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SANTRUMPOS

(Ag/AgCl,) - chlorsidabriniai (Ag/AgCl,) elektrodai
(Hg/HgCl) - kalomelio (Hg/HgCl) standartinis pusiauelementas
ACh - acetilcholinas

AChE - acetilcholinesteraze

APW - kontrolinis tirpalas (angl. Artificial Pond Water)
ATCh - acetilcholintransferazé

DCCD - dicikloxeksilcarbadiimidas

DIM - insekticidas dimetoatas

E\ - pusiausvyrinis kalio potencialas

E., - membranos potencialas

H'-ATPazé - protony siurblys

HEPES - 4-(2-hidroksietil)piperazinil-1-etansulfonrtigstis (buferis)
IP5 - inozitolio 1,4,5-trisfosfatas

K, - ieinancios krypties kalio kanalai

Kout - 18einancios krypties kalio kanalai

mAChR - muskarininiai acetilcholino receptoriai

MP - membranos potencialas

Na, K, CI, Ca, Cd - cheminiai elementai

Na", K, CI, Ca*" Cd*" - jonai

nAChR - nikotininiai acetilcholino receptoriai

NB - neostigmino bromidas

RP - ramybés potencialas

SE - vidutiné standartiné paklaida

Tris - hydroxymethylaminometanas (buferis)

VP - veikimo potencialas



1. IVADAS

Visos biologinés sistemos yra veikiamos jas supancios aplinkos. Tam, kad
iSgyventy, gyvieji organizmai turi sugebéti priimti besikeic¢iancia informacija ir
reikSmingy signaly poveikyje keisti savo struktiiros elementus ar elgesi.
Lygindami augalines ir gyvinines lasteles stimulas - atsakas rySio lygmenyje
galime stebéti daug panasumuy. Augalai gauna, perduoda, apdoroja didziuli
kiek; sudétingos informacijos apie juos supancia aplinka. Informacijos
kodavimui ir valdymui yra naudojami panasts signaliniai keliai ir procesai tiek
gyvininése, tiek augalinése lastelése. Signaly perdavime dalyvauja ne tik
cheminés medZziagos - nukleoriigStys, oligonukleotidai, baltymai, peptidai,
augimo reguliatoriai, kai kurios amino riigstys, bet ir fiziniai signalai -
mechaniniai (ypatingai hidrauliniai), bei elektriniai. Vienas i§ informacijos apie
pasikeitusia aplinka perdavimo budy tiek vidulastelingje, tiek tarplastelingje
augaly komunikacijoje gali biiti suzadinimo banga arba veikimo potencialas
(Davies, 2004). Plazminé membrana leidzia lasteléms, audiniams ir organams
perduoti elektrinius signalus tiek trumpu, tiek ir ilgu atstumu, o visi Zinomi
augalus veikiantys fizikiniai faktoriai gali buti elektriniy signaly augaluose
prieZastimi.

Molekulinés biologijos, genetikos ir elektrofiziologijos tyrimy metody
pazanga leidzia nustatyti ir patvirtinti atskiry membranos pernaSos sistemy
vaidmenj priimant informacija apie Zinomy aplinkos faktoriy poveikj ir
salygojant tolimesnius signalo perdavimo kelius ar lemiant atsakomaja reakcija
(Zimmermann & Sentenac, 1999). Atskiry pernaSos sistemy aktyvumo ir
valdymo tyrimy dirbtinéje aplinkoje rezultatai ne visada atitinka rezultatus,
gautus tiriant visa lastelg, kur yra nepaZeista sudétinga kompleksiné ivairiy
signaly reguliavimo sistema. Elektrofiziologiniy metoduy privalumas yra
galimybeé tirti fiziologines reakcijas gyvos lastelés lygmenyje. Tas faktas, kad
daugumos augaly joniniy kanaly homologai yra randami gyvininése sistemose,

padidino susidomé¢jima augalais, kaip modelinémis sistemomis, kuriose galimi



joniniy kanaly savybiy tyrimai. Svarbiausios joniniy kanaly savybés -
selektyvumas, kinetika, valdymas ir reguliavimas yra bendros tiek augalams,
tieck gyvinams. Todél augaly pernaSos sistemy tyrimy rezultatai gali biiti
pritaikomi ir patvirtinami gyviininése lastelése. Paprastesniy sistemy tyrimai
leidzia suformuluoti tam tikrus désnius bei sukurti modelius tam, kad galétume
suprasti procesus, vykstanCius sudétingesnése sistemose. Tuo paciu yra
skatinama tyrimo metody paZanga ir technologiju vystimasis sudétingesniy
sistemy analizei.

Menturdumbliai yra viena 1§ daZniausiai pasirenkamy augaly modeliniy
sistemy, naudojamy pagrindiniams augaly fiziologiniams ir biofizikiniams
reiSkiniams analizuoti. Tyrinédami dideles menturdumbliy Iasteles, galime
suprasti  sudétingesnius  aukS$tesniyju  augaly bei gyviny augimo,
funkcionavimo, adaptacijos ir informacijos valdymo désningumus.
Menturdumbliai Nitellopsis obtusa bei Nitella sp. dél tam tikry sandaros ir
fiziologiniy ypatumy (dideliy lastelés matmeny, ryskios struktiirings
diferenciacijos, pagrindiniy gyvybiniy procesy stabilumo, nesunkaus
kultivavimo laboratorinése salygose) bei savybés lengvai generuoti veikimo
potencialus placiai taikomi elektrofiziologiniuose tyrimuose. Menturdumbliy
membranos elektrinio aktyvumo tyrimas yra vienas i§ adekvaciausiy metody
membranos funkcionavimui tirti in vivo. Tarpubamblines menturdumbliy
lasteles galime tirti ne tik atskiry sistemuy, lastelés, bet ir viso organizmo
lygmenyje.

Elektriniai signalai augaliniame pasaulyje registruojami jau daugiau
kaip Simta mety, taciau iki Siol bandoma atsakyti | klausimus - ar turi veikimo
potencialai augaluose funkcing prasme ir kokia ji yra (Fromm & Lautner,
2005), ar veikimo potencialai gali sukelti pastebimus augaly atsakus ir paveikti
gyvybiskai svarbiy sistemy veikla. Nustatyta, kad ivairiy evoliucijos lygiu
augalai veikimo potencialo pagalba gali kontroliuoti tokius gyvybiSkai svarbius
fiziologinius procesus kaip kvépavimas, fotosinteze, gali aktyvinti fermenty
veikla ar inicijuoti tam tikry geny raiSka (Dziubinska et al., 2003; Fisahn et al.,
2004; Grams et al., 2009). Lygindami augaly ir gyviiny veikimo potencialus



bei juy sklidimo ypatybes, geriau galime suprasti nervy sistemos evoliucija.
Evoliuciniu pozitiriu idomu ir tai, kad augaluose randama daugelis
neurotransmiteriy, neuroreguliatoriy ir neurotoksiny, reikalingy aukstesnio
evoliucinio lygmens nervinés sistemos veiklai. Acetilcholinas yra viena
seniausiy molekuliy, placiai paplitusi ne tik nervy sistemoje, bet ir
prokariotinése bakterijy lastelése bei neneuroninése eukariotinése lastelése —
pirmuonyse, grybuose, augaluose ir gyvinuose (Roshchina, 2001; Wessler et
al., 2001). Acetilcholinui daZniausiai yra priskiriama neurotransmiterio
funkcija, ta¢iau ACh molekulés, ja sintetinan¢iy bei skaidan¢iy fermenty
egzistavimas visose gyvybés formose palaiko idéja, kad ACh, kaip vietinis
mediatorius, galéjo moduliuoti svarbias fiziologines funkcijas pacioje gyvybeés
atsiradimo pradzioje (Horiuchi et al., 2003). Yra parodyta, kad kaip signaliné
molekulé ACh gali dalyvauti tokiuose esminiuose procesuose kaip lasteliy
dauginimasis, diferencijavimasis, citoskeleto ir tarplasteliniy kontakty
formavimasis (Wessler et al.,2001).

Augaluose cholinerginé sistema tyrin¢gjama daugiau kaip 30 mety
(Tretyn & Kendrick, 1991). Taciau dazniausiai atlickami medziagy chemingés
sudéties (ypatingai vaistiniy augaly) tyrimai, patvirtinantys cholinerginés
sistemos elementy egzistavima atskiruose augaluose. Kadangi iki Siol néra
iSskirti augaly ACh receptoriy baltymai, dazniausiai yra kalbama apie taip
vadinamasias ACh prisijungimo vietas (angl. ACh-binding sites) (Hartmann &
Gupta, 1989). Néra zinoma kokiu biidu ACh yra kaupiamas augaly lastelése ir
kaip nusistovi pusiausvyra tarp ACh sintezés, difuzijos ir hidrolizés. Be to yra
mazai moksliniy duomeny apie cholinerginés sistemos funkcing prasmg ir
veikimo mechanizmus augaliniame pasaulyje. Pastaruoju metu atlickama vis
daugiau tyrimy, patvirtinanciy, kad ACh veikia kaip Iastelés signaliné
molekul¢é (Kawashima et al, 2007). Taip pat buvo nustatyta kad ACh dalyvauja
augaly vandens homeostazés ir fotosintezes reguliavime (Wessler et al., 2001).
ACh kiekio padidéjimas yra fiksuojamas kaip atsakas i gravitacijos ar kar§¢io
poveiki (Momonoki, 1992; 1997). Manoma, kad acetilcholinas augaluose, kaip

ir gyvinuose, atlicka membranos laidumo reguliatoriaus vaidmenj, pvz.



aktyvuoja protony siurblius, modifikuoja joniniy kanaly veikla (Hartmann &
Gupta, 1989).

Daugumoje augaly cholinerginés sistemos tyrimy dominuoja atskiry jos
komponenty iSskyrimas ir struktiiriné analize, bet labai truksta atskiry tos
sistemos daliy ir ju koordinuoto veikimo funkcinio tyrimo in vivo. Tokio
pobiidzio tyrimams labai tinka elektrofiziologiniai tyrimo metodai, kuriuos
naudojant galima biity nustatyti acetilcholino poveiki augaliniy lasteliy jony
pernaSos dinamikai ir joniniy kanaly veiklai, patvirtinti ACh dalyvavima

signaly perdavime.

1.1. Darbo tikslas ir uZduotys

Darbo tikslas - nustatyti acetilcholino poveiki menturdumbliy plazminés
membranos pernaSos sistemy funkcionavimui ir veikimo potencialy

generavimo dinamikai.

Darbo uzduotys:

1. I8tirti, kaip acetilcholinas veikia:

menturdumbliu (Nitella flexilis ir Nitellopsis obtusa) bendruosius

elektrinius parametrus;

- atskirus menturdumbliy Nitellopsis obtusa veikimo potencialus ir juy
serijas;

- menturdumbliy Nitella flexilis K kanalus ramybés biisenoje;

- menturdumbliy Nitellopsis obtusa CI bei Ca®" kanalus suzadinimo
metu;

- menturdumbliy Nitella flexilis H'-ATPazés aktyvacija.

2. Istirti, kaip acetilcholinesterazeés inhibitoriai kei¢ia acetilcholino poveiki

menturdumbliy lasteliy elektrofiziologiniams parametrams.

3. Istirti nikotino poveiki Nitellopsis obtusa lasteliy elektrofiziologiniams

atsakams.
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1.2. Darbo naujumas ir reik§mé

1. Pirma karta atlikta ACh poveikio visoms pagrindinéms menturdumbliy, kaip
modelinés augaliniy Iasteliy sistemos, membraninio potencialo genezéje
dalyvaujan¢ioms jony pernasos sistemoms analize.

2. Pirma karta atlikti acetilcholinesterazés inhibitoriy bei nikotino poveikio
augaliniy Iasteliy veikimo potencialams tyrimai.

3. Pirma karta, jvertinant cheminiy medziagy poveiki Nitellopsis obtusa
lasteliy membraniniy procesy funkcionavimui, buvo panaudotos veikimo

potencialy serijos.

Praktinis darbo taikymas

Parodyta, kad menturdumbliy membraninio potencialo dinamikos analiz¢
veikimo potencialy serijos metu gali buti naudojama vykdant ekologing
aplinkos uzterStumo stebésena.

1.3. Ginamieji disertacijos teiginiai

1. Veikiant 5 mM acetilcholinu aktyvinamos pagrindinés menturdumbliy

membraninio potencialo genez¢je dalyvaujancios jony pernasos sistemos.

2. Tiek acetilcholinas, tiek nikotinas pasizymi depoliarizuojanéiu poveikiu

menturdumbliy Nitella flexilis ir Nitellopsis obtusa lasteliy membranoms.

3. Acetilcholinas didina menturdumbliy Nitellopsis obtusa lasteliy jaudruma.

4. Elektrofiziologiniais tyrimo metodais galima parodyti acetilcholinesterazés

veikima menturdumbliy lastelése in vivo.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Menturdumbliy naudojimas elektrofiziologiniuose tyrimuose

Platus menturdumbliy naudojimas elektrofiziologiniuose
eksperimentuose didzia dalimi yra apsprestas unikalia ju sandara (Andjus,
1998). Menturdumbliy gniuzulas dvisakai ir menturiskai Sakotas, suskirstytas i
bamblius ir tarpubamblius, diferencijuotas 1 pagrinding asi ir Sonines
menturiSkas Sakeles (3.1 pav.). Pagrindinés aSies pamate yra bespalviai
rizodai. Nitellopsis obtusa talomo ilgis gali siekti keliasdeSimt centimetru.
Bambliai yra daugialasteliniai, sudaryti 1§ dviejy trumpuy vidiniy ir keliy
periferiniy  vienbranduoliy lasteliy. ASies tarpubamblis yra didziulé
daugiabranduol¢ lastelé, kurios skersmuo iki 1 mm, o ilgis priklausomai nuo
rusies gali siekti iki 20 cm. Iki 90% tarpubamblio lastelés tiirio uzima vakuolé
(Shimmen et al., 1994). Protoplazma sudaryta i§ nejudraus chloroplasty
sluoksnio — ektoplazmos ir aplink vakuolg judancios citoplazmos sluoksnio -
endoplazmos. Mitocondrijos ir peroksisomos juda kartu su citoplazma (Braun
et al., 2007). Citoplazmos storis siekia apie 15 pum. Lastelés membrana —
plazmalema - skiria citoplazmos vidini turini nuo lastelés sienelés, o vidiné
membrana— tonoplastas atskiria vakuole nuo citoplazmos. Lastelés citoplazma
100 um/s (36 cm/h) greiciu cirkuliaciniu biidu juda aplink vakuolg. Tokiu bidu
yra iSneSiojamos lastelei reikalingos maisto medZziagos ir juda organelés,
pavyzdziui branduoliai. Lastelés sienelés storis néra pastovus ir priklauso nuo
lastelés amziaus. Nitella sp. jauny lasteliy sienelés storis siekia 0,8 um, o seny
lasteliy - 4 um (Johnson et al., 2002). Nitellopsis obtusa sieneléje, kurios storis
sickia 10 — 15 pm, yra sukauptos didelés Ca** jony atsargos.

Menturdumbliai nereikliis apSvietimui, auga vidutinés temperatiiros
vandenyse. Juos nesudétinga ir pigu kultivuoti laboratorinémis salygomis.

Menturdumbliai yra jautriis gana maZoms toksiniy medZiagy koncentracijoms,
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todel modifikuojantis jvairiy medziagy poveikis gali biiti stebimas gana greitai
(FOpuH et al., 1991).

Menturdumblius, kaip eksperimenting sistema, tikslinga naudoti ne tik
dél objekto patogumo, tyrimy ir eksperimentiniy duomeny gausos pasaulyje,
bet ir dél joniniy mechanizmy reguliavimo panasumo jvairiuose gyvuosiuose
organizmuose. Genetiniai tyrimai patvirtino, kad evoliuciniu pozitriu
menturdumbliai yra patys artimiausi auksStesniyju augaly protéviai (McCourt,
2004). Atskirtas nuo talomo menturdumbliy lasteles galima tirti ne tik lastelés
lygmenyje, bet ir laikyti atskiru organizmu, i§sauganciu pagrindines gyvybines
funkcijas ilga laika. Svarbu pazyméti, kad menturdumbliy elektrofiziologiniai
tyrimai atlieckami gamtiSkai jiems jprastoje vandeningje terpéje. Tiriant
menturdumblius, pasitelkiami jvairis metodai - iSorin¢ ir vidulasteliné
mikroelektrodiné  technika, fiksuotos itampos metodas, fiksuotos
itampos/srovés (angl. patch- clamp) technika ir kt. Elektrofiziologiniy tyrimo
metody pagalba, tirdami menturdumbliy elektrines savybes, galime jvertinti
tvairiy medZziagy poveiki atskiry jony transporto sistemy - jonuy kanaly bei
sturbliy - veiklai in vivo (Tester, 1990).

Kadangi menturdumbliy tarpubamblinés Iastelés yra didelés, nesunku 1
jas ivesti mikroelektrodus. Gali biiti atliekamos tam tikros operacijos, pvz.
paSalinama citoplazma, kei¢iama vakuolés jonin¢ sudétis, paSalinamas
tonoplastas, integruojami tam tikri dirbtiniai kanalai. Kadangi i§ lasteliy gana
nesunkiai formuojami elektofiziologiskai aktyvlis citoplazmos laSai,
menturdumbliai gali biti tiriami, naudojant fiksuotos jtampos/srovés metodika
(Shimmen, 1994). Elektriniu impulsu nesunku sukelti Siose lastelése didelés
amplitudés veikimo potencialus, kurie trunka keleta sekundziy. Galime tirti
tiek atskiro veikimo potencialo dinamika, tiek sklidima visu talomu (Beilby,
2007). Menturdumbliai placiai naudojami VP sklidimo ypatybiy ir perdavimo
1S vienos lastelés kitai tyrimuose. Be elektrofiziologiniy tyrimy,
menturdumbliai pasitelkiami tirti osmoreguliacija, citoplazmos judéjimo greiti,
citoskeleto sandara, gravitropizma bei daugel; kity biologiskai svarbiy

reiskiniy ir savybiy.
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2.2. Augaliniy lgsteliy membrany jony pernasos sistemos

2.2.1.Augaly jony kanalai

Augaluose randami tiek nuo jtampos priklausomi, tiek ir ligandu
valdomi joniniai kanalai (Blatt, 2004). Individualios atskiry plazminés
membranos ir vakuolés membranos kalio, anijoniniy, kalcio kanaly ypatybés
buvo atrastos naudojant fiksuotos itampos/srovés metoda (Ward et al., 2009).
Pilnai nusekvenavus baltaziedzio vairenio (Arabidopsis thaliana) genoma,
atsiveré didesnés galimybés sujungti elektrofiziologijos ir molekulinés
biologijos zinias tam, kad biity nustatytos augaly joniniy kanaly savybés ir
funkcijos, dalyvavimas augaly signaly genezéje ir reguliavime. Joniniai kanalai
yra svarbis uztikrinant lasteliy homeostazg, turgoro reguliavime, signaly
perdavime, membraninio potencialo susidaryme ir veikimo potencialo
generacijoje (Hodick & Sievers, 1988; Zimmermann & Sentenac, 1999).
Joniniai kanalai gali biiti apibiidinami ir klasifikuojami pagal kelias
pagrindines savybes - kanaly laiduma, selektyvuma, valdymo bei blokavimo
mechanizma, kinetines kanalo savybes. Ivairiis kanalai skirtingai reaguoja i
tvairias chemines medziagas, kurios gali biiti tiek kanaly blokatoriai, tiek
aktyvintojai. Matuojamasis tekancios sroves dydis priklauso nuo kanaly
tankumo, atskiro atviro kanalo laidumo, ir laiko, kurj kanalas btina atidarytas.

Svarbi joniniy kanaly savybé yra kanalo specifiSkumas, kuri salygoja
selektyvumo filtras. Atrankaus kanaly laidumo tam tikriems jonams pagrindu
augaly, kaip ir gyviiny, joniniai kanalai yra skirstomi i katijony K*, Na" Ca**

kanalus, ir anijony kanalus, 1§ kuriy augaluose svarbiausi yra CI” kanalai.
2.2.1.1. Kalio jony kanalai

Kadangi citoplazminés K™ homeostazés palaikymas yra ypatingai svarbus
optimaliam augalinés lastelés metabolizmui palaikyti, K" pernasos sistemos

uzima labai reik§minga vieta augaluose (Ward, 2001). K* kanalai aptinkami
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visuose augaly audiniuose bei lasteliy tipuose ir yra svarbiis membraninio
potencialo, osmoso reguliuojamy zioteliy bei lapy judesiy, lastelés turio bet
turgoro, mineralinés mitybos uztikrinimui ir lastelés homeostazés palaikymui
(Blatt, 2004). Arabidopsis genome yra iSskirtos septynios didelés geny Seimos
(i§ viso 75 genai), koduojancios jony transporto sistemas, uZtikrinanéias K"
perna$a per membrana. Sistema sudaro Shaker tipo K" kanalai (9 genai); 2 pory
K" kanalai (6 genai); cikliniy nukleotidy valdomi K" kanalai (20 geny); K'/H"
antiporteriai (6 genai); glutamato receptoriai (20 geny), KUP/HAK/KT
transporteriai (13 geny); didelio giminingumo K* kanalai (angl. high-affinity
K" transporter, 1 genas); (Miser et al. 2001; Véry & Sentenac 2002, 2003;
Shabala, 2003).

Nuo jtampos priklausomi K kanalai yra daugiausiai tyrinéti ir istirti
augaliniy lasteliy joniniai kanalai, labiausiai salygojantys plazminés
membranos laiduma. Shaker-tipo K™ kanalai yra tipiskiausi K kanalai, kurie
gali skirtis pagal laidumo ir laiko charakteristikas (Gambale & Uozumi, 2006).
Juos galime apibadinti kaip létai aktyvuojamus kanalus. Siy kanaly atidarymo
tikimybé yra reguliuojama membraniniu potencialu. [tampos valdomuy K'
kanaly baltymo tam tikra sensoriné dalis, kuria sudaro serija teigiamai ikrauty
amino riugsciy, taip vadinamas S4 segmentas, yra jautrus membraninio
potencialo poky¢iui. Pasikeitus membraniniam potencialui, vyksta baltymo
konformacijos pasikeitimas, kuris lemia kanalo atsidaryma arba uzsidaryma
(Blatt, 2004). Pagal srovés tekéjimo krypti augaly K’ kanalus galime
suskirstyti 1 tris funkciskai skirtingas grupes: itekancios sroves (angl. inward),
silpnai itekancios srovés (angl. weakly-inward), ir iStekancios srovés (angl.
outward) K kanalus (Véry & Sentenac, 2003).

