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SANTRUMPOS 

ABA – abscizinė rūgštis 

APW – dirbtinis tvenkinio vanduo 

ATP – adenintrifosfatas 

cADPR – ciklinė adenindifosfato ribozė 

cDNR – komplementarioji deoksiribonukleidinė rūgštis 

ECG – elektrokardiograma 

EEG – elektroencefalograma 

EMG – elektromiograma 

IP3 – inozitol, 1, 4, 5 - trifosfatas 

MYA1, MYA2, MYA3 – miozinų tipai 

NAD(P)H – nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas 

PSTV - paroksimalinė supraventrikuliarinė trachikardija 

ROS – reaktyvios deguonies formos 

SDS-PAGE - elektroforezės poliakrilamido gelyje metodas 

TEA+ - tetrametilamonis 

VDCC2 – įtampos valdomi kalcio kanalai 

VP – veikimo potencialas 
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ĮVADAS 

Nitellopsis obtusa, dar vadinamas žaliuoju aksonu, (Andjus, 1998) gėlavandenis 

makrodumblis, priklausantis Characeae šeimai. Dėl savo ląstelių makroskopiškumo yra vienas iš 

patogiausių fotosintetinančių organizmų stebėti ir analizuoti augaluose ir į juos panašiuose 

organizmuose vykstančius biologinius reiškinius ir reakcijas į besikeičiančias aplinkos sąlygas, 

biologinės kilmės atsakus į įvairios kilmės dirgiklius (Bush, 1995; Beilby ir kt., 2007). Tai labai 

patogus objektas tirti elektrinius signalus bei įvairias jonų pernašos sistemas (Fromm ir kt., 2007). 

Tam kad būtų perduodama informacija apie besikeičiančias aplinkos sąlygas ir būtų pakeičiamas 

ląstelėje vykstantis metabolizmas, kad ląstelės galėtų prisitaikyti prie aplinkos sąlygų dalyvauja 

kalcio jonai ir kalcio jonų pernašos sistemos. Norint analizuoti procesus, kuriuose dalyvauja kalcio 

jonai dažnai yra taikomi gyvūninių ląstelių kalcio jonų kanalų antagonistai padedantys nustatyti šių 

kanalų sandaros ir funkcines savybes. Mūsų eksperimentuose pasirinktas L – tipo kalcio kanalų 

blokatorius, kurio veikimas gyvūninėse ląstelėse yra žinomas (Pineros ir kt., 1997). Verapamilis yra 

naudotas tirti augalų ląstelėse vykstančius procesus, kuriuose dalyvauja kalcio jonai – citoplazmos 

judėjime, ląstelės augime ir dalijimesi, genų ekspresijoje, signalų perdavime. Nors įvairiuose 

tyrimuose yra parodytas įvairus šio kalcio jonų kanalo antagonisto poveikis augalinėms sistemos, 

rezultatai priklauso nuo tiriamosios rūšies ir jos plazminėje membranoje esančių kalcio jonams 

pralaidžių kanalų, kurių aktyvavimas reguliuojamas įtampos, kitų jonų ar specifinių kanalų 

aktyvatorių. Tačiau augaluose nėra nustatyti L-tipo kalcio kanalai, kurie yra blokuojami verapamilio, 

todėl išlieka neaišku, ar šis inhibitorius blokuoja kitus augalinėse membranose esančius kalcio 

kanalus, sutrikdydamas ląstelės gyvybines funkcijas. Taip pat trūksta informacijos apie verapamilio 

poveikį vidinių membranų kalcio kanalams ir jų aktyvumo pasikeitimams.  
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TIKSLAS IR UŽDAVINIAI 

 

Tikslas: Ištirti klasikinio L-tipo kalcio kanalų blokatoriaus verapamilio poveikį nuo kalcio 

priklausomiems procesams Nitellopsis obtusa ląstelėse 

 

Uždaviniai: 

1. Ištirti verapamilio tirpalų (0,1 mM ir 0,3 mM) poveikį žvaigždėtojo maurašakio (Nitellopsis obtusa) 

ląstelių gyvybingumui;  

 

2. Nustatyti verapamilio tirpalų (0,1 mM ir 0,3 mM) poveikį žvaigždėtojo maurašakio (Nitellopsis 

obtusa) ląstelių citoplazmos judėjimui;  

 

3. Ištirti verapamilio tirpalų (0,1 mM, 0,3 mM ir 1 mM) poveikį žvaigždėtojo maurašakio (Nitellopsis 

obtusa) repoliarizacijos greičiui sužadinimo metu. 

