Nie—neuronalne mechanizmy poznawcze i pamieé prostych eukariontow
Mechanisms of non—neural cognition and molecular memory of Physarum
polycephalum

Czego dotyczy projekt?

Celem niniejszego projektu jest préba zblizenia sie do odpowiedzi na
pytanie: w jaki sposdb organizmy nie posiadajace uktadu nerwowego ani
hormonalnego moga przechowywa¢ informacje o stanach $rodowiska
zewnetrznego, czyli pamietaé, i wykorzystywa¢ wczesniejsze doswiadczenia do
zmiany przysztych zachowan, czyli uczy¢ sie?

W badaniach wykorzystamy hodowle $Sluzowca Physarum polycephalum.
Jego ciato, czyli S$luznia, jest widocznym gotym okiem komorczakiem,
utworzonym przez fuzje wielu ameboidalnych komorek. Sluznia moze sie
poruszac, aktywnie eksplorujac srodowisko w poszukiwaniu pokarmu — bakterii —
a takze oddalajac sie od miejsc potencjalnie niebezpiecznych (suchych,
zawierajacych repelent chemiczny lub narazonych na dziatanie $wiatta, ktore
zwieksza prawdopodobiehstwo powstania w cytoplazmie zabdjczych dla
$luzowca wolnych rodnikow). W zwiazku z tatwo$cia prowadzenia hodowli,
duzymi rozmiarami i dynamiczna migracja (z szybkoscia rzedu 1 mm/s), a takze
zaskakujacym repertuarem mechanizméw poznawczych (np. zdolno$cia
odnajdywania najkrotszej drogi przez labirynt lub optymalnej sieci pofaczen
miedzy miejscami zasobnymi w pokarm'™) organizm ten jest modelem w badaniu
cytoszkieletu, synchronizacji cyklu komorkowego (tysiace jego jader
komorkowych dziela sie co ok. 9 godzin), samoorganizacji oraz behawioru
organizmow nie posiadajacych uktadu nerwowego.

Skupimy sie na rozwinieciu naszych badah wstepnych dotyczacych
habituacji* — procesu poznawczego polegajacego na stopniowym ostabieniu, a
nawet zaniku, reakcji na powtarzajacy sie bodziec — i jej wptywu na tworzacga sie
w Sluzni pamie¢ metaboliczng. Proste doswiadczenia postuza za baze dla
matematycznego modelu pamieci, opartego o formalizm biologii systemow. Cho¢
zakres niniejszego projektu nie obejmuje identyfikacji biatek i gendw lezacych u
podstaw tego mechanizmu (tym chcieliby$my sie zaja¢ w grancie, o ktory
planujemy wystapi¢ po wykonaniu opisanych tu badan), zebrane wyniki dostarcza
informacji o jego o0goélnych cechach, w szczegdblnosci o typie regulacji,
umozliwiajgcej tworzenie i przechowywanie informacji o stanach $rodowiska
zewnetrznego.

Waznym watkiem niniejszego projektu bedzie proba ilosciowego wyrazenia
kosztu metabolicznego, zwigzanego z habituacjg. Kazdy organizm zywy musi
przede wszystkim ciggle optymalizowaé zachodzgce w nim procesy.
Przeznaczenie zbyt wiele energii i surowcOw na utrzymanie wysokiego stezenia
biatek, co odzwierciedla pamie¢ o napotkanym przez organizm repelencie, ktory
jednak nie okazat sie letalny, moze przetozy¢ sie na lepsze przystosowanie do



otoczenia — ale tylko wtedy, jesli pozwoli ona zerowac¢ i rosngé w otoczeniu tej
substancji. Jesli jej zabraknie, pamie¢ nie bedzie miata wartosci adaptacyjnej.
Moze wrecz zmniejszyC szanse danej S$luzni na przetrwanie. Dzigki
do$wiadczeniom grupy prof. Kaweckiego® wiemy, ze muszki owocowe, ktore
nauczono rozpoznawac wiecej zapachdw, w sytuacji gtodu umieraty wczesniej
niz te, ktére rozpoznawaty ich mniej. Pamie¢ kosztuje — a w skali biologicznej
ostatecznag waluta jest kT, czyli energia.®

Co chcemy zrobié?