[tekancios sroveés kanalai aktyvuojami membranai hiperpoliarizuojantis
zemiau K pusiausvyrinio potencialo (E\). Hiperpoliarizacijos aktyvuojami K"
kanalai atsidaro, kai membraninis potencialas (citoplazmoje) yra neigiamesnis
uz -100 mV, tuo tarpu prie teigiamesniy potencialy jie yra uzdaryti (Sokolik &
Yurin, 1986, Blatt, 2004). Jie uZtikrina K" patekima 1 lastelg ir leidzia

augalinéms lasteléms sukaupti didelius kiekius kalio jonuy per pakankamai
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trumpa laika. K;, kanalai yra multimeriniai baltymai sudaryti i§ keturiy o-
subvienety (Daram et al., 1997).

Silpnai itekanCios srovés kanalai taip pat aktyvuojami membranos
hiperpoliarizacijos, fiziologinése E, ribose niekada nepasiekia nulinés
atidarymo tikimybeés. Sie kanalai potencialiai gali uztikrinti tiek K" pritekéjima,
tiek iStekéjima (Czempinski et al., 1999).

[$tekandios srovés K',, kanalai aktyvinami E, esant daug
teigiamesniam nei E; (Sokolik & Yurin, 1986). Sie kanalai pagal selektyvuma
gali biiti skirstomi i dvi grupes — selektyviis, kurie yra blokuojami Cs' ir
tetraetilamoniu, ir maZai selektyviis, kuriuos blokuoja chininas. Padidéjusi Ca**
jonu koncentracija didina Ko, kanaly atidarymo tikimybe. Siems kanalams
nebiidinga inaktyvacija.

A. thaliana SKOR kanalas buvo pirmas identifikuotas augaly
depoliarizacijos aktyvuojamas kanalas (Gaymard F et al., 1998). GORK (angl.
guard cell outward-rectifying K channel) yra pagrindinis istekancios srovés
K" kanalas Ziotelése, salygojantis Zioteliy uzsidaryma (Ache et al., 2000).
Istekancios srovés K kanalai Ziotelése gali biiti atviri daugiau nei 30 minuéiy
(Schroeder, 1988). Si savybé leidZia reguliuoti lasteliy turgora ir uztikrina taip
vadinamyjy motoriniy lasteliy judéjima (Pandey S et al., 2007).

Kadangi kiekvieno tipo kanalai turi tik jiems biuidinga reguliavimo
mechanizma, lastelé gali nepriklausomai reguliuoti tiek K pritekéjimo, tiek
istekéjimo greiti. K kanalai dazniausiai pasizymi dideliu selektyvumu, kurj
apsprendzia selektyvumo filtro diametras. Kalio jony pralaidumas yra 10*:1,
lyginant su Na'. K" kanalais per sekundg transportuojama iki 10° kalio jonu.
Kalio kanalus blokuoja tetractilamonis (TEA) ir Ba>".

K" kanalai yra randami ir vakuolés membranoje - tonoplaste. Jiems
aktyvuoti reikalingas padidéjes (iki 1 pM ) citoplazminio Ca** kiekis (Ward &
Schroeder, 1994.). Sie kanalai pasizymi dideliu selektyvumu K" ir uZtikrina $iy
jony tekéjima i8S lastelés vakuolés i citoplazma. Létieji vakuolés (SV) kanalai
buvo atrasti daugelyje tirty augaly. SV kanalai yra aktyvinamimi Ca*" ir

membranos depoliarizacija i§ citoplazmos pusés. Jie pasizymi dideliu laidumu
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ir yra neselektyviis katijony kanalai (Pottosin et al., 1997). Pasizymintys mazu
laidumu neselektyviis katijony kanalai, kuriuos blokuoja padidéjgs
citoplazminio Ca*" kiekis priskiriami greityjy vakuolés (FV) kanaly grupei. Jie
yra aktyvuojami be uzvélinimo labai neigiamo ar teigiamo potencialo. Kai
potencialas biina apie - 40mV, Sie kanalai biina uzdari (Tikhonova et al., 1997).
Sie kanalai gali dalyvauti ne kalcio jonais reguliuojamajame Zioteliy uzdaryme,
uztikrindami K tekéjima i vakuolés i citoplazma ( Hedrich & Neher, 1987).
Augaly HKT (angl. high-affinity K transporter) gali biiti laidiis ne tik
K, bet ir Na'. Jei augalai auga K' deficito salygomis, Na' kai kurioms
funkcijoms gali pakeisti K' (pavyzdziui, kaip vakuolés osmolitas). Taciau
citoplazmoje Na" gali ir konkuruoti su K, ir tokiu biidu biiti toksiskas augalui.
HKT daugeliui augaly padeda apsisaugoti nuo per didelés Na™ akumuliacijos
lasteléje (Sunarpi et al., 2005).
Kadangi kai kuriems K" kanalams reguliuoti yra reikalingas Ca®", §ie kanalai
gali biiti priskiriami prie ligandais valdomuy joniniy kanaly. Kai kurie
nukleotidai, baltymai ir augaly hormonai taip pat gali veikti kaip Ko, kanaly
ligandai, keisdami jtampos valdomy K" kanaly jautruma jtampai. PavyzdZiui,
SKOR kanalai néra reguliuojami Ca*, bet turi ciklinius nukleotidus galin&ias
prisijungti vietas ir tam tikromis salygomis gali veikti kaip ligandy valdomi

kanalai (Krol & Trebacz, 2000).

2.2.1.2. Ca*' kanalai.

Kalcis yra vienas svarbiausiy mineraliniy elementy augaly gyvybiniy
funkcijy uztikrinimui. Kalcis yra svarbus kaip struktiirinis lastelés sieneliy ir
membrany elementas, tatiau svarbiausia jo funkcija yra signaliné. Ca®’
koncentracijos padidéjimas citoplazmoje reguliuoja daugybe Iastelés
biologiniy procesuy, moduliuodamas proteinkinaziy, kity jony kanaly, baltymy
veikla (Martin et al., 2009). Tod¢l augaluose yra isskiriama didelé Ca** kanaly
grupé (Ward et al,.). Fiksuotos jtampos/srovés metodu yra nustatytos trys Ca>"

kanaly Seimos augalinése lastelése. Nuo itampos priklausomi kanalai,
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receptoriai bei antriniy signaly tarpininky (angl. second messengers) valdomi
kanalai ir mechaniniu poveikiu aktyvuojami Ca*" kanalai.

Nuo itampos priklausomi Ca®" kanalai gali biti uzdaroje, atviroje ir
inaktyvuotoje bisenose. Skirtingai nuo gyvininése lastelése esandiy Ca®”
kanaly, augalinés lastelés Ca® kanalai ilgesnj laikg egzistuoja atviroje (nuo
keliy milisekundziy iki sekundziy) ir uzdaroje (iki 100 sekundziy) biisenose
(Hamilton et al., 2001). Augaluose buvo charakterizuoti tiek hiperpoliarizacija,
tieck depoliarizacija aktyvuojami Ca*" kanalai (Thuleau et al., 1994), bet
pastarieji aptinkami re&iau (White, 2000). Depoliarizacija aktyvuojami Ca*"
kanalai dazniausiai siejami su veikimo potencialo generavimu (Fisahn, 2004).
Kol kas nerasti genai, koduojantys hiperpoliarizacija aktyvuojamus Ca*"
kanalus (McAinsh & Pittman, 2009). Nustatyta, kad augaly hormonas abscizo
riigitis (ABA) gali padidinti hiperpoliarizacija aktyvuojamy Ca®" kanaly
laiduma, pastumdamas aktyvacijos slenkst; teigiamesnio potencialo link
(Hamilton et al., 2000). Kanalo fosforilinimas gali reguliuoti Ca®" kanaly
atidarymo tikimybe. Ca®" jony pasiskirstymo tyrimai atlickami suklestéjus
fluorescencinei mikroskopijai.

Augaly vakuolése randami Ca®" selektyvis ligandy valdomi kanalai
(Pottosin & G. Schonknecht, 2007). Buvo nustatyta, kad Ca®" difuzijos
konstanta citozolyje yra dviem eilémis mazesné nei paprastame tirpale, todél
greitai difunduojanti molekulé IP; gali biiti naudojama kaip antriné signaliné
molekulé Ca*" kanaly valdymui. Sis kanalas augaluose turi viena ligando
prijungimo vieta. IP; salygoja Ca®" patekima i§ vidulasteliniy saugykly i
citoplazma, pavyzdziui IP; atidaro tonoplaste esanéius Ca®" selektyvius kanalus
burokéliuose (Alexandre et al., 1990). Kita signaliné molekulé, kuri panaSiai,
kaip IP; salygoja Ca’" patekima i§ vidulasteliniy saugykly i citoplazma ir
salygoja Ca™" srovés atsiradima fiziologinése tonoplasto potencialo ribose (nuo
— 10 mV iki — 40 mV) yra cADPR (cikliné ADP-riboz¢). Si srové yra
blokuojama rutenio raudonuoju (Allen et al., 1995). Yra nustatyta, kad cADPR
gali salygoti Ca*" srove i§ endoplazminio tinklo (Navazio et al., 2001). Siame

tinkle aptikti ir NAADP (Nikotino riigsties dinukletido fosfato) valdomi Ca**
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kanalai (Navazio et al., 2000). Taciau iki §iol néra nustatyti genai, koduojantys
Ca® selektyvius ligandy valdomus kanalus augaluose (Pottosin & G.
Schonknecht, 2007).

Taip pat nustatyta, kad augalai, kaip ir gyviinai, gali generuoti Ca*" signalus
per jonotropinius glutamato receptorius (GLRs), kurie dazniausiai randami
Saknyse. Arabidopsis genome nustatyta 30 geny, koduojanciy glutamato
receptorius (Lacombe et al., 2001). Glutamatas salygoja staigu citoplazminio
Ca® koncentracijos padidéjima Arabidopsis $aknyse ir membranos
depoliarizacija. Si procesa blokuoja La’" (Stephens & Spalding, 2006).
Augaluose taip pat yra randami cikliniais nukleotidy valdomi (CNGCs) ir
dviejy pory (TPCs) Ca”" kanalai.

Tredia grupé - mechaniniu poveikiu aktyvuojami Ca*" kanalai (Cosgrove &
Hedrich, 1991). Sie kanalai jaudia lastelés membranos mechaninj tempima,
atsirandant]; dél prisilietimo, véjo poveikio, turgoro pokyCiy. Ju gausiai
randama aktyvaus augimo zonose (pav. dulkiadaigio vir§iin¢je). Mechaniniam
poveikiui jautriy Ca*" kanaly aktyvumas priklauso nuo pH, temperatiiros ir
membranos potencialo (Iwabuchi et al., 2005). Yra manoma, kad Sie kanalai
gali buti atsakingi uZ receptoriniy potencialy generacija chariniuose
dumbliuose (Shimmen 1996).

Augaluose taip pat randami Ca®" laidas kanalai, kurie yra priskiriami
neselektyviy katijoniniy kanaly grupei (Demidchik & Maathuis, 2007).

Augaly Ca”" kanaly struktiiroje yra daug pagalbiniy baltyminiy subvienety,
1galinanc¢iy moduliuoti funkcines kanaly savybes ivairiy kinaziy, fosfataziy ir
ligandy pagalba. Yra zinoma, kad per 20 skirtingy stimuly i$Saukia Ca™
koncentracijos pokycCius ivairiose augaliniy lasteliy dalyse (McAinsh &
Pittman, 2009). Tokia didele Ca*" pernaSos sistemy jvairové uztikrina
skirtingais stimulais i$Saukty Ca”" atsaky specifiSkumga ir laiking bei erdving

moduliacija.
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2.2.1.3. Anijony kanalai

Augaly anijoniniai kanalai skirstomi pagal valdymo itampa ir kinetika.
Fiksuotos jtampos/srovés metodika leidzia kanalus skirstyti pagal ju varstymasi
ilgo stimuliavimo metu. Pagal $i pozymi anijony kanalai yra skirstomi i greitai
aktyvuojamy (R-tipo) ir 1étai aktyvuojamy (S-tipo) kanaly grupes (Vahisalu et
al., 2008). R-tipo kanalai sustimuliavus atsidaro ir labai greitai uzsidaro; S-
tipo kanalai lieka atviri tol, kol trunka stimuliavimas (Schmidt & Schroeder,
1994). Anijoniny kanalai gali buti depoliarizacijos aktyvuojami iStekancios
krypties kanalai, (tiek S, tiek R tipo) bei itekancios krypties, taip pat
hiperpoliarizacijos aktyvuojami iStekancios krypties anijoniniai kanalai.
Pastarieji pasizymi didesniu laidumu (Linder & Raschke, 1992). Dar viena
grupé - anijony kanalai, aktyvuojami Sviesa bei mechaniskai (|Brygoo et al.,
2000). R tipo kanaly reguliavimas pakankamai sudétingas ir gali biti
specifiSkas tiek atskiroms raSims, tiek skirtingoms lasteléms. Pavyzdziui V.
faba Ziotelése $iems kanalams aktyvuoti reikalingas tiek vidulastelinis Ca®",
tiek vidulasteliniai nukleotidai. S tipo kanalai aktyvuojami daug platesniame
itampos diapazone nei R tipo (Roberts, 2006).

Vakuolése randami anijony kanalai, laidiis malatui bei kitiems organiniams
jonams ir chloro anijony kanalai, kurie gali buti laidis ir kitiems
neorganiniams jonams. Vakuolés anijoniniai kanalai dazniausiai yra jtekancios
krypties ir uztikrina anijony patekima 1 lastelés vakuolg fiziologinése
tonoplasto membraninio potencialo ribose. Siuos kanalus mazai veikia
vidulastelinis kalcis (Trebacz, 2007). Taciau menturdumbliy vakuolése esantys
Cl kanalai, prieSingai, yra aktyvuojami padidéjus citoplazminio Ca*"
koncentracijai ir praleidzia CI jonus 1§ vakuolés i citoplazma. (Berecki et al.
1999; 2001). Jie yra svarbiis tonoplasto VP generacijai (Kikuyama, 1986;
Berecki et al., 1999).

Pagrindiné anijony kanaly funkcija - uZtikrinti jony homeostazg, dalyvauti
membranos stabilizacijoje ir osmoreguliacijoje (Ward et al., 2009). Cl kanalai

yra pagrindiniai kanalai, kurie aktyvuojasi augaliniy lasteliy veikimo
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potencialo depoliarizacinés fazés metu (Lunevsky et al., 1983; Fromm &

Spanswick, 1993).

2.2.2. Jony siurbliai

Be joniniy kanaly jony pernasoje dalyvauja kita didelé baltymy grupé -
neSikliai, kurie dar yra vadinami siurbliais. Jony pernaSa neSikliuose yra
palyginti léta - apie 100-300 jonu/s, lyginant su kanaly - 10° - 10° jonu/s
pernasa. Taciau, kadangi ju kiekis membranoje yra labai didelis (gali sudaryti
iki 5% visy membranos baltymuy), siurbliais transportuojama pakankamai
didelis kiekis jonu (Sondergaard, 2004). Joniniai siurbliai sugeba pernesti
jonus prie§ elektrocheminio potencialo gradienta, kuris susidaro ATP
hidrolizés metu (Palmgren, 2001). Arabidopsio genome yra randami 46 genai,
o ryziy genome - 43 genai, koduojantys joniniy siurbliy baltymus (Baxter et
al., 2003). Naudodamos ATP kaip energijos $altinj, H'-ATPazés pernesa
protonus, sukurdamos iki 200 mV potenciala (vidus neigiamesnis) ir
kontroliuoja vidulasteling jony sudéti bei pH nuo 1,5 iki 3 vienety (FOpun B.
M., 1991).

2.2.2.1. Protony siurbliai

Augaluose yra i$skiriami trys protony siurbliy tipai: plazminés membranos
P-H'-ATPazé, vakuolés V-H'-ATPazé ir vakuolés H -pirofosfatazé (V-
PPazés). Sie siurbliai skiriasi savo struktiira, veikimo mechanizmu, kinetinémis
savybémis, bei lokalizacija lastel¢je. (Palmgren, 2001).

H'-ATPazés yra randamos tik augaluose ir grybuose, yra issidéste
plazminéje membranoje ir transportuoja protonus i§ lastelés, tokiu bidu
reguliuvodamos membraninj potenciala. Gyviinuose panaSia funkcija atlieka
Na'/K'-ATPazé (Sondergaard, 2004). Augalinése lastelése H'-ATPazés jtaka
membranos potencialui daug didesné negu gyviininése, todé¢l augalinés lastelés

membranos potencialas Zenkliai skiriasi nuo K' pusiausvyrinio potencialo
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(Mimura, 1995). Siurblys priklauso taip vadinamai P-tipo ATPaziy Seimai,
kurios aktyvuojasi sudarydamos tarpini kompleksa su 14-3-3 proteinu.
Fosfataziy salygotas C terminalés defosforilinimas blokuoja 14-3-3 baltymo
prisijungima ir tuo paciu pacios P ATPazés veikla (Portillo, 2000). H" ATPazé
yra monomeras, ja blokuoja vanadzio jonai, DES (dietilstilbestrolis), taip pat
DCCD (dicikloheksilkarbodiimidas). H'-ATPazé yra labai svarbi tuose
augaluose, kurie yra prisitaike drusky pertekliui, nes Na' yra 3alinamas i3
lastelés Na'/H" antiporto pagalba (Gevaudant et al., 2007). Organiniy junginiy
transportas taip pat dazniausiai susijes su H'-ATPazés aktyvumu (Duby &
Boutry, 2009). Siurblio aktyvumas gali kisti kaip atsakas { {vairiy aplinkos
salygu pokyc€ius, pvz. drusky, augaly hormonuy (auksiny) koncentracijos
padidéjima, patogeny veikla, stimuliavima Sviesa (Sondergaard, 2004).
Vakuolés V-H'-ATPazé yra sudétingas polipeptidas, sudarytas i§ 12
subvienety, kurie gali bttt sujungti { du domenus. V| domenas hidrolizuoja
ATP. V, - atsakingas uz H' translokacija. ATP hidrolizés metu sukamas V,
ziedas ir protonas i§ citoplazmos perneSamas i vakuole (Sze et al, 1999).
Vakuolés H'-pirofosfatazé (V-Ppazé) protono perneSimui naudoja
neorganinj pirofosfata (PP;). Augaluose PP; yra svarbus energijos Saltinis, todél
pastarasis siurblys yra gana daznas, ypatingai jaunuose auganciuose
audiniuose. V-Ppazé pasizymi paprasta struktiira ir prieSingai nei P-ATPazé
nesudaro fosforilinto tarpininko (Maeshima, 2000). Augalams yra biidinga, kad
K" stimuliuoja PP; hidrolize. Sie siurbliai rasti daugumoje augaly ir daugelyje
audiniy. Be to, Sie siurbliai buvo rasti ir GoldZio ptslelése (Martinoia, 2007).
Vakuolés tipo ATPaze¢ ir PPaz¢é rugstina vidinémis membranomis apgaubtus
skyrius, iskaitant ir vakuole. V-ATPaz¢ blokuoja nitratai, PPaze¢ — oligomicinas

(Maeshima, 2000).

2.2.2.2. Ca*" jony siurbliai

Augaliniy lasteliy membranose be H' siurbliy labai svarbiis yra ir kalcio

jony (Ca™) siurbliai (Sanders et al., 2002). Ca*-ATPazés yra svarbios
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palaikant Zema citoplazminio Ca*" koncentracija. Didelis Ca*" kiekis taip pat
pasalinamas Ca®"/H" antiporto bidu, tadiau antiporteriai nors ir gali
transportuoti didelj kiekj Ca®", nepasizymi dideliu giminingumu kalciui. Be to,
jie dazniausiai randami vakuolése. Tuo tarpu Ca’’-ATPazés daZniausiai
aptinkamos plazminéje membranoje ir endomembranose. Ca’’-ATPazés
uztikrina pastovy zema vidulastelinj Ca>" lygi déka didelio giminingumo Ca®".
Augaly Ca’’-ATPazés priklauso P-ATPaziy Seimai ir yra paprastas
polipeptidas. Ca*"-ATPazés skirstomos i endoplazminio tinklo ITA-ATPazes ir
autoinhibuojamasias 1B Ca*"-ATPazes. Arabidopsio genome randami keturi
ITA ir deSimt IIB tipo kalcio siurblius koduojantys genai (Axelsen and
Palmgren, 2001). Ca’>"-ATPaziy reguliavimo mechanizmas dar néra iki galo
i3aiskintas. Taiau yra Zinoma, kad autoinhibuojamosios Ca’’ATPazés yra
aktyvuojamos prisijungus kalmodulinui, tik skirtingai nei gyviny homologai,
ne prie C galo, bet prie N galo (McAinsh & Pittman, 2009). Manoma, kad
Ca”>*/H" antiporto fiziologiné funkcija yra pagalinti i§ citoplazmos po signalo
padidéjusi Ca* kiekj, o Ca’"-ATPazés uztikrina pastovy zZema Ca*
koncentracijos lygi citoplazmoje (Hirschi, 2001).

2.3. Augaliniy lgsteliy ramybés potencialo joninis mechanizmas

Augaliniy lasteliy membrany ramybés potencialas yra salygojamas
lasteléje veikianCiy pernaSos sistemy laidumo bei tarpusavio saveikos ir
netolygaus jonuy pasiskirstymo abipus membranos. Atskira pernasSos sistema
sukuria tam tikra membraninj potenciala, kuris savo ruoztu veikia kity nuo
itampos priklausomuy pernasos sistemuy veikla. Galima iSskirti penkias
svarbiausias sistemas, labiausiai nulemiancias elektrofiziologines augalinés
lastelés plazminés membranos savybes. Kiekviena §iy sistemy pasizymi jai
budingu laidumu ir kinetinémis savybémis, pusiausvyriniu potencialu, kuri
apsprendzia koncentracijy tarp membranos iSorinés ir vidinés pusés santyKkis.
Tai bity I) jeinanciosios, II) iSeinanciosios krypties K' kanalai, III)

iSeinanciosios krypties CI” kanalas, IV) elektrogeninis siurblys - H'-ATPazé,
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V) CI/2H" simporto sistema, uZtikrinanti CI° jonu patekima | lastele
(Gradmann & Hoffstadt, 1998).
Pusiausvyrinis potencialas yra biidingas kiekvienai atskirai pernasos sistemai ir

yra apskai¢iuojamas taip (2.1 lentelé):

2.1 lentelé. Pusiausvyrinio potencialo skaic¢iavimas kiekvienai atskirai pernasos
sistemai, kur AGATP yra ATP hidrolizés laisvoji energija ir F- Faradéjaus konstanta,

CJec ir ¢j; —atitinkamo jono koncentracija lastelés viduje ir iSoréje.