 

  



7 
 

I. LITERATŪROS APŽVALGA 

Kalcis augaluose ir kalcio kanalų įvairovė  

Kalcio jonų kanalai esantys augaluose yra svarbūs daugelyje augalų ląstelėse 

vykstančių procesų pradedant  augalų augimu ir vystymusi (Bush, 1995), signalų perdavimu (White, 

1999) ir daugeliu kitų ląstelės fiziologinių procesų citoplazmoje ir organoidų viduje (Bush, 1995), 

nes kalcio jonų kanalų pagrindinis vaidmuo yra greitas kalcio jonų pernešimas per plazminę ir 

viduląstelines membranas (White, 1998). Kalcio jonų kanalai yra gausiai išsidėstę augalinėse 

ląstelėse (White, 1999) , ypač didelis jų tankis stebimas, kur galimi staigūs elektrocheminio gradiento 

pokyčiai – plazminėje membranoje, tonoplaste ir endoplazminiame tinkle. Šiose vietose 

elektrocheminis gradientas dažnai būna pusiausvyroje, jo pokyčiai yra dažni signalų transdukcijos 

metu (Bush, 1995). Didelis kalcio elektrocheminis gradientas yra siejamas su dideliais kalcio jonų 

kiekio skirtumais abipus plazminės membranos ir viduląstelinių membranų, nes augaluose kalcio 

jonai yra kaupiami ne tik endoplazminiame tinkle, bet didžioji jo dalis yra sandėliuojama vakuolėse, 

kurios užima apie 90 proc. viso ląstelės tūrio, ir kalcio išlaisvinimas  iš vakuolės yra svarbus 

viduląstelinių signalų perdavime (White, 1999; Pottosin ir kt., 2007).  Daug mažesni koncentracijos 

svyravimai yra stebimi abipus plastidžių ir mitochondrijų membranu, tačiau ir abipus jų visgi yra  

ženklūs pokyčiai kalcio jonų koncentracijų abipus membranas fotosintezės (Miller ir kt., 1987) ir 

ląstelinio kvėpavimo (Rizzuto ir kt., 1992) metu ląstelėse. Kartu dėl signalų transdukcijos 

citoplazmoje yra stebima nevienoda kalcio jonų koncentracija skirtingose citoplazmos vietose (Gilroy 

ir kt., 1991). Ir net tais atvejais, kai elektrocheminis gradientas yra stabilus, yra fiksuojamas dinaminis 

balansas tarp įtekėjimo ir ištekėjimo kalcio, per plazminėje membranoje esančius kalciui pralaidžius 

kanalus (Bush, 1995).  Augaluose yra žinoma keletas skirtingų tipų kalcio jonams pralaidžių kanalų. 

Dalis kalcio jonams pralaidžių kanalų yra priklausomi nuo įtampos ar aktyvuojami sužadintojų – 

plazminėje membranoje ar viduląstelinėse membranose. Depoliarizacijos ar hiperpoliarizacijos 

aktyvuojami kalcio kanalai yra ne tik plazminėje membranoje, bet ir tonoplaste. Membranose yra ir 

ligandų (IP3 ir cADPR) valdomi kalcio kanalai arba kanalai aktyvuojami kitų antrinių signalinių 

molekulių, hormonų veikiančių kalcio jonams pralaidžių pernašos sistemų aktyvumą (White, 1999). 