Dziatajacy w ramach Studenckiego Kota Naukowego Biofizyki Medycznej
studenci Wydziatu Lekarskiego UJ CM, we wspotpracy z Garazem ZtozonosSci
Instytutu Fizyki UJ wykonali pod moja opieka dos$wiadczenia, ktorych wyniki
wskazujg na zasadno$¢ postawionego problemu.

Z doniesien literaturowych wiedzielismy, ze S$luzowiec wystawiony na
dziatanie repelentu — na przyktad NaCl, chininy lub kofeiny — z czasem przestaje
unika¢ domieszkowanego nim agaru. Sluznie poddane habituacji przekraczajg
agarowe mosty, dzielgce je od zrodta pokarmu, znacznie szybciej, niz Sluznie nie
poddane habituacji.* Jest to przestanka za istnieniem pamieci.

PostanowiliSmy  oszacowaC koszt energetyczny, jaki  Physarum
polycephalum ponosi, przyzwyczajajac sie do danego repelentu. W tym celu
prowadzilismy hodowle $luzni na agarze, zawierajacym stata mase ptatkdow
owsianych, na ktorych rozwijaja sie bakterie, stanowiace pokarm $luzowca (tzw.
nutrient agar). Pie¢ szalek tworzyto kontrole, a trzy kolejne grupy (po 5 szalek
kazda) hodowano na agarze z rbozng zawartoscia NaCl. Co 24 godziny
wykonywano zdjecia wszystkich $luzni, a nastepnie analizowano obraz cyfrowo,
znajdujac procentowe pokrycie szalki przez Physarum polycephalum (Rys. 1).
Juz po pierwszej dobie stwierdzono znaczgce i statystycznie istotne rb6znice
miedzy kontrolg i kazdg z grup: kontrola rosta zdecydowanie najszybciej, a
pokrycie szalki przez rozwijajace sie organizmy malato wraz z rosngacym
stezeniem soli. Rbznice utrzymywaty sie przez nastepne dni, a ok. czwartej doby
$luznie osiagnety maksymalne w danych warunkach pokrycie i wzrost spowolnit
(kontrola) lub catkowicie ustat (pozostate grupy). Ponadto habituowane $luznie
szybcie] przekraczaty agarowe mosty, dzielace je od pokarmu — cho¢ zakazenie
grzybicze hodowli nie pozwolito opisa¢ réznic ilosciowo i powigzaé ich ze
stezeniem repelentu, ktorym prowadzono przyzwyczajanie. Wyniki te sa
przestanka do stwierdzenia (cho¢ oczywiscie nie sa rozstrzygajacym dowodem),
ze wytworzenie pamieci pociaga za sobg istotny koszt naktad energetyczny, ktory
wptywa na tempo innych procesow fizjologicznych.
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Rysunek 1 Zdjecia przyktadowych $luzni wykorzystanych w opisywanym eksperymencie, hodowanych na agarze odzywczym (Ctrl — kontrola)
i z dodatkiem roznych stezen NaCl (A). Wykresy przedstawiaja zmiane procentowego pokrycia szalki Petriego przez $luznie. Wida¢ wyrazne
réznice pomiedzy kontrolg a grupami hodowanymi w rosnacym stezeniu soli. R6znice w obrebie grup nie przekraczaty 3%.

Dzieki uzyskanemu w ramach niniejszego konkursu wsparciu chcielibysmy:

1.

Powtdrzy¢ eksperyment, automatyzujac proces zbierania danych i
zageszczajac punkty czasowe (a takze chroniac hodowle przed
zakazeniem i nadmierng ekspozycja na bodzce towarzyszace
dotychczasowym pomiarom, np. $wiatto widzialne) i powiekszajac
liczebno$¢ poszczegblinych grup.

Wykona¢ analogiczny eksperyment z uzyciem innych repelentow (kofeiny,
chininy) oraz ich mieszanin (problem swoisto$ci pamieci).

/bada¢ jakosciowe | iloSciowe ro6znice w czasie potrzebnym do
odnalezienia pokarmu w $rodowisku zawierajacym pojedyncze repelenty,
do ktdérego uprzednio przyzwyczajono $luznie, lub ich mieszaniny.