H" ATPazei | E, =AGATP/F + Egz=AGATP/F + (-59 mV) x log(cu, /cq)
=-400 mV

K+ kanalams | Eg; = Ex,= Ex =(-59 mV) x log (ck /ck,)

CI/2H" Esy = (-39 mV) x log(cp, X ccrd/(Cuy” X Ccii))=
simporto =(-59 mV) x (log(cci/ccii + 2ApH)
sistemai

CI kanalams | E¢ = (59 mV) x log(ccy/cciy),

Augaliniy lasteliy ramybés potencialo genezéje galime iSskirti dvi
dedamasias - difuzing komponentg, kuria sudaro joniniais kanalais tekantis
jony srautas ir metaboling komponente, kuria apsprendzia protony siurbliy
veikla (Iwabuchi et al., 2005). K™ jonai yra pagrindiniai jonai, salygojantys
ramybés potencialo difuzing dedamaja. Yra manoma , K biisenoje** esanciy
Chara lasteliy laiduma apsprendzia tie patys K kanalai, kurie yra aktyviis VP
repoliarizacijos fazés metu (Tester, 1990).

Taip pat nemaza RP dalis priklauso nuo Cl, kadangi vidulasteliné C1
koncentracija augaluose gana didel¢ — 10200 mM. Taciau, nors laidumo
koeficientas P yra pakankamai didelis, bet jis zymiai maZesnis nei Px. Kokie

kanalai nulemia nuotékio srove néra iki galo aiSku iki Siol. Manoma, kad tai
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gali biti neselektyviis arba mechaninei jtampai jautriis kanalai, o sroveés neséjai
gali buti jvairts jonai (Beilby, 2007a).
Metabolin¢ komponenté, kuria salygoja protony siurbliy veikla, yra veikiama

vidulastelinés ATP koncentracijos ir iSorinés terpés pH.
Membranini ramybés potenciala galime apskaiciuoti pagal formule
E = (gE, + gdEa) / G
G=g,+g

kur Ep, Eq — sturbliy bei difuzinis potencialai g, gq — atitinkamai siurbliy ir
kanaly laidumas

Pasyvus jonu transportas gali biiti apraSomas Goldmano- Hodzkino-Katco
lygtimi jonuy srautams, papildyta Bolcmano joniniy kanaly atsidarymo

tikimybeémis.

zFE
ZFzEm [Ir]in _[Ir ]out eXp(- RT j

RT ( ZFE j
1-exp| -
RT

: _ pO0pmax
1r_PrPr

kur P’ -r jono kanalo atsidarymo tikimybé, P™* maksimalus specifinis $io jono
laidumas, [Ir]in ir [Ir]out nesuriSto jono koncentracija citoplazmoje ir

apoplaste, F- Faradéjaus konstanta, R - universalioji duju konstanta, T —
absoliuti temperatiira.

Kalio, natrio ir chloro vienalaike difuzija (srauta) per membrang galima
apskaiciuoti naudojantis Goldmano lygtimi:

RT Pk |, +PyNa |, + Rlcr ],
_RT : . S |CT )
F  P|K'|,+P,|Na" | +P,|CI™ |,

Py =

kur Py, Pna, Pcr —atitinkamy jony laidumo koeficientai, [K'T,, [Na'lo, [CI ], —
jony koncentracija lastelés iSoréje, [K'];, [Na'];, [Cl]; — jonuy koncentracija
lastelés viduje, F - Faradéjaus konstanta, R - universalioji dujy konstanta, T —

absoliuti temperatiira.
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Menturdumbliuose siurbliy ir difuzinis potencialai paprastai gali siekti
atitinkamai iki —260mV (E,) ir —130mV (E), taciau tos pacios lastelés ramybés
potencialas gali kisti paros ir sezono bégyje. priklausomai nuo siurbliy ir
kanaly aktyvumo. [domu pazymeéti, kad ne pats g, ar g4 sumaZzéjimas, bet g,/g4
santykis apsprendzia menturdumbliy ramybés potencialo dydi (Tsutsui, 2001).
Priklausomai nuo H' siurbliy ir K* kanaly aktyvumo ir tarpusavio saveikos
lasteles pagal RP galima suskirstyti i tris energetines biisenas:

1. Hiperpoliarizuota biisena (angl. pump state). Sioje biisenoje RP-ui
pasiekus K" pusiausvyrini potenciala, K™ kanalai uzsidaro ir pradeda dominuoti
H'" kanaly laidumas (siurblio varza dvigubai mazesné uz K" kanaly varza).

2. Laidumo K’ jonams biisena (angl. K state). Sio elektrocheminio
modelio atveju dominuoja K’ kanaly laidumas, o H' siurbliai, nors ir
neiSsijungia, jy elektrogeninis inasas { RP yra neZymus.

3. Laidumo H' jonams biisena (angl. “Bisson “ state). Si biisena susidaro
tada, kai aplinkos pH pasislenka { Sarming pus¢ (pH 9-11) ir pradeda dominuoti
H'/OH kanaly laidumas (Beilby M.J & Blatt M.R, 1986).

2.4. Augaly veikimo potencialai

Veikimo potencialai yra greiti elektrinai signalai augaluose, kuriuos
sukelia jvairiis aplinkos dirgikliai ir tokiu biidu yra reguliuojami svarbis
augaly gyvybiniai procesai- kvépavimas, fotosintezé, augimas ir kt. ,,Viskas
arba nieko désnis® ir galimybé suzadinti lasteles elektriSkai leidzia apibrézti
augaly membraninio potencialo pokyc¢ius kaip veikimo potencialus (Beilby,
2007). Kaip atsakas i dirgikli, augaluose gali biiti registruojamas tiek vienetinis
VP, tieck VP serija (Shepherd et al., 2008). VP generacija nepriklauso nuo
stimuliavimo pobidzio, todé¢l augaly VP neperduoda informacijos apie stimulo
modaluma ir kokybe, o signalizuoja apie poveikio pradzia. Augaly VP jtakoja
visas lasteles, per kurias jie sklinda, sukeldami eil¢ joniniy ir metaboliniy
poky¢iy (Fromm & Lautner, 2005). Tod¢l VP gali ne tik perduoti informacija
ir tokiu budu sukelti lasteliy atsakomaja reakcija, bet ir patys biiti tos
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atsakomosios reakcijos dalimi. Taciau iki galo neaiSku kokia butent
informacija yra koduojama augaly VP pagalba, kas ja dekoduoja ir kokio
mechanizmo pagalba yra uZtikrinama signaliné VP funkcija. Neéra pilnai
iSaiSkinta galima tolimesné elektrinio signalo transdukcija ir reakcijos

mecanizmai (Pyatygin et al., 2008).

2.4.1. Augaliniy lasteliy veikimo potencialo joninis mechanizmas

Naudojant  vidulasteling  mikroelektroding  technika, fiksuotos
itampos/srovés technika ir joniniy kanaly bei protony siurbliy inhibitorius,
buvo nustatyti pagrindiniai jonai, dalyvaujantys membraninio potencialo
susidaryme ir VP genezéje. Siuose tyrimuose kaip modeliné sistema
dazniausiai buvo naudojami menturdumbliai. Nustatytieji veikimo potencialy
genezEés joniniai  mechanizmai pasitvirtino kaip universallis visame
augaliniame pasaulyje (Fisahn et al., 2004).

Kadangi Ca®" ir CI” pusiausvyrinis potencialas yra teigiamas iSoréje, abu
Sie jonai gali nulemti veikimo potencialo depoliarizacing fazg. Nustatyta, kad
menturdumbliy citoplazmoje padidéjus Ca®” koncentracijai, ne tik sustoja
citoplazmos judé¢jimas, bet ir aktyvuojami Cl kanalai (Lunevsky et al., 1983).
Japony mokslininkai, naudodami vidulastelinés perfuzijos metoda parod¢, kad
tokie Ca’*"-aktyvuojami CI” kanalai egzistuoja menturdumblio Chara lasteliy
plazminéje membranoje. Perfuzijos biudu padiding vidulasteling Ca*"
koncentracija, jie parode, kad zymiai padid¢jo CI iStekéjimas (Shiina &
Tazawa 1988; Mimura & Shimmen, 1994). Ca*" aktyvuojami menturdumbliy
CI kanalai buvo sékmingai rekonstruoti dirbtinése membranose (Berestovsky
et al., 1987). Taigi yra manoma, kad suzadinimo metu augaluose yra
aktyvuojami nuo jtampos priklausomi Ca®" kanalai. Ca®" jonai patenka {
citoplazma pagal koncentracini gradienta 1§ lastelés iSorés arba i§ vakuolés ir
kity vidulasteliniy membraniniy struktiiry. Padidéjus vidulastelinei Ca*"
koncentracijai, atsidaro nuo Ca®" priklausomi Cl' kanalai. Staigus CI

iStek¢jimas salygoja depoliarizacing veikimo potencialo fazg (Kikuyama &

27


http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=34853#B4#B4
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=34853#B4#B4

Tazawa, 1976; Shimmen & Nishikawa 1988). Fiksuotos jtampos/srovés
metodu Chara corallina plazmalemoje buvo rasti nuo Ca®" priklausomi
anijoniniai kanalai, pasizymintys 9 pS (Okihara et al. 1991), 17 pS ir 38 pS
(Homann &Thiel 1994) laidumu. Nuo Ca®" priklausomi CI kanalai plagiai
paplitg ir aukStesniyjy augaly plazminéje membranoje (Tyerman, 1992; Ward
et al., 1995). Taip pat buvo parodyta, kad Ca** valdomi CI~ kanalai pasizymi
didZiausia atsidarymo tikimybe membraniniam potencialui esant nuo —80 mV
iki =100 mV (Okihara et al., 1991). Rusy mokslininkai (Berestovskij &
Kataev, 2005) parode, kad chlorinés srovés dydis suZzadinimo metu yra
proporcingas citoplazmingés Ca”" koncentracijos kvadratui.

Buvo nustatyta, kad menturdumbliuvose VP generuoja ne tik
plazmalema, bet ir tonoplastas. Vakuolés membraninis potencialas VP metu
kinta mazdaug 20 mV ir yra salyginai mazas, lyginant su plazmalemos VP,
kuris gali siekti iki -300 mV (Kikuyama, 1986). Parodyta, kad tonoplasto
veikimo potencialas taip pat yra salygojamas tonoplasto Cl” kanaly aktyvacijos
(Kikuyama 1986b; Kikuyama 1988). Menturdumbliuose buvo uZfiksuotos CI
sroves, tekancios 1§ vakuolés i citoplazma (Tyerman & Findlay 1989; Berecki
et al., 1999; Berecki et al., 2001). Tonoplasto CI" kanalai taip pat yra valdomi
padidéjusios laisvyjy Ca®" jony koncentracijos citoplazmoje, atskiro kanalo
laidumas svyruoja nuo 37 pS iki 48 pS, kai citoplazmos pH 7,4. (Berecki et al.,
2001). Tam, kad pusé $iy kanaly atsidaryty, citoplazminé Ca®" koncentracija
turi padideéti iki 100 uM prie pH 7,2.

Plazmalemos anijoniniai kanaly, dalyvaujan¢iu VP generacijoje,
aktyvinimui neuZtenka vien tik padidinti jtampa ar vien tik citoplazmoje
padideéti kalcio koncentracijai — VP generacija galima veikiant tik abiems
veiksniams (Thiel et al 1997). Kol kas néra aiSkiai parodyta, ar ir mechaniskai
valdomi, ir jtampai jautris plazminés membranos Ca*" kanalai vienodai gali
inicijuoti VP generacija. Taip pat yra dvi teorijos, 1§ kur VP generavimo metu
Ca”" patenka i citoplazma. Pagal klasikinj pozifri, Ca*" patenka i citoplazma
per nuo jtampos priklausomus Ca*" kanalus i§ iorés (Tazawa & Kikuyama,

2003; Berestovsky & Kataev, 2005). Ca®>" patekimas { augalines lasteles yra
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galimas dviejuose itampuy ruozuose. Hiperpoliarizacijos valdomi kanalai
HACC atsidaro mazdaug prie -250 mV, depoliarizacijos aktyvuojami kalcio
kanalai DACC - mazdaug prie -120 mV. (Miedema et al, 2001). Normaliomis
salygomis augaly ramybés potencialas svyruoja viduryje Sio diapazono, todeél
stimuliavimo metu pirmiausiai pasiekiamas kanalams atverti reikalingas
potencialas ir tik jtampai pasiekus kriting riba, galimas kalcio jony pritekéjimas
1 citoplazma.

Pagal kita nuomong suzadinimas vyksta, kai kalcio koncentracija
citoplazmoje padidé¢ja 1§ vidulasteliniy saugykly (Wacke & Thiel, 2001; Wacke
et al., 2003). Pagal S§ia teorija, menturdumbliy VP yra ne klasikinio Hodgkin
Huxley (HH) tipo, t. y. VP priklauso ne nuo laiko ir itampos priklausomy
plazminés membranos joniniy kanaly aktyvacijos savybiy, bet generuojamas
déka sudétingos signaly transdukcijos kaskados. HH modelis remiasi
elektrinémis membranos savybémis ir joniniy kanaly kinetika, bet nevertina
citoplazminés Ca*" koncentracijos. Antrasis modelis apraSomas pasitelkus
antriniy tarpininky sistema dviem etapais. Pirmiausiai vyksta nuo jtampos
priklausoma antrinio tarpininko inositol 1,4,5-trisfosfato (IPs) sintezé, o véliau
- receptoriniy kanaly aktyvavimo salygotas Ca®" tekéjimas i§ vidulasteliniy
saugykly.

Yra manoma, kad CI srové pradeda mazéti pradéjus mazéti Ca®" jony
koncentracijai (Kourie & Findlay, 1990b). Be to, padidéjusi Ca** jony
koncentracija aktyvuoja nuo jtampos priklausomus K’ kanalus. Veikimo
potencialo repoliarizacinés sroveés reversinis potencialas yra artimas kaliniam
Nernsto potencialui, be to §i srové yra blokuojama TEA (Homann & Thiel,
1994). Atsidarius Ko, kanalams, K srautas nulemia lastelés repoliarizacija.
Veikimo potencialo fiksavimo metodu nustatyta, kad Chara corallina lastelése
VP generacijoje dalyvauja 40 pS K', kanalai, kurie aktyvuojami mazdaug
pries -25 mV ir uzsidaro mazdaug po 2,5 s, baigiantis VP. Taciau
repoliarizacinés srovés kitimas taip pat priklauso nuo Ca®"y; kitimo (Thiel et
al., 1997). Nitellopsis obtusa lastelése rasti 25-50 pS K" kanalai (Katsuhara et

al 1990), kuriy veikla priklauso nuo iSorinés Ca*" koncentracijos ir ATP.
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Lastelei esant ramybés biisenoje, kai ramybés potencialas yra stipriai
neigiamas, $iy kanaly atsidarymo tikimyb¢ yra labai nedidelé ( P < < 1%). Taip
pat K kanalai buvo rasti ir menturdumbliy tonoplaste (Tyerman & Findlay,
1989).

Veikimo potencialo generavimo metu augalinés lastelés iSnaudoja
didziagja jonuy elektrocheminiy gradienty dali, repoliarizacijos fazéje
dalyvaujanciy joniniu kanaly srautai nesugeba pasiekti pradinio membraninio
potencialo lygio ir repoliarizacijos faze uzbaigia H' siurblio salygojamas
i1Seinantysis protony srautas. Tokiu biidu mes galime iSskirti greitaja ir 1étaja
repoliarizacijos fazes. Panasi jvykiu seka veikimo potencialy metu biidinga ir

aukstesniesiems augalams (Tyerman 1992).
2.4.2. Augaly veikimo potencialy fizikinés savybés
Normaliomis salygomis augaly VP pasizymi jiems biudinga forma,

suzadinimo slenks¢iu bei sklidimo savybémis (Beilby, 2007; Fromm &

Spanswick, 1993).

MP: -120 mV
Skidimo greitis:2 cm s~

2.1 pav. Intralasteliniu biidu uZregistruoti gluosnio (Salix viminalis L.) stiebo zZieveés
veikimo potencialai. Stipresni nei 2 nA ir ilgesni nei 1 s stimulai sukelé 30-50 mV
amplitudés VP. Sklidimo greitis tiek apikalia (A), tiek bazipetalia (B) kryptimis buvo
2 cms™. (Adaptuota pagal Fromm & Spanswick, 1993).

Tam, kad bity sugeneruojamas VP, lastelées membrana turi
depoliarizuotis iki tam tikro slenkstinio lygio. Elektrinio stimuliavimo metu VP

suzadinimo slenkstis pasiekiamas tiek didinant stimulo intensyvuma, tiek
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ilginant stimuliavimo trukmg. Pasiekus suzadinimo slenksti, stimulo parametry
stiprinimas neturi jokios itakos nei veikimo potencialo amplitudei, nei trukmei,
nei formai. Procesas pakliista “viskas arba nieko désniui”. Jeigu ikislenkstiniai
stimulai seka vienas paskui kita nedideliais laiko intervalais, vyksta
sumavimosi procesas ir taip pat sukeliamas veikimo potencialas (Shepherd et
al., 2008).

VP priezastimi gali biti jvairios prigimties stimulai - staigus
temperatiiros ar slégio pokytis, mechaninis stimuliavimas, cheminiy medziagy
depoliarizuojantis poveikis, elektros srove. ElektriS8kai sukeldami VP, galime
nustatyti tam tikrus fizikinius parametrus, btdingus vienai ar kitai augaly
ruSiai. Pavyzdziui, lenky mokslininkai (Zawadzki et al, 1991), tirdami
saulégrazu VP, surado minimalius elektrinio stimuliavimo parametrus -
reobazés dydis — 2 V, minimalus stimuliavimo laikas -1,8 s, chronaksija -2,3 s.
VP metu depoliarizacijos procesas vyksta Zymiai grei¢iau nei repoliarizacija.
Augaliniy lasteliy veikimo potencialai pasiZymi gana ilga trukme 0,5-10 s bei
refrakteriniu periodu.. Kuo ilgesné¢ veikimo potencialo trukmé, tuo ilgiau
trunka ir refrakterinis periodas - 0,5-100 s (Beilby, 2007).

[SSauktas VP sklinda membrana beveik pastoviu grei€iu nemaZzéjant
amplitudei. Plazminé membrana leidzia lasteléms, audiniams ir organams

perduoti elektrinius signalus tiek trumpu, tiek ir ilgu atstumu. Daugumos tirty

augaly VP sklidimo greitis yra 0,01-0,2 ”_ . Menturdumbliuose VP sklidimo

S
greitis labai priklauso nuo lastelés iSorinés terpés. Pavyzdziui, Chara brauni
VP sklidimo greitis drégname ore buvo 0,21 cms” ir 1,5cms'1 APW tirpale,
kuris ties bambliu dar padid¢jo iki 5,7 cms” (Tabata & Sibaoka, 1987). VP
sklinda abejomis kryptimis nuo suZadinimo vietos. Pastaruoju metu atrasti taip
vadinamieji greitieji augaly VP, kuriy sklidimo greitis, pavyzdziui, soju
augaluose, yra 30 ms™ (Volkov et al., 2000).
Yra pastebéta, kad panasiis augalai tuo paciu laiku, arba tas pats augalas
skirtingomis dienomis pasiZzymi skirtingu jaudrumu. Be to, augaly VP

budingas tam tikras periodiSkumas (Shabala et al., 2006).
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Veikimo potencialas, sugeneruotas stimuliuojant bet kuria simplasto
vieta, floemos lastelémis gali greitai nusklisti 1 kitas lasteles ir audinius, tuo
paciu perduodamas reikSming informacija funkciSkai svarbiems organams.
Svarbu pazyméti, kad veikimo potencialy pagalba informacija perduodama ne
tik labai greitai, bet ir visoms lasteléms, per kurias veikimo potencialai sklinda.

Lastelés plazmodezmomis ir floemos rétiniais indais jungiasi viena su
kita ir sudaro nenutriikstama membraninj tinkla, kuriuo veikimo potencialas
gali sklisti (1 Sonus plazmodezmomis ir iSilgai rétiniais indais) visu augalu

(Fromm & Lautner, 2007).
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2.2. Pav. Veikimo potencialy sklidimas augaluose. Veikimo potencialas (AP,
desinéje) gali sklisti trumpu atstumu per plazmodezmas. Pasiekgs rétiniy induy
lydimasias lasteles (SE/CC) pastovios amplitudés AP gali sklisti rétiniy indy
plazmine membrana ilgus atstumus abiem kryptimis. Variabilus potancialas VP, kuri
sukele hidraulinis pazeidimas, generuojamas parenchimos lasteliy (PA) esanciy Salia
ksilemos (VE) plazminés membranos. VP taip pat gali sklisti plazmodezmomis ir
pasiekti floema, tafiau skirtingai nei AP, ju amplitudé mazéja, tolstant nuo
generavimo vietos.

2.4.3. Veikimo potencialy signaliné funkcija augaluose
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Augalai greitai reaguoja 1 Sviesos intensyvumo, osmotinio slégio,
drégmés ir temperatiiros pokycius, mechaninius pazeidimus. Viena i8 reakcijy 1
pasikeitusias aplinkos salygas iSraiSky yra membraninio potencialo
moduliacija, kuri kartais igauna veikimo potencialo forma. Veikimo
potencialai gali buti apibréziami kaip daugiafunkciniai augaly signalai, kuriy
pagalba augalai perduoda informacija apie ivairias pazaidas - mechaninius
pazeidimus, patogeny ar vabzdZiy atakas, Saldyma ar deginima, taip pat Sviesos
ir gravitacijos pokycius (Sanders et al., 1999; Zimmermann et al., 1999; Knight
& Knight, 2001; Davies, 2004 ). Svarbu pazyméti, kad veikimo potencialy
pagalba informacija perduodama ne tik labai greitai, bet ir visoms lasteléms,
per kurias veikimo potencialai sklinda. Kai tuo tarpu gyviinu nervingje
sistemoje informacija siun¢iama | tam tikra tikslinj taska (Davies, 2004).

Aiskiausiai VP signaliné funkcija yra iSreikSta augaluose, kurie
pasiZymi taip vadinamomis greitomis lokomotorinémis reakcijomis -
vabzdZzia¢dziuose augaluose, mimozose. Tafiau ir iprastuose augaluose
atrandama vis daugiau procesuy, kuriuos gali kontroliuoti VP. Evoliuciniu
pozitriu pirmoji VP fiziologiné signalin¢ funkcija yra osmotinio slégio
reguliavimas ir reakcija 1 mechaninj poveiki (Fromm & Lautner, 2005). Taip
pat buvo parodyta, kad VP generacijos ir sklidimo metu sustabdomas stiebo
ilgéjimas visose dalyse, kuriomis sklinda VP. Sis procesas vyksta todél, kad
VP generacijos metu sumaze¢ja lasteliy turgoras, o tuo paciu stabdomas
floemos transportas (Shiina & Tazawa, 1986). Nustatyta, kad {vairts augalai
veikimo potencialo pagalba kontroliuoja tokius gyvybiskai svarbius
fiziologinius procesus kaip kvépavimas (Dziubinska et al., 1989) ir fotosinteze
( Koziolek et al, 2004; Grams, et al., 2009). Tiriant kar§¢io poveikyje sukeltus
tuopy VP, buvo stebimas CO, sugérimo mazéjimas greta pazeidimo esanc¢iuose
lapuose. Taciau idomu pazyméti, kad SalCiu paveiktame augale fotosintezés
redukcija nebuvo stebéta (Lautner et al. 2005).

