλά περιγραφόμενο ανατομικό δίκτυο συναπτικών συνδέσεων. Επιπλέον, τα αισθητήρια συστήματά του είναι καλά καθορισμένα, συμπεριλαμβανομένων των συγκεκριμένων αισθητηριακών λειτουργιών στις οποίες ανταποκρίνονται οι μεμονωμένοι νευρώνες. Η ντοπαμίνη διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στο νευρικό σύστημα πολλών οργανισμών, με πολλαπλές συντηρημένες λειτουργίες και η έλλειψη της, έχει συσχετιστεί με διακοπές στην μάθηση και στην διαμόρφωση της μνήμης κάτι το οποίο  αποδεικνύει την σημαντικότητα της. Σχετικά με τη μελέτη της λειτουργίας της ντοπαμίνης επειδή τα θηλαστικά έχουν ένα μεγάλο και εξαιρετικά πολύπλοκο νευρικό σύστημα που εμποδίζει τη δυνατότητα μελέτης των ντοπαμινεργικών κυκλωμάτων σε επίπεδο μεμονωμένων νευρώνων χρησιμοποιήθηκε C. elegans καθώς το συνδετικό δίκτυο ολόκληρου του νευρικού του συστήματος, που αποτελείται από 300 νευρώνες,  έχει χαρτογραφηθεί πλήρως, έχει καλά χαρακτηρισμένο γονιδίωμα και  γενετική ευκαμψία. Αν και το C. elegans είναι ασπόνδυλο και έχει  σχετικά μικρό και συμπαγή εγκέφαλο, αρκετές σημαντικές πτυχές της μάθησης και της μνήμης είναι κοινές μεταξύ των σκουληκιών και των ανώτερων οργανισμών: τα σκουλήκια εμφανίζουν εξοικείωση και ευαισθητοποίηση καθώς και συνειρμική μάθηση και εκφράζουν τόσο βραχυπρόθεσμες όσο και μακροπρόθεσμες μνήμες. Επιπλέον, αρκετοί γενετικοί ρυθμιστές της μάθησης στα θηλαστικά συναντώνται  επίσης και στο C. elegans, συμπεριλαμβανομένης της πρωτεΐνης που δεσμεύει το cAMP, της πρωτεϊνικής κινάσης II που εξαρτάται από ασβέστιο/καλμοδουλίνη (CaMKII) και της υπομονάδας GLUR1 του υποδοχέα AMPA. Θα συζητήσουμε τις τρέχουσες τεχνικές για την απεικόνιση σε πραγματικό χρόνο των ντοπαμινεργικών κυκλωμάτων σε ζωντανά ζώα και πώς αυτό θα προσφέρει νέα μηχανιστική γνώση σχετικά με τον τρόπο με τον οποίο η ντοπαμίνη, και ενδεχομένως άλλοι νευροδιαβιβαστές, λειτουργούν για τη ρύθμιση της πλαστικότητας στο νευρικό σύστημα.

Ντοπαμινεργικά νευρικά κυκλώματα στο C. elegans
Ξεκινώντας με τον ορισμό των νευροδιαβιβαστών, είναι  χημικές ουσίες που μεταδίδουν σήματα διαμέσου της συναπτικής σχισμής επηρεάζοντας μόνο έναν περιορισμένο αριθμό μετασυναπτικών κυττάρων μετά την απελευθέρωσή τους. Από την άλλη οι νευροδιαμορφωτές δρουν με διάχυτο τρόπο σε ομάδες νευρώνων, παράγοντας αποτελέσματα μεγαλύτερης εμβέλειας και/ή μεγαλύτερης διάρκειας, συχνά μέσω της έναρξης βιοχημικών καταρρακτών σηματοδότησης ή της ενεργοποίησης δευτερογενών αγγελιοφόρων. Σύμφωνα με αυτούς τους ορισμούς, η ντοπαμίνη μπορεί να δρα τόσο ως νευροδιαβιβαστής όσο και ως νευροδιαμορφωτής και δεν περιορίζεται σε ταχείες επιδράσεις στους άμεσα περιβάλλοντες νευρώνες. Η ντοπαμίνη είναι μια κατεχολαμίνη που προέρχεται από το απαραίτητο αμινοξύ τυροσίνη, μαζί με την επινεφρίνη, τη νορεπινεφρίνη, την τυραμίνη και την οκταπαμίνη. Στο C. elegans υπάρχει οκταπαμίνη αντι της νορ-επινεφρίνης και μαζί με την ντοπαμίνη ρυθμίζουν μια ισορροπία “ανταμοιβής-ποινής”, παρόμοια με τα συστήματα ντοπαμίνης/νοραδρεναλίνης στα θηλαστικά, όπως για παράδειγμα στην ύπαρξη τροφής ή όχι. Το Η Εικόνα 1 δείχνει τις ομοιότητες και τις διαφορές στη διαδρομή σύνθεσης της κατεχολαμίνης μεταξύ των ανθρώπων και του C. elegans, δείχνοντας ότι στα σκουλήκια, η τυραμίνη και η οκταπαμίνη σχηματίζονται σε μια εναλλακτική διαδρομή αντί της νορεπινεφρίνης και της επινεφρίνης στους ανθρώπους. Αυτή η εναλλακτική οδός απαιτεί αποκαρβοξυλάση της τυροσίνη (tdc-1 στα σκουλήκια) για την παραγωγή τυραμίνης από τυροσίνη και β-υδροξυλάση της τυραμίνης (tbh-1 στα σκουλήκια) για την παραγωγή οκταπαμίνης από τυραμίνη. Και στα δύο είδη, τα στάδια που περιορίζουν την ταχύτητα της σύνθεσης ντοπαμίνης παραμένουν αμετάβλητα και στο C. elegans, το CAT-2 κωδικοποιεί το ένζυμο αυτό που περιορίζει την ταχύτητα που απαιτείται για τη σύνθεση L-Dopa από τυροσίνη (Εικόνα 1). Είναι ενδιαφέρον ότι τα σκουλήκια με μετάλλαξη cat-2 έχουν περίπου 40% μείωση της ντοπαμίνης, αλλά δεν την εξαλείφουν εντελώς. Παρόμοια παρατήρηση έγινε σε μια μελέτη σε ποντίκια με ανεπάρκεια υδροξυλάσης της τυροσίνης, η οποία έδειξε ότι οι κατεχολαμίνες μπορούν επίσης να συντεθούν μέσω μιας εναλλακτικής οδού που απαιτεί τυροσινάση, η οποία μετατρέπει την τυροσίνη σε L-Dopa κατά τη σύνθεση της μελανίνης. Επομένως, είναι πιθανό να υπάρχουν και άλλες μέθοδοι σύνθεσης ντοπαμίνης στο C. elegans, όπως και στα ποντίκια.
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Εικόνα 1:  Μονοπάτια σύνθεσης της οικογένειας κατεχολαμινών από το αμινοξύ τυροσίνη
Τα ένζυμα είναι επισημασμένα με κόκκινο χρώμα. (Α) δείχνει την οδό σύνθεσης κατεχολαμίνης από τυροσίνη στους ανθρώπους. Το ένζυμο υδροξυλάση της τυροσίνης μετατρέπει την τυροσίνη σε L-διυδροξυ-φαινυλαλανίνη (L-Dopa) προσθέτοντας μια ομάδα υδροξυλίου. Αυτό είναι το βήμα που περιορίζει την ταχύτητα της σύνθεσης τόσο της ντοπαμίνης όσο και της νορεπινεφρίνης. Ένα ένζυμο αποκαρβοξυλάση της L-Dopa αφαιρεί την καρβοξυλική ομάδα από την L-Dopa για να παράγει ντοπαμίνη. Η β-υδροξυλάση της ντοπαμίνης προσθέτει μια υδροξυλική ομάδα στη ντοπαμίνη για να παράγει νορεπινεφρίνη. Μια μεθυλική ομάδα προστίθεται στη νορεπινεφρίνη από το ένζυμο φαινυλαιθανολαμίνη-N-μεθυλτρανσφεράση. (Β) Δείχνει τη διαδρομή σύνθεσης κατεχολαμίνης από τυροσίνη στο C. elegans. Τα ονόματα των γονιδίων για τα κωδικοποιημένα ένζυμα για κάθε αντίδραση είναι γραμμένα με πράσινο χρώμα. Όπως και στο (Α), μια υδροξυλάση τυροσίνης προσθέτει μια υδροξυλομάδα στην τυροσίνη για να δημιουργήσει L-Dopa. Αυτό εξακολουθεί να είναι το βήμα που περιορίζει την ταχύτητα της σύνθεσης ντοπαμίνης. Στο C. elegans, το γονίδιο που κωδικοποιεί αυτή την υδροξυλάση τυροσίνης είναι το cat-2. Επίσης, όπως στο (A), μια Dopa αποκαρβοξυλάση αφαιρεί μια καρβοξυλική ομάδα για να δημιουργήσει ντοπαμίνη. Τα σκουλήκια δεν παράγουν νορεπινεφρίνη ή επινεφρίνη. Σε μια δευτερεύουσα οδό στο C. elegans, η τυροσίνη μπορεί επίσης να συνθέσει τυραμίνη και οκταπαμίνη. Μια αποκαρβοξυλάση τυροσίνης αφαιρεί την καρβοξυλική ομάδα από την τυροσίνη για να παράγει τυραμίνη. Στη συνέχεια, μια β-υδροξυλάση της τυραμίνης προσθέτει μια υδροξυλική ομάδα στην τυραμίνη για να παράγει οκταπαμίνη. Η υδροξυλάση της τυροσίνης που παράγει L-Dopa και η β-υδροξυλάση της τυραμίνης που παράγει οκταπαμίνη απαιτούν έναν συμπαράγοντα GTP κυκλοϋδροξυλάση 1 που κωδικοποιείται από το cat-4.

Νευρώνες ντοπαμίνης στο C. Elegans
Από τους 300 νευρώνες στο ερμαφρόδιτο C. elegans, μόνο 8 συνθέτουν ντοπαμίνη, ενώ τα αρσενικά σκουλήκια έχουν επιπλέον 6 νευρώνες ντοπαμίνης στην ουρά. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 2, οι 8 νευρώνες ντοπαμίνης που μοιράζονται τα δύο φύλα είναι ένα ζεύγος μηχανικών νευρώνων που βρίσκονται στο κεφάλι, γνωστοί ως ADE, δύο ζεύγη μηχανικών νευρώνων που βρίσκονται στο κεφάλι και εκτείνονται μέχρι τη μύτη, γνωστοί ως νευρώνες CEP (cephalic sensilla), και ένα ζεύγος νευρώνων με κροσσωτές απολήξεις υποδοχέων στο πίσω μέρος των σκουληκιών, γνωστοί ως PDE (posterior deirids)  και αυτοί έχει βρεθεί ότι συμμετέχουν στη ρύθμιση της περιορισμένης σε περιοχή αναζήτησης, στην επιβράδυνση της κίνησης όταν βρίσκονται σε μια περιοχή τροφής και σε συγκεκριμένες μηχανικές αισθητηριακές αντιδράσεις. Στις ακολουθούσες ενότητες, συνοψίζουμε τα βασικά συστατικά της ντοπαμινεργικής σηματοδότησης στο C. elegans, καθώς και τις πτυχές της μάθησης και της μνήμης που ρυθμίζονται από ντοπαμινεργικά νευρικά κυκλώματα. Είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι, αν και πολλές πτυχές της σύνθεσης ντοπαμίνης και των σηματοδοτικών οδών διατηρούνται μεταξύ του C. elegans και άλλων οργανισμών, τα ντοπαμινεργικά νευρικά κυκλώματα διαφέρουν μεταξύ των ειδών. Στο C. Elegans, για παράδειγμα, ορισμένοι ντοπαμινεργικοί νευρώνες δρουν κυρίως με «εξωσυναπτικό» τρόπο σε πάνω από 100 κυρίως κινητικούς νευρώνες, δηλαδή υπάρχουν υποδοχείς ντοπαμίνης και στον νευρικό άξονα κοντά συναπτική σχισμή και η ντοπαμίνη μπορεί να βγεί από την συναπτική σχισμή και να συνδεθεί σε αυτούς τους υποδοχείς προκαλώντας μια απόκριση, σε αντίθεση με  τα θηλαστικά, στα οποία οι ντοπαμινεργικοί νεύρωνες συγκεντρώνονται κυρίως στους πυρήνες του κοιλιακού μεσεγκεφάλου (SNc) και την κοιλιακή καλυπτρική περιοχή (VTA), οι οποίοι με τη σειρά τους προβάλλουν σε διακριτές περιοχές των βασικών γαγγλίων, της αμυγδαλής και του προμετωπιαίου φλοιού. Αν και τα ντοπαμινεργικά νευρικά κυκλώματα διαφέρουν ως προς την αρχιτεκτονική και τη σύνθεσή τους μεταξύ των σκουληκιών και των θηλαστικών, είναι σαφές ότι ο ρόλος της ντοπαμίνης στη μάθηση και τη μνήμη είναι κοινός μεταξύ των ειδών.
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Εικόνα 2: Σχηματική απεικόνιση του ερμαφρόδιτου C. elegans με επισημασμένους ντοπαμινεργικούς νευρώνες
Υπάρχουν τέσσερις κεφαλικοί αισθητήριοι νευρώνες κεφαλικών αισθητήρων (CEP), δύο νευρώνες πρόσθιων δεϊριδίων (ADE) και δύο νευρώνες οπίσθιων δεϊριδίων (PDE). Οι νευρώνες CEP βρίσκονται πίσω από τον πρώτο βολβό του φάρυγγα και εκτείνονται μέχρι την άκρη της μύτης. Ένα ζεύγος νευρώνων CEP βρίσκεται στην ραχιαία πλευρά (CEPDL και CEPDR) και το άλλο στην κοιλιακή πλευρά (CEPVL και CEPVR) του φάρυγγα. Το ζεύγος νευρώνων ADE (ADEL και ADER) βρίσκεται πλευρικά του δεύτερου βολβού του φάρυγγα. Το ζεύγος νευρώνων PDE (PDEL και PDER) βρίσκεται στο οπίσθιο μισό του σώματος του σκουληκιού. Το κόκκινο χρώμα υποδεικνύει τους νευρώνες CEP, το πράσινο τους νευρώνες ADE και το μπλε τους νευρώνες PDE. Το ανοιχτό γκρι χρώμα είναι ο φάρυγγας του σκουληκιού. Στο σκουλήκι, το πρόσθιο μέρος είναι προς το κεφάλι, το οπίσθιο μέρος είναι προς την ουρά, το ραχιαίο μέρος είναι η άνω πλευρά του σκουληκιού και το κοιλιακό μέρος είναι η κάτω πλευρά στην οποία κινείται το σκουλήκι.
Deirid – από δειράς (για ζώα) τράχηλος, λαιμός – deirid neurons = paired dopaminergic mechanosensory receptors located laterally. They are involved in sensing mechanical stimuli from the environment, particularly those related to the presence of food, and modulating the worm's locomotion in response to these cues. Χρησιμοποιείστε εικονες από:  
https://www.wormatlas.org/hermaphrodite/nervous/Neuroframeset.html 