Ustali¢ zwigzek miedzy warto$cia przystosowawczg habituacji (skroceniem
czasu potrzebnego na dotarcie do pokarmu) ze stezeniem repelentu,
ktbrego uzyto w trakcie tego procesu — czy istnieje jakas progowa wartosé
stezenia uzytego podczas przyzwyczajania, powyzej ktdrej nie obserwuje
sie istotnego skrocenia czasu odpowiedzi na bodziec zewnetrzny o
okreslonej sile (tzn. stezeniu wiekszym, mniejszym lub rownym bodzcowi
warunkujacemu)? To pytanie pozwoli wnikna¢ w zagadnienie pojemnos$ci
pamieci Sluzowca.

Wyznaczy¢ czas odpowiedzi $luzni na pojawienie sie repelentu oraz podjac
probe okreslenia funkcji odpowiedzi uktadu (response function, zwykle
przyblizana  funkcja Hilla) odpowiedzialnego za  wykorzystanie
zmagazynowanej w formie pamieci molekularnej informacji o wyniku
habituacji w oparciu o dynamike chemotaksji sluzni.



6. Przeprowadzi¢ obserwacje mikroskopowe  $luzni  poddanych i
niepoddanych habituacji, zeby poszukac¢ roéznic w dynamice i morfologii
ich cytoplazmy i cytoszkieletu.

7. Wykorzystat dane do przygotowania wstepnego modelu regulacii
metabolizmu, opartego na nie—neuronalnej pamieci, wytworzonej w trakcie

habituacii.
Dlaczego to jest wazne?

Uczenie sie, czyli zdolnos¢ do zmiany zachowania pod wptywem
doswiadczen, zwykle postrzegane jest jako osiggniecie ewolucyjne zwierzat
wyzszych, ewentualnie cecha komputerow. Jednak nawet najprostsze uktady
biologiczne — bakterie i jednokomorkowe eukarionty — dysponuja fizjologicznymi
mechanizmami odbierania, przetwarzania, analizy i magazynowania informacii,
docierajacych z otoczenia, a takze wskazujacych na stan $rodowiska
wewnetrznego. Zdolno$¢ dostosowania do nagtych zmian i zachowania
homeostazy w warunkach dalekich od rébwnowagi termodynamicznej wymaga
zaangazowania wyspecjalizowanych szlakow metabolicznych, sieci
sygnalizacyjnych i transkrypcyjnych, regulujacych ekspresje genbw i
optymalizujgcych wykorzystanie energii i surowcow. Istnieje wiele powtarzajgcych
sie W roznych organizmach tzw. motywow sieciowych’, czyli zaleznoéci
regulacyjnych miedzy np. czynnikami transkrypcyjnymi i konkretnymi genami,
ktorych funkcja jest magazynowanie informacji o docierajacych do komorki
bodzcach, czyli tworzenie pamieci. Jednym z prostszych przyktadow jest petla z
dodatnig autoregulacja (positive autoregulation loop, PAR), w ktorej produkowany
czynnik transkrypcyjny wzmacnia ekspresje genu kodujgcego informacje o nim
samym, a wiec zwieksza swojg produkcje. Moze to prowadzi¢ do utrzymania
stezenia danego biatka na okreslonym poziomie na diugo po tym, jak
uruchamiajacy jego produkcje sygnat — np. obecno$¢ danego rodzaju pozywienia
w otoczeniu lub sygnat do réznicowania w dany typ komobrek w toku rozwoju
embrionalnego — a wiec do wytworzenia pamieci dtugotrwatej. Inny motyw
sieciowy, realizujacy tzw. sterowanie wyprzedzajace (feedforward loop, FFL),
umozliwia budowanie krotkotrwatej pamieci przejsciowej, ktdra umozliwia np.
dwdm haploidalnym komoérkom drozdzy przyspieszenie koniugaciji, o ile wczesniej
do$wiadczyly one obecnosci chemicznego sygnatu aktywujacego ten proces.®

Formalizm ten wydaje sie by& odpowiednim narzedziem do opisania
wynikow doswiadczen, ktbre zamierzamy przeprowadzi€¢, na razie na ogoélnym
poziomie, wykorzystujacym informacje o skalach czasowych i zwigzkach miedzy
sita bodzca a odpowiedzig (tzw. dose-response relations).

Wierzymy, ze podjecie proby zrozumienia molekularnych podstaw pamieci
w prostych organizmach, wsparte propozycjami innych grup?, pozwoli na lepsze
zrozumienie procesow istotnych dla organizmméw wyzszych — na przyktad pamigci
metabolicznej i jej zwiazku z cukrzyca.
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