Jei augalas yra veikiamas vabzdziy ar patogeny, veikimo potencialus
galime uZzregistruoti ne tik paZeistame, bet ir visuose lapuose. Veikimo

potencialai aktyvina fermentines sistemas, prasideda biocheminés reakcijos,
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pradedamas gaminti etilenas (Dziubinska et al., 2003). Etilenas ir jazminy
rugstis skatina gynybiniy medziagy sintezg augalinése lastelése. Nustatyta, kad
VP gali aktyvinti fermenty veikla ar inicijuoti tam tikry geny raiSka (Wildon et
al, 1992). Buvo parodyta, kad veikimo potencialai, kaip atsakas i karscio
poveiki, gali inicijuoti jazminy rigsties biosinteze ir PIN2 (proteazés
inhibitoriaus) geny raiska (Fisahn et al., 2004). Rysys tarp VP ir padidéjusios
proteinazés inhibitoriaus koncentracijos buvo nustatytas pomidoruose
(Stankovic & Davies, 1997). Prie§ eksperimenta paveikus bulves rutenio
raudonuoju, kuris blokuoja Ca®" patekima | citoplazma, tuo paciu ir VP
generacija, jazminy rugsties biosinteze ir PIN2 (proteazés inhibitoriaus) geny
raiSka nebuvo stebima (Fisahn et al., 2004).

Staigus temperatiiry pokytis sukelia veikimo potenciala, kuris savo
ruoztu inicijuoja eile adaptaciniy reakcijy (Pyatygin et al, 1999). Yra manoma,
kad VP 12 - 60 min. laikotarpiui i$Saukia tam tikras visy sklidimo metu
veikiamy audiniy nespecifines adaptyvias reakcijas arba salygoja taip
vadinamaja preadaptacija. Jei streso (pavyzdZziui, Sal¢io) poveikis tgsiasi, per ta
laika isijungia adaptyvis gynybiniai mechanizmai ir augalas gali iSgyventi
nepalankias salygas ( Pyatygin et al., 2008).

Augaliniy Iasteliy VP neperduoda informacijos apie poveikio kokybe ir
stimulo modaluma, ta¢iau signalizuoja apie pavoju ir kintancias aplinkos
salygas. Tai leido augalams geriau prisitaikyti ir iSlikti. VP padeda pereiti
lasteléms 1 fiziologiskai aktyvia biisena ir jei poveikis pasikartos - pasiruosti
reikalingiems struktiiriniams pokyCiams. Veikimo potencialy pagalba
uztikrinama komunikacija tarp visy augalo daliy, koordinuojami fiziologiniai
procesai vykstantys Saknyse ir lapuose (Fromm & Fei, 1998).

Menturdumbliuose veikimo potencialo funkciné prasmé aiSkinama
citoplazmos jud¢jimo sustabdymu. VP metu padidéja vidulastelinio kalcio
koncentracija, ko iSdavoje yra aktyvinama proteinkinazeé, kuri fosforilina
miozina. Fosforilintas miozinas negali jungtis su aktinu, ir tokiu bidu

citoplazmos judé¢jimas sustoja iki tol, kol baigiasi veikimo potencialas.
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(Wayne, 1994). Per ta laika lasteléje ivyke tam tikri biocheminiai pokyciai

uZkerta kelig galimam medziagy iStekéjimui 18 lastelés.

2.5. Cholinerginé sistema augaluose

Gyvuny cholinerginéje sistemoje galime iSskirti keturias pagrindines
sudedamasias dalis: acetilcholinas ir acetilcholino receptoriai, bei acetilcholino
kieki reguliuojantys elementai: sintezés fermentas acetilcholintransferaze
(ATCh, EC 2.3.1.6) ir skaidantysis fermentas- acetilcholinesteraz¢. (AChE, EC
3.1.1.7).

Visi §ie cholinerginés sistemos elementai egzistuoja ir augaluose, nors 1
klausima ar augaluose yra acetilcholino receptoriai néra vienareikSmio
atsakymo (Yamamoto & Momonoki, 2008). Kol kas augaluose néra isskirta
baltymo, kuriam biity galima priskirti ACh receptoriaus savybes. DaZniausiai
augalinése lastelese yra apraSomos taip vadinamos acetilcholing
prisijungiancios sritys (angl. ACh binding sites). Tokios sritys buvo aptiktos
spindulinés pupuolés Phaseolus aureus (Fluck & Jaffe, 1974b) ir paprastosios
pupelés P. vulgaris (Hartmann et al., 1981; Hartmann & Gupta, 1989)
daiguose. Nors kai kuriy autoriy sitilymu acetilcholino receptoriai egzistuoja ir
atlieka tam tikra vaidmeni vandens homeostazés palaikyme bei fotosintezéje
(Wessler et al., 2001), ACh daZzniausiai apibiidinamas kaip signalin¢ molekulé,

atliekanti tam tikras funkcijas augaluose.

2.5.1. ACh receptoriy klasifikacija

Istoriskai susiklosté, kad acetilcholino receptoriai pagal ACh galincius
pakeisti nattiralius alkaloidus - muskaring ir nikoting - yra skirstomi {
muskarininius (mAChR) ir nikotininius (nAChR) receptorius. nAChR yra
stimuliuojami nikotino ir inhibuojami D-tubokurarino, o mAChR yra
stimuliuojami muskarino ir inhibuojami atropino (Hille, 2001). Molekuliné

analizé parodé, kad Sie receptoriai priklauso skirtingy baltymu superSeimoms
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(Itier & Bertrand, van Koppen CJ.; Kaiser B 2001; van Koppen & Kaiser,
2003).

nAChr yra joniniai kanalai, ir kaip kiti ligandy aktyvuojami kanalai, yra
sudaryti i§ 5 baltymy subvienety, kuriy struktira skirtinguose audiniuose gali
bati skirtinga. Sis receptorius — tai alosterinis baltymas, kurio masé¢ yra apie
290 kD ir kuris sudarytas i§ penkiy subvienety: 20, 1, 1y, ir 18 arba 1n. Sie
penki subvienetai iSsidést¢ tarpusavyje taip, kad sudaro piltuvélio forma,
kurios platesné dalis atsiveria { sinapsini plySi, o siauresné iSsidésCiusi
plazmin¢je membranoje. Kiekvienas 1§ penkiy subvienety turi keturis
membrang perveriancius spiralinius domenus M1- M4. Kiekvienas subvienetas
turi keturis transmembraninius segmentus. Pentameriné struktiira ir galima
didel¢ molekuliné jvairové salygoja dideli galimu nAChR subtipy kiekj.
Kiekvieno subvieneto M2 segmento a spiralés suformuoja pora ir reguliuoja
vartini mechanizma. Si molekulé turi du acetilcholing prijungianéius centrus,
kurie i8sidéste tarp a ir f subvienety heteromeriniuose receptoriuose ir tarp o
subvienety homomeriniuose receptoriuose. Dvi ACh molekulés, prisijungusios
prie o subvienety N galo, salygoja visu M2 segmento o spiraliy pasisukima
15°.Valino (Val 255) ir leucino (Leu 251) liekanos sudaro hidrofobing srit,
leidzian¢ia dehidratuotiems jonams (dazniausiai katijonams) prateketi
(Miyazawa et al., 2003). Atviroje biisenoje acetilcholino receptorius gali buti
tik kelias milisekundes. Jei acetilcholino koncentracija islieka didel¢ ilgesni
laika, receptorius pereina i nejautros biisena (receptorius vis dar prisijunggs
acetilcholing, taciau jony kanalas uZdarytas). Atskylant acetilcholinui,
receptorius kei€ia savo forma ir pereina | ramybés buiseng (Maathuis, 2004).

mAChR néra joniniai kanalai, o priklauso su G-baltymu susijusiy
receptoriy  Seimai. Su G baltymu sujungti receptoriai dar vadinami
metabotropiniais receptoriais arba septynis kartus membrang perverianciais
(heptaspiraliniais) receptoriais. mAChR skirstomi i 5 subtipus (M1, M2, M3,
M4 ir M5). Sie receptoriai, inicijuodami antriniy tarpininky kaskadas, salygoja
joniniy sroviy atsiradima. G-baltymas jungiasi prie receptoriaus 1S

citoplazminés pusés. Nelyginiais numeriais Zymimi receptoriai (M1, M3, M5)
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veikia per inozitolfosfata, o lyginiais numeriais Zymimi receptoriai inhibuoja
adenilatciklaze ir taip sumazina lasteléje esanc¢io cAMP kieki (Conn et al.,
2009). M1, M2, M3 receptoriai randami specifinése CNS srityse. M 4 ir M5
receptoriai yra glaudziai susij¢ su CNS, bet ju funkcija kol kas dar neisaiskinta.
Siy receptoriy farmakologine klasifikacija apsunkina ribotas antagonisty ir
agonisty selektyvumas (vanKoppen & Kaiser 2003).

Paprastai nAChR reaguoja 1 ACh per kelias ms ir yra randami raumeny
audiniuose ir smegenyse, 0 mAChR dé¢l ACh aktyvuojasi 1é¢iau ir paprastai
randami parasimpatin¢je autonominés nervy sistemos dalyje. nAChR yra
katijonams selektyviis kanalai ir lemia Zadinancia neurotransmisija. Taciau,
elektrofiziologiniai duomenys apie jonotropinius, ACh-valdomus chloro
kanalus moliuskuose ir nematoduose parodé ir slopinancios cholinerginés

neurotransmisijos egzistavimo galimybg (Putrenko et al., 2005).

2.5.2.1. Acetilcholino paplitimas augaliniame pasaulyje

ACh yra aptinkamas daugelyje tirty augaly rasiy, kurios priklauso
evoliuciskai skirtingiems sistematiniams vienetams (2.2 lentelé). ACh randama
tiek dumbliuose, tiek samanose, sporiniuose induociuose, plikasékliuose ir
gaubtas¢kliuose augaluose (Tretyn, 1991). ACh molekulés yra iSskirtos i$
daugiau negu 50 jvairiy Seimy augaly riusiy (Amaranthaceae, Aquifoliaceae,
Betulaceae, Compositae, Cucurbitaceae, Graminae, Leguminosae, Pinaceae,
Plantaginaceae, Rosaceae, Solanaceae, Umbeliferae, Urticaceae Seimy). ACh
koncentracija gali svyruoti nuo nanogramy iki mikrogramy vienam gramui
augalo masés (Miura & Shih, 1984). Didelis ACh kiekis 0,5 umol/g sausos
masés buvo rastas dilgelése, ypatingai dilginanciose lastelese (Wessler et al.,
2001), daugumoje vaistiniy augaly - amaluose (Viscum album,) paprastoje
(Digitalis purpurea) ir gauruotoje (Digitalis lanata) rusmenése. Egiptiniame
kmyne (Carum copticum) ir kituose (Tretyn & Kendrick, 1991). Taciau
daugiausiai ACh rasta bambuky daigy vir$inése (2,9 pumol/g). Sis kiekis 80
karty didesnis uz Ziurkés smegenyse nustatyta kieki (Kawashima et al., 2007).
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2.2 lentelé. Nustatytas ACh kiekis jvairiose augaly riiSyse (pmol/g). Pagal (Horiuchi
et al. 2003).

Nr. [Augaly riisis ACh kiekis
(pmol/g)
1  [Arabidopsis thaliana 23,7
2 |Solanum melongena 416 930,0
X Phyllostachys virsutiné dalis 2 940 780,0
bambusoides apatiné dalis 2 543 460,0
virSutiné dalis 1 744 800,0

4 |Phyllostachys pubescens —
apatin¢ dalis 666 500,0
5 |Cryptomeria japonica (Giglis) 182,6
6  |Hinoki Chamaecyparis obtuse (rieSutai) 3432
7  |Pine Pinus thmbergii (Tiglis) 2759
8  |Podocarpus macrophyllus (rieSutai) 126,2
9  |Fern Pteridium 74,4
10 |[Gleichenia glauca 1671,2
11 |Equisetum arvense 38,7
12 |Conocephalum conicum 33,2
13  [Polytrichum 195,7

ACh kiekis priklauso nuo augalo vystymosi stadijos bei aplinkos salygu.
Didesné acetilcholino koncentracija dazniausiai stebima jaunose, greitai
auganciose augalo dalyse. Pavyzdziui, didZiausias ACh kiekis (381 mmol/g
sausos masés) buvo rastas pomidory s¢klaskiltése ir maziausias kiekis (162
nmol/g sausos masés ) sé¢jinuky Saknyse (WiSniewska & Tretyn, 1999).
Daugiausiai (142 pg/g sausos masés) ACh buvo rasta spindulinés pupuolés
(Phaseolus aureus ) daigy pumpuruose ir Soninése Saknyse (Jaffe, 1970). ACh
buvo rasta visuose §io augalo audiniuose, nepriklausomai ar daigai buvo
auginami §viesoje, ar tamsoje, nors lapuose jo koncentracija buvo Zzymiai
mazesné. Taciau zaliadumblio M. denticulata lastelése, kurios augo Sviesoje,

ACh kiekis buvo zymiai didesnis, nei tose lastelése, kurios augo tamsoje
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(Schiechl et al., 2008). PanaSus Sviesos poveikis ACh kiekiui buvo stebétas
pupose (Miura & Shih, 1984), avizose (Tretyn & Tretyn, 1990), Zirniuose ir
samany kaliuje (Hartmann & Kilbinger, 1974a,b).

Skirtingas ACh kiekis gali biiti randamas ne tik atskirose riiSyse, bet ir
tose paciose ruSyse, auganciose skirtingose gamtinése salygose. Buvo
nustatyta, kad tose paciose agurky veislése, bet Malaizijoje auganciy atspariy
vytimui kultivaruose ir Japonijos kultivaruose, kur vytimas labiau stebimas,
ACh koncentracija skyrési net iki 10 karty (Momonoki & Momonoki, 1991 )..
Be to, paveikus kar$¢io stresu atsparius vytimui augalus, ACh koncentracija
apie 2 kartus padidéjo pirminiame ju lapsostyje, bet sumaZzéjo kitose lapo
dalyse. Augalui atstacius vandens balansa, ACh pasiskirste vél taip pat, kaip iki
poveikio (Momonoki & Momonoki, 1991 ).

Acetilcholinas randamas daugumoje augaliniy lasteliu organeliy - lastelés
sieneléje, plazmin€je membranoje, citoplazmoje, chloroplasty membranoje ir
tilakoiduose, branduolyje, mitochondrijose. ACh sintezés procesas buvo

nustatytas endoplazminiame tinkle (Jaffe 1976).

2.5.2.2. Fiziologinis ACh vaidmuo augaluose

Yra nustatyta, kad ACh ne tik placiai paplitgs augaliniame pasaulyje,
bet ir atlicka tam tikra funkcini vaidmenij, veikdamas gyvybiskai svarbius
augaly fiziologinius procesus (Hartmann & Gupta, 1989; Tretyn & Kendrick,
1991; Wessler et al.,, 1999). Buvo parodyta, kad ACh reguliuoja Zioteliy
varstymasi (Madhavan et al., 1995) D¢l iSorinio ACh poveikio padidéjo
citoplazminio Ca>" koncentracija Vicia faba Zioteliy varstomosiose lastelése
(Meng, 2004). Nustatyta, kad osmotinis stresas salygoja ACh kiekio
sumazéjima Saknyse, bei medziagy transporto ir transpiracijos greicio
sulétéjima bei Zioteliy uzsidaryma Vicia faba augaluose (Wang et al, 2003).
Autoriy siiilymu ACh gali atlikti signalinés molekulés vaidmeni poZeminiy ir
antZeminiy augalo daliy komunikacijoje, reguliuoti Zioteliy varstymasi ir tokiu

biidu padéti augalui prisitaikyti prie kintanciy aplinkos salygu. Yra manoma,
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kad ACh gali dalyvauti fotosintezés reguliavime (Roshchina, 2001; Wessler et
al.,2001). Taip pat nustatyta, kad ACh dalyvauja gravitropinése reakcijose
(Momonoki, 1997). ACh dalyvauja vandens homeostazés palaikyme (Wessler
et al.,2001). Kai kuriuos augalus iSoriSkai paveikus ACh, buvo stebimi
poky¢iai dygimo ir pirmos augimo fazés metu (Tretyn, 1990). Yra manoma,
kad ACh svarbus apvaisinimo ir ziedadulkiy atpazinimo procese (Roshchina,
2001). Yra nuomone¢, kad ACh poveikis Zyd¢jimui yra salygotas ACh poveikio
plazminés membranos joniniam laidumui (Greppin & Horowitz, 1975). Be to
ACh stimuliuoja augaliniy lasteliy augima (Tretyn & Kendrick, 1991).

Yra nemazai duomeny, rodanc¢iy, kad ACh dalyvauja fitochrominés
sistemos reguliuojamuosiuose procesuose (Hartmann & Gupta, 1989;
Jaffe,1970; Tretyn & Kendrick, 1991). Pavyzdziui, acetilcholinas gali imituoti
raudonos Sviesos poveiki fotomorfogenezei augaluose (Tretyn & Kendrick,
1991). Raudona Sviesa zymiai padidina ACh koncentracija lastelése. Negana
to, raudonaja Sviesa pakeitus tolimgja raudona Sviesa, ACh koncentracija grizta
1 pradini lygi (Hartmann & Gupta, 1989). Yra manoma, kad ACh kaip antrinis
tarpininkas gali dalyvauti fitochromo veikloje ir dalyvauti Sviesos signaly
transdukcijoje (Jaffe, 1970). ACh poveikis labai panaSus | raudonosios Sviesos
-. 4 min. veikiant tiek raudona Sviesa, tieck 0,ImM ACh, daugiau nei 50%
inhibuojamas Phaseolus aureus antriniy Sakny formavimasis. Be to, apSvietus
Phaseolus aureus, buvo uzfiksuotas acetilcholino koncentracijos padidéjimas
lapuose ir sumazéjimas stiebe, palyginus su kontrole, laikyta tamsoje (Miura
A., Shin T. — M., 1984). Parodyta, kad fitochrominés sistemos veikla ir Ca*'
jonai salygoja protoplasty brinkima (Blakeley, 1983). ACh taip pat gali
inicijuoti $1 procesa, pakeisdamas raudonos Sviesos poveiki, ir salygoti

etioliuoty kvieciy protoplasty brinkima (Tretyn et al., 1990).

2.5.2.3. ACh poveikis augaliniy membrany jony pernasos sistemoms

40



Vienas 1§ galimy ACh poveikio taikiniy augaluose yra Iasteliy
membrany sistema. Literatiros duomenimis ACh reguliuoja membranos
pralaiduma H', K, Na" ir Ca®" jonams. Buvo parodyta, kad ACh salygoja
membraninio potencialo pokycius Spinaty lapuose (Greppin & Horowitz,
1975). Acetilcholino koncentracijos padid¢jimas inhibuoja meélynos Sviesos
salygota membranos potencialo hiperpoliarizacija ir K’ pritekéjima pupy
daiguose (Hartmann, 1977). Kita vertus buvo parodyta, kad ACh kaip tik
skatina H' itekéjima (Jafe 1970) ir aktyvuoja protoninius siurblius (Balushka
F., et al., 2004). Yra duomeny, kad Zirniy lapy chloroplastuose ACh
stimuliuoja Na" ir K istekéjima (Roshchina, 1987). ACh salygoja Ca*" jony
koncentracijos padidéjima avizy koleoptilése (Tretyn, 1987) ir citoplazminio
Ca”" koncentracijos padidéjima Vicia faba Zioteliy varstomosiose lastelése
(Meng et al., 2004). Be to $ie autoriai parodé, kad Ca®" koncentracija padidéjo
1§ vidulasteliniu saugykly. Taipogi acetilcholinas aktyvuoja CI° kanalus,
esancius Chara corallina tonoplaste (Gong & Bisson, 2002). Siy autoriy darbe
buvo parodyta, kad ACh salygota chloriniy kanaly aktyvacija atspindima

veikimo potencialo formos poky¢iuose.
2.5.3. Acetilcholinesterazé augaluose

Acetilcholinesterazé (AChE) — fermentas, kuris hidrolizuodamas
acetilcholino molekulés esterines jungtis, katalizuoja acetilcholino skaidyma ir
tokiu biidu reguliuoja Sio neurotransmiterio koncentracija. Gyvinyu AChE
hidrolizuoja ACh 3*10° molekuliy per minute grei¢iu. Fermentas, skaidantis

ACh, buvo aptiktas ir augaluose (WiSniewska & Tretyn, 2003).

iiHa AChE H;
CH~¥-CH,-CH;,-0-C-CH; ——— (H~N-CH;,-CH;,-0H + (H;COOH
H, £ H,0 {n,

Acetilcholinas Cholinas Acto ragitis
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2.5.3.1. AChE nustatymo augaluose metodai

AChE buvimas augaluose gali biiti patvirtintas tiesiogiai molekulinés
biologijos metodais arba hidrolizés metu susidariusiy hidrolizés produkty
kiekio nustatymo metodais. ACh hidrolizé augaly audiniuose gali biiti
nustatoma naudojant radioaktyvy Zymétaji [1-'*CJACh ir matuojant
susidarancio radioaktyvaus acetato kiek; (Momonoki, 1992). Pavyzdziui,
derinant radiometrinj ir geny inZinerijos metodus buvo nustatytas AChE kiekis
laukinio tipo pomidory Lycopersicon esculentum Mill. ir pomidory, turinéiy
modifikuota fitochroming sistema, daiguose (WiSniewska & Tretyn, 2003).
Pagal taip  vadinamgja  Elmano  reakcija = (Momonoki,  1997)
spektrofotometriSkai randamas acetiltiocholino hidrolizés metu susidariusios
tiolinés grupés kiekis ir tokiu biidu nustatomas hidrolizinis AChE aktyvumas.
AChE gali biiti randama -elektrochemiskai — titravimo biidu (vertinant
hidrolizés metu susidariusios acto riigsties kieki (Momonoki, 1997; Momonoki
et al., 1998).

