Rosliny, podobnie jak zwierzeta, majg zdolnos¢ do generowania potencjatdéw czynnosciowych, AP w
odpowiedzi na zmienne czynniki §rodowiska. Potencjaty czynno$ciowe to krotkotrwale zmiany
potencjatu elektrycznego komorki, ktére wywotane lokalnie mogg si¢ rozprzestrzenia¢ na cate rosliny
lub znaczne ich czg$ci. Umozliwia to roslinom kodowanie i transmisj¢ informacji o zmianach
zachodzacych w $rodowisku, prowadzacych do szybkich odpowiedzi. Celem niniejszego projektu jest
porownanie mechanizmu APS u przedstawicieli glonéw stodkowodnych — ramienic, ktore sg obiektem
badan zespotu litewskiego i watrobowcdéw, u ktorych zjawiska bioelektryczne bada od lat zespoét
polski. Waznym aspektem tych badan bedzie proba odpowiedzi na pytanie: jak zmienil si¢ system
odpowiedzi na bodzce u roslin przy przejsciu ze srodowiska wodnego do ladowego. W toku ewolucji
nastgpitlo to okoto 470 min lat temu w $rodkowym Ordowiku. Roslinami, ktére jako pierwsze
opanowaly lady byly watrobowce, natomiast ramienice uwazane sg za ich bezposrednich
poprzednikow. Szczegodlna uwaga zostanie poswigcona roli jondw wapnia w postawaniu APs. To
bowiem te jony, po pojawieniu si¢ w znacznych ilo§ciach w cytoplazmie uruchamiajg kaskady zdarzen
prowadzace do odpowiedzi fizjologicznych, takich jak zmiany tempa oddychania i fotosyntezy,
zatrzymanie ruchu cytoplazmy, a u roslin owadozernych zamykanie putapek i trawienie ofiar. Nie
zostato dotychczas jednoznacznie stwierdzone czy wzrost stezenia jonow Ca®* w cytoplazmie w
trakcie AP wynika naptywu tych jonéw ze srodowiska zewngtrznego, czy z wewnatrzkomorkowych
zasobow, a szczeg6lnie z wakuoli - najwigkszego kompartymentu komérkowego. Za naptyw jondw
Ca®* z wakuoli do cytozolu moga odpowiadaé¢ kanaly jonowe zlokalizowane w tonoplascie typu
SV/TPC. Oba zespoly posiadaja doswiadczenie w badaniu aktywno$ci kanatéw jonowych w
wakuolach roslin za pomocg techniki patch-clamp (P-C). Pozwala ona na zarejestrowanie strumieni
jonowych przeptywajacych przez pojedyncze biatko — kanat jonowy. Za opracowanie tej metody
Erwin Neher i Bert Sakmann otrzymali w 1991 roku nagrod¢ Nobla. Planowane jest zbadanie technikg
P-C kanatow typu SV w wakuolach watrobowca Marchantia polymorpha oraz w komoérkach
weztowych glonu Nitellopsis obtusa. Kanaty typu SV wyst¢puja powszechnie u ro$lin, zwierzat (w
endomembranach) a nawet u bakterii. Nie zarejestrowano ich aktywno$ci, jak dotad, tylko w
olbrzymich mig¢dzyweztowych komoérkach ramienic. Wynika to zapewne ze sposobu izolacji
tonoplastu w formie otoczki kropel cytoplazmy wyizolowanych z tych olbrzymich komorek. Jednym z
zadan obecnego projektu bedzie podjecie proby izolacji wakuol ze wzglednie matych komorek
weztowych 1 przeprowadzenie badan aktywnosci kanatow technikg P-C. Do badan zostang tez
wlaczone mutanty M.polymorpha z wylaczonym genem kodujacym kanat typu SV/TPC. Zbadane
zostanie, jak odciecie tej potencjalnej drogi naptywu Ca*" do cytoplazmy wplynie na generowanie i
rozprzestrzenianie si¢ AP.

Ostatnio przeprowadzone badania na komorkach ludzkich wykazaty, ze odpowiedniki kanatow
jonowych typu SV/TPC: TPCl1 i TPC2 w endolizosomach sa odpowiedzialne m.in. za
rozprzestrzenianie si¢ wirusa Ebola, uczestniczg w powstawaniu naczyn zasilajacych w krew guzy
nowotworowe, jak rowniez petnig role w powstawaniu fal Ca** w ischemii serca.

Waznym zadaniem w proponowanym projekcie bedzie zbadanie wptywu lekow skierowanych
przeciwko ludzkim kanatlom TPC1 i TPC2 na kanatly roslinne. Badania ludzkich kanatow TPC1 i
TPC2 napotykaja znaczne trudnosci techniczne ze wzgledu na problem z izolowaniem czystych bton
endolizosoméw. W przypadku pozytywnych rezultatéw proponowanych badan, stworzony bedzie tani
system testowania tych, jakze waznych, lekow na modelu roslinnym. Komplementarne umiejetnosci i
doswiadczenia zespotow polskiego i litewskiego bedg pomocne w realizacji wyzej wymienionych
naukowych celow.