Υποδοχείς ντοπαμίνης και επαναπρόσληψη σε C. Elegans
Όπως και άλλοι νευροδιαβιβαστές, οι υποδοχείς ντοπαμίνης στο σκουλήκι μπορούν να χωριστούν σε δύο κατηγορίες, κανάλια ιόντων που ενεργοποιούνται από συνδέτες (LGIC: Ligand-Gated Ion Channel.) και υποδοχείς συζευγμένοι με πρωτεΐνη G (GPCR: G-protein Coupled Receptor). Τα LGIC έχουν έναν πόρο εντός της πλασματικής μεμβράνης που παραμένει κλειστός έως ότου ένας συγκεκριμένος νευροδιαβιβαστής συνδεθεί με τον υποδοχέα, ανοίγοντας το κανάλι για να επιτρέψει σε επιλεγμένα ιόντα να διαπεράσουν την πλασματική μεμβράνη. Τα LGIC ανοίγουν και απευαισθητοποιούνται γρήγορα, ιδανικά για βραχυπρόθεσμη σηματοδότηση μεταξύ νευρώνων. Το LGC-53 είναι ένα παράδειγμα διαύλου χλωρίου που ενεργοποιείται από ντοπαμίνη στο C. elegans. Αντίθετα, οι GPCR δεν είναι ιοντροπικοί υποδοχείς και δεν επηρεάζουν άμεσα το δυναμικό της μεμβράνης με τον ίδιο τρόπο όπως οι LGIC, αλλά παράγουν κυτταρική σηματοδότηση μέσω της ενεργοποίησης οδών μεταγωγής σήματος, μια πιο αργή διαδικασία που παράγει πιο μακροχρόνια αποτελέσματα. Οι GPCR, επίσης γνωστοί ως υποδοχείς επτά διαμεμβρανικών περιοχών , έχουν είναι ένα ενιαίο πολυπεπτίδιο που διασχίζει την κυτταρική μεμβράνη επτά φορές. Η ντοπαμίνη συνδέεται με τον υποδοχέα στην εξωκυτταρική πλευρά της μεμβράνης και προκαλεί μια διαμορφωτική αλλαγή, με τη μεγαλύτερη αλλαγή να συμβαίνει μεταξύ του 5ου και του 6ου διαμεμβρανικού τομέα. Αυτό προκαλεί την ενεργοποίηση καταρρακτών σηματοδότησης της G-πρωτεΐνης. Οι ντοπαμινεργικοί GPCR χωρίζονται γενικά σε κατηγορίες τύπου D1 και τύπου D2, που ονομάστηκαν έτσι λόγω των διαφορετικών ρόλων που διαπιστώθηκε ότι παίζει η ντοπαμίνη μέσω των υποδοχέων D1 και D2 των θηλαστικών. Διαπιστώθηκε ότι αυτοί οι ρόλοι διατηρούνται στους υποδοχείς ντοπαμίνης σε διάφορους οργανισμούς. Οι υποδοχείς τύπου D1 συνδέονται με διεγερτικές G-πρωτεΐνες για να διεγείρουν την αδενυλική κυκλάση και να αυξήσουν την ποσότητα του cAMP, διεγείροντας έτσι την οδό σηματοδότησης του cAMP. Αντίθετα, οι υποδοχείς τύπου D2 συνδέονται με ανασταλτικές G-πρωτεΐνες όταν ένα μόριο ντοπαμίνης συνδέεται με τον υποδοχέα και έτσι αναστέλλουν την αδενυλική κυκλάση, μειώνοντας τα επίπεδα του cAMP. Στο C. elegans, το DOP-1 έχει βρεθεί ότι είναι ένας υποδοχέας τύπου D1, ενώ το DOP-2 και το DOP-3 είναι και οι δύο υποδοχείς τύπου D2. Άλλοι GPCR, οι DOP-5 και DOP-6, πιστεύεται ότι συνδέονται με τη ντοπαμίνη και λειτουργούν ως υποδοχείς ντοπαμίνης, αλλά αυτό δεν έχει ακόμη αποδειχθεί βιοχημικά. Ο DOP-4 στο C. elegans δεν είναι ούτε τύπου D1 ούτε τύπου D2, αλλά αντίθετα ένας υποδοχέας ντοπαμίνης ειδικός για τα ασπόνδυλα. Εκτός από τη μάθηση και τη μνήμη, που αφορούν το άρθρο, οι υποδοχείς ντοπαμίνης παίζουν  ρόλο στην ικανότητα των σκουληκιών να διακρίνουν τις αλλαγές στο περιβάλλον τους, προσδιορίζοντας  χωρικές διαφορές στο περιβάλλον του χρησιμοποιώντας τον υποδοχέα  DOP-3 και το μηχανοευαίσθητο  κανάλι TRP-4. Η ντοπαμίνη που δεν διασχίζει τη συναπτική σχισμή και δεν συνδέεται με τους υποδοχείς μπορεί να παραμείνει στη συναπτική σχισμή μέχρι να απομακρυνθεί ή τα κύτταρα να επαναπροσλάβουν τη χημική ουσία. Το DAT-1 κωδικοποιεί έναν μεταφορέα ντοπαμίνης στη μεμβράνη που είναι ένας νατριοεξαρτώμενος  συμμεταφορέας, επιτρέποντας την επαναπρόσληψη ντοπαμίνης από τη συναπτική σχισμή. Ενώ τα σκουλήκια με μηδενική μετάλλαξη σε αυτό το γονίδιο μπορούν ακόμα να συνθέσουν ντοπαμίνη, η ποσότητα της υπολειπόμενης ντοπαμίνης στο νευρικό σύστημα είναι περιορισμένη. Πράγματι, η υπερβολική ντοπαμίνη στη συναπτική σχισμή μπορεί να οδηγήσει σε παράλυση του σκουληκιού που προκαλείται από το κολύμπι, όπου απαιτείται επαναπρόσληψη ντοπαμίνης από το DAT-1 για να αποφευχθεί αυτή η παράλυση. Η χρήση μεταλλαγμένων cat-2 και dat-1 (Πίνακας1) για τη μελέτη της ντοπαμινεργικής σηματοδότησης έχει χρησιμοποιηθεί ευρέως για την εξέταση του ρόλου της ντοπαμίνης στη ρύθμιση της συμπεριφοράς του C. elegans.

Ο ρόλος της ντοπαμίνης στη μάθηση, τη μνήμη και τη λήθη
Η ντοπαμίνη εμπλέκεται στη μάθηση και τη διαμόρφωση της μνήμης στο C. elegans και σε άλλα ζώα. Η μάθηση και η μνήμη είναι σημαντικές νευρολογικές διαδικασίες και συχνά αλληλοσυνδέονται: η «μάθηση» είναι η απόκτηση νέας γνώσης σχετικά με αλλαγές που συμβαίνουν στο περιβάλλον. Η μάθηση μπορεί να χωριστεί σε δύο κύριες κατηγορίες: «μη συνειρμική» και «συνειρμική» μάθηση. Αφού αποκτηθεί η γνώση, πρέπει να κωδικοποιηθεί και να αποθηκευτεί έτσι ώστε να μπορεί να ανακτηθεί και να χρησιμοποιηθεί από τον οργανισμό αργότερα. Αυτή η διαδικασία κωδικοποίησης, αποθήκευσης και ανάκτησης πληροφοριών αναφέρεται ως «μνήμη». Η μάθηση και η μνήμη είναι άρρηκτα συνδεδεμένες και συχνά είναι απαραίτητο να λαμβάνονται υπόψη και οι δύο όταν εξετάζεται μία από αυτές τις έννοιες. Επιπλέον, η «λήθη» είναι μια ξεχωριστή νευρολογική διαδικασία μέσω της οποίας ο εγκέφαλος απορρίπτει πληροφορίες που είχαν αποθηκευτεί προηγουμένως. Όπως η μάθηση και η μνήμη, η λήθη φαίνεται να είναι κοινή σε πολλούς οργανισμούς. Οι νευροδιαβιβαστές που εμπλέκονται στη διαδικασία της λήθης έχουν αρχίσει να διερευνώνται, με ορισμένες μελέτες να δείχνουν ότι η ντοπαμίνη παίζει σημαντικό ρόλο.