Ivairtis hidrolizinio aktyvumo nustatymo metodai patvirtino AChE
egzistavima ne tik daugelyje augaly riSiy, bet kartu padéjo nustatyti jos
lokalizacija lastelése. Citocheminiy metoduy pagalba Fluck and Jatfe (1974a),
tirdami 12 dieny raudonosios plunksnapupés (Phaseolus aureus) Saknis
nustaté, kad AChE lokalizuota lasteliy sienel¢je ir tarpe tarp sienelés ir
plazmalemos. Lastelés sieneléje nustatytas ir kukurtizy Sakny (Fluck & Jaffe,
1974b), bei etioliuoty avizy koleoptiliy (Tretyn & Tretyn, 1990) hidrolizinis
aktyvumas.

Skanuojancio elektroninio mikroskopo pagalba kvieCiy aleuroninése lastelése
hidrolizinio aktyvumo produktai buvo rasti tik vidin¢je plazminés membranos
pus¢je (Tretyn et al., 1986).

Galiausiai buvo iSskirtas kukurtizy ir raudonosios plunksnapupés
cholinesterazés baltymas. Geny klonavimo ir sekvenavimo metodais buvo
surasta AChE pirminé seka ir nustatytos iSgrynintosios AChE fermentinés

savybés. Genomy analizé¢ parode, kad rastieji kukuriizy AChE koduojantys
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genai budingi skirtingoms augaly rii§ims, bet jokie panasiis genai nebuvo rasti
ne tik gyviny, bet ir gryby ar bakterijy duomeny bazése (Yamamoto &
Momonoki, 2008).

Nors augaly ir gyvinu AChE pirminé struktiira skyrési, katalitinio
centro triada yra ta pati tiek augalams, tiek gyviinams. Buvo palygintos atskiry
augaly klasiy baltymy struktiiros. Nelabai skyrési ne tik vienaskilCiy ir
dviskil¢iy, bet ir atskiry rasiy pirminé AChE struktira. Nustatyta, kad
kukurtizy AChE pirminés baltymo struktiiros panaSumas lyginant su ryZziy
AChE yra 77%. Taciau ivairiy augaly AChE pasizymi skirtinga ketvirtine
strukttira. PavyzdZziui kukurtizy AChE yra dimeras , o pupiniy Seimos augalams
budinga trimeriné AChE forma. Taciau ivairiy augaly acetilcholinesterazes
pasiZymi panaSiomis fermentinémis savybémis (Sagane et al., 2005;
Yamamoto, 2008).

Nustatyta, kad augaly cholinesterazé pasizymi dideliu giminingumu
ACh. Molekulings ir biocheminés savybés, lokalizacija membranoje rodo, kad
Sis fermentas yra biitent acetilcholinesterazeé, o ne kity choliny esteraze.
Fermentinés Ach hidrolizés mechanizmas panasus tiek augaluose, tiek
gyvinuose. Aktyviame fermento centre yra dvi sritys - anijonin¢ substrato
jungimo sritis, kuri pritraukia teigiama ACh azoto atoma ir kataliziné esteriné
sritis, kurioje ACh hidrolizuojamas (Yamamoto et al., 2008; Tretyn &
Kendriek, 1991).

2.5.3.2. AChE paplitimas augaliniame pasaulyje

Pirma karta augaluose AChE hidrolizinis aktyvumas buvo aptiktas kaip
tik menturdumblio Nitella sp. lastelése (Dettbarn, 1962). Nustatyta, kad
menturdumbliuose ACh hidrolizé¢ vyksta 6,5 pmol/g/h, o gigantinio kalmaro
aksonuose 40-60 pmoles/g/h. grei¢iu. Hidrolizinis AChE aktyvumas nustatytas
ankstiniy, kryzmaziedziy ir bulviniy Seimy augaluose (Fluck & Jaffe, 1974b).
Miura su kolegomis, iStyrgs 70 augaly rasiy, priklausanéiy 50 aukStesniyjy

augaly Seimy ir 3 paparciy Seimas, neaptiko cholinesterazes aktyvumo tik 6
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risyse (Miura et al., 1982). Smulkiaziedéje dumplingje (Physalis minima L.)
nustatytas didZiausias esterazinis aktyvumas, kuris prilygo penktadaliui
aktyvumo, budingo gigantinio kalmaro aksonams (Gupta & Gupta,1997).
Tiriant vienaskil¢ius augalus, hidrolizinis aktyvumas rastas kukurtizy ir avizy
daiguose (Fluck& Jaffe, 1974a; Tretyn & Tretyn, 1990), 22 Cesnakiniy Seimos
rusiy seéklose (Hadacova et al., 1983) ir kvie¢iy griiduose (Tretyn et al., 1986).
Hidrolizinis aktyvumas buvo stebétas ir trisdeSimtyje samany risiuy (Gupta et
al., 2001), visose tirtose 10 dumbliy rasiy (Gupta, et al, 1998).

Visuose tirtuose karpazoliniy (Euphorbiaceae), bulviniu (Solanaceae) ir
ankstiniy (Leguminosae) Seimy augaluose AChE aktyvumas nustatytas, o
daugumoje astriniy (Asteraceae) Seimos augaly - nenustatytas (Gupta &
Gupta,1997). Ir nors hidrolizinis AChE aktyvumas rastas daugiau nei 100
augaly audiniuose, 65 augaly riiSyse cholinesterazés aktyvumas neaptiktas
(Hartmann & Gupta, 1989). AChE aktyvumas uzregistruotas visuose tiek
etioliuoty, tiek Sviesoje auginty pomidory daigy organuose. Didziausias
fermento kiekis buvo rastas s¢klaskiltése, maZiausias Saknyse (WiSniewska &
Tretyn, 2003). Fermentas yra aptinkamas tiek lastelés sieneléje, tiek plazmingéje
membranoje, tiek tirpioje frakcijoje. Taciau pasiskirstymas frakcijose labai
priklauso nuo daigy amziaus. Dvieju dieny pupeliy daiguose daugiau kaip 70%
fermento nustatyta tirpioje frakcijoje, o keturiy dieny daiguose Sis kiekis
sumazeja iki 30%. Atitinkamai padidéja aktyvumas Iasteliy membranoje ir
sienel¢je (Lees & Thompson, 1975). Santykis tarp laisvos ir prisijungusios prie
membranos AChE Zirniy daiguose svyruoja tarp 1:1 and 1:2,5 (Vackova,
1984). Didzioji dalis nustatyto AChE aktyvumo kukuriizy Saknyse yra
priskiriama lasteliy sieneléje esanciai AChE (Fluck & Jafe, 1974b). AChE
buvo rasta zirniy chloroplastuose (Roshchina, 1988). Be to Sviesoje auginty
pomidory daigu AChE aktyvumas buvo apie 70% didesnis nei to paties
amziaus etioliuoty pomidory daigy aktyvumas. Yra manoma, kad AChE
veikimas gali buti siejamas su fitochrominés sistemos veikla (Tretyn
&Kendrick, 1991). Naudojant geny inZinerijos metodus buvo parodyta, kad

pirmojo tipo fitochromai kontroliuoja AChE aktyvuma, o antrojo tipo —
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reguliuoja papildomos AChE sinteze (WiSniewska &Tretyn, 2003). Laukinio
tipo etioliuotuose pomidory daiguose raudonoji Sviesa (R) mazino AChE
aktyvuma, o tolimoji raudonoji Sviesa (FR) panaikino $§i inhibuojanti
raudonosios Sviesos efekta (Wisniewska &Tretyn, 1999).

Ryskus AChE aktyvumo padidéjimas stebimas gravitacinio
stimuliavimo poveikyje (Momonoki, 1997). Siluminio streso poveikyje AChE
hidrolizinis aktyvumas padidéjo daugiau nei 4 kartus (Momonoki &

Momonoki, 1992).

2.5.3.3. AChE inhibavimas

Alkaloidas neostigmino bromidas yra Zinomas specifinis gyviiny AChE

inhibitorius, kuris jungiasi prie fermento katalitinio centro per kovalentines
karbonilines jungtis, tokiu biidu blokuodamas hidrolizini AChE aktyvuma.
(Standaert, 1990). IS pradziy fermentas ir inhibitorius sudaro nestabily
kompleksa, kuris pamaZzu tampa kovalentine jungtimi (Kishibayashi et al.,
1994). Buvo parodyta, kad neostigmino bromidas inhibuoja ir kai kuriy augaly
AChE (Momonoki 1992; Ballal et al. 1993).
AChE gali egzistuoti tiek susijungusi su membrana, tiek laisvai citoplazmoje.
Buvo parodyta, kad 0,1 mM neostigmino bromido blokuoja 50% laisvosios
AChE ir 90% membraninés AChE Zirniy Sakny lastelése (Vackova et al.,
1984). Buvo nustatyta, kad tiek 0,01 mM, tiek 0,1 mM koncentracijos
neostigmino bromidas inhibavo (atitinkamai 90%ir 93%) AChE aktyvuma
pomidoruose (Wisniewska & Tretyn, 2003)

AChE reaguoja su fosforo organiniais junginiais 10 ' - 10 ® molek. per
min. grei¢iu, o fermento regeneracija vyksta labai létai. Inhibicijos procesas
yra salygojamas fosforo organiniy junginiy negriZtamu susijungimu su
fermento aktyviame centre esancio serino hidroksiline grupe. Insekticidai ir
pesticidai, kurie savo chemine prigimtimi yra fosforo organiniai junginiai, taip

pat inhibuoja augaling acetilcholinesterazg (Fletcher et al., 2004). Taip pat
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nustatyta, kad NaCl 0,05 M — 0,9 M koncentraciju ribose taip pat stabdo Sio
fermento veikla (Fluck R. A. & Jaffe M. J., 1974b).

Kai kuriy augaly AChE pasiZymi prisotinancigja substrato inhibicija
(Fluck &Jafte, 1975; Kasturi & Vasantharajan, 1976; Mansfield et al., 1978),
kai kuriuose ji yra nebtidinga (K. Yamamoto et al., 2008).

Ivairiy gyviny AChE yra naudojama kaip biomarkeris neurotoksiniy
terSaly poveikiui nustatyti. Nustatyta, kad kadmis yra vienas i§ labiausiai

AChE blokuojanc¢iy metaly (Gaitonde et al., 2006).
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3. DARBO METODIKA

3.1. Tyrimy objektai

Eksperimenty metu buvo naudojamos menturdumbliu Nitellopsis obtusa
(Desvaux)J. Groves - zvaigzdétasis mauraSakis ir Nitella flexilis (L.) C.
Agardh - lankstusis menturdumblis — lastelés (3.1 pav.). Menturdumbliai, dar
kitaip vadinami maurabragtinai (Charophyta), pagal sistemating padét]
priklauso Augaly (Plantae) karalystei, maurabragainiy (Charophyceae) klasei,

maurabragieciy (Charales) eilei, maurabraginiy (Characeae) Seimai.

3.1 pav. Eksperimenty metu naudotos menturdumbliy Nitella flexilis (L.) C.
Agardh ir Nitellopsis obtusa (Desvaux) J. Grove lastelés.

Menturdumbliai yra placiai naudojami elektrofiziologiniuose tyrimuose,
kadangi dideles lasteles nesunku paruosti eksperimentui ir sujungti su
stimuliavimo ir duomeny rinkimo sistema. Be to gana nesudétinga iSskirti ir
tirti atskiras jonu pernaSos sitemas (K', CI kanalus, H-ATPase) in vivo
(FOpun et al.,, 1991). Menturdumbliai yra lengvai suzadinami. Didelés
amplitudés VP, kurie trunka keleta sekundziy, yra lengviau uZregistruojami ir
analizuojami.

Menturdumblis Nitellopsis obtusa i laboratorija lapkri¢io ménesiais buvo
atvezamas 1§ Siesarties ezero (Moléty raj.) ir laikomas stikliniame akvariume

pripildytame kambario temperatiiros vandens nuo rudens iki vélyvo pavasario.
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Nitella flexilis lastelés buvo auginamos laboratorinémis salygomis 20+1°C
temperattros ir 0,1 mM KH,PO,, 0,4 mM CaCl,, 1 mM NaHCO;, 0,1 mM
Mg(NOs), sudéties terpéje, pH 7,2, uztikrinant pastovy apSvietimo ciklg -
12val. Sviesa/12val.

Pries eksperimenta buvo atkerpamos 2 arba 3 tarpubambliné lastele,
nuvalomos Sonings Sakelés ir lastelés talpinamos standartiniame APW tirpale
(0,1 mM KCI, 1 mM NacCl, 0,1 mM CaCl,, 5 mM Tris/Hepes/HCI, pH 7,2).
Buvo naudojamos atskiros 4-7 cm ilgio ir 0,2 - 0,4 mm. skersmens Nitella
flexilis 1astelés bei 10-15 cm. ilgio ir 0,6-0,8 mm. skersmens Nitellopsis obtusa

lastelés.

3.2. Elektrofiziologiniai matavimai.
Elektrofiziologiniy tyrimy metu buvo naudojama standartiné
mikroelektrodiné technika, standartinés biopotencialy matavimy procediiros ir

fiksuotos itampos metodas.

5

2
3

[

3.2 pav. Kompiuterizuota bioelektriniy signaly registravimo sistema. 1 — kamera,
kurioje patalpinama tiriamoji lastelé (a — lastelé, b — vazelino tilteliai), 2 —
matuojantysis mikroelektrodas, 3 — indiferentinis elektrodas, 4 — iSoriniai
stimuliuojantys elektrodai, 5 — daugiakanalis bioelektrinio signalo stiprintuvo blokas,
6 — universali ivedimo / i§vedimo ploksté, 7 — kompiuteris.

Buvo matuoti bendrieji elektrofiziologiniai lasteliy parametrai: ramybés
potencialas (RP), membraninis potencialas (MP), veikimo potencialai (VP),

membranos varza (R,,), didZiausia VP vert¢, VP amplitudé (skirtumas tarp MP

48



vertés prieS stimula ir maksimalios VP vertés), VP trukmé. Greitosios
repoliarizacijos jvertinimui buvo skaifiuojamas maksimalus repoliarizacijos
potencialo kitimo greitis dE/dt. Repoliarizacijos grei¢io priklausomybei nuo
potencialo nustatyti buvo sudaromi faziniai portretai.

Eksperimentuose naudotoje kompiuterizuotoje  bioelektriniy signaly
registravimo sistemoje (3.2 pav.) galime iSskirti keleta pagrindiniy daliy.
Tiriamosios lastelés buvo talpinamos specialioje triju daliy organinio stiklo
kameroje, uzpildytoje standartiniu APW tirpalu. Centriné kameros dalis, i kuria
buvo pilami tiriamieji tirpalai, buvo izoliuojama vazelino tilteliais. Tokiu biidu
buvo uZtikrinamas tolydus srovés pratekéjimas per membrang. Centrinés
kameros ilgis Nitella flexilis lasteliy tyrimuose buvo 5 mm., Nitellopsis obtusa
- 20mm. Lastelés gyvybingumo palaikymui buvo uztikrinamas pastovus (1
ml-min”" grei¢iu) tiriamy tirpaly pritekéjimas ir nutekéjimas.

Membraninio potencialo matavimui naudojamas stiklinis matuojamasis
mikroelektrodas, pagamintas naudojant stiklinius borosilikatinius kapiliarus
(Kwik-FilTM, World Precision Instruments Inc., USA). Mikroelektrodo
galiuko diametras 1 — 3 pm, varza 8 — 20 MQ, talpumas siekia 1 -2 pF,
elektrodo galiuko potencialas gali siekti iki 10 mV. Mikroelektrodas
uzpildomas 3 M KClI tirpalu ir prijungiamas prie registravimo sistemos per
platinos — kalomelio (Hg/HgCl) standartini pusiauelementa. Matuojantysis
elektrodas (2) mikromanipuliatoriaus pagalba jvedamas | tarpubamblio lastele.
Indiferentinis elektrodas (3), kurio galiuko diametras apie 100 um talpinamas
kameroje Salia lastelés. Elektrodas yra uzpildytas 2,5% agar agare iStirpintu 3
M KCl tirpalu.

Srové per centrinéje kameroje esancia lastelés membrana buvo leidZziama
iSoriniy chlorsidabriniy (Ag/AgCl,) elektrody pagalba (4). Elektriniai signalai
prie§ paduodant juos { universalia kompiutering signalo ivedimo/iSvedimo
plokste (6) iki reikiamo lygio buvo stiprinami instrumentiniy diferenciniy
stiprintuvy WPI DAMS0 (i1¢jimo varza - 10"Q, 1€jimo srovés nuotékis - S0pA,
stiprinimas —20x) (5) pagalba. Analoginiai signalai buvo keifiami |

skaitmening forma analoginiu/ skaitmeniniu keitikliu ADS7805P (Burr-Brown
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Corporation, 16 bity). Minimalus iSrinkimo laikas - 1 ps. Skaitmeniniai
duomenys kaupiami kompiuterio (7) atmintyje tolimesnei analizei.

VarZzos matavimui buvo registruojami elektriniy potencialy skirtumo
poky¢iai, lastelg paveikus ikislenkstiniais sta¢iakampiais 0,2 — 2 pA dydzio bei
1-2 s trukmés depoliarizuojancios ar hiperpoliarizuojancios sroves impulsais.
Gaunamas potencialy skirtumo pokytis ir naudojantis formule (1)

apskaiGiuojama specifiné membranos varza - R (kQ/cm?).

R=AT“’nd1 (1

1- 1astelés ilgis matavimo kameroje, cm; d- lastelés skersmuo, cm; Ay — membranos
potencialo pokytis, mV; I — srovés stiprumas, pA.

Veikimo potencialo sukélimui iSoriniy chlorsidabriniy (Ag/AgCl,)
elektrody pagalba i centrinéje kameroje esancia lastelés membrang buvo
paduodami vir$slenkstiniai (100 — 200 ms trukmés ir 15 pA/em’ srovés
stiprumo) sta¢iakampio formos impulsai.

Atskiry transportiniy sistemy joniniy sroviy tyrimams buvo naudojama
fiksuotos jtampos metodika. Kalio kanaly veiklos tyrimui buvo sudaromos
Nitella flexilis plazmalemos voltamperinés charakteristikos. Yra nustatyta, kad
kalio ieinancios (Kj,) ir iSeinancios sroves (K,,) kanalai atsidaro, esant
skirtingam membraniniam potencialui: K., - nuo -40 iki -20 mV, K;, — nuo -
150 1ki -180 mV (Sokolik & Yurin, 1986). Miisy eksperimentuose potencialas
buvo fiksuojamas atitinkamai ties -40 mV ir ties -160 mV. Nenorint sukelti
nuo potencialo priklausomy membranos laidumo pokyciy, kas 20mV buvo
paduodami trumpi 30 ms trukmés laiptiSkai did¢jantys hiperpoliarizuojancios
arba depoliarizuojancios srovés staCiakampiai impulsai. Atsakai buvo
registruojami jsimenanciojo oscilografo C8-17 ekrane. Oscilogramose
uzregistruoty joniniy sroviy dydziai ir atitinkamai paduotos itampos vertés
buvo naudojamos voltamperiniy charakteristiky sudarymui.

Nitella flexilis H'-ATPazés aktyvumo tyrimui potencialas buvo
fiksuojamas prie -160 mV tamsoje (kai protony siurblys inhibuotas) ir §viesoje

(Sviesai maksimaliai aktyvavus protony siurblj). Skirtumas tarp tamsoje ir
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Sviesoje uzregistruoty voltamperiniy charakteristiky ir buvo laikomas H'-
ATFazés voltamperine charakteristika.

Chloriniy kanaly sroviy suzadinimo metu tyrimuose buvo naudojamos
Nitellopsis obtusa lastelés. Potencialas buvo fiksuojamas ir laikomas
stacionarioje biisenoje prie -180 mV. Fiksacijos lygis buvo didinamas kas 20
mV (nuo -160 mV iki +60 mV) depoliarizuojancios srovés impulsais,
trunkanciais 25 sekundes. Sio laiko pakanka CI kanaly aktyvavimui ir
inaktyvacijai. Cl srovés matavimas atlikti buvo naudojama itampos fiksavimo
programiné¢ jranga Clampex 10.2, o gautu duomenuy pradinei analizei -
programing {ranga Clampfit 10.2.

Itampos reikSmé, prie kurios buvo uzregistruotas pirmasis lastelés atsakas,
buvo laikoma lastelés suzadinimo slenksc¢iu. UZregistravus chloring srove ties
slenkstine itampa, fiksacijos lygis kas 5 minutés buvo laiptiskai vis didinamas
dvideSimcia milivolty. Buvo vertinama CI1 srovés aktyvacijos latencija — laiko
tarpas nuo stimulo ijungimo iki atsako atsiradimo ir CI” srovés inaktyvacijos
trukmé — -laiko tarpas per kurj srové nuo maksimalios reikSmés pasiekia nuling
verte. Prie atitinkamos jtampos iSmatavus chlorinés srovés maksimumus,
sudaroma voltamperiné charakteristika. Pagal Cl* srovés voltampering
charakteristika nustatomas CI° srovés reversijos potencialas (potencialo
reikSmé, prie kurios CI srové lygi nuliui).

Registruodami sroviy voltamperines charakteristikas suzadinimo metu,
diapazone nuo -20 iki 40mV galime i$skirti dvi, besiskirian¢ias generavimo
laiku ir dydziu, sroves. Praéjus mazdaug 100ms nuo stimulo pateikimo laiko
stebime mazos amplitudés Ca”" srove, kuri geriausiai atsiskiria nuo vélesnés ir
didesnés amplitudés CI” srovés ties 20 mV. Todél ACh poveikis Ca** srovei

buvo vertinamas ties §ia jtampa.

3.3. Eksperimenty eiga
Prie§ tyrimus antra arba trecia tarpubambliné lastel¢ buvo atskiriamos
nuo talomo. Metaboliniy ir transportiniy procesy stabilumo uztikrinimui 20

valandy prie§ eksperimenta lastelés buvo talpinamos kontroliniame APW
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tirpale. Eksperimenty metu buvo palaikomi pastovis tirpalu pH 7,2,
temperatira 20+£2°C, ir apSvietimas (500+10Lx, dienos Sviesa).

Eksperimentai buvo atlieckami pra¢jus valandai po matuojamojo elektrodo
ivedimo 1 lastele. Tokiu biidu buvo uZztikrinama membraninio potencialo
stabilizacija. Pagal ramybés potencialo vertg lastelés buvo skirstomos 1 Zemos
energetinés biisenos ir H' stadijos grupes, gauti rezultatai taip pat buvo
grupuojami pagal ramybés potenciala.

Buvo atlikti acetilcholino poveikio menturdumbliy Nitellopsis obtusa bei
Nitella flexilis elektrinéms charakteristikoms ramybés biisenoje tyrimai.
Matavome ramybés potenciala ir bendrajaji membranos laiduma skirtingos
koncentracijos (0,01 - 5 mM) acetilcholino chlorido tirpaluose. Matavimai
buvo vykdomi praéjus valandai po tirpaly pakeitimo.

