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Popularnonaukowe streszczenie projektu

Sasiadujace ze sobg rosliny oddziatujg wzajemnie nie tylko poprzez konkurencje o $wiatlo, wode lub
sktadniki odzywcze, ale takze wykorzystuja wyrafinowana bron chemiczng. Zdolne sg do wydzielania do
srodowiska roznych zwiazkow chemicznych (allelotoksyn), wywolujacych korzystny lub negatywny wpltyw
na sasiadow. Z uwagi na ostateczny efekt dziatania takich substancji, objawiajacy si¢ ograniczeniem
wzrostu, a nawet $miercig roslin sgsiadujacych, oddziatywania negatywne sg najczesciej obserwowane i
badane. Allelozwiazki naleza do réznych grup chemicznych, znajduja si¢ wsrod nich takze niebiatkowe
aminokwasy. Wyréznia si¢ 20 typowych aminokwasoéw, z ktorych jak z cegielek zbudowane sg biatka
organizmow roslinnych i zwierzecych. Obok tzw. wielkiej 20 funkcjonuje ponad 200 innych aminokwasow,
syntetyzowanych przez ro$liny, ktorych rola jest inna niz tworzenie funkcjonalnych biatek. Niektdore z nich
sg trujace dla owadow, sg produktami posrednimi kluczowych przemian biologicznych, przekaznikami
informacji. Do grupy niebialkowych aminokwasow nalezy meta-tyrozyna (m-Tyr), strukturalny
odpowiednik bialkowego aminokwasu - fenyloalaniny. m-Tyr jest produkowana w korzeniach roslin z
rodzaju kostrzew - traw stosowanych na boiskach i polach golfowych. Wczeséniejsze badania prowadzone
w USA wykazaly, ze jest to zwiazek, ktory jest wydzielany do gleby przez korzenie i charakteryzuje si¢
silnie toksycznym dziataniem w stosunku do wielu roslin, szczegélnie dwulisciennych. m-Tyr w komoérkach
zwierzecych, jest uznawana za znacznik stresu oksydacyjnego, zwigzanego ze zwiekszona produkceja i
akumulacja reaktywnych form tlenu (ROS). ROS to "bracia" i "siostry" czasteczki tlenu, ktore powstaja w
komorkach wszystkich organizméw w procesach np. oddychania i/lub fotosyntezy gdy elektrony
przenoszone sg na czasteczke tlenu (gdy na tlen przeniesione sg 4 elektrony powstaje czasteczka wody, ale
nie zawsze tak jest, woOwczas tworzg si¢ reaktywne formy tlenu). Wysokie stgzenie m-Tyr jest
charakterystyczne dla osob z chorobg Alzheimera, cukrzyca lub miazdzyca, dlatego wazne jest poznanie
mechanizmu dziatania tego niebialkowego aminokwasu. Celem badan jest powigzanie negatywnego
oddziatywania m-Tyr na wzrost korzeni pomidora ze zmianami metabolizmu ROS. Interesowaé nas bedzie,
szczegoOlnie zawarto$é glutationu. Jest on, obok witaminy C (askorbinianu) zwigzkiem odpowiadajacym za
usuwanie z komorek ROS. Wystepuje w formie zredukowanej i utlenionej. Jego forma zredukowana
warunkuje utrzymanie niskiej ilosci ROS. Planujemy takze zbadanie jak m-Tyr wplywa na aktywnosé
trzech enzyméw (dysmutazy ponadtlenkowej, reduktazy glutationowej i peroksydazy glutationowej),
wchodzacych w sktad tzw. komorkowego systemu antyoksydacyjnego (regulujacego stezenie ROS).
Dysmutaza ponadtlenkowa przeksztatca jedng z ROS - anionorodnik ponadtlenkowy do mniej toksycznej
wody utlenionej, ktora nastepnie jest przeksztalcana przy udziale peroksydazy glutationowej do wody.
Dotychczasowe dane wskazuja na zwigkszong zawarto$¢ anionorodnika ponadtlenkowego w korzeniach
roslin rosngcych w obecnosci m-Tyr. Natomiast reduktaza glutationowa odpowiada za utrzymania
wysokiego stezenia zredukowanej formy glutationu w komoérkach, a zatem zabezpiecza potencjalng zdolnosé¢
komorki do zmiatania ROS. Zawarto$¢ glutationu podlega takze regulacji przez reaktywne formy azotu, w
tym szczegolnie tlenek azotu. Stgzenie tlenku azotu jest regulowane miedzy innymi przez tworzenie zwigzku
z glutationem - nitrozoglutationu. Z kolei ilo$¢ nitrozoglutationu zalezy od aktywno$ci reduktazy
nitrozoglutationu, enzymu odpowiadajacego za przeksztalcanie tej czasteczki do utlenionej formy i
amoniaku. Jak wykazali$my w dotychczasowych badaniach, aktywno$¢ i ilo$¢ tego enzymu wzrasta w
ro$linach pod wptywem m-Tyr. Dla uzupelnienia danych biochemicznych planujemy takze oznaczenie
transkrypcji genéw kodujacych dysmutaze ponadtlenkowa, peroksydaze glutationows i reduktaze
glutationowq. Jako materiat badawczy stosowane beda korzenie siewek pomidora (Solanum lycopersicum
L., odmiany Malinowy Ozarowski), ktorych wzrost zostanie w 50 lub 100 % zahamowany przez podanie m-
Tyr w stezeniu 50 lub 250 uM przez 24 lub 72 godz. Postawiona hipoteza badawcza zaklada, ze pod
wptywem m-Tyr dochodzi do aktywacji komoérkowego systemu modulujacego stezenie ROS.
Przypuszczamy, ze obserwowane beda zmiany aktywnos$ci oraz transkrypcji gendéw dysmutazy
ponadtlenkowej, peroksydazy glutationowej i reduktazy glutationowej, jak rowniez zmiana zawartosci
zredukowanej i utlenionej formy glutationu. Modyfikacja aktywnosci reduktazy glutationowej wywola z
kolei zmiany stosunku utlenionej do zredukowanej formy glutationu. Zawarto§¢ obu form glutationu
oznaczymy stosujac wysokosprawng chromatografie cieczowg - metode pozwalajaca na bardzo dokladny
rozdziat zwigzkow wystepujacych w mieszaninie. Oznaczenie transkrypcji genow kodujacych dysmutaze
ponadtlenkowg, peroksydaze glutationowa i reduktaze glutationowa przeprowadzimy stosujac reakcje qRT—
PCR (ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy DNA w czasie rzeczywistym), zadanie to ulatwia poznany
w 2012 roku genom pomidora. Aktywnos$¢ enzymatyczng dysmutazy oznaczymy po rozdziale biatek na zelu,
co pozwoli na wyroznienie aktywnosci poszczegoélnych izoform enzymu (odmiennych fizycznie postaci
enzymu), natomiast aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej 1 reduktazy glutationowej zostanie oznaczona
spektrofotometrycznie. Mamy nadzieje, ze dzigki tym badaniom uzupelniajgcym aktualnie prowadzone
analizy zdolamy zaproponowaé¢ model opisujacy mechanizm dzialania m-Tyr w roslinach
uwzgledniajgcy metabolizm reaktywnych form tlenu i azotu z podkresleniem szczegélnej roli glutationu.