Πίνακας 1: Σημαντικά γονίδια που εμπλέκονται στη σηματοδότηση της ντοπαμίνης και ο ρόλος που διαδραματίζουν στη μάθηση και τη μνήμη στο C. elegans
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Η ντοπαμίνη στη μη συνειρμική μάθηση στο C. elegans
Η μη συνειρμική μάθηση περιλαμβάνει αλλαγές στη συμπεριφορά ως απόκριση στην έκθεση σε ένα ερέθισμα και συχνά θεωρείται ως η απλούστερη μορφή μάθησης. Αυτός ο τύπος μάθησης μπορεί να χωριστεί περαιτέρω στις υποκατηγορίες της εξοικείωσης, όπου υπάρχει μειωμένη συμπεριφορική απόκριση σε ένα επαναλαμβανόμενο ερέθισμα, και της ευαισθητοποίησης, όπου υπάρχει αυξημένη συμπεριφορική απόκριση σε ερεθίσματα μετά την έκθεση σε ένα έντονο ή επιβλαβές ερέθισμα. Ένα κοινό συμπεριφορικό παράδειγμα στις μελέτες εξοικείωσης με το C. elegans είναι η διέγερση των μηχανικών αισθητήρων των σκουληκιών με το χτύπημα του δίσκου Petri στον οποίο βρίσκονται (προκαλώντας δονήσεις) ή με το χάιδεμα του σώματος των σκουληκιών με ένα λεπτό εργαλείο, όπως ένα βουρτσάκι για τις βλεφαρίδες, προκαλώντας κίνηση προς τα πίσω (αναστροφή). Επαναλαμβανόμενα ερεθίσματα σε σταθερά διαστήματα προκαλούν την εξοικείωση των σκουληκιών με τα ερεθίσματα και μειώνουν το μέγεθος των αναστροφών ως απόκριση. Οι Kindt et al. μελέτησαν τον ρόλο της ντοπαμίνης στην εξοικείωση ως απόκριση στη μηχανική διέγερση (επαναλαμβανόμενα χτυπήματα) και πώς αυτή αλληλεπιδρά με τις συμπεριφορικές αποκρίσεις στο φαγητό, οι οποίες ρυθμίζονται εν μέρει από τη ντοπαμίνη. Όταν υπάρχει τροφή, τα μεταλλαγμένα cat-2 με έλλειψη ντοπαμίνης και τα μεταλλαγμένα dop-1 των υποδοχέων ντοπαμίνης συνηθίζουν γρηγορότερα σε απόκριση σε επαναλαμβανόμενα χτυπήματα από τα σκουλήκια του άγριου τύπου. Είναι ενδιαφέρον ότι, όταν δεν υπάρχει τροφή, τα σκουλήκια του άγριου τύπου συνηθίζουν πιο γρήγορα σε σύγκριση με όταν υπάρχει τροφή. Αυτό το φαινόμενο δεν παρατηρήθηκε στα μεταλλαγμένα dop-1, δηλαδή τα μεταλλαγμένα dop-1 ζώα παρουσιάζουν παρόμοιους ρυθμούς εξοικείωσης όταν έχουν ή δεν έχουν τροφή. Στην πραγματικότητα, όταν δεν υπάρχει τροφή, δεν υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά στους ρυθμούς εξοικείωσης μεταξύ των μεταλλαγμένων dop-1 και των σκουληκιών του άγριου τύπου. Αυτό υποδηλώνει ότι τα σκουλήκια διατηρούν μια ισχυρή αντίδραση διαφυγής για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα όταν υπάρχει τροφή, μια συμπεριφορά που ρυθμίζεται από τη ντοπαμίνη. Οι συγγραφείς υποθέτουν ότι ένας λόγος για αυτό είναι ότι τα αρπακτικά είναι πιο πιθανό να υπάρχουν όταν υπάρχει τροφή (βακτήρια), καθιστώντας πλεονεκτικό για το σκουλήκι να παραμένει πιο προσεκτικό σε σημάδια «κινδύνου» υπό αυτές τις συνθήκες. Μια άλλη πιθανότητα είναι ότι η εσωτερική κατάσταση σίτισης επηρεάζει τους μηχανισμούς νευρωνικής σηματοδότησης που είναι σημαντικοί για τη μάθηση. Πράγματι, έχει αποδειχθεί ότι η κατάσταση σίτισης επηρεάζει τις χημειοαισθητικές αντιδράσεις και την έκφραση ορισμένων νευρωνικών υποδοχέων. Επιπλέον, οι ντοπαμινεργικοί νευρώνες θεωρείται ότι ανταποκρίνονται στις αλλαγές της εσωτερικής κατάστασης, συμπεριλαμβανομένης της διατροφικής κατάστασης. Σε μια δοκιμή απαλής αφής, τα σκουλήκια με μεταλλαγμένο υποδοχέα ντοπαμίνης dop-2 επίσης συνηθίζουν πιο γρήγορα από τα σκουλήκια του άγριου τύπου, αν και δεν παρατηρήθηκε καμία αλληλεπίδραση με την παρουσία τροφής. Αυτές οι μελέτες έδειξαν ότι όταν συμβαίνει πρόσθια αφή, οι ντοπαμινεργικοί νευρώνες CEP και ADE ρυθμίζουν τους πρόσθιους μηχανικούς υποδοχείς ALM και AVM μηχανοευαίσθητους νευρώνες για να διεγείρουν την οπισθοδρόμηση, ενώ η οπίσθια διέγερση ενεργοποιεί τους ντοπαμινεργικούς νευρώνες PDE για να ρυθμίσουν τους οπίσθιους μηχανικούς υποδοχείς PLM μηχανοευαίσθητους νευρώνες για να παράγουν επιτάχυνση προς τα εμπρός.  Συνολικά, αν και τα dop-1 και dop-2 παίζουν σημαντικό ρόλο στη συνήθεια σε απόκριση σε επαναλαμβανόμενη μηχανική διέγερση, μόνο το dop-1 φαίνεται να ρυθμίζει επίσης την ανίχνευση τροφής. Αυτό υποδηλώνει ότι οι υποδοχείς ντοπαμίνης τύπου D1 και D2 στο σκουλήκι, όπως και σε ανώτερα οργανισμούς, έχουν τόσο αλληλεπικαλυπτόμενες όσο και διαχωρίσιμες λειτουργίες.
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Το περιεχόμενο που δημιουργείται από AI ενδέχεται να είναι εσφαλμένο.]
Εικόνα 3. Αντίδραση σε κτύπημα και εξοικείωση σε μεταλλάγματα dop-1 και cat-2. Συνολικά 40 ερμαφρόδιτα υποβλήθηκαν σε διέγερση με κτύπημα με διάστημα 10 δευτερολέπτων μεταξύ των διεγέρσεων και οι συμπεριφορικές τους αντιδράσεις βαθμολογήθηκαν χρησιμοποιώντας ένα αυτοματοποιημένο σύστημα παρακολούθησης.
(Α) Ποσοστό αναστροφής των στελεχών άγριου τύπου (n2), cat-2, dop-1 μεταλλαγμένων στελεχών. Παρατηρείται ότι το ποσοστό αναστροφών του n2 είναι μεγαλύτερο για περισσότερο χρονικό διάστημα από ότι των μεταλλαγμάτων. Άρα έπειδη τα n2 που έχουν ντοπαμίνη εμφανίζουν μικρότερη εξοικείωση σε σχέση με τα μεταλλάγματα που δεν έχουν ντοπαμίνη ή που έχουν πρόβλημα σε υποδοχέα της, σημαίνει οτι η ντοπαμίνη διαδραματίζει έναν ρόλο στην μείωση εξοικείωσης. 
(Β) Ποσοστό αναστροφής για dop-1 και ??????dop-1+Ex[Pdop-1∷dop-1]. Παρατηρείται ότι η μειωμένη εξοικείωση αποκαθίσταται στο dop-1+Ex[Pdop-1∷dop-1] (σκουλήκι χωρίς λειτουργικό dop-1, αλλά στο οποίο ξαναφέρνουμε το γονίδιο dop-1 μέσω εξωγενής έκφρασης). Άρα αφού με την ανάκτηση λειτουργικών υποδοχέων ντοπαμίνης ανακτάται και η αργή εξοικείωση επικυρώνεται ο σημαντικός ρόλος της ντοπαμίνης στην διαδικασίας εξοικείωσης 
(C) Ποσοστό αναστροφής για cat-2 και cat-2 που τους χορηγήθηκε εξωγενής ντοπαμίνη. Παρατηρείται ότι τα n2 και cat-2 + DA έχουν παρόμοια εξοικείωση ενώ το cat-2 εμφανίζει πιο αυξημένη.

Μελέτες μη-συνειρμικής μάθησης έχουν επίσης πραγματοποιηθεί με χημικές οσμές σε C. elegans. Όπως και με την μηχανική αισθητηριακή εξοικείωση, η γευστική απόκριση του C. elegans εξαρτάται από την κατάσταση, δηλαδή εξαρτάται από το πλαίσιο, όπως η παρουσία ή η απουσία τροφής (Εικόνα3). Η επαναλαμβανόμενη ή παρατεταμένη διέγερση με το διαλυτό απωθητικό CuCl2 έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση των συμπεριφορικών αποκρίσεων. Όταν υπάρχει τροφή, τα σκουλήκια άγριου τύπου εξοικειώνονται πιο αργά όταν διεγείρονται επανειλημμένα με CuCl2 από ό,τι όταν δεν υπάρχει τροφή. Τα σκουλήκια με έλλειψη ντοπαμίνης cat-2 εξοικειώθηκαν πιο γρήγορα από τα ζώα άγριου τύπου παρουσία τροφής, υποδεικνύοντας ότι η ντοπαμίνη μπορεί να είναι απαραίτητη για την εξάρτηση από την τροφή επιβράδυνση/αναστολή της εξοικείωσης με την επανειλημμένη έκθεση σε CuCl2. Σύμφωνα με αυτό, η προσθήκη εξωγενούς ντοπαμίνης σε πλάκες δοκιμής χωρίς τροφή προκαλεί πιο αργή εξοικείωση των σκουληκιών άγριου τύπου σε σύγκριση με τα μη επεξεργασμένα δείγματα ελέγχου, υποδηλώνοντας ότι η ντοπαμίνη μιμείται την ανασταλτική επίδραση της τροφής στην ανταπόκριση γευστικής αποφυγής. Το CuCl2 ανιχνεύεται από τον πολυτροπικό????????? νευρώνα ASH. Η επαναλαμβανόμενη ενεργοποίηση του ASH με τη χρήση οπτογενετικής διέγερσης με μπλε φως έχει επίσης ως αποτέλεσμα την εξοικείωση – όπως και στα πειράματα με επαναλαμβανόμενη έκθεση σε CuCl2, τα μεταλλαγμένα ζώα cat-2 έδειξαν ταχύτερη εξοικείωση με την επαναλαμβανόμενη οπτογενετική ενεργοποίηση του ASH. (Εικόνα 4)
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Το περιεχόμενο που δημιουργείται από AI ενδέχεται να είναι εσφαλμένο.]
Εικόνα 4. Εξοικείωση των αγρίου τύπου (n2) και cat-2 μεταλλαγμάτων C.elegans στο απωθητικό CuCl2 στην ύπαρξη ή όχι τροφής.
Τα N2 έχουν μικρότερο ποσοστό αποφυγής όταν δεν υπάρχει τροφή από όταν υπάρχει. Άρα εξοικειώνονται πιο γρήγορα χωρίς τροφή. Στα cat-2 από την άλλη το ποσοστό αποφυγής είναι περίπου το ίδιο είτε υπάρχει είτε όχι τροφή και άρα η εξοικείωση είναι ίδια (λίγο μικρότερη αποφυγή όταν υπάρχει τροφή και επομένως ελάχιστα γρηγορότερη εξοικείωση). Στο cat-2 που του δόθηκε εξωγενής ντοπαμίνη, έδειξε το μεγαλύτερο ποσοστό αποφυγής, ακόμα και από αυτό του N2 με τροφή, και επομένως την μικρότερη εξοικείωση. Η ντοπαμίνη λοιπόν, μιμείται την ανασταλτική επίδραση της τροφής στην αποφυγή του CuCl2  και είναι ξεκάθαρο ότι παίζει έναν σημαντικό ρόλο στην σηματοδότηση για την εξοικείωση στην μη συνειρμική μάθηση. (αριθμός C.elegans≥213) Σε όλες τις εικόνες χρειαζεται το άρθρο από το οποίο τις πήρατε 

Η ντοπαμίνη έχει επίσης συσχετιστεί με συμπεριφορές που σχετίζονται με την άλλη μορφή μη-συνειρμικής μάθησης, την ευαισθητοποίηση, όπου η προ-έκθεση σε απωθητικές οσμές μπορεί να προκαλέσει ενισχυμένη αισθητηριακή απόκριση (Εικόνα5). Η επαναλαμβανόμενη έκθεση στην απωθητική οσμή 2-νονανόνη οδήγησε σε αυξημένη συμπεριφορά αποφυγής, αλλά αυτό το φαινόμενο δεν παρατηρήθηκε σε ζώα με μεταλλάξεις στη βιοσύνθεση της ντοπαμίνης cat-2 ή στους υποδοχείς ντοπαμίνης dop-3. Αν και οι συγγραφείς δεν θεωρούν αυτή τη συμπεριφορά ως μορφή ευαισθητοποίησης, κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι πρόκειται για μια μορφή μη-συνειρμικής μάθησης που απαιτεί τη σηματοδότηση της ντοπαμίνης. 