Veikimo potencialai buvo sukeliami virSslenkstiniy staciakampiy
elektros impulsy pagalba, stimuliuojant lastele 6 kartus, 5 minuciy laiko
intervalais, prie$ pat veikimo potencialo generacija buvo matuojama specifiné
membranos varza. Tirpalai buvo kei¢iami po paskutinés repoliarizacijos
membraniniam potencialui grizus { pradini lygi (daZniausiai po valandos).

Tiriant Nitellopsis obtusa lasteliy chlorines sroves, buvo nustatomas
membranos suzadinimo slenkstis. Toliau chlorinés srovés maksimumas prie
skirtingy itampy buvo fiksuojamas kas 5 minutés- tokiu paciu laiko intervalu,
kokiu buvo sukeliami veikimo potencialai. Tirpalai buvo kei¢iami pagal tokia
pacia schema kaip ir VP tyrimuose.

K" kanaly voltamperiniy charakteristiky registravimui Nitella flexilis
lastelés 3 paras buvo laikomos tamsoje, tam, kad biity pilnai inhibuojamas
protony siurblys ir lasteliy ramybés potencialas atitiktkty K pusiausvyrinj
potenciala. K* kanaly tyrimai taip pat buvo atlieckami tamsoje, KAPW
tirpaluopse (K koncentracija padidinta nuo 0,1 iki 1 mM ), praéjus valandai
po elektrodo jvedimo 1 lastelg.

H'-ATPazés tyrimuose buvo naudojamos 1 - 2 dienas tamsoje adaptuotos
Nitella flexilis lastelés, kurioms buvo galima sukelti fotoindukcing reakcija.

(Sios reakcijos metu lasteles dél $viesos poveikio pereina i hiperpoliarizuota
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busena (FOpun et al., 1991)). Sukélus fotoindukcing reakcija APW tirpale ir
sudarius voltamperines charakteristikas, lastelé pusvalandziui vél buvo
grazinama | tamsa o, nusistovéjus elektrofiziologinei pusiausvyrai, buvo
uzpilamas 5 mM ACh tirpalas. Pragjus pusvalandziui, vel buvo sukeliama
fotoindukciné reakcija 5 mM ACh tirpale ir registruojamos voltamperinés

charakteristikos.

3.4. Eksperimentuose naudotos medzZiagos ir tirpalai

APW tirpalas (0,1 mM KCI, 1 mM NaCl, 0, mM CaCl,, 5 mM
Tris/Hepes/HCl, ROTH, pH 7,2) buvo naudojamas kaip kontrolinis tirpalas, ir
tirpalas kurio pagrindu skiedimo btuidu buvo ruoSiami reikiamos koncentracijos
tirilamieji tirpalai.

ACh + APW, pH 7,2 (Acetilcholino chloridas C; H;(CINO,, Sigma-Aldrich)
50 uM DCCD + APW, pH 7,2  (dicikloxeksilcarbadiimidas C;3H,oN; |
Sigma-Aldrich, buvo tirpintas 2 ml etanolio)

20 uM CdCl, + APW, pH 7,2  Kadmio chloridas CdCl,, ROTH

NB + APW, pH 7,2 (Neostigmino  bromidas  C;,H;9yN,0,Br,
Sigma-Aldrich)
Nikotinas+ APW, pH 7,2 (Nikotino C;oH4N, tirpalas etanolyje

Sigma-Aldrich)

3.5. Naudotos programos ir statistiniai metodai

Duomeny analizé atlikta naudojant OriginPro 7.5, STATISTICA 6.0,
Microsoft Office Excel 2003 kompiuterinés programas. Duomeny
pasiskirstymo normalingumui nustatyti buvo naudojamas Shapiro-Wilk W
testas. Duomeny skirtumy patikimumui jvertinti buvo naudojami porinis ir
neporinis Student t-testai. Rezultatai pateikti kaip vidurkis + standartiné

paklaida.
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4. REZULTATAI

Siekiant nustatyti acetilcholino poveiki menturdumbliy plazminés
membranos pernasos sistemy funkcionavimui ir veikimo potencialy
generavimo dinamikai, buvo iStirtos 159 Nitellopsis obtusa ir 37 Nitella flexilis
lastelés. Darbas buvo atlickamas naudojant standarting mikroelektroding
technika, standartines biopotencialy matavimy procediiras ir fiksuotos jtampos
metoda. Buvo atlikti ACh, nikotino, ir acetilcholinesterazés blokatoriy

poveikio menturdumbliy membranos potencialo elektrogenezei tyrimai.
4.1. Acetilcolino poveikis membranos laidumui

Acetilcholino poveikis menturdumbliy membranos laidumui buvo
vertinamas vidulastelinés mikroelektrodinés biopotencialy matavimo technikos
pagalba, matuojant membranos varza. Buvo tirtas 0,001-5 mM ACh
koncentracijy poveikis. Nustatéme, kad tirtoje Nitellopsis obtusa lasteliy
populiacijoje nebuvo stebimas toksinis ACh poveikis. Visos lastelés i§gyveno
0,1 mM, 1 mM ir 5 mM koncentracijy ACh tirpaluose 7 dienas. Nebuvo
stebimi nei citoplazmos judéjimo grei¢io pokyciai, nei lasteliy turgoro
sumazejimas.

Tyrimy rezultatai parodé, kad tik didelés koncentracijos ACh tirpalai
statistiSkai patikimai (p<0,002, n=10) mazina tiek lasteliy Nitella flexilis, tiek
Nitellopsis obtusa lasteliy varza (4.1 lentelé).

4.1 lentelé. 1 mM ir 5 mM ACh poveikis Nitella flexilis ir Nitellopsis obtusa lasteliy
varzai.

Lastelé Lasteliy varza R, kQ/cm?
Tirpalas Nitella flexilis Nitellopsis obtusa
APW 223+£22 23,0+3,9
1 mM ACh 17,6 £2,0 17,8+ 3,0
5 mM ACh 11,7+2.3 13,5+2,5
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ACh poveikis buvo griztamas, t.y. paSalinus tiriamaji tirpala i$ aplinkos
lasteliy varZa vel pasieké pradines reikSmes. Taigi 1 ir 5 mM koncentracijos
ACh tirpalai salygojo reikSminga menturdumbliy Iasteliy laidumo padidéjima.
D¢l 1 and 5 mM ACh poveikio Nitella flexilis lasteliy membranos laidumas
padidéjo atitinkamai 20,8% ir 47,3%, o Nitellopsis obtusa lasteliy — atitinkamai
22,5% ir 41,3%. Padidinus iSorinio tirpalo K™ koncentracija 10 karty (KAPW
tirpalas), 1$liko ta pati tendencija (4.1 pav.). Nitella flexilis 1asteliy membranos
laidumas dél 5 mM ACh poveikio KAPW tirpale padidéjo 49,9%.

R, kQ/em’

KAPW 5ACh KAPW

4.1 pav. 5 mM ACh poveikis Nitella flexilis lasteliy varzai (R, kQ/cm?)
KAPW tirpale (K" koncentracija 10 karty didesné nei APW tirpale).

4.2. Acetilcolino poveikis membranos ramybés potencialui.

Acetilcholinas (1-5 mM ACh) pasizyméjo depoliarizuojanciu poveikiu.
Tirtyjy menturdumbliy ramybés potencialo depoliarizacija prasidéjo i$ karto,
pakeitus tirpalus. Pra¢jus vidutiniskai 12 min., ramybés potencialas pasiekdavo
stacionaria biisena. 1 mM ACh tirpalas Nitellopsis obtusa lasteliy membranas
nuo -225,3 £ 5,6mV statiStikai patikimai depoliarizavo 12,2 + 2,1 mV, 0 5 mM
ACh — nuo -223,8 + 4,1 mV depoliarizavo 30,6 + 3,9 mV. (p<0,0001, n=8).
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Taciau daugumoje tirty lasteliy mazdaug po 25 minuciy prasidédavo
palaipsninis hiperpoliarizacijos procesas ir membranos potencialas valandos
bégyje pasiekdavo APW lygi. Si membranos potencialo kitimo dinamika
atsispindi 4.2 paveiksle.
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4.2 pav. Tipinis membranos potencialo kitimo VP serijuy generavimo metu APW ir
5 mM ACh tirpaluose pavyzdys. VP serijos trukmé 30 min. Tarpas tarp atskiry VP,
pazyméty vertikaliomis rodyklémis, 5 min 5 mM ACh tirpalas uzpiltas praéjus 30
min po VP serijos APW (Zymi pasvirusi rodykle). Lastelé iSbuvo 5 mM ACh tirpale 1

val iki stimuliavimo.
4.3. Acetilcholino poveikis vienetiniam veikimo potencialui.

Labiausiai ACh poveikis buvo stebimas elektriSkai i$Saukus VP.
Palyginus vienetinius veikimo potencialus APW ir 5 mM ACh tirpaluose buvo

stebimi skirtumai VP repoliarizacijos fazgje, t.y. ACh ilgino repoliarizacijos

proceso trukme (4.3 pav.).
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4.3 pav. Tipinis 40 s trukmés VP repoliarizacijos proceso APW (juoda linija) ir 5
mM ACh (punktyriné linija) tirpaluose pavyzdys.

Augaly veikimo potencialuose galime iSskirti greitaja ir létaja
repoliarizacijos dalis. Tam, kad ijvertintume ACh poveiki greitajai
repoliarizacijai, skai¢iavome didziausia membranos potencialo kitimo greit;.
Buvo nustatyta, kad APW tirpale maksimalus repoliarizacijos greitis buvo 63,2
+ 8,2 mV/s, o0 5 mM ACh tirpale - 46,8 £ 7,4 mV/s. Dél 5 mM ACh poveikio
maksimalus repoliarizacijos greitis sulétéjo 26%.

Létosios repoliarizacijos {vertinimui buvo fiksuojama membranos
potencialo verte, pra¢jus 5 minutéms po VP generacijos. Buvo pastebéta, kad Si
vert¢ dél ACh poveikio zenkliai pasikeit¢ (p<0,00001, n=10). Membranos
potencialo reikSmiy prie§ stimuliacija ir pra¢jus 5 min. po VP generacijos
skirtumas dél ACh poveikio iSaugo 76% 1 mM ACh ir 151% 5 mM ACh
tirpaluose (4.4 pav.). Taigi pra¢jus 5 min po VP generacijos, visos tirtos
lastelés ACh tirpaluose liko labiau depoliarizuotoje biisenoje. Kadangi ACh
veikia atskiro VP repolarizacijos procesa, buvo nuspresta istirti kaip ACh

veikia membranos potencialo dinamika, sukélus VP serija.

57



~
(=}
|

D
(=]
|

50 1

o
S
|

%)
(=]
|

[
[=]
|

—_
(=)
|

Membranos potencialo pokytis, mV

(=]
|

APW 1mM ACh 5SmM ACh

4.4 pav. Acetilcholino poveikis létajai repoliarizacijai (membranos potencialo
reik§miy prie§ stimuliacijg ir pra¢jus 5 min. po VP generacijos skirtumui).

4.4. Acetilcholino poveikis membranos potencialo dinamikai veikimo
potencialy serijos metu.

Tiriant ivairiy cheminiy medZiagy poveiki menturdumbliy Nitellopsis
obtusa lasteliy elektriniams parametrams, buvo stebima §iy medziagy salygota
membrany depoliarizacija, kuri daznai sukelia lasteliy spontanini aktyvuma.
Spontaninio aktyvumo metu buvo registruojama veikimo potencialo serija, o
laiko intervalas tarp Siy VP vidutiniskai trukdavo 4 - 5 minutes. Jei lastelés yra
taip vadinamoje “pompos” biisenoje (lasteliy ramybés potencialas yra
neigiamesnis nei -220 mV), ACh salygota membranos potencialo
depoliarizacija nepasiekia veikimo potencialo suzadinimo slenks¢io vertes (-
100 mV). Todél buvo nuspresta elektriniy impulsy pagalba sukelti VP serija ir
1Stirti membraninio potencialo dinamika bei atkartojamuma Sios serijos metu
standartinése salygose, ir lasteles paveikus ACh tirpalu. Kontroliniame tirpale,
kas 5 minutes sukélus VP, buvo stebimas membranos potencialo dinamikos
atkartojamumas. Si dinamika gali biiti vertinama kaip repoliarizacijos lygio

kitimas ir aproksimuojama eksponente (punktyriné linija 4.5 paveiksle)
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Yy =Yo+ Ar*(l - exp (-x/t1)),
kur yo yra membranos potencialas pries§ stimuliacija, A; apraSo membraninio

potencialo kitimo ribas, t; yra laiko konstanta (4.5 pav.).

Buvo nustatyta, kad APW tirpale laiko konstanta yra 5,5 + 1,5 min.
Tyrinédami ACh poveik; pastebéjome, kad visose tirtose lastelése VP serijos
metu ACh kei¢ia membranos potencialo dinamika. 1 mM ACh mazina laiko
konstantos vert¢ iki 1,5 = 0,65 min., 5 mM ACh iki 0,9 = 0,35 min. 0,1 mM

ACh tirpalo poveikis nebuvo statistiSkai reikSmingas.
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4.5 pav. ACh poveikis membranos potencialo atsistatymo dinamikai VP serijos metu
(n=6). Lastelés buvo stimuliuojamos 6 kartus kas 5 minutés (zr. 4.2 pav.). Pries
kiekvieng stimula registruojama membranos potencialo verté atspindi létosios

repoliarizacijos lygi. Punktyrinés linijos — pritaikyto eksponentinio modelio kreivés.

Kadangi VP serijos generavimo metu po penktojo stimulo membranos

potencialas pasiekia stacionaria (plato) bisena, vertinome membranos
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potencialo reikSme¢ prie§ SeStaji stimulg ir nustatéme statistiSkai patikimus
skirtumus: APW tirpale membranos potencialas buvo -192 + 4,2 mV, 1mM
ACh tirpale -175 £ 5,1 mV, 5 mM ACh -157 £ 8,3 mV (p>0,001, n=6).
Pastarajame tirpale MP pasieke Sig verte jau po pirmo VP (4.5 pav.).

4.5 Acetilcholino poveikis membranos potencialams, uzblokavus
metaboling komponente.

Viena i§ galimy membranos potencialo depoliarizacijos priezas¢iy gali
biiti H-ATPazés laidumo sumazéjimas. Norédami istirti ACh poveikj difuzinei
membraninio potencialo dedamajai, pabandéme farmakologiskai uzblokuoti
H'-ATPaze. Yra nustatyta, kad 50 pM DCCD koncentracija yra pakankama
pilnai blokuoti protony siurblj, o K kanaly §is inhibitorius neveikia (Sokolik &
Yurin,1986). Negriztama membraninio potencialo depoliarizacija ir laidumo
sumazéjimas buvo H'-ATPazés uzblokavimo indikatorius. Lastelés atsiduria
taip vadinamoje K" biisenoje (Tester, 1990). Paveikus lasteles 50 pM DCCD
tirpalu, RP depoliarizavosi nuo -230,3 + 4,6 mV iki -145 £ 2,6 mV, o varza
padidéjo nuo 26,9 + 1,9 kQ/ecm® iki 91 + 3,6 kQ/cm®. Dél ACh poveikio

membraninis potencialas dar labiau depoliarizavosi, o laidumas padidéjo (4.6

pav.).
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4.6 pav. Acetilcholino poveikis membranos potencialui (A) ir laidumui (B) 50 uM

DCCD tirpalu uzblokavus H'-ATPaze.
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Acetilcholino poveikis tiek membranos potencialui, tiek laidumui buvo
griZztamas.

Daugumoje tirty lasteliy (8 i§ 12) po H'-ATPazés blokavimo buvo
stebimas spontaninis lasteliy aktyvumas. Buvo pastebéta, kad dél ACh
poveikio veikimo potencialai iSplatéja (4.7 pav. iSplatéjimas vertintas ties 0 ir

70 mV).
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4.7 pav. Tipinis ACh poveikio spontaniniam lasteliy aktyvumui po H'- ATPazés
inhibicijos pavyzdys. Protony siurblio blokavimui lastelés 1 val. buvo veikiamos 50
uM DCCD tirpalu. Po to lastelées lvalanda buvo atplaunamos APW tirpalu ir
veikiamos ACh. Paveiksle parodyti paskutiniai spontaniniai VP APW tirpale (juoda
linija) ir spontaninis aktyvumas i§ karto uzpylus 1 mM ACh tirpala (punktyriné

linija).
VP buvo platesni nepriklausomai nuo to, ar tai buvo spontaninio aktyvumo VP,

ar lastelés buvo suzadinamos elektriniais impulsais. Taciau iSplatéjimas didéjo,

didéjant ACh koncentracijai (4.1 lentelé).
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Be to, po atplovimo tas pacias lasteles (n=3) dar karta paveikus ACh

tirpalu, vél buvo stebimas toks pats poveikis veikimo potencialams.

4.1 lentelé. 1 mM ir 5 mM ACh poveikis Nitellopsis obtusa lasteliy VP plociui, 50
uM DCCD tirpalu uzblokavus metaboling membraninio potencialo komponentg.

otencialas | VP plocio pokytis (kartais)
Tirpalas 0 mV 70 mV
1 mM ACh 1,9+0,5 1,7+0,2
5 mM ACh 2,6 £0,5 2,7+04

Taigi lastelése, kuriy membranini potenciala apsprendzia difuziniai procesai ir

joniniy kanaly veikla, ACh dar labiau létina VP repoliarizacija (4.8 pav.).
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4.8 pav. Tipinis ACh poveikio antrajamVP pavyzdys, 50 uM DCCD tirpalu

uzblokavus metaboling membraninio potencialo komponentg.
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4.6 Acetilcholino poveikis lasteliy, natiiraliai esan¢iy K* biisenoje, veikimo
potencialams.

Natiiraliomis salygomis gyvybingos Nitellopsis obtusa lastelés retai
biina stabilioje K biisenoje (RP ~ -160 mV) ilga laika. DaZnai paros bégyije
ivyksta H'-ATPazés aktyvacija, RP pasiekia -220 mV ir neigiamesnj
potenciala. Taciau i§ visy tirty 159 lasteliy, 5 lasteles, esancias stabilioje K"
busenoje, pavyko uzregistruoti ir iStirti ACh poveiki ju membraniniams
potencialams. APW tirpale Siy lasteliy RP buvo 161,2 £ 3,1 mV. UZpylus 5
mM ACh prasidédavo palaipsniné lasteliy depoliarizacija. Membraniniam
potencialui pasiekus -122,5 + 2,8 mV, prasidédavo spontaninis lasteliy
aktyvumas.

Palyginus antruosius VP APW ir 5 mM ACh tirpaluose, buvo pastebétas

zenklus VP repoliarizacijos proceso pailgéjimas dél ACh poveikio. (4.9 pav.)
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4.9 pav. Antro VP 50s trunkancios repoliarizacijos vidurkis ir pasikliautiniai

intervalai APW ir 5 mM ACh tirpaluose (n=5).
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Ivertinus VP plotj ties 0 mV ir 70 mV nustatyta, kad 5 mM ACh tirpale
repoliarizacija sulét¢jo atitinkamai 1,5 £ 0,2 ir 2,1 £ 0,3 karto (4.9 pav.).
Maksimalus membranos potencialo kitimo greitis nuo 24,8 + 0,8 mV/s APW

tirpale sumazejo iki 14,4 = 1 mV/s 5 mM ACh tirpale. ACh poveikis buvo

griztamas.
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4.10 pav. Antro VP 50 s trunkancios repoliarizacijos fazinis portretas APW ir 5 mM

ACh tirpaluose (n=5).

Veikimo potencialo repoliarizacijos faz¢ yra salygojama aktyviy joniniy
procesy. Atskiros jonuy transporto sistemos yra aktyvuojamos prie tam tikro
potencialo vertés. Membranos potencialas, prie kurio repoliarizacijos greitis
yra didziausias, gali parodyti uz repoliarizacija atsakingg joninj laiduma. Todél
buvo sudaromi repoliarizacinio proceso faziniai portretai (4.10 pav.). Buvo

nustatyta, kad ACh mazina lasteliy, esanéiy stabilioje K’ biisenoje,
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repoliarizacijos greiti visose tirtojo potencialo ribose, tafiau stipriausiai $is

poveikis matomas ties -25 mV.

4.7. Acetilcholino poveikis lasteliy, ImM ACh tirpale iSbuvusiy 16

valandy, veikimo potencialams.

Norint i8tirti ACh itakos stiprumo priklausomybe nuo poveikio trukmés,
Nitellopsis obtusa lastelés per nakti buvo laikomos ImM ACh tirpale 16
valandy. Nustatéme, kad poveikio pobudis lieka tas pats, tik stebimas ACh

depoliarizuojancio poveikio ir VP repoliarizacijos greicio 1étéjimo stipréjimas.
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4.11 pav. Tipinis 16 valandy trukusio 1mM ACh poveikio lastelés veikimo potencialy

serijai pavyzdys.
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Statistine analizé patvirtino, kad tieck SmM ACh poveikis VP serijos
dinamikai trukes 1 val, tieck 1 mM ACh poveikis, trukes 16 val. statistiSkai
nesiskyre (p>0,2, n=6).
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4.12 pav. Antrojo VP repoliarizacijos fazés (A) ir VP repoliarizacijos kitimo greicio
priklausomybés nuo potencialo (B) vidurkiai po 16 valandy trukusio 1 mM ACh
poveikio (n=6).

16 valanduy trukgs 1 mM ACh poveikis VP greitajai repoliarizacijai buvo
iSreikStas labiau. Buvo stebimas didesnis VP repoliarizacijos sulétéjimas (4.12
pav. A). Maksimalus membraninio potencialo kitimo greitis buvo 1,91 + 0,1

mazesnis nei atplovimo metu (4.12 pav. B).

4.8. Suminis fosforo organiniy junginiy ir acetilcholino poveikis Nitella

flexilis 1asteliy bendrajam laidumui

Kadangi yra zinoma, kad AChE yra inhibuojama fosforo organiniais,
buvo tirtas 10 uM insekticido dimetoato (DIM) poveikis Nitella flexilis lasteliy
bendrajam laidumui. D&l ACh poveikio Nitella flexilis 1asteliy varza sumazéjo
nuo 22,28 + 2,2 kQ/cm® APW tirpale iki 17,64 + 2 kQ/cm” 1 mM ACh ir iki
11,73 + 2,3 kQ/cm* 5 mM ACh tirpaluose. Dél paties DIM poveikio buvo
stebimas laidumo padidéjimas, taCiau buvo nustatyta, kad DIM reikSmingai

stiprina 5 mM ACh poveiki bendrojo membranos laidumo didinimui (4.13

66



pav.). Standartinémis salygomis d¢l 5 mM ACh poveikio membranos laidumas

padidéjo 1,9 karto, kartu su DIM- 2,7 karto. Sis poveikis buvo griztamas.