[image: Εικόνα που περιέχει κείμενο, στιγμιότυπο οθόνης, σκίτσο/σχέδιο, διάγραμμα
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Εικόνα 5: Αποφυγή της απωθητικής 2-νονανόνης σε αγρίου τύπου και cat-2 μεταλλάγματα C.elegans με προέκθεση στην 2-νονανόνη ή χωρίς και παρουσία και απουσία τροφής.
Naive: σκουλήκια χωρίς προετοιμασία, mock: σκουλήκια που υποβλήθηκαν στην διαδικασία προέκθεσης χωρίς όμως την 2-νονανόνη για να ελεγχθεί εάν η διαδικασία χειρισμού ή η μεταχείριση από μόνη της επηρεάζει την απόκριση, preexp: σκουλήκια που έχουν προεκτεθεί στην 2-νονανόνη. Στα naive αγρίου τύπου η αποφυγή είναι η ίδια παρουσία και απουσία φαγητού. Τα preexp αγρίου τύπου εμφανίζουν αυξημένη αποφυγή παρουσία και απουσία τροφής. Σε ό,τι αφορά τα mock η αποφυγή είναι πιο κοντά στα naïve και παρουσία και απουσία τροφής.
Στα naive cat-2 μεταλλάγματα η αποφυγή είναι  ίδια παρουσία και απουσία τροφής και ελάχιστα μεγαλύτερη από αυτή των naive αγρίου τύπου. Τα preexp cat-2 εμφανίζουν δραματικά μικρότερη αποφυγή από τα preexp αγρίου τύπου με αυτά που δεν έχουν τροφή να εμφανίζουν μικρότερη από αυτά με τροφή. Τα mock cat-2 έχουν μια αποφυγή παρόμοια με την τα naïve cat-2 παρουσία ή όχι τροφής.
Τα preexp cat-2 εμφανίζουν μικρότερη αποφυγή από τα preexp αγρίου τύπου που σημαίνει ότι η προέκθεση επηρέασε την ευαισθητοποίηση στα αγρίου τύπου ενώ όχι στα cat-2. Άρα η ντοπαμίνη παίζει ρόλο στην ευαισθητοποίηση στην μη συνειρμική μάθηση. Η διαφορά στα preexp cat-2 παρουσία και απουσία τροφής οφείλεται στο ότι η τρόφη αποτελεί έναν ελκυστικό παράγοντα που τα preexp cat-2 δεν αγνοούν πλήρως όπως τα preexp αγρίου τύπου.

Μια μελέτη σε ποντίκια έδειξε ότι η έκθεση σε υψηλές συγκεντρώσεις αλατιού ενεργοποιεί τα κύτταρα που ανιχνεύουν την ξινή και την πικρή γεύση, δύο βασικές οδούς αποστροφικής γεύσης. Αν και δεν έχει ακόμη πραγματοποιηθεί παρόμοια μελέτη σε C. elegans, είναι πιθανό η έκθεση σε υψηλή περιεκτικότητα σε αλάτι να ενεργοποιεί οδούς αποστροφικής γεύσης με ανάλογο τρόπο. Πράγματι, οι υψηλές συγκεντρώσεις αλατιού θα μπορούσαν να ενεργοποιήσουν οδούς οσμωτικού στρες σε C. elegans. Η εξοικείωση σε απόκριση σε μηχανικά ή χημικά ερεθίσματα στο C. elegans περιλαμβάνει διαφορετικές αισθητηριακές λειτουργίες που ανιχνεύονται από διακριτά αισθητήρια νευρικά κύτταρα, δηλαδή αφού οι μηχανοευαίσθητοι αισθητήριοι νευρώνες και οι χημειοαισθητικοί νευρώνες είναι ξεχωριστοί, η μάθηση είναι ειδική για κάθε τύπο ερεθίσματος (π.χ. το C.elegance μπορεί να εξοικειωθεί με το άγγιγμα αλλά να συνεχίσει να αντιδρά σε μια ουσία). Ωστόσο, και οι δύο μορφές εξοικείωσης απαιτούν ντοπαμίνη. Αυτό υποδηλώνει ότι η κοινή συνιστώσα μεταξύ των μηχανισμών εξοικείωσης που απαιτούν ντοπαμίνη βρίσκεται στην κάτω πλευρά  των αισθητηρίων νευρικών κυττάρων, ενδεχομένως ενεργώντας στους ενδονευρώνες ή στο κινητικό κύκλωμα.

Η ντοπαμίνη στην συνειρμική μάθηση στο C. elegans
Η συνειρμική μάθηση συμβαίνει όταν δημιουργείται μια σύνδεση μεταξύ δύο ερεθισμάτων, έτσι ώστε η έμφυτη συμπεριφορική αντίδραση σε ένα ερέθισμα (το μη εξαρτημένο ερέθισμα) να λαμβάνει χώρα όταν το δεύτερο ερέθισμα (το εξαρτημένο ερέθισμα) παρουσιάζεται από μόνο του. Αυτός ο τύπος μάθησης μπορεί να είναι απόκριση σε ένα ερέθισμα που είναι ελκυστικό (επιθυμητό) ή επιβλαβές (αποτρεπτικό). Η επιθυμητή και η αποτρεπτική μάθηση συχνά περιλαμβάνουν διαφορετικούς μηχανισμούς, αν και η ντοπαμίνη έχει αποδειχθεί ότι παίζει σημαντικό ρόλο και στις δύο. Ένα παράδειγμα μάθησης που απαιτεί ντοπαμίνη περιλαμβάνει τον συνδυασμό της οσμής της βουτανόνης με την παρουσία τροφής. Σε σκώληκες χωρίς προηγούμενη έκθεση, η βουτανόνη είναι μια ήπια ελκυστική οσμή. Ωστόσο, ο συνδυασμός της παρουσίας βουτανόνης με την παρουσία τροφής (ένα ισχυρά ελκυστικό ερέθισμα) οδηγεί σε μια μαθημένη αύξηση της έλξης προς τη βουτανόνη . Σε μια πρόσφατη μελέτη, αυτή η μαθημένη αντίδραση είναι σημαντικά μειωμένη σε σκουλήκια που στερούνται cat-2, τα οποία έχουν μειωμένη σηματοδότηση ντοπαμίνης, και σε διαγονιδιακά σκουλήκια στα οποία οι ντοπαμινεργικοί νευρώνες έχουν αφαιρεθεί γενετικά. Αυτό υποδηλώνει ότι η ντοπαμίνη είναι απαραίτητη για να μάθει κανείς τη σύνδεση της βουτανόνης με την τροφή (Εικόνα6). 
[image: Εικόνα που περιέχει κείμενο, στιγμιότυπο οθόνης, διάγραμμα, γραμμή
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Εικόνα 6: Η απουσία ντοπαμίνης επηρεάζει την συνειρμική μάθηση
Wild type: αγρίου τύπου , cat-2 : μεταλλάγματα που δεν παράγουν ντοπαμίνη , tph-1 : μεταλλάγματα που δεν παράγουν σεροτονίνη. Στα naïve σκουλήκια (χωρίς προηγούμενη έκθεση) η βουτανόνη είναι απλά μια ελκυστική ουσία χωρίς σημαντικές διαφορές στην έλξη μεταξύ των μεταλλαγμάτων. Από 0th hour, δηλαδή την ώρα που έγινε ταυτόχρονη έκθεση τροφής και βουτανόνης, τα αγρίου τύπου και τα tph-1 έδειξαν μεγαλύτερη έλξη προς την βουτανόνη, η οποία έλξη μειώνεται ελάχιστα με το πέρας της πρώτης και δεύτερης ώρας. Τα cat-2 από την άλλη και δεν έδειξαν δραματικά μεγαλύτερη έλξη προς την βουτανόνη, αλλά και αυτή η ελάχιστη έλξη μειώνεται με μεγαλύτερο ρυθμό καθώς περνάει η 1η και 2η ώρα μετά την έκθεση σε τροφή και βουτανόνη. Είναι λοιπόν ξεκάθαρο ότι η ντοπαμίνη σχετίζεται με την συνειρμική μάθηση και την ανάκληση βραχυπρόθεσμης μνήμης. 
   
Μια μελέτη που εξέτασε το ρόλο ενός καναλιού DEG/ENaC ASIC-1(DEG: Σχετίζεται με τις πρωτεΐνες που ανήκουν στην υποοικογένεια DEG (degenerin), μια ομάδα πρωτεϊνών που περιλαμβάνει γονίδια που κωδικοποιούν για δίαυλους ιόντων σε διάφορους οργανισμούς, όπως τα σκουλήκια Caenorhabditis elegans. ENaC: Είναι η συντομογραφία για τους Epithelial Sodium Channels, που είναι πρωτεΐνες υπεύθυνες για την απορρόφηση νατρίου μέσω των επιθηλιακών κυττάρων. ASIC-1: Πρόκειται για την Acid-Sensing Ion Channel 1, μια υπομονάδα του οικογενειακού γένους των ASICs (Ion Channels που ενεργοποιούνται από όξινο pH). Ο DEG/ENaC ASIC-1 είναι ένας τύπος ιοντικού διαύλου που ενσωματώνει χαρακτηριστικά των DEG/ENaC και ASIC-1.)(στις προσυναπτικές απολήξεις των ντοπαμινεργικών νευρώνων) στη μάθηση σε C. elegans πρότεινε έναν πιθανό μηχανισμό μέσω του οποίου η ντοπαμίνη ρυθμίζει την οσφρητική εξάρτηση. Η μελέτη αυτή χρησιμοποίησε ένα συμπεριφορικό παράδειγμα που συνέδεε διαλυτές (NaCl) και πτητικές (ισοαμυλική αλκοόλη) χημικές ουσίες με τροφή, δείχνοντας ότι η δημιουργία μιας μαθημένης συσχέτισης μεταξύ αυτών των δύο ερεθισμάτων απαιτεί όχι μόνο ντοπαμίνη, αλλά και έκφραση ASIC-1 στους ντοπαμινεργικούς νευρώνες. Στη συνέχεια, οι συγγραφείς διερεύνησαν πώς το ASIC-1 θα μπορούσε να ρυθμίσει την απελευθέρωση ντοπαμίνης – χρησιμοποίησαν υπερεκλιπτική pHlourin (SEpHluorin: Η SEpHluorin είναι μια ειδική φωσφορίζουσα πρωτεΐνη που αλλάζει φωτεινότητα ανάλογα με το pH και ενσωματώνεται σε άλλες πρωτεΐνες για ερευνητικούς σκοπούς. Δίχνει πού βρίσκεται η πρωτεΐνη στο κύτταρο: Αν συνδεθεί π.χ. με έναν ιοντικό δίαυλο, μπορείς να δεις πότε ο δίαυλος βγαίνει στην επιφάνεια του κυττάρου ή πότε είναι σε εσωτερικά κυστίδια. Δίχνει επίσης πώς αλλάζει το περιβάλλον: Αν το pH γύρω της γίνει πιο όξινο ή πιο βασικό, η φωτεινότητά της αλλάζει, και έτσι φαίνεται πότε και πού συμβαίνουν αλλαγές.) ως ένδειξη της εξωκυττάρωσης των συναπτικών κυστιδίων (και, ως εκ τούτου, της νευροδιαβίβασης) και έδειξαν ότι η νευροδιαβίβαση μειώθηκε σημαντικά στους ντοπαμινεργικούς νευρώνες σε μεταλλάγματα asic-1. Καθώς πρόσφατα αποδείχθηκε ότι το ASIC-1 λειτουργεί παράλληλα με άλλα μηχανικά ευαίσθητα ιοντικά κανάλια στους ντοπαμινεργικούς νευρώνες – κανάλια UNC-8/DEL-3 τύπου ENaC καθώς και υπομονάδα καναλιού καλίου της οικογένειας TRP-4 και K2P TWK-2 (To UNC-8 λειτουργεί σε συνδιασμό με το DEL-3 και σχηματίζουν ένα ετεροδιμερές κανάλι που ανήκουν στην οικογένεια ENaC/DEG που είναι κανάλια Na+ συνήθως μηχανοευαίσθητα. Το TRP-4 είναι ένα μηχανοευαίσθητο Ca²⁺ / Na⁺ κανάλι ενώ το K2P TWK-2 ανήκει στα K2P (two-pore domain potassium) κανάλια, παρέχει ρεύμα διαρροής Κ+ και ρυθμίζει το δυναμικό ηρεμίας)– είναι πιθανό αυτά τα κανάλια να συμβάλλουν επίσης στην απελευθέρωση ντοπαμίνης κατά τη διάρκεια της μάθησης. Ένα παράδειγμα της συμμετοχής της ντοπαμίνης σε ένα μοντέλο αποστροφικής μάθησης πραγματοποιήθηκε συνδυάζοντας ισοαμυλική αλκοόλη με την απουσία τροφής (πείνα) (Εικόνα 7).  Η ισοαμυλική αλκοόλη είναι συνήθως ελαφρώς ελκυστική για αγρίου τύπου σκουλήκια χωρίς προηγούμενη έκθεση. Ο συνδυασμός ισοαμυλικής αλκοόλης με την πείνα οδηγεί σε μια επίκτητη αποστροφή προς αυτή την χημική ουσία. Τα σκουλήκια με μεταλλαγμένο υποδοχέα dop-2 δεν απέκτησαν αποστροφή προς την ισοαμυλική αλκοόλη όταν αυτή συνδυαζόταν με πείνα. Αυτό το φαινόμενο μπορούσε να ανατραπεί όταν η εξάρτηση πραγματοποιούνταν παρουσία εξωγενούς ντοπαμίνης, υποδηλώνοντας ότι η υπερβολική ντοπαμίνη μπορεί να παρακάμψει την απαίτηση για υποδοχείς ντοπαμίνης τύπου D2 σε αυτή τη μορφή μάθησης.  Η προσαρμογή στη βενζαλδεΰδη όταν υπήρχε αιθανόλη κατά τη διάρκεια της προετοιμασίας βρέθηκε να εξαρτάται από τις συνθήκες της δοκιμής,  ένα φαινόμενο που ονομάζεται «μάθηση που εξαρτάται από την κατάσταση». Τα σκουλήκια άγριου τύπου έμαθαν την προσαρμογή στη βενζαλδεΰδη μετά από 90 λεπτά προετοιμασίας. Τα σκουλήκια που προετοιμάστηκαν παρουσία αιθανόλης έδειξαν τη συμπεριφορά μόνο όταν δοκιμάστηκαν επίσης με παρουσία αιθανόλης. Τα σκουλήκια με έλλειψη ντοπαμίνης cat-2 δεν έδειξαν αυτή την εξάρτηση από την κατάσταση. Αυτό επιβεβαιώνει τη σημασία της ντοπαμίνης στην εξαρτώμενη από την κατάσταση μάθηση.
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[image: Details are in the caption following the image] [image: Εικόνα που περιέχει κείμενο, στιγμιότυπο οθόνης, γραμματοσειρά, διάγραμμα
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Εικόνα 7: Αδυναμία «μάθησης που εξαρτάται από την κατάσταση» σε μεταλλάγματα cat-2
Η προέκθεση σε κάθε περίπτωση είναι 90΄ λεπτά και η δοκιμασία χημειοτακτισμού γίνεται απευθείας εκτός από το e). Cat-2 μεταλλάγματα δεν παράγουν ντοπαμίνη.
(A) Σκουλήκια C.elegance a) χωρίς καμία προέκθεση σε αιθανόλη είτε σε βενζαλδεΰδη δεν έδειξαν χημειοτακτισμό προς την βενζαλδεΰδη. b) Σκουλήκια με προέκθεση σε βενζαλδεΰδη έδειξαν χημειοτακτισμό προς βενζαλδεΰδη και παρουσία και απουσία αιθανόλης. c) Σκουλήκια με προέκθεση σε αιθανόλη και βενζαλδεΰδη έδειξαν χημειοτακτισμό προς την βενζαλδεΰδη μόνο όταν υπήρχε και αιθανόλη. Αυτό ονομάζεται ως μάθηση που εξαρτάται από την κατάσταση. d) Προέκθεση σε αιθανόλη δεν επιρεάζει τον χημειοτακτισμό προς βενζαλδεΰδη. e) Η προέκθεση σε αιθανόλη και βενζαλδεΰδη δεν επηρεάζει τον χημειοτακτισμό προς την βενζαλδεΰδη μόνο παρουσία αιθανόλης (μάθηση που εξαρτάται από την κατάσταση) ακόμα και όταν μεσολαβεί ένα διάστημα (35΄ λεπτά) ανάμεσα στην προέκθεση και την δοκιμασία χημειοτακτισμού. 
(B) Σκουλήκια με μετάλλαξη cat-2 (δεν παράγουν ντοπαμίνη) που δεν έγινε προέκθεση σε βενζαλδεΰδη ή αιθανόλη δεν έδειξαν χημειοτακτισμό προς την βενζαλδεΰδη (άσπρος κύκλος). Cat-2 μεταλλάγματα με προέκθεση σε βενζαλδεΰδη έδειξαν χημειοτακτισμό προς την βενζαλδεΰδη παρουσία και απουσία αιθανόλης (μωβ για βενζαλδεΰδη και κιτρινο για αιθανόλη). Cat-2 μεταλλάγματα σε προέκθεση σε μπλε φως (μπλε κύκλος) και βενζαλδεΰδη έδειξαν χημειτακτισμό είτε παρουσία είτε απουσία αιθανόλης. Το μπλε φως ενεργοποιεί οπτογενετικά (οπτογενετικά: νευρώνας τροποιείται γενετικά ώστε να εκφράζει φωτοευαίσθητες πρωτεΐνες και να μπορεί να ενεργοποιηθεί με φως συγκεκριμένου μήκους κύμματος) τον νευρώνα ASER που είναι υπεύθυνος για αναγνώριση του αιθανόλη. Άρα όταν ενεργοποιούταν οπτογενετικά παρομοίαζε την ενεργοποίηση του με αιθανόλη. Παρόλο δηλαδή που η προέκθεση έγινε με τεχνιτή παρουσία αιθανόλης και βενζαλδεΰδης τα μεταλλάγματα cat-2 δεν έδειξαν χημειοτακτισμό προς την βενζαλδεΰδη μόνο παρουσία αιθανόλης αλλά και απουσία, δεν εμφάνισαν με άλλα λόγια μάθηση που εξαρτάται από την κατάσταση όπως τα σκουλήκια αγρίου τύπου . Άρα λοιπόν η ντοπαμίνη σχετίζεται με την μάθηση που εξαρτάται από την κατάσταση στην συνειρμική μάθηση.
[image: ] Η ντοπαμίνη είναι επίσης απαραίτητη για μια ενδιαφέρουσα μορφή συμπεριφορικής πλαστικότητας, σύμφωνα με την οποία τα C. elegans γεννούν τα αυγά τους μακριά από την τροφή μετά από έκθεση σε αρπακτικά ζώα -σκουλήκια Pristionchus uniformis (P. uniformis) και διατηρούν αυτή τη συμπεριφορά για αρκετές ώρες. Τόσο τα μεταλλαγμένα cat-1 όσο και τα μεταλλαγμένα cat-2 έχουν μειωμένη πιθανότητα να γεννήσουν τα αυγά τους μακριά από την τροφή όταν έχουν υποστεί εξάρτηση από το P. uniformis. Η δοκιμή των μεταλλαγμένων υποδοχέων ντοπαμίνης μεμονωμένα και μαζί έδειξε ότι η ντοπαμίνη δρα μέσω ενός συνδυασμού υποδοχέων ντοπαμίνης τύπου D1 και D2 για αυτή τη συμπεριφορά. Όπως και στην περίπτωση της μη συνειρμικής μάθησης,ο ρόλος της ντοπαμίνης στη συνειρμική μάθηση δεν περιορίζεται σε μια μεμονωμένη αισθητηριακή τροπικότητα, ούτε είναι συγκεκριμένος στην επιθυμητή ή αποτρεπτική μάθηση.(Εικόνα 8)
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Εικόνα 8: Πως επηρεάζει η προέκθεση σε θηρευτές την θέση ωοτοκίας τα σκουλήκια C.elegans και ο ρόλος της ντοπαμίνης
Σκουλήκια αγρίου τύπου και cat-2 εκτέθηκαν για 20 ώρες σε θηρευτές P. uniformis και στην συνέχεια μεταφέρθηκαν σε άλλο τρυβλίο χωρίς θηρευτές μαζί με άλλα σκουλήκια που δεν εκτέθηκαν σε θηρευτές. Παρατηρήθηκε ότι τα σκουλήκια άγριου τύπου με προέκθεση σε θηρευτές άλλαξαν την θέση ωοτοκίας από το κέντρο του τρυβλίου στην περιφέρεια ακόμα και στο τρυβλίο χωρίς θηρευτές. Τα μεταλλάγματα cat-2 από την άλλη δεν είχαν δραματική αλλαγή στην θέση ωοτοκίας. Το πείραμα επαναλήφθηκε αλλά αυτήν την φορά προστέθηκε εξωγενής ντοπαμίνη. Σε αυτό το πείραμα τα αγρίου τύπου όπως και την προηγούμενη φορά άλλαξαν θέση ωοτοκίας αλλά και τα cat-2 άλλαξαν θέση. Βάζοντας λοιπόν εξωγενή ντοπαμίνη ανακτάται η συνειρμική μάθηση. Άρα η ντοπαμίνη έχει έναν κεντρικό ρόλο στην συνειρμική μάθηση.

Η ντοπαμίνη στη διαδικασία σχηματισμού μνήμης στο C. elegans
Η μνήμη χωρίζεται σε δύο κύριες κατηγορίες: βραχυπρόθεσμη και μακροπρόθεσμη μνήμη. Οι όροι «μακροπρόθεσμη» και «βραχυπρόθεσμη» αναφέρονται στη διαδικασία κωδικοποίησης της μνήμης και στην ευπάθειά της στη φθορά. Στο C. elegans, ο όρος «βραχυπρόθεσμη» αναφέρεται στη μνήμη που εξετάζεται 1-2 ώρες μετά τη μάθηση, ενώ ο όρος «μακροπρόθεσμη» αναφέρεται συνήθως σε δοκιμασίες μνήμης 12-24 ώρες μετά τη μάθηση. Έχει αποδειχθεί ότι η ντοπαμίνη ρυθμίζει τη βραχυπρόθεσμη συνειρμική μνήμη στο C. elegans: τα σκουλήκια με έλλειψη ντοπαμίνης cat-2 διατηρούσαν τη μνήμη μιας μάθησης συσχετισμού μεταξύ της οσμής βουτανόνης και της παρουσίας τροφής για μικρότερο χρονικό διάστημα σε σύγκριση με τα άγρια ζώα. Επιπλέον, η προσθήκη εξωγενούς ντοπαμίνης κατά τη διάρκεια του σταδίου της εξάρτησης (όταν η βουτανόνη και η τροφή συνδυάζονται) είχε ως αποτέλεσμα τη μεγαλύτερη διατήρηση της μνήμης αυτής της μάθησης συσχετισμού. Αυτό υποδηλώνει ότι η σηματοδότηση της ντοπαμίνης είναι απαραίτητη κατά τη διαμόρφωση της μνήμης και επίσης εμπλέκεται στη διατήρηση αυτής της μνήμης με την πάροδο του χρόνου. Αν και η ντοπαμίνη έχει συσχετιστεί με τη μακροπρόθεσμη μνήμη σε διάφορα μοντέλα θηλαστικών, αυτό δεν έχει δοκιμαστεί άμεσα στο C. elegans.