DIM DIM+0.1mMACh DIM+1ImMACh DIM+5mMACh DIM

4.13 pav. Suminis ACh ir dimetoato Nitella flexilis lasteliy varzai (R, (k€/cm?).

4.9. Kadmio poveikis Nitellopsis obtusa lasteliy membrany elektrogenezei.

Yra Zinoma, kad fermentinis AChE aktyvumas gali biiti veikiamas tam
tikry metaly. Buvo parodyta, kad Cd*" inhibuoja AChE aktyvuma in vitro,
todél mes pabandéme istirti Cd*" poveiki in vivo. Tyrimy metu buvo nustatyta,
kad paveikus Nitellopsis obtusa lasteles 100 pM ir didesniy koncentracijy Cd*
tirpalais, po 30 minuciy prasidédavo stipri visy tirtyju lasteliy (n=14)
plazminés membranos depoliarizacija, kuri daugumoje atveju sukeldavo
lastelés spontanini aktyvuma. Spontaniniams VP Cd** poveikyje buvo
biidingas laipsniskas amplitudés mazéjimas, kuri salygojo tiek membraninio
potencialo teigiaméjimas, tieck maksimalios amplitudés vertés mazéjimas. Jei
Cd*" poveikis trukdavo trumpiau nei 30 min, spontaninis aktyvumas
neprasidédavo, todél buvo nuspresta elektriniais impulsais sukelti veikimo
potencialy serija ir istirti, ar Cd*" poveikis bus toks pats. Paaiskéjo, kad
elektriskai sukelty VP amplitudé mazg¢jo tokiu paciu budu, kaip ir spontaninio

aktyvumo metu, t. y. d¢l maksimalios amplitudés vertés maz¢jimo ir ramybeés
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potencialo depoliarizacijos (4.14 pav.). Be to, po 6 elektriSkai sukelty VP
serijos, lastelés toliau generavo spontaninius impulsus. Visos tirtos lastelés

Zuvo 2 valandy bégyje, o elektrinis stimuliavimas greitino §i procesa.

50+

-50 4

-100 + K/_L“

- |-

-200

Membranos potencialas, mV

0 5 10 15 20 25
Laikas, min

4.14. pav. Nitellopsis obtusa lasteliy membranos potencialo dinamika kadmio jony
tirpale veikimo potencialy serijos metu. 20 min. pries elektrini stimuliavima lastelés

buvo imerktos i 100 uM cd* tirpala ir jame buvo laikomos visa matavimo laika.

Yra manoma, kad stipri negriZtama membraninio potencialo
depoliarizacija yra Cd*" jony toksiskumo indikatorius (Llamas et al., 2000).
Miisy tyrimo rezultatai parodé, kad 20 pM Cd ** tirpalas nesukélé tokios
stiprios depoliarizacijos 12 i§ tirty 14 lasteliy, kuriy membraninis potencialas
buvo neigiamesnis nei -220 mV. Todél buvo nusprgsta panaudoti Sios

koncentracijos Cd*" tirpalus AChE inhibavimui in vivo.

4.10. Suminis kadmio jony ir acetilcholino poveikis Nitellopsis obtusa

lasteliy membranos potencialams
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Naudodami 20 pM Cd* tirpalus, siekéme nustatyti, ar
acetilcholinesterazés inhibitoriai keicia acetilcholino poveiki menturdumbliy
lasteliy veikimo potencialams. Buvo tiriamas tiek paties Cd*", tiek suminis
kadmio jony ir 5 mM ACh tirpaly poveikis veikimo potencialy dinamikai.
Paveiktyjy lasteliy, kuriose prasidéjo rySki membraninio potencialo
depoliarizacija (potencialas teigiamesnis nei -110 mV) ar spontaninis
aktyvumas, duomenys nebuvo jtraukiami i analize. Lygindami VP amplitudes
serijose nustatéme, kad VP amplitudés APW ir Cd** tirpaluose nesiskyré.
Pirmojo VP amplitudé ACh tirpale, lyginant su kontroliniu tirpalu, taip pat
nesiskyré, bet buvo stebimas rySkus antrojo VP amplitudés sumaz¢jimas (Pav.
4.12). Bendrame 20 pM Cd*" ir 5 mM ACh tirpale antrojo VP amplitudés
sumaz¢jimas buvo dar rySkesnis. Statistiné analizé (neporinis t-testas) parodé
reik§minius visy VP amplitudziy skirtumus ACh ir ACh + Cd*" tirpaluose
(p>0,00001). Buvo nustatyta, kad Cd*" stiprina ACh depoliarizuojantj poveiki

membranos potencialo repoliarizacijai (4.15 pav.).
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4.15 pav. VP amplitudés mazéjimo dinamika VP serijos metu 20 uM Cd**, 5 mM
ACh ir 5 mM ACh+20 uM Cd*" tirpaluose (n=8). Laikas tarp stimuly - 5 min.
Amplitudé skaiCiuojama kaip skirtumas tarp maksimalios VP vertés ir membraninio

potencialo vertés prie$ stimuliavima.

Be to buvo pastebéta, kad Cd** stiprina ACh poveikio salygota
repoliarizacijos grei¢io maZzéjima. Maksimalus potencialo kitimo greitis
paveikus lasteles 20 uM Cd*>" tirpalais buvo stebimas prie neigiamesniy
potencialo verciy, lyginant su 5 mM ACh (4.16 pav.). Didziausias
repoliarizacijos greitis buvo 39,6 £ 3,6 mV/s APW, 33,6 + 1,8 mV/s - Ccd*,
28,8 £3.2 mV/s- AChir 14,9 + 2,2 mV/s —ACh + cd* tirpalais stimuliuotose

lastelése.
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4.16 pav. Antro VP 50 s trunkancios repoliarizacijos fazinio portreto vidurkis APW,
20 uM Cd*", 5 mM ACh bei suminiame 20 pM Cd** + 5 mM ACh tirpaluose (n=8).
Repoliarizacijos grei¢io jvertinimui diferencijuojamas 50 s trukmés membranos
potencialo kitimas nuo VP vir§iinés, bréziama dE/dt priklausomybé nuo membraninio

potencialo. Rodyklés zymi didZiausia repoliarizacijos greitj.
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Ryski membranos potencialo depoliarizacija ACh tirpaluose buvo
stebima jau po pirmojo VP. Po sekanciy stimuly membranos potencialas
pasiekdavo maZzdaug tas pacias vertes. Palyginus didZiausia membranos
potencialo kitima tarp antrojo ir vélesniy stimuly, statistiSkai reikSmingy

skirtumy negauta (p>0,05) tick ACh, tick ACh + Cd*" tirpaluose (4.17 pav.).
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4.17 pav. Antrojo (5 mM ACh 2 ir 5 mM ACh+20 pM Cd*" 2) ir tre¢iojo (5 mM ACh
3 ir 5 mM ACh+20 uM Cd*" 3) veikimo potencialy 50 s trunkancios repoliarizacijos
faziniy portrety vidurkiai 5 mM ACh bei suminiame 20 pM Cd** + 5 mM ACh
tirpaluose (n=8). Repoliarizacijos greicio ivertinimui diferencijuojamas 50 s trukmés
membraninio potencialo kitimas nuo VP virsiinés, bréziama dE/dt priklausomybé nuo

membraninio potencialo.

4.11. Suminis neostigmino bromido ir acetilcholino poveikis Nitellopsis
obtusa 1asteliy membranos potencialams

Siekdami patvirtinti, kad acetilcholinesterazés inhibitoriai keicia
acetilcholino poveiki menturdumbliy lasteliy veikimo potencialams,
naudojome specifini AChE inhibitoriy neostigmino bromida (NB). AChE

blokavimui Nitellopsis obtusa lastelése buvo naudojamas 30 uM NB tirpalas.
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Pats inhibitorius statistiSkai reikSmingos itakos lasteliy potencialams neturé¢jo
(p<0,22). Taciau po valanda trukusio NB veikimo, uzpylus bendra 0,03 mM
NB ir 5 mM ACh tirpala buvo stebimas depoliarizuojancio ACh poveikio
stiprinimas. Be to 7 i$ tirty 13 lasteliy pirmojo VP metu buvo registruojami
dvigubi atsakai - suzadinus lastele, nesibaigus VP repoliarizacijai lastelé

generuodavo spontanini atsaka (4.18 pav.).
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4.18 pav. Dvigubo veikimo potencialo, kuri sukélé 5 mM ACh poveikis po AChE

blokavimo, tipinis pavyzdys.

Sio spontaninio atsako amplitudé ir generavimo laikas bei trukmé buvo
skirtingi skirtingose lastelése. Taciau buvo pastebéta, kad lasteles pagal VP
repoliarizacija galime suskirstyti 1 dvi grupes. Tose lastelése, kuriy
membraninis potencialas po 50 s trukusios pirmojo VP repoliarizacijos APW
(taip pat ir NB) tirpaluose pasieké 201 + 6,1 mV, (n=6), dvigubi atsakai
nebuvo stebimi (4.19 pav. B). Jei membraninis potencialas po 50 s trukusios
pirmojo VP repoliarizacijos pasieke 170 £ 6,7mV (n=7), po ACh poveikio
buvo stebimi vienokios ar kitokios formos dvigubi atsakai (4.18 pav., 4.19

pav. A).
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Buvo tiriamas NB ir 0,03 mM NB + 5 mM ACh poveikis veikimo potencialy
dinamikai serijos metu. Lygindami VP amplitudes serijose nustatéme, kad

atskiruose APW, ir NB tirpaluose VP amplitudés nesiskyre (p<0,3).
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4.19 pav. Pirmojo VP repoliarizacijos fazés vidurkis 0,03 mM NB ir 0,03 mM NB+5
mM ACh tirpaluose. A - membranos potencialas po 50 s trukusios pirmojo VP
repoliarizacijos NB tirpaluose pasieké 170 + 6,7 mV (n=7), stebimi dvigubi atsakai.
Kadangi parodytas atsaky vidurkis, iSrySkéja didziausios antryju potencialy, kuriy
latencija buvo skirtinga, smailés. B — membranos potencialas po 50 s trukusios
pirmojo VP repoliarizacijos NB tirpaluose pasieke 201 + 6,1 mV, (n=6), dvigubi

atsakai nebuvo stebimi.

Paveikus 0,03 mM NB + 5 mM ACh tirpalu buvo stebimas reikSmingas
visy VP amplitudziy sumazéjimas bei rySkus poveikis antrojo VP amplitudei
(4.20 pav.).

Lygindami 20 pM Cd*" ir 30 uM NB poveiki statistiskai patikimy
skirtumy negavome (p<0,13), taciau stebétas didesnis poveikis antrojo VP
amplitudei. Neporinis t-testas parodé reikSminius visy VP amplitudziy

skirtumus ACh ir 0,03 mM NB + 5 mM ACh (p>0,01, n=10). Buvo nustatyta,
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kad NB, kaip ir Cd*" stiprina ACh depoliarizuojantj poveiki membraninio

potencialo repoliarizacijai (4.20 pav.).
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4.20 pav. VP amplitudés mazéjimo dinamika VP serijos metu 5 mM ACh, 20 uM
Cd*"+ 5 mM ACh ir 30 uM NB+5 mM ACh tirpaluose (n=10). Laikas tarp stimuly -
5 min. Amplitudé skai¢iuojama kaip skirtumas tarp maksimalios VP vertés ir

membraninio potencialo vertés prie§ stimuliavima.

4.12. Nikotino poveikis Nitellopsis obtusa lasteliy membranos potencialams

Tirdami nikotino itaka Nitellopsis obtusa lasteliy membranos
potencialams pasteb&jome, kad nikotinas veikia panaSiai kaip SmM ACh, tik
zymiai mazesnémis koncentracijomis. 0,1 mM nikotino stipriai depoliarizavo
lastelés membranos potenciala. Palaipsniné depoliarizacija buvo stebima 1S
karto pakeitus tirpala. Depoliarizuojantis nikotino poveikis priklaus¢ nuo

lastelés energetinés biisenos ir ramybés potencialo vertés kontroliniame tirpale.
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Lastelés, kurios pasizyméjo neigiamesniu potencialu ( > -230 mV) ir greita
repoliarizacija, per 30 min depoliarizavosi 52 £ 7 mV. (n=5). Siose lastelése
elektriSkai sukelus veikimo potencialus, kaip ir ACh poveikio atveju, buvo

stebimas VP amplitudés maZzéjimas ir repoliarizacijos proceso 1étéjimas (4.21

pav.).
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4.21 pav. 0.1 mM nikotino poveikis Nitellopsis obtusa lasteliy, pasizymin¢iy
neigiamu potencialu (> -230mV) ir greita repoliarizacija, membranos potencialo

kitimui. Pries elektrini stimuliavima nikotino poveikis truko 30 min.

Kaip ir vertinant ACh poveiki, analizavome antrojo VP pakitimus ir
nustatéme rySky antrojo VP repoliarizacijos grei¢io 1étéjima, bei amplitudés
sumaz¢jima nuo 226 = 11 mV iki 118 = 14 mV (n=5) (4.22 pav. A). Skirtumas
tarp létosios repoliarizacijos APW ir 0,1 mM nikotino tirpaluose verciy po
pirmojo VP buvo 82 £ 9 mV (n=5). Sudarius fazinj portreta paaiskéjo, kad dél
nikotino poveikio maksimalus potencialo kitimo greitis sumaz¢jo 4 + 0,6 karto

(4.22 pav. B, n=5).
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Lastelése, kuriy membraninis potencialas buvo apie -220 mV (n=5), po
0,1 mM nikotino poveikio salygotos depoliarizacijos buvo stebimas Iasteliy
spontaninis aktyvumas ir tolimesné¢ palaipsniné membranos potencialo
depoliarizacija. Kai kuriy Iasteliy membranos potencialas pasieké net — 60 mV.

Taciau, nepriklausomai nuo depoliarizacijos lygio, vyko atplovimo procesas.

50
— APW2
> - - - Nikotinas2 7
£ 0
g 204
<
g -50
S % 40
2 =)
o -100+ =
e
£ 60
g
=S -1504
5 80
= -200
T T T T T T -100 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 200 -150 -100 -50 0 50
Laikas, s Membranos potencialas, mV

4.22 pav. Antrojo VP repoliarizacijos fazés vidurkis po 30 min trukusio 0,1 mM

nikotino poveikio (A) ir repoliarizacijos proceso fazinis portretas (B), (n=5).
Valandos bégyje tos lastelés, kuriy membranos potencialas nenukrito auk$¢iau

-100 mV, pilnai atsiplové (n=5). Labiau depoliarizuoty lasteliy membranos

potencialas per valanda pasieké vidutiniskai -162 £ 17 mV.
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4.23 pav. 0,05 mM nikotino poveikio sukelto dvigubo veikimo potencialo pavyzdys.
Paveikus lasteles (n = 5) 0,05 mM nikotino tirpalu taip pat buvo stebima
membranos potencialo depoliarizacija ir dvigubi atsakai, panasiis i tuos, kurie

buvo registruojami po neostigmino bromido ir ACh poveikio (4.23 pav.).

4.13. Acetilcholino poveikis Nitellopsis obtusa Iasteliy jaudrumui

Tirdami ACh poveiki Nitellopsis obtusa lasteliy veikimo potencialams
pastebéjome, kad ACh tirpaluose lastelés dazniau generuoja spontaninius VP
ne tik dél depoliarizuojancio ACh poveikio, bet ir dél padidéjusio lasteliy
suzadinamumo. Normaliomis salygomis Nitellopsis obtusa lasteliy suzadinimo
slenkstis yra 90 = 10 mV. Naudodami potencialo fiksacijos metoda nustatéme,
kad visose tirtose lastelése (n=7) 5 mM Ach lyginant su APW tirpalu sumazina
suzadinimo slenksti (p < 0,001, 4.24 pav.). Daugumoje tirty lasteliy chlorinés
sroves atsiradimas APW tirpaluose buvo registruojamas prie -80 mV, 5 mM
ACh tirpaluose — prie - 120 mV. Poveikis suzadinimo slenksCiui buvo
griztamas. 0,05 mM nikotino taip pat suzadinimo slenkst] paslinko 20 mV

neigiama kryptimi (n=5).
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4.24 pav. Vidutinis suzadinimo slenkstis standartiniame ir I mM ACh bei 5 mM ACh

tirpaluose.

Be to buvo pastebéta, kad dél ACh poveikio mazéja stimuliavimo
laikas, reikalingas CI” srovei atsirasti (4.25 pav.). Kontroliniame tirpale CI’
sroveé pradeda tekéti praéjus 212 + 12 ms nuo stimuliavimo pradzios. 1 mM
Ach vidutiniSkai mazina (p<0,00001, n=7) CI" srovés latencija 58 = 10 ms
lyginant su APW tirpalu, o 5 mM ACh tirpaluos CI” srové atsiranda praéjus
148 = 9 ms nuo impulso padavimo pradzios (p<0,00001, n=7). ACh patikimai
mazina Cl” sroveés latencija, taciau skirtumas tarp 1 mM ir SmM ACh poveikio
buvo nereikSmingas (p>0,05, n=7). Taigi ACh tirpaluose lasteliy jaudrumas
didéja tiek dél sumaZzéjusio laiko, reikalingo suzadinti Iastelg, tiek dél

suzadinimo itampos neigiamejimo.

4.14. Acetilcholino poveikis Nitellopsis obtusa lasteliy CI” srovei.
Tirdami ACh poveiki Nitellopsis obtusa lasteliy CI” srovei pastebéjome,
kad ACh ne tik mazina CI srovés latencija, bet ir didina srovés amplitude bei

sroves generavimo trukme (4.25 pav.).
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4.25 pav. Tipinis ACh poveikis Nitellopsis obtusa lasteliy Cl” srovés generacijai prie
-80 mV. Potencialas fiksuotas ties -180 mV jtampa.
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4.26 pav. CI srovés priklausomybés nuo Ach poveikio voltamperiné charakteristika.
Potencialas fiksuotas ties -180 mV jtampa. Fiksacijos lygis kas 5 minutés buvo

laiptiskai didinamas 20 mV.
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Uzregistravus chloring srove ties slenkstine jtampa, fiksacijos lygi, laiptiskai
didinant 20 mV, buvo sudaryta CI" srovés voltamperin¢ charakteristika (4.26
pav.). Nustatéme, kad sroves amplitude del ACh poveikio didéja ties visomis
itampomis. 1 mM ACh padidina CI" srove vidutiniskai 1,6 + 0,05 karto (prie —
60 mV jtampos srové padidéja 16,2 + 6,6 pA/cm?). 5SmM ACh vidutiniskai
padidina CI srove 2,7 karto (prie - 60mV jtampos srove padidéja 51,3 + 6,7
pA/cm?®) lyginant su srovés stiprumu priec APW.

Be to ACh ne tik didina srovés chlorinés sroves stipruma, bet ir ilgina

chloriniy kanaly buvima atviroje buisenoje laika (p<<0,001, n=7, 4.27 pav.).

APW 1 mM ACh SmM ACh

4.27 pav. CI srovés inaktyvacijos trukmés priklausomybé nuo ACh koncentracijos

ties -60 mV jtampa.

Ties kitomis itampomis inaktyvacijos trukmés ilginimas buvo panasus. | mM
ACh vidutiniSkai ilgina CI” srovés inaktyvacijos laika 0,9 + 0,3 s (25 %.),0 5
mM ACh - 1,6 +0,5 s (46 %.).

ImM ACh ir 5 mM ACh CI srovés reversijos potenciala nors ir nezZymiai,
bet statistiSkai patikimai (p<0,001) paslenka neigiama kryptimi. Kontroliniame
tirpale CI” srovés reversijos potencialas buvo 49,4 = 2,4 mV, ImM ACh tirpale
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CI srovés reversijos potencialas buvo 45,2 £2.5 mV, o 5 mM ACh tapo 43,2 +
2,5mV.

4.15. Acetilcholino poveikis Nitellopsis obtusa Iasteliy Ca** srovei.
Sudarydami sroviuy voltamperines charakteristikas suzadinimo metu,
diapazone nuo -20 iki 40mV galime iSskirti dvi, laiku ir dydZiu besiskiriancias
generavimo sroves. Pra¢jus mazdaug 100 ms nuo stimulo pateikimo stebime
mazos amplitudés Ca®" srove, kuri geriausiai atsiskiria nuo vélesnés ir
didesnés amplitudés CI* sroves ties 20 mV. Todel ACh poveikis buvo

vertinamas ties Sia jtampa.

Srové, uA/ cm

APW 1 mM ACh 5mM ACh

3.28 pav. Acetilcholino poveikis Ca”" srovei registruotas ties 20 mV jtampa.

Buvo nustatyta, kad dél ACh poveikio Ca®" srové isauga (3.28 pav.). 5
mM ACh statistiskai patikimai didina Ca>" srove 33 + 12% (p=0,025, n=7)

4.16. Acetilcholino poveikis Nitella flexilis 1asteliy K™ kanalams.

Augaliniy lasteliy K* kanalus pagal srovés tekéjimo krypti galime
suskirstyti i dvi grupes. [tekan¢ios krypties K’ kanalai yra aktyvuojami
membranos potencialo hiperpoliarizacija, istekancios krypties K kanalai —

depoliarizacija. Kadangi Sie kanalai yra aktyviis skirtinguose jtampuy ruozuose,
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galima tirti ACh poveiki tiek jeinan¢ios, tiek iSeinancios krypties K srovéms.
Nustatyta, kad ACh didina abiejy tipy K kanaly laiduma.

Depoliarizacija aktyvuojamy K’ kanaly laidumas dél 5SmM ACh
poveikio didéja 57,5+5,7%. K’ srovés dydis buvo vertinamas ties 40 mV
itampa. Nustatéme, kad 5 mM ACh statistiSkai patikimai (p< 0,001, n=6)
didina iStekancios sroves vertg 64 + 5,5%. Reversijos taskas pasislinko

neigiama kryptimi neZymiai (vidutiniskai 5SmV) (4. 29 pav.).
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4.29 pav. Depoliarizacija aktyvuojamy Ko, kanaly tipiné voltamperine
charakteristika APW ir 5SmM ACh tirpaluose. Potencialas fiksuotas ties -40mV.

Itampa didinta Suoliukais kas 20mV 30 ms trukmés impulsais.
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4.30 pav. Hiperpoliarizacija aktyvuojamy K;," kanaly tipiné voltamperiné
charakteristika APW ir SmM ACh tirpaluose. Potencialas fiksuotas ties -160mV.
[tampa didinta Suoliukais kas 20mV 30 ms trukmés impulsais.