Η λήθη στα C. elegans και D. melanogaster
Η λήθη είναι μια νευρωνική διαδικασία κατά την οποία δεν είναι δυνατή η ανάκτηση προηγουμένως κωδικοποιημένων αναμνήσεων. Τα δύο κλασικά μοντέλα λήθης– «φθορά» και «παρεμβολή» – υποδηλώνουν ότι η λήθη είναι είτε μια παθητική φθορά της μνήμης, είτε μια ενεργή διαδικασία κατά την οποία τα ίχνη της μνήμης ανταγωνίζονται για «χώρο» στον εγκέφαλο, αντίστοιχα. Πολλές πρόσφατες μελέτες, υποδηλώνουν ότι η λήθη είναι πιο πιθανό να είναι μια ενεργή διαδικασία που μεσολαβείται από μόρια που δρουν στη νευροδιαβίβαση, στη σηματοδότηση δεύτερων αγγελιοφόρων και στις τροποποιήσεις του κυτταροσκελετού. Οι δοκιμές συμπεριφοράς για τη λήθη  περιλαμβάνουν την ανάλυση της συμπεριφοράς που έχει μάθει σε διαφορετικά χρονικά σημεία μετά την μάθηση/προσαρμογή και, κατά συνέπεια, την παρατήρηση του πότε το μέγεθος της συμπεριφοράς που έχει μάθει επιστρέφει στο επίπεδο των αθώων/μη προσαρμοσμένων ζώων. Μελέτες λήθης στο C. elegans έχουν δείξει ότι είναι μια ενεργή διαδικασία που απαιτεί πρωτεϊνική σύνθεση. Αν και ο ρόλος της ντοπαμίνης στη λήθη δεν έχει εξεταστεί εκτενώς στο C. elegans, η συμμετοχή της στη ρύθμιση της διατήρησης της βραχυπρόθεσμης συνειρμικής μνήμης, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, υποδηλώνει ότι είναι πιθανό να ρυθμίζει και τη λήθη. Άλλοι νευροδιαβιβαστές που έχει αποδειχθεί ότι ρυθμίζουν τη λήθη στο C. elegans περιλαμβάνουν τη σεροτονίνη  και την ακετυλοχολίνη. Στο C. elegans, δύο σημαντικοί ρυθμιστικοί μηχανισμοί έχουν συσχετιστεί με την ενεργή λήθη, οι οποίοι και οι δύο εντοπίστηκαν σε συμπεριφορικά παραδείγματα που εξέταζαν τις οσφρητικές αντιδράσεις στο ελκυστικό άρωμα διακετύλιο. Η «οσφρητική προσαρμογή» είναι η κατάσταση κατά την οποία η προηγούμενη έκθεση σε μια οσμή έχει ως αποτέλεσμα την εξασθένιση της χημικής έλξης προς την ίδια οσμή κατά την επόμενη έκθεση. Γενετικές εξετάσεις για μακρύτερη διατήρηση της οσφρητικής προσαρμογής στο διακετύλιο αποκάλυψαν τη συμμετοχή της υψηλά συντηρημένης πρωτεΐνης TIR-1 (πρωτεΐνη τομέα αντοχής Toll/ιντερλευκίνης-1) που δρα μέσω της οδού MAP κινάσης, συγκεκριμένα της JNK, για τη ρύθμιση της νευροεκκρίσεως. Συνεχιζόμενη έρευνα ενέπλεξε πολλούς επιπλέον παράγοντες στην μεσολαβούμενη από TIR-1/JNK-1 λήθη της οσφρητικής προσαρμογής, συμπεριλαμβανομένης της μεμβρανικής πρωτεΐνης MACO-1 και του υποδοχέα κινλασης τυροσίνης SCD-2 (και του υποθετικού του συνδέτη, HEN-1), καθώς και την κινάση της διακυλογλυκερόλης (DAG) DGK-1, η οποία ρυθμίζει τα επίπεδα του λιπιδικού δεύτερου αγγελιοφόρου DAG. Στην «οσφρητική εξάρτηση», το διακετύλιο συνδυάζεται με την πείνα κατά τη διάρκεια ενός σταδίου εξάρτησης, με αποτέλεσμα μια μαθημένη συσχέτιση μεταξύ των δύο ερεθισμάτων που εκδηλώνεται ως μειωμένη χημική έλξη προς το διακετύλιο. Χρησιμοποιώντας αυτό το συμπεριφορικό παράδειγμα, η πρωτεΐνη MSI-1/Musashi που δεσμεύει το RNA αποδείχθηκε ότι ρυθμίζει τη λήθη μέσω της υπορύθμισης των επιπέδων του συμπλέγματος ρυθμιστή διακλάδωσης ακτίνης Arp2/3 κατά την συνειρμική μάθηση. Η πρωτεΐνη MSI-1/Musashi είναι μια πρωτεΐνη που δεσμεύει RNA και ελέγχει ποια mRNA μεταφράζονται σε πρωτεΐνες μέσα στο κύτταρο. H MSI-1/Musashi παίζει ενεργό ρόλο στη λήθη και όχι μόνο στη μνήμη καθώς κατά την συνειρμική μάθηση μειώνει τα επίπεδα του συμπλέγματος Arp2/3 που είναι βασικός ρυθμιστής της δυναμικής της ακτίνης δηλαδή της δυναμικής του κυτταροσκελετού και με την αναδιαμόρφωση του κυτταροσκελετού μπορεί να χαθούν συνάψεις δηλαδη λήθη.  Μια άλλη πρωτεΐνη που ρυθμίζει την ακτίνη και εμπλέκεται στην απώλεια μνήμης είναι η ADD-1/άλφα-αδδουκίνη, η οποία ενδεχομένως δρα μέσω της κάλυψης των νηματίων ακτίνης δηλαδή εμποδίζει τον σχηματισμό ακτίνης και περιορίζει την δυναμική της. Είναι ενδιαφέρον ότι, αν και οι μικρές πρωτεΐνες G της οικογένειας Rho (π.χ. Rac1, Cdc42) είναι απαραίτητες για την απώλεια μνήμης μέσω της ρύθμισης του κυτταροσκελετού της ακτίνης, το μέλος της οικογένειας Rho του C. elegans RAC-2 ρυθμίζει επίσης την απώλεια μνήμης, αλλά ανεξάρτητα από τη δυναμική της ακτίνης. Ο ρόλος της ντοπαμίνης στη λήθη έχει μελετηθεί εκτενέστερα στη μύγα του ξιδιού Drosophila melanogaster. Πολλές μελέτες χρησιμοποίησαν την αποτρεπτική οσφρητική μάθηση για να εξετάσουν τη διατήρηση της μνήμης και τη λήθη στη D. melanogaster. Σε αυτό το παράδειγμα, οι μύγες εξαρτώνται από δύο διαφορετικές οσμές, η πρώτη σε συνδυασμό με ηλεκτροσόκ (εξαρτώμενο ερέθισμα +, CS+) αλλά όχι η δεύτερη (CS-). Στη συνέχεια, οι μύγες είχαν τη δυνατότητα να επιλέξουν μεταξύ των δύο οσμών σε ένα λαβύρινθο Τ, ο οποίος παρέχει μια ποσοτικοποιήσιμη ένδειξη για το αν οι μύγες έχουν μάθει τη σχέση μεταξύ της οσμής και του ηλεκτροσόκ. Η παρεμπόδιση της συναπτικής εξόδου από τους ντοπαμινεργικούς νευρώνες μετά τη μάθηση ενίσχυσε τη διατήρηση της μνήμης του συνδυασμού που είχε μάθει μετά από τρεις ώρες, ενώ η διέγερση των ντοπαμινεργικών νευρώνων μετά τη μάθηση μείωσε ή εξάλειψε τη διατήρηση της μνήμης. Είναι ενδιαφέρον ότι οι συγγραφείς διαπίστωσαν ότι στο μανιταροειδές σώμα (MB = mushroom body) του εγκεφάλου της μύγας, μια βασική περιοχή του εγκεφάλου για την οσφρητική μάθηση και τη μνήμη , δύο διαφορετικοί υποδοχείς ντοπαμίνης ρυθμίζουν τη δημιουργία και την απώλεια της μνήμης. Ο υποδοχέας ντοπαμίνης dDA1 είναι απαραίτητος για την απόκτηση μνήμης, ενώ ο υποδοχέας DAMB είναι απαραίτητος για τη λήθη (Εικόνα9).
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Εικόνα 9: Ντοπαμινεργικοί μηχανισμοί μάθησης και λήθης στο μανηταροειδές σώμα (MB)
Το αριστερό πλαίσιο απεικονίζει τη μάθηση που μεσολαβείται από τη ντοπαμίνη. Μετά από ηλεκτροσόκ, ένα σήμα US (Το US είναι ένα ερέθισμα που από μόνο του προκαλεί μια ισχυρή, φυσική αντίδραση στον οργανισμό, χωρίς να έχει προηγηθεί μάθηση. Π.χ ένα ηλεκτροσόκ ) μεταδίδεται όταν οι ντοπαμινεργικοί νευρώνες απελευθερώνουν μεγάλες ποσότητες ντοπαμίνης (κόκκινες σφαίρες) στο MB. Η σύνδεση της ντοπαμίνης με τον υποδοχέα dDA1 (πράσινο) οδηγεί σε αύξηση του cAMP, ενώ τα οσφρητικά ερεθίσματα CS (Το CS είναι ένα αρχικά ουδέτερο ερέθισμα, που δεν προκαλεί από μόνο του κάποια ισχυρή αντίδραση, αλλά αποκτά νόημα μέσω της μάθησης, όταν συνδυάζεται επανειλημμένα με το US.) έχουν ως αποτέλεσμα την αύξηση της σηματοδότησης Ca2+. Η ταυτόχρονη σηματοδότηση Ca2+ και cAMP οδηγεί σε ισχυρή δημιουργία μνήμης εντός των MB. Το δεξί πλαίσιο απεικονίζει τη λήθη που μεσολαβείται από τη ντοπαμίνη. Μετά τη μάθηση, ένα χαμηλό επίπεδο συνεχούς απελευθέρωσης ντοπαμίνης ανιχνεύεται από τον υποδοχέα DAMB (κόκκινο) και αποδυναμώνει τη μνήμη με την πάροδο του χρόνου. Οι διαφορές στην συγγένεια των δύο υποδοχέων για τον προσδέτη, η διαμερισματοποίηση καιο συνδυασμός δεύτερων μπορεί να εξηγούν την κυρίαρχη δράση του dDA1 στην απόκτηση και του DAMB στην λήθη. 
Οι συγγραφείς υποθέτουν ότι, αν και αυτοί οι υποδοχείς ντοπαμίνης εκφράζονται από κοινού στην ίδια περιοχή του εγκεφάλου, οι διαφορετικές λειτουργίες τους οφείλονται στο χρονισμό και το πλαίσιο του σήματος (αν το σήμα είναι παρατεταμένο ή όχι ) ντοπαμίνης, καθώς και σε πιθανές διαφορές στη συν-μετάδοση, τη σηματοδότηση του δεύτερου αγγελιοφόρου και την υποκυτταρική εντοπισμό. Με άλλα λόγια ο υποδοχέας ντοπαμίνης dDA1 είναι απαραίτητος για τη δημιουργία της μνήμης, ενώ ο DAMB για τη λήθη. Παρότι συνυπάρχουν στην ίδια εγκεφαλική περιοχή, η διαφορετική τους δράση εξαρτάται από πότε και πώς απελευθερώνεται η ντοπαμίνη, καθώς και από διαφορές στη σηματοδότηση μέσα στο κύτταρο και στη χωρική εντόπιση των υποδοχέων. Το σήμα ντοπαμίνης που απαιτείται για την λήθη απελευθερώνεται από ντοπαμινεργικούς νευρώνες που νευρώνουν το MB, οι οποίοι ονομάζονται νευρώνες MV1. Είναι ενδιαφέρον ότι αυτή η απελευθέρωση ντοπαμίνης συσχετίζεται με την συμπεριφορική κατάσταση, αυξάνεται κατά τη διέγερση (οδηγώντας σε επιταχυνόμενη λήθη) και μειώνεται κατά την ανάπαυση (ενισχύοντας τη διατήρηση της μνήμης). Η λήθη δηλαδή προκαλείται από ντοπαμίνη που εκκρίνεται από ειδικούς ντοπαμινεργικούς νευρώνες MV1 οι οποίοι νευρώνουν το μανιταροειδές σώμα. Όταν το ζώο βρίσκεται σε κατάσταση εγρήγορσης, οι νευρώνες αυτοί απελευθερώνουν περισσότερη ντοπαμίνη και η μνήμη σβήνει πιο γρήγορα. Αντίθετα, κατά την ανάπαυση, η ντοπαμινεργική δραστηριότητα μειώνεται και οι μνήμες διατηρούνται καλύτερα. Αυτό σημαίνει ότι η λήθη είναι μια διαδικασία που απαιτεί ενεργό νευροδιαβιβαστική δραστηριότητα και δεν είναι απλώς μια παθητική απόσυρση της μνήμης από το νευρικό σύστημα.Οι μελέτες που αναφέρθηκαν παραπάνω εξετάζουν τη μόνιμη λήθη, όπου η μνήμη δεν είναι πλέον ανακτήσιμη μετά τη λήθη. Αντίθετα, η παροδική λήθη είναι όταν η μνήμη είναι μόνο προσωρινά μη ανακτήσιμη. Η παροδική λήθη στη Drosophila απαιτεί επίσης ντοπαμίνη. Για να μελετηθεί αυτό το φαινόμενο, ένα «διακοπτόμενο ερέθισμα» (μπλε φως, ριπή αέρα, ηλεκτροσόκ) παρουσιάστηκε μετά τη μάθηση, το οποίο αποδείχθηκε ότι μπλοκάρει προσωρινά την μαθημένη συμπεριφορική απόκριση. Αυτή η προσωρινή καταστολή της μνήμης απαιτούσε ένα συγκεκριμένο ζεύγος ντοπαμινεργικών νευρώνων, PPL1-α2α’2, που νευρώνουν το MB. Το σήμα ντοπαμίνης για την παροδική λήθη δεν διακόπτονταν  από το κυτταρικό ίχνος που σχετίζεται με τη μνήμη στο MB, υποδηλώνοντας ότι η παροδική λήθη δεν προκαλείται από την καταστολή ή την αντικατάσταση της υπάρχουσας μνήμης, αλλά από την εφαρμογή ενός προσωρινού μπλοκαρίσματος στην ανάκτηση. Αυτό δείχνει ότι η παροδική λήθη δεν οφείλεται στη διαγραφή ή αντικατάσταση της μνήμης, αλλά στη δημιουργία ενός προσωρινού μπλοκαρίσματος της ανάκλησης: η μνήμη παραμένει αποθηκευμένη, αλλά δεν μπορεί να προσπελαστεί προσωρινά. Συνολικά, αυτές οι μελέτες της λήθης στη Drosophila καταδεικνύουν τον σημαντικό ρόλο της ντοπαμίνης στην αποθήκευση και την ανάκτηση της μνήμης.
Οπτικοποίηση της σηματοδότησης της ντοπαμίνης στους νευρώνες
Η έρευνα σχετικά με το ρόλο της ντοπαμίνης στη μάθηση και τη μνήμη βασίζεται σήμερα σε μεγάλο βαθμό σε γενετικές τεχνικές, όπως η απενεργοποίηση ή η μηδενική μετάλλαξη γονιδίων που εμπλέκονται στη σηματοδότηση της ντοπαμίνης.  Αυτές χρησιμοποιούνται σε συνδυασμό με τεχνικές παρακολούθησης των αλλαγών στα επίπεδα των μεταγραφών (mRNA)/πρωτεϊνών (transcriptomic και proteomics: Η μελέτη του συνόλου των RNA μεταγράφων που εκφράζονται σε ένα κύτταρο, ιστό ή οργανισμό σε συγκεκριμένο χρόνο και συνθήκες και η μελέτη του συνόλου των πρωτεϊνών ενός κυττάρου, ιστού ή οργανισμού, συμπεριλαμβανομένης της έκφρασης, των τροποποιήσεων και των αλληλεπιδράσεών τους), καταγραφής της νευρικής δραστηριότητας μέσω της σηματοδότησης του ασβεστίου και ποσοτικοποίησης των αλλαγών στη συμπεριφορά. Αν και αυτές οι μέθοδοι έχουν παράσχει σημαντικά στοιχεία που υποδηλώνουν τη συμμετοχή της ντοπαμίνης στη ρύθμιση της μνήμης στο C. elegans, δεν έχουν την ικανότητα να απεικονίζουν άμεσα τη ντοπαμινεργική σηματοδότηση στον εγκέφαλο κατά τη διάρκεια της μάθησης, της εδραίωσης της μνήμης ή της ανάκτησης.  Εδώ περιγράφουμε πρόσφατα αναπτυγμένους φθορίζοντες βιοαισθητήρες για τη σηματοδότηση της ντοπαμίνης και προτείνουμε τη χρήση τους σε συνδυασμό με το κατάλληλο τεχνολογικό πλαίσιο εργαλείων στο C. elegans για να διευκολυνθεί η περαιτέρω έρευνα σχετικά με τα νευρικά υκλώματα που απαιτούνται για τη μάθηση και τη μνήμη. Οι φθορίζοντες βιοαισθητήρες που ανιχνεύουν τη σύνδεση νευροδιαβιβαστών εκμεταλλεύονται γενικά τις δομικές αλλαγές σε GPCR ειδικά για νευροδιαβιβαστές κατά τη σύνδεση του προσδέτη. (Εικόνα 10)
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Eικόνα 10: B) Βιογενετικοί δείκτες βασισμένοι σε υποδοχείς που συνδέονται με G-πρωτεΐνες (GPCR)
Η φθορίζουσα πρωτεΐνη cpFP ενσωματώνεται στον ενδοκυτταρικό βρόχο του GPCR μεταξύ των διαμεμβρανικών περιοχών 5 και 6 (TM5 και TM6). Μετά τη σύνδεση του νευροδιαβιβαστή ή νευροδιαμορφωτή, οι διαμορφωτικές αλλαγές του GPCR προκαλούν αλλαγές στη φθορισμό της cpFP. Το διάγραμμα radar (γραμμικό διάγραμμα) συνοψίζει τις επιδόσεις των GENIs (Genetically encoded single-wavelength indicators) σε διάφορους τομείς:
· Ευαισθησία: Αντανακλά την ικανότητα του δείκτη να ανιχνεύει  νευροδιαβιβαστή/νευροδιαμορφωτή σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις.
· Μοριακή ειδικότητα: Δείχνει την ικανότητα του δείκτη να διακρίνει νευροδιαβιβαστές/νευροδιαμορφωτες με παρόμοια δομή.
· Χρονική ανάλυση: Αντιπροσωπεύει την ικανότητα του δείκτη να ανιχνεύει τις δυναμικές αλλαγές των νευροδιαβιβαστών/νευροδιαμορφωτών σε διάφορες χρονικές κλίμακες.
· Χωρική ανάλυση: Αντιπροσωπεύει την ικανότητα του δείκτη να ανιχνεύει τις αλλαγές των νευροδιαβιβαστών/νευροδιαμορφωτών σε διάφορα επίπεδα ανάλυσης, από το κυτταρικό επίπεδο μέχρι το υποκυτταρικό.
· Ειδικότητα τύπου κυττάρου: Αντιπροσωπεύει την ικανότητα του δείκτη να ανιχνεύει νευροδιαβιβαστές/νευροδιαμορφωτές σε συγκεκριμένα είδη κυττάρων.
· Μη επεμβατικότητα: Δείχνει αν η μέθοδος προκαλεί ή όχι βλάβες στους ιστούς ή τα κύτταρα.