Hiperpoliarizacija aktyvuojamy K" kanaly laidumas dél 5 mM ACh poveikio
didéja 53,5 + 3,4%. K srovés dydis buvo vertinamas ties -340 mV jtampa.
Nustatéme, kad 5 mM ACh statistiSkai patikimai (p< 0,002, n=6) didina
itekancios srovés verte 41 + 6,8%. Reversijos tasko poslinkis nebuvo stebimas

(4. 30 pav.).

4.17. Acetilcholino poveikis H-ATPazés aktyvavimui

Menturdumbliy Nitella flexilis lastelés yra placiai naudojamos
H'™-ATPazés tyrimuose, kadangi iy lasteliy protony siurblio aktyvumas yra
gana lengvai moduliuojamas Sviesa. Lastelése, kuriose pavyko sukelti
fotoindcing reakcija, buvo stebimas Sios reakcijos salygoto membranos
potencialo pokyc¢io amplitudés padidéjimas del 5 mM ACh poveikio.
H'-ATPazés aktyvacijos metu 5 mM ACh didino membranos potencialo pokyti
14 +£3 mV.
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4.31 pav. H-ATPazés aktyvacijos §viesa voltamperiné charakteristika. Potencialas

fiksuotas ties -160mV. [tampa didinta Suoliukais kas 20mV 30 ms trukmés impulsais.

Atlikus membranos potencialo fiksacija ir sudarius voltamperines
charakteristikas buvo nustatyta, kad 5 mM ACh stiprina H'-ATPazés
aktyvacija Sviesa (4.31 pav.).
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4.32 pav. ACh poveikis iSeinancios krypties srovei H'-ATPazés aktyvacijos metu,

vertintas ties — 100 mV jtampa.
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ACh poveikyje stipriau pasislinko reversijos potencialas. Aktyvuoty
lasteliy (n=6) reversijos potencialas pasislinko neigiama kryptimi 16 =3 mV, 5
mM ACh §i poslinki padidino dar 15 + 7 mV. ACh taip pat didino ir
iSeinanciosios krypties srovés amplitude (4.32 pav.). ACh padidino laiduma
sturblio aktyvacijos metu 1,78 karto (P< 0,01).

5. REZULTATU APIBENDRINIMAS IR APTARIMAS
5.1. Acetilcholino poveikis menturdumbliy membraninio potencialo
elektrogenezei

Membraninio potencialo pokyc¢iai dél Ach poveikio rodo, kad ACh
itakoja pagrindines menturdumbliy membraninio potencialo genezéje
dalyvaujanc¢ias jonu pernasos sistemas. Gauti darbo rezultatai rodo, kad 5 mM
ACh aktyvina K kanalus ramybés bisenoje, CI" ir Ca®" kanalus suzadinimo
metu bei fotoindukcing reakcija menturdumbliy lastelése.

Buvo nustatyta, kad ACh i§ karto po uzpylimo, sukelia membraninio
potencialo depoliarizacija. Galima daryti prielaida, kad ACh padidina pastovy
fonini membranos laiduma (angl. background conductance). ACh salygotas
protony siurblio aktyvumo padidéjimas lemdavo po 25 minuciy prasidéjusi
palaipsnini hiperpoliarizacijos procesa, dél ko membraninis potencialas
valandos bégyje pasieckdavo APW lygi. Panasus protony siurblio aktyvacijos
pavyzdys buvo nustatytas, tiriant NaCl poveiki kito menturdumblio
Lamprothamnium lasteléms (Beilby & Shepherd, 2006b).

Tirdami acetilcholino poveiki menturdumbliu Nitellopsis obtusa
veikimo potencialy parametrams, nustatétme, kad ACh pasizymi
depoliarizuojan¢iu poveikiu bei ilgina repoliarizacijos proceso trukme.
Literatiros duomeny analiz¢ parodé, kad ACh gali keisti augaliniy membrany
laiduma protonams (Jaffe, 1970), kalio (Roshchina, 2001), chloro (Gong &
Bisson, 2002) ir kalcio (Tretyn A., 1987) jonams. Yra zinoma, kad biitent Siy
jony pernasos sistemos yra aktyvios augaly veikimo potencialo generacijos
metu (Lunevsky, 1983; Trebacz et al.,1994; Plieth & Hansen, 1996; Thiel et
al., 1997; Beilby, 2007). Musuy atlikta Nitellopsis obtusa membraninio
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potencialo analizé taip pat leidzia teigti, kad dél didelés koncentracijos ACh
poveikio keiciasi lasteliu suzadinimo procese dalyvaujanciy jonuy pernaSos
sistemy veikla. Misy gauti rezultatai patvirtina duomenis, gautus tiriant kito
menturdumblio - Chara coralina veikimo potencialus (Gong & Bisson, 2002).
Siame darbe tai pat buvo parodyta, kad dél ACh poveikio ilgéja VP
repoliarizacijos proceso trukmé. Repoliarizacijos trukme ACh galéty keisti,
moduliuodamas keliy jonu pernasos sistemuy veikla. VP repoliarizacijos fazés
pradzioje aktyvuojami Ky, kanalai, K' pradeda tekéti i§ lastelés. Taigi ACh
galéty inhibuoti Siy kanaly veikla ir tokiu biidu mazinti teigiamy kriiviy i§é¢jima
1§ lasteles. Del to sulététy potencialo atsistatymo greitis ir pailgéty VP
repoliarizacijos procesas. Misy atlikty tyrimy metu buvo nustatyta, kad del
ACh poveikio padidéja tiek jtekanciosios, tiek iStekanciosios kalio jony srovés
(4.16 sk.) Tokiu budu repoliarizacijos proceso pailgéjimas negali buti
aiSkinamas K, kanaly inhibicija.

Repoliarizacijos proceso pailgéjimas galéty biti aiskinamas H'
ATPazés inaktyvacija. Mazindamas siurblio aktyvuma, ACh galéty salygoti
mazesn] teigiamy kriiviy 1$¢jima 1§ lastelés, ir tokiu biidu létinti membranos
repoliarizacijos greit;. Taciau Siame darbe taip pat parodéme, kad del ACh
poveikio vyksta H™ ATPazés aktyvavimas, o ne inhibicija (4.17 sk.). Be to,
uzblokavus protony siurbli DCCD tirpalu, matome dar ryskesni
repoliarizacijos proceso pailgéjima (4.5 sk.). DCCD yra pagrindinis ATPaziy
inhibitorius, pla¢iai naudojamas augaliniy membrany tyrimuose (Shabala et al.,
2006). Mikromolinés DCCD koncentracijos yra pakankamos pilnai ir
negriztamai blokuoti protony siurblio veikla, kai tuo tarpu K pernaSos
sistemos yra neveikiamos. Kita vertus, yra teigiama, kad membraninio
potencialo hiperpoliarizacija ar depolarizacija nebiitinai parodo H' siurblio
aktyvuma, ir jei H® ATPazés aktyvumas sumazéjo, ramybés potencialas vis
tiek gali siekti pakankamai neigiamas vertes (Tsutsui & Ohkawa, 2001). Tokiu
atveju membraninio potencialo kitimo dinamika VP serijos metu galéty buti
geresnis protony siurblio veiklos indikatorius. Tac¢iau nors DCCD taikymas yra

prilyginamas H' siurblio srovés blokavimui (Kishimoto, 1984), o miisy
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duomenimis ACh poveikis VP repoliarizacijai néra susijes su H'-ATPazés
inhibavimu, negalime atmesti galimybés, kad inhibavus H'-ATPaze yra
sutrikdoma Iastelés joniné homeostaze ir lasteleé tampa jautresne ACh.
Pavyzdziui, ACh poveikis pastoviam foniniam laidumui, tuo paciu ir
depoliarizuojantis poveikis, gali biiti kompensuojamas lastelés protony siurblio
veiklos. Kita vertus, H'-ATPazés aktyvumo sukurto gradiento ir neigiamo
potencialo skirtumo déka yra uztikrinamas K™ ir C1” patekimas { lastele, todél
DCCD taikymas iSrySkina ACh poveiki iSeinanCiosioms srovems. Mes
nustatéme, kad ACh aktyvuoja K;, kanalus, o kadangi CI patenka i lastele
2H'/CI simporto déka (Beilby and Walker 1981), ryskiausiai ACh poveikis po
protony siurblio inhibavimo bus matomas iSeinanciai CI srovei. Taigi, jony
pernaSos sistema, kuri salygoja platesni VP dél ACh poveikio, yra CI kanalai.
D¢l ACh poveikio padidéja iSeinanciy 18 lastelés neigiamy kriiviy kiekis, kuris
néra taip greitai kompensuojamas pradéjusiy veikti K kanaly ir protoniniy
siurbliy. Tokiu biidu galime paaiSkinti tiek greitosios, tiek létosios faziy
repoliarizacijos proceso pailgéjima. Siame darbe, naudodami fiksuotos jtampos
metoda, parodéme, kad ACh labiausiai veikia laiduma CI" jonams. Nustatéme,
kad SmM ACh tirpale CI srové padidéja 3 kartus (4.14 sk.). ACh poveikis gali
buti dvejopas - jis gali aktyvuoti tuos pacius CI kanalus, kurie dalyvauja VP
generacijoje, ilgindamas jy buvima atviroje biisenoje arba aktyvina kitus (pvz.
neselektyvius) kanalus, kurie atsidar¢ membranos depoliarizacijos metu, tampa
laidiis CI'. Be to, ACh gali didinti tiek plazmalemos, tiek tonoplasto CI” kanaly
laiduma. Gong ir Bisson, tirdami Chara coralina tonoplasto Cl kanalus
fiksuotos itampos/srovés metodu parodé, kad ACh didina $iy kanaly atidarymo
tikimybe (Gong & Bisson, 2002). Siy kanaly aktyvumo padidéjimu buvo
aiSkinamas repoliarizacijos proceso pailgé¢jimas. Buvo parodyta, kad Cl” srove
padid¢ja, padidéjus citoplazminei Cl° koncentracijai (Beilby & Shepherd,
2006b).

Tam, kad aktyvuoty tonoplasto kanalus, ACh turéty patekti 1 citoplazma.

Misy atliktuose tyrimuose ACh poveikis buvo griztamas, vadinasi, arba ACh
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nepatenka 1 lastele (tada tonoplasto kanaly aktyvacija galima d¢l antriniy
tarpininky (pvz. Ca®" veikimo), arba yra hidrolizuojamas.

Rezultatai parodé, kad de¢l ACh poveikio lastelés suzadinamos prie
Zymiai neigiamesniy itampy, t. y. tampa jaudresnés (4.13 sk.). Augaliniy
lasteliy VP generacija yra salygojama nuo jtampos priklausomy ir Ca®"
valdomy CI' kanaly atsidarymu plazminéje membranoje ir tonoplaste
(Lunevsky et al.,1983). Yra nustatyta, kad Ca’" valdomi CI' kanalai
menturdumbliuose dazniausiai atsidaro prie -80 ir -100 mV itampos (Okihara
K. etal., 1991). Musu rezultatai APW tirpale taip pat patvirtino Siuos duomenis
(4.25 pav.). Gali biti, kad ACh, palengvina Sty kanaly atsidaryma prie
mazesnés {tampos vertes, keisdamas fizines membranos savybes ir tokiu biidu
mazindamas suzadinimo slenkstj. Jaudrumo padidéjimas taip pat gali biiti
aiskinamas ACh salygotu padidéjusiu Ca®" laidumu. Literatiros duomenimis
ACh augalinése lastelése padidina vidine Ca®" jony koncentracija (Tretyn,
1987). ACh gali pagreitinti nuo Ca*" priklausomy CI" kanaly aktyvacijai
reikalingos Ca”>" jony koncentracijos susikaupima lastelés viduje arba
membranoje yra acetilcholino receptoriai - Cl” jonams laidiis kanalai (Gong &
Bisson, 2002). Mes nustatéme, kad veikiant ACh laidumas Ca®" padidéja.
Padidéjusi Ca”®" jony koncentracija gali nulemti ir Cl* srovés aktyvacijos
latencijos sumaz¢jima. ACh poveikio salygotas CI' srovés inaktyvacijos
sulétéjimas gali buti apsprestas Cl” kanaly buvimo aktyvioje biisenoje laiko
pailgéjimo. Siuo atveju acetilcholinas gali turéti ir inhibuojantj poveiki,
létindamas dalyvaujanciy lasteles suzadinime CI” kanaly inaktyvacija (Gong &
Bisson, 2002). Kita vertus, padidéjusios Ca>" koncentracijos palaikymas galéty
prailginti nuo Ca”" priklausomy CI” kanaly buvimo aktyvioje biisenoje laika
(Beilby & Shepherd 2006b). Ca** jonai gali biti alinami i§ lastelés dviem
biidais. Manoma, kad Ca*/H" antiporto fiziologiné funkcija yra pasalinti i3
citoplazmos po signalo padidéjusi Ca*" kieki, o Ca*'-ATPazés uztikrina
pastovy zema Ca®’ koncentracijos lygj citoplazmoje (Hirschi, 2001). Todél
misy parodytas VP isplatéjimas po DCCD panaudojimo taip pat gali buti

aiskinamas tuo, kad padidéjusi Ca>* koncentracija lasteléje biina ilgesni laika, o
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tuo padiu prailgéja nuo Ca®" priklausomy CI' kanaly buvimas aktyvioje

biisenoje.

5.2. Acetilcholinesterazés aktyvumas menturdumbliy Iastelése

Fermentas acetilcholinesterazé (AChE), skaidantis ACh, buvo aptiktas
daugelyje augaly (Sagane et al., 2005; Momonoki, 1997). AChE aktyvumas
menturdumbliuose buvo nustatytas dar 1962 m. Buvo parodyta, kad Nitella
flexilis AChE hidrolizinis aktyvumas yra 6,5 uM/g/h. (Dettbarn, 1962). Miisy
rezultatai ne tik patvirtina AChE egzistavima Nitella flexilis lastelése (4.8 sk.),
bet ir parodo, kad Sis fermentas gali biiti iSskirtas ir i§ Nitellopsis obtusa
menturdumbliy  (4.10 - 4.11 sk.). Galima daryti prielaida, kad
acetilcholinesterazés inhibitoriai, slopindami §i fermenta. didina acetilcholino
kieki apoplaste, tuo paciu palengvina jo prisijungima prie membranos arba
patekima 1 citoplazma. Daugumoje augaly AChE aktyvumas buvo stebimas
lastelés sieneléje, taciau buvo nustatytas ir apoplaste bei lastelés viduje (Fluck
& JaVe, 1974c; Fletcher et al., 2004). Didelés koncentracijos ACh poveikis taip
pat gali buti aiSkinamas AChE aktyvumu. Misy tyrimuose maksimalus ACh
poveikis buvo gautas veikiant lasteles SmM ACh tirpalu. Chara coralina
atveju didziausias poveikis buvo stebimas nuo 1 iki 10 mM ACh tirpaluose
(Gong & Bisson, 2002). Buvo parodyta, kad jvairiy augaly AChE aktyvumas
buvo stimuliuojamas ACh koncentracijai esant mazesnei nei 0.5 mM, bet jei
ACh koncentracija buvo 1-6 mM, buvo stebima AChE inhibicija (Wisniewska
& Tretyn, 2003). Ilgindami ACh veikimo trukmg taip pat stebéjome poveikio
stiprinimo efekta (4.7 sk.).

Yra zinoma, kad fermentinis AChE aktyvumas gali biiti veikiamas tam
tikry ksenobiotiniu medziagy, pavyzdziui metaly. Buvo parodyta, kad Cd**
inhibuoja AChE aktyvuma in vitro (Frasco et al., 2005). Atlike Nitellopsis
obtusa lasteliy membraninio potencialo tyrimus galime daryti prielaida, kad
Cd*" inhibuoja AChE in vivo (4.10 sk.). Tagiau yra zinoma, kad Cd*" pasizymi
toksinitu poveikiu lasteléms (Cobbett & Goldsbrough, (2002). Paveikus
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Nitellopsis obtusa lasteles 0.1 mM arba 1 mM Cd*" tirpalais, prasidéjo stipri
membraninio potencialo depoliarizacija. Sis efektas gali bati aiskinamas
poveikiu elektrogenezéje dalyvaujanciy membrany pernaSos sistemy laidumui
(Karcz &Kurtyka, 2007; Astolfi et al., 2005; Moran et al., 1990). Literatiiros
duomenimis, buvo nustatytas stiprus kadmio poveikis kalcio pernasos
sistemoms ir kalcio kiekio citoplazmoje reguliavimui Arabidopsis suspensijos
lastelése (Perfus-Barbeoch, 2002). Misy eksperimenty metu stebétas VP
amplitudés mazéjimas dél Cd*" poveikio taip pat gali bati aiSkinamas
pasikeitusiu citoplazminio Ca*" kiekio reguliavimu. Tagiau yra manoma, kad
augalai gali turéti tam tikra apsaugini mechanizma ir tam tikry koncentracijy
ribose sugeba neutralizuoti toksinj Cd*" poveikj (Cobbett & Goldsbrough
2002). Mes nustatéme, kad tokia slenkstiné neutralizuojama Cd*" koncentracija
Nitellopsis obtusa lastelése, kuriy membraninis potencialas neigiamesnis nei -
220 mV, yra 20 uM. Mes padaréme prielaida kad labai neigiama membranini
potenciala turinCiose lastelése kelias valandas trunkanciuose eksperimentuose
20 uM Cd** tirpalas inhibuoja AChE, o membrany perna$os sistemos néra
veikiamos. ACh ir ACh + 20 pM Cd*" tirpaluose membraninis potencialas VP
serijos metu kito pagal ta pati désninguma (4.16 pav.). Galime daryti prielaida,
kad yra veikiami tie patys jonu pernaSos procesai, tik kadmis stiprina
acetilcholino veikima. Panaudojus specifini AChE inhibitoriy neostigmino
bromida, kuris pats nejtakoja membraninio potencialo dinamikos, nustatéme,
kad taip pat yra veikiama antrojo VP amplitudé. Mes parodéme kad tiek Cd*",
tieck NB stiprina depoliarizuojant; ACh poveiki membraniniam potencialui po

pirmojo stimulo (4.21 pav.).

4.3. Augaly cholinerginés sistemos dalyvavimas signaly perdavime

Paveikus Nitellopsis obtusa lasteles mikromolinés koncentracijos nikotino
tirpalais taip pat buvo stebima membraninio potencialo depoliarizacija,
poveikis antrajam VP ir dvigubi atsakai, vadinasi nikotinas veikia panaSiai kaip

5 mM ACh, tik Zymiai mazesnémis koncentracijomis (4.12 sk.). Fiksuotos
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itampos/srovés metodu nustatytas 4 mM Ach ir 6 mM nikotino sinergistinis
poveikis chloro kanaly atidarymo tikimybei Chara lastelése (Gong & Bisson,
2002), bet Siame darbe nikotino poveikis membraniniam potencialui nebuvo
tirtas. Miisy tyrime gauti nikotino poveikio rezultatai taip pat patvirtina galima
AChE egzistavima menturdumbliy lastelése. Be to, Sie rezultatai neprieStarauja
nuomonei, kad menturdumbliy lasteliy membranoje galéty biuti ACh
prisijungiancios sritys ir leidzia daryti prielaida, kad jei Nitellopsis obtusa
lastelése egzistuoja ACh receptoriai, jie yra nikotininiai.

Acetilcholino receptoriy buvimas parodytas Vicia faba ziotelése. Jie
apibudinti kaip nikotininiai ACh receptoriai (Wang, 1998) ir metabotropiniai
muskarininiai acetilcholino receptoriai (Meng et al., 2004), o kvieciu lapy
lastelése aptinkami acetilcholino kanalai, jvardinami kaip nikotininiai ACh
receptoriai (Madhavan & Pinkerton, 1997).

Po nikotino poveikio salygotos depoliarizacijos stebétas lasteliu
spontaninis aktyvumas ir tolimesné palaipsniné membraninio potencialo
depoliarizacija buvo griztama, kitaip nei Cd*" atveju (4.12 ir 4.9 sk.). Todél
galima daryti i§vada, kad nei ACh, nei nikotinas nepasizymi toksiniu poveikiu
Nitellopsis obtusa lasteléms.

VP amplitudé, trukmé, jony srauty ir dinamikos kitimas VP serijos
generavimo metu ne tik turi fiziologing prasmg bet ir gali biiti naudojama tam
tikry medziagy nustatymui ar stebésenai. VP gali ne tik atspindéti jvairiy
medziagy poveiki, bet potencialy serijos generavimas gali pagreitinti lasteliy
zut] (Shepherd, 2008). Tod¢l kuo neigiamesnis membraninis potencialas, tuo
menturdumbliy lastelés yra atsparesnés {vairiy medziagy toksiniam poveikiui.
Yra manoma (Shabala et al., 2006), kad augalijos pasaulyje informacijos apie
aplinka kodavimui gali biiti naudojama ne tik signalo amplitudés moduliacija,
bet ir signaly daznis. Gali biti, kad lastelés palaikymas labiau depoliarizuotoje
busenoje po pirmojo VP veikiant ACh turi fiziologing prasme. Pavyzdziui,
depoliarizacija antrojo VP metu nuo teigiamesnio membraninio potencialo
reikalaus maziau lastelés energetiniy resursy. Gal biit tik po antrojo VP lastelés

citoplazmoje yra sukaupiamas pakankamas Ca®" kiekis, kad lasteléje baty
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iSSaukiamas fiziologinis atsakas. Bitent dviejy, tam tikru kritiniu intervalu

atskirty VP bitinumas Dionaea sp. lokomotorinése reakcijose yra gerai

irodytas (Trebacz et al., 1996, Volkov et al., 2008). Yra imanoma, kad dvieju

VP dalyvavimas fiziologiniuose atsakuose biidingas ir kitoms augaly rasims.

Tokiu budu misy pastebétas ACh poveikis antrajam VP gali rodyti ACh

dalyvavima elektriniame signaly perdavimo mechanizme.

6. ISVADOS

l.

Acetilcholinas aktyvina pagrindines menturdumbliy membraninio
potencialo genezéje dalyvaujanéias jony pernagos sistemas - K kanalus
ramybés biisenoje ir fotoindukcing reakcija Nitella flexilis lastelése bei

Cl' ir Ca”*" kanalus suzadinimo metu Nitellopsis obtusa lastelése.

Acetilcholinas ir nikotinas ilgina veikimo potencialy repoliarizacijos

trukme.

. Acetilcholinesterazés inhibitoriai - dimetoatas, Cd*" ir neostigmino

bromidas - stiprina acetilcholino poveiki menturdumbliy lasteliy

membrany elektrofiziologiniams parametrams.

Acetilcholinas ir nikotinas didina menturdumbliu Nitellopsis obtusa

lasteliy jaudruma.

. Ivairiy cheminiy medziagy salygota membraninio potencialo

depoliarizacija, pasiekus suzadinimo slenksti, sukelia Nitellopsis obtusa

lasteliy spontaninj aktyvuma.
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