Ένας τυπικός GENI αποτελείται κυρίως από δύο συστατικά: μια υπομονάδα όπου συνδέεται το  μόριο του νευροδιαβιβαστή/νευροδιαμορφωτή, και μια φθορίζουσα υπομονάδα, η οποία μπορεί να είναι είτε ένα ζεύγος FRET(fluorescence resonance energy transfer) φθοριζόντων πρωτεϊνών είτε μία μόνο φθορίζουσα πρωτεΐνη. Μετά τη σύνδεση του κατάλληλου νευροδιαβιβαστή/νευροδιαμορφωτή , η διαμορφωτική αλλαγή της υπομονάδας όπου συνδέεται ο προσδέτης  θα προκαλέσει αλλαγές στο σήμα που παράγεται από τη φθορίζουσα υπομονάδα. Ανάλογα με τον τύπο της υπομονάδας σύνδεσης του προσδέτη, οι GENIs κατατάσσονται περίπου σε δύο κατηγορίες: τους αισθητήρες που βασίζονται σε πρωτεΐνες σύνδεσης περιπλάσματος βακτηρίων (PBP) και τους αισθητήρες που βασίζονται σε υποδοχείς που συνδέονται με G-πρωτεΐνες (GPCR).
 Μια φθορίζουσα πρωτεΐνη εισάγεται μεταξύ του πέμπτου και του έκτου διαμεμβρανικού τομέα, όπου η μεγαλύτερη διαμορφωτική αλλαγή συμβαίνει γρήγορα όταν ο νευροδιαβιβαστής συνδέεται με τον υποδοχέα. Αυτή η διαμορφωτική αλλαγή προκαλεί μια αλλαγή φθορισμού που μπορεί να μετρηθεί. Ο φθορίζων αισθητήρας μπορεί να βασίζεται στη μεταφορά ενέργειας φθορισμού (FRET= fluorescence resonance energy transfer), όπου δύο φθορίζουσες πρωτεΐνες πλησιάζουν κατά τη διάρκεια της διαμορφωτικής αλλαγής στο GPCR, προκαλώντας μια αλλαγή στο φθορισμό. Ο αισθητήρας μπορεί επίσης να βασίζεται σε μία μόνο πρωτεΐνη, στην οποία η διαμορφωτική αλλαγή στο GPCR προκαλεί αλλαγές στην ένταση της φθορισμού της ενιαίας πρωτεΐνης. Αυτοί οι αισθητήρες που βασίζονται σε μία μόνο φθορίζουσα πρωτεΐνη τείνουν να έχουν καλύτερη αναλογία σήματος προς θόρυβο από τους αισθητήρες που βασίζονται σε FRET και αναφέρονται ως αισθητήρες που βασίζονται στην ενεργοποίηση GPCR (GRAB=GPCR activation-based). Σε αυτούς τους αισθητήρες, η σφαιρική φθορίζουσα πρωτεΐνη που είναι ευαίσθητη σε αλλαγές διαμόρφωσης (cpFP= circular permuted fluorescent protein) εισάγεται στον τρίτο βρόχο (μεταξύ του πέμπτου και του έκτου διαμεμβρανικού τομέα). Έχουν αναπτυχθεί διάφοροι αισθητήρες GRAB ειδικοί για τη ντοπαμίνη, με στόχο μεγάλες αλλαγές στον φθορισμό σε απόκριση στη σύνδεση της ντοπαμίνης (δυναμικό εύρος), αλλά και ευαισθησία (απόκριση σε χαμηλές συγκεντρώσεις) και ειδικότητα (μη απόκριση σε άλλους νευροδιαβιβαστές).  Ένα παράδειγμα είναι το GRABDA, που βασίζεται στον υποδοχέα ντοπαμίνης D2, χρησιμοποιεί δύο διαφορετικά cpFP διαφορετικών μηκών κύματος. Η πρώτη γενιά του GRABDA αναπτύχθηκε σε κύτταρα HEK293T (Human Embryonic Kidney 293: είναι ανθρώπινα εμβρυϊκά νεφρικά κύτταρα τροποποιημένα έχοντας ενσωματωμένο το γονίδιο SV40 Large T antigen που είναι μια ιική πρωτείνη που αδρανοποιεί ογκοκατασταλτικές πρωτεΐνες και επιτρέπει στα κύτταρα να παρακάμπτουν τα σημεία ελέγχου του κυτταρικού κύκλου κάνοντάς τα καρκινικά) με μια ενισχυμένη πράσινη έκδοση ενός cpFP ευαίσθητου στη διαμόρφωση και ενός ανθρώπινου υποδοχέα ντοπαμίνης D2. Αποτέλεσμα ήταν τρεις αισθητήρες GRAB, ένας με υψηλή συγγένεια με τη σύνδεση της ντοπαμίνης (DA1h), ένας με μέση συγγένεια (DA1m) και μια έκδοση ελέγχου με μεταλλάξεις στην θήκη σύνδεσης που εμποδίζουν τη σύνδεση της ντοπαμίνης (DAmut). Η πρώτη γενιά  είχε υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα στη ντοπαμίνη, ωστόσο, υπήρχαν κάποιες ενδείξεις για εκτός στόχου επιδράσεις από τη σύνδεση της νορεπινεφρίνης. Η δεύτερη γενιά GRABDA αναπτύχθηκε για την περαιτέρω βελτιστοποίηση αυτών των αισθητήρων. Παρόμοια με τους αισθητήρες πρώτης γενιάς, υπήρχαν τρεις αισθητήρες τόσο για τους αισθητήρες δεύτερης γενιάς όσο και για τους αισθητήρες κόκκινου φθορισμού (h, m και mut) που διέφεραν ως προς τη συγγένεια σύνδεσης. Όταν δοκιμάστηκε σε κύτταρα HEK293T, το GRABDA-2h είχε τιμή EC50 (EC50η συγκέντρωση ενός φαρμάκου ή μορίου που προκαλεί το 50% της μέγιστης βιολογικής ή φαρμακολογικής απόκρισης.) για τη ντοπαμίνη 7 nM, ενώ το GRABDA-2m είχε τιμή EC50 ∼90 nM. Ήταν επίσης 10 έως 15 φορές πιο επιλεκτικά για τη ντοπαμίνη σε σχέση με τη νορεπινεφρίνη. Ένας άλλος αισθητήρας GRAB ειδικός για τη ντοπαμίνη είναι ο dLight1, ο οποίος, σε αντίθεση με τον GRABDA, βασίζεται στον υποδοχέα ντοπαμίνης D1. Δύο εκδόσεις του dLight1 – το dLight1.1 και το dLight1.2 – είχαν τιμές EC50 για τη ντοπαμίνη σε κύτταρα HEK293T στην νανομοριακή κλίμακα, 330 και 770 nM, αντίστοιχα. Οι αισθητήρες GRABDA και dLight1 είναι ιδιαίτερα επιλεκτικοί για τη ντοπαμίνη, με συγγένεια για τη νορεπινεφρίνη 70 φορές μικρότερη και για την επινεφρίνη 40 φορές μικρότερη, ενώ η συγγένεια για όλους τους υπόλοιπους νευροδιαβιβαστές είναι αμελητέα. Οι dLight1 έχουν επίσης εκδόσεις με μετατόπιση στο κίτρινο (YdLight1.1) και στο κόκκινο (RdLight1), ώστε να μπορούν να χρησιμοποιηθούν ταυτόχρονα με άλλα εργαλεία φθορισμού. Και οι δύο τύποι αισθητήρων παρουσιάζουν καλό δυναμικό εύρος, με 2- έως 3-πλάσιες αλλαγές στη φθορισμό όταν εκτέθηκαν σε 100 μM ντοπαμίνη σε κύτταρα HEK293T. Σε σύγκριση με παλαιότερα εργαλεία ανίχνευσης σημάτων ντοπαμίνης, όπως οι δοκιμασίες Tango GPCR που βασίζονται στην πρόσληψη β-αρεστίνης (μια κυτταρική δοκιμασία στην οποία η ενεργοποίηση ενός GPCR οδηγεί στη δέσμευση της β-αρεστίνης στον υποδοχέα, προκαλώντας μια αλυσιδωτή αντίδραση που τελικά μετράται μέσω έκφρασης αναφοράς (π.χ. φωσφοριλάσης ή φθορισμού).) και τη μέτρηση της έκφρασης γονιδίων, οι GRABDA και dLight1 προσφέρουν πολύ πιο γρήγορη κινητική (απάντηση σε δευτερόλεπτα ή χιλιοστά του δευτερολέπτου αντί για λεπτά), διατηρώντας ταυτόχρονα υψηλή ευαισθησία. Συνολικά, πρόκειται για γρήγορους, ευαίσθητους και ειδικούς αισθητήρες ντοπαμίνης που μπορούν να χρησιμοποιηθούν και σε συνδυασμό με άλλα εργαλεία απεικόνισης που βασίζονται στον φθορισμό. Η επιλογή μεταξύ των δύο διαφορετικών τύπων αισθητήρων θα εξαρτηθεί από το πειραματικό πλαίσιο. Οι αισθητήρες GRABDA έχουν υψηλότερη συγγένεια σύνδεσης από τους αισθητήρες dLight1. Ωστόσο, οι αισθητήρες dLight1 έχουν ταχύτερη κινητική ενεργοποίησης και απενεργοποίησης. Αυτές οι παράμετροι θα πρέπει να ληφθούν υπόψη σε πειράματα όπου οι συγκεντρώσεις ντοπαμίνης μπορεί να είναι χαμηλές ή να παρατηρούνται ταχείες διακυμάνσεις στα επίπεδα ντοπαμίνης. Οι αισθητήρες GRABDAG έχουν μεγαλύτερη συγγένεια με τη νορεπινεφρίνη, η οποία είναι δομικά παρόμοια με τη ντοπαμίνη, από τους αισθητήρες dLight1. Οι αισθητήρες GRABDA έχουν μεγαλύτερη συγγένεια με τη νορεπινεφρίνη, η οποία είναι δομικά παρόμοια με τη ντοπαμίνη, από τους αισθητήρες dLight1. Για πειράματα όπου η σύνδεση της νορεπινεφρίνης μπορεί να αποτελεί παράγοντα σύγχυσης, οι αισθητήρες dLight1 μπορεί να είναι πιο επωφελείς.Οι αισθητήρες GRABDA και dLight1 έχουν επικυρωθεί σε in vivo πειράματα με εγκεφαλικές τομές ενώ οι GRABDA έχουν δοκιμαστεί και σε Drosophila. Τα σήματα  φθορισμού που καταγράφουν εξαρτώνται όντως από τη ντοπαμίνη, καθώς αποκλείονται με ανταγωνιστές των υποδοχέων D1/D2. Επιπλέον, οι κόκκινες εκδοχές τους μπορούν να συνδυαστούν με το GCaMP6 (ένας γενετικά κωδικοποιημένος φθορίζων πρωτεϊνικός δείκτης που αυξάνει τη φθορισμότητά του όταν τα επίπεδα Ca²⁺ στο κύτταρο αυξάνονται, επιτρέποντας την οπτική καταγραφή της νευρωνικής δραστηριότητας.), επιτρέποντας ταυτόχρονη καταγραφή σημάτων ασβεστίου και ντοπαμίνης και συσχέτιση των χωροχρονικών αλλαγών με τη νευρωνική δραστηριότητα. Τέλος, μπορούν να χρησιμοποιηθούν μαζί με οπτογενετικά εργαλεία, για να ενεργοποιείται η απελευθέρωση ντοπαμίνης και να παρακολουθείται η απόκριση σε συγκεκριμένες εγκεφαλικές περιοχές. Αν και αυτοί οι αισθητήρες δεν έχουν επικυρωθεί για χρήση σε C. elegans, θα μπορούσαν να αποτελέσουν ένα χρήσιμο εργαλείο σε μελέτες με σκουλήκια που εξετάζουν τον ρόλο της ντοπαμίνης στη μάθηση και τη μνήμη.  Τα C. elegans είναι γενετικά ευέλικτα και έχουν ένα καλά χαρακτηρισμένο νευρικό σύστημα από τα ποντίκια ή τις μύγες, γεγονός που τα καθιστά πιο ευνοϊκά για την ελεγχόμενη έκφραση των αισθητήρων GRAB σε συγκεκριμένα κύτταρα. Είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι το σκουλήκι είναι διαφανές, πράγμα που σημαίνει ότι ο φθορισμός δεν χρειάζεται να μετρηθεί με επεμβατικές ανιχνευτικές συσκευές που εισάγονται στον εγκέφαλο, αλλά μπορεί να απεικονιστεί απευθείας κάτω από μικροσκόπιο. Επιπλέον, τα πειράματα οπτογενετικής με C. elegans είναι τεχνικά πιο απλά, καθώς μπορούν να πραγματοποιηθούν με την έκθεση των σκουληκιών σε έντονο φως κατάλληλου μήκους κύματος, αντί για την εισαγωγή οπτικών ινών στον εγκέφαλο. Οπτογενετικές προσεγγίσεις θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για την ενεργοποίηση του μικρού αριθμού ντοπαμινεργικών νευρώνων στο σκουλήκι, ακολουθούμενη από την άμεση οπτικοποίηση της χωρικής και χρονικής σηματοδότησης ντοπαμινής που προκύπτει σε κύτταρα ενδιαφέροντος, προκειμένου να προσδιοριστούν οι αλλαγές στο κύκλωμα που σχετίζονται με τη μνήμη – αυτό είναι πολύ πιο εφικτό στο C. elegans παρά σε οργανισμούς με πιο σύνθετα νευρικά συστήματα. Για παράδειγμα, οι Tanimoto et al. ανέπτυξαν ένα νέο εργαλείο για την παρακολούθηση της συμπεριφοράς σε συνδυασμό με την οπτογενετική, το οποίο επέτρεψε την ενεργοποίηση μεμονωμένων νευρώνων, επιτρέποντάς τους να προσδιορίσουν διακριτούς ρόλους για μεμονωμένους ντοπαμινεργικούς νευρώνες (CEPV έναντι CEPD έναντι PDE) στις κινητικές αντιδράσεις στην τροφή.  Μια άλλη μελέτη χρησιμοποίησε μια εξελιγμένη μέθοδο απεικόνισης για να καταγράψει τις κινήσεις του C. elegans για αρκετές ώρες, εξάγοντας πληροφορίες σχετικά με την κίνηση, την ωοτοκία, τον φάρυγγα και άλλα κινητικά προγράμματα. Χρησιμοποίησαν αυτή τη μέθοδο για να δείξουν ότι η ντοπαμίνη είναι απαραίτητη για να συνδέσει την ωοτοκία με την κίνηση απόθεση αυγών δεν συμβαίνει τυχαία, αλλά συμβαίνει κυρίως όταν τα ζώα κινούνται έντονα. Τέλος, νέα εργαλεία που αναπτύχθηκαν για την απεικόνιση ολόκληρου του εγκεφάλου στο C. elegans, όπως το εργαλείο NeuroPAL (Neuronal Polychromatic Atlas of Landmarks είναι ένα πρόσφατα αναπτυγμενο τεχνιτό γονίδιο που επισημαίνει κάθε μία από τις 118 κλάσεις νευρώνων στο C. elegans με διάφορους συνδυασμούς τεσσάρων φθοριζουσών πρωτεϊνών. Αυτή η ειδική για τον τύπο του νευρώνα επισημείωση βοηθά στην αναγνώριση των νευρώνων που διαφορετικά θα μπορούσαν να συγχέονται με τους γειτονικούς νευρώνες) που χρησιμοποιεί πολύχρωμη απεικόνιση για να διαχωρίσει όλους τους νευρώνες στο σκουλήκι, μπορούν να συνδυαστούν με αισθητήρες GRAB για να παρατηρηθεί πώς λαμβάνουν χώρα οι αλληλεπιδράσεις της ντοπαμίνης σε πραγματικό χρόνο σε ολόκληρο το νευρικό σύστημα.. Αυτές οι προσεγγίσεις είναι ιδιαίτερα χρήσιμες κατά τη μελέτη της συμπεριφορικής πλαστικότητας, η οποία περιλαμβάνει  ταχείες αλλαγές στα νευρικά κυκλώματα που προκαλούνται από νευροδιαβιβαστές κατά τη μάθηση, συμπεριλαμβανομένων αλλαγών στο χρονισμό των νευρικών αποκρίσεων ή την ταυτόχρονη συμμετοχή διαφορετικών νευρώνων στο κύκλωμα. Συνολικά, η χρήση αισθητήρων GRAB σε C. elegans σε συνδυασμό με υπάρχοντα εργαλεία απεικόνισης θα μπορούσε να μας δώσει μια καλύτερη κατανόηση των ντοπαμινεργικών νευρικών κυκλωμάτων σε ανάλυση ενός μεμονωμένου νευρώνα, επιτρέποντας περαιτέρω κατανόηση του ρόλου της ντοπαμίνης σε κυτταρικό επίπεδο, κάτι που δεν είναι εφικτό σε άλλους πειραματικούς εγκεφάλους.
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Εικόνα 11: Αισθητήρας GRAB ντοπαμίνης 
Το (A) δείχνει τον GPCR με προσθήκη σφαιρικής φθορίζουσας πρωτεΐνης που είναι ευαίσθητη σε αλλαγή διαμόρφωσης (cpFP) στον τρίτο βρόχο. Το (B) δείχνει τον GPCR συνδεδεμένο με ντοπαμίνη, προκαλώντας μια αλλαγή στην διαμόρφωση του GPCR. Ως αποτέλεσμα η cpFP που είναι ευαίσθητη σε αλλαγές στην διαμόρφωση φθορίζει.

Τελικές παρατηρήσεις
Η ντοπαμίνη συμβάλλει στη ρύθμιση της πλαστικότητας σε πολλά είδη, συμπεριλαμβανομένων των ανθρώπων. Σε αυτή την ανασκόπηση, περιγράψαμε λεπτομερώς τον ρόλο που παίζει η ντοπαμίνη στη μάθηση, τη μνήμη και τη λήθη, εστιάζοντας σε μελέτες στο C. elegans. Συνοψίσαμε επίσης τη χρησιμότητα των πρόσφατα αναπτυγμένων φθοριζόντων βιοαισθητήρων ειδικών για τη ντοπαμίνη και προτείναμε διάφορους τρόπους με τους οποίους θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για τη διερεύνηση της χωροχρονικής δυναμικής της  σηματοδότησης ντοπαμίνης στο σκουλήκι, με ανάλυση σε επίπεδο μεμονωμένου νευρώνα. Πολλές ασθένειες και διαταραχές στους ανθρώπους στις οποίες εμπλέκεται η ντοπαμίνη αφορούν πτυχές της μάθησης. Η εξαιρετικά συντηρημένη φύση της σηματοδότησης ντοπαμίνης υποδηλώνει ότι οι γνώσεις που έχουν αποκτηθεί σχετικά με τον τρόπο λειτουργίας της ντοπαμίνης στη μάθηση και τη μνήμη στο σκουλήκι είναι πιθανό να ισχύουν και για ανώτερους οργανισμούς. Αν και το C. elegans είναι ένα ασπόνδυλο ζώο με ένα καλά οργανωμένο νευρικό σύστημα με περιορισμένο αριθμό νευρώνων, εμφανίζει πολύπλοκη συμπεριφορική πλαστικότητα που ρυθμίζεται από αλληλεπιδράσεις μεταξύ πολλαπλών νευροδιαβιβαστών και νευροδιαμορφωτών. Η μελέτη αυτών των διαδικασιών στο C. elegans είναι πλεονεκτική, καθώς αποτελεί ένα εξαιρετικά προσβάσιμο πειραματικό σύστημα που επιδέχεται χειρισμό σε μοριακό, κυτταρικό και κυκλωματικό επίπεδο, επιτρέποντας τη λεπτομερή διερεύνηση του τρόπου με τον οποίο η ντοπαμίνη επηρεάζει τη μάθηση, τη μνήμη και τη λήθη σε ολόκληρο το νευρικό σύστημα, με υψηλή ανάλυση. Μελλοντικές έρευνες που αξιοποιούν νέα εργαλεία απεικόνισης για τη διερεύνηση των ιχνών μνήμης και των κυκλωμάτων σε ολόκληρο το νευρικό σύστημα του C. elegans είναι πιθανό να προσφέρουν κρίσιμες γνώσεις στο πλαίσιο των διαταραχών της μάθησης και της μνήμης σε ανώτερα οργανισμούς, συμπεριλαμβανομένων των ανθρώπων.
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