Kalcio jonų reguliuojama citoplazminė kalcio jonų koncentracija apibūdina ląstelės fiziologinę būklę 

ir yra išlaikoma apie 100 nM, esant aktyvioms kalcio jonų ATPazėms ir kalcio jonų/protonų 

antiporteriams plazminėje membranoje (Bush, 1995; Sanders ir kt., 1999). Specifiniai citoplazminio 

kalcio jonų koncentracijos pokyčiai rodo tinkamą ląstelės fiziologinį atsaką į įvairius dirgiklius 

(Alexandre ir kt., 1992; Trewavas, 1999). . Ir kalcio jonų koncentracijos pokyčiai,  sukeliami skirtingų 

stimulų, atsiranda dėl kalcio jonų išlaisvinimo iš skirtingų šaltinių (White, 1999)  
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Kalcio jonai ir kalcio jonų pernašos sistemos augalų ląstelių plazminėje membranoje  

Nestimuliuotoje augalinėje ląstelėje citoplazminė kalcio koncentracija yra 10-7 M, o 

nustatytas apoplastinis kalcio jonų lygis sausumos augaluose tipiškai yra nuo 10-4 iki 10-3 M (Harker 

ir kt., 1991; Bjorkman ir kt., 1991).  Membranos potencialas yra nuo -150 iki -200mV ir μ(Ca2+) – 

cheminio potencialo vertė, apskaičiuota pagal Nernsto lygtį (Hille, 1992)  yra 45-60 kJ*mol-1. Tokia 

vertė yra palyginama su laisvosios energijos pokyčiu hidrolizuojant ATP, kuri vidutiniškai yra -44 

kJ*mol-1 gyvose ląstelėse (Miller ir kt., 1990). Citoplazminis ir tarpląstelinis kalcio jonų kiekis yra 

pusiausvyras, nors didžioji dalis kalcio citoplazmoje yra surišta su polisacharidais, lipidais ir 

baltymais. Ženklūs kalcio jonų kiekio pokyčiai dėl išorinių stimulų yra stebimi Chara corallina 

ląstelių citoplazmoje, kurioje kalcio jonų koncentracija bendroje sumoje siekę iki 50 mM (Reid ir kt., 

1992). Taip pat stimulai, kurie pakeičia ląstelės elektrinį potencialą ar ląstelės sienelės pH, gali 

mobilizuoti ląstelės sienelėje esančius kalcio jonus ir reikšmingai padidinti kalcio koncentraciją 

citoplazmoje. Tokie stimulai yra šviesa (Assamann ir kt., 1985; Serrano ir kt., 1988; Shimazaki ir kt., 

1992) ir auksinas (Felle, 1988), nes jie hiperbolizuoja plazminę membraną, kartu paskatindami 

ląstelės sienelės parūgštėjimą, kuris gali daryti įtaką citoplazminio kalcio kiekio didėjimui ir tuo pačiu 

pakeisti kalcio judėjimą per membraną (Bush, 1995). Kalcio kanalai esantys plazminėje membranoje 

buvo nustatyti naudojant patch-clamp metodą augalinių ląstelių protoplastuose ir po inkorporavimo į 

plazminės membranos vezikules plokščiame lipidų dvisluoksnyje, kuriame buvo stebėtas kalcio 

jonams pralaidžių kanalų aktyvumas. Šiuos kanalus galima suskirstyti į depoliarizacijos 

aktyvuojamus, hiperpoliarizacijos aktyvuojamus ir įtampai nejautrius kanalus (Thuleau ir kt., 1998).  

Depoliarizacijos aktyvinami kalcio jonams pralaidūs kanalai.  

Depoliarizacijos aktyvuojami kalcio jonams laidūs kanalai yra randami plazminėje 

membranoje, visų augalų šaknų ląstelėse (White, 1998; Kiegle ir kt., 1998; Thion ir kt., 1998), lapų 

mezofilyje (Thion ir kt., 1998) ir suspensijose kultūrinių ląstelių (Thuleau ir kt., 1994; Thion ir kt., 

1996). Taip pat galima išskirti skirtingas šių kanalų klases pagal jų jautrumą La3+, Gd3+, verapamiliui 

(White, 1998). Yra pažymima, kad keletas kalcio jonų pernašos sistemų gali būti inhibituojams 

rutenio raudonuoju, tačiau preparatas yra nenaudingas diagnozuojant kalcio jonų mobilizaciją 

viduląstelinėse saugyklose. Pirmieji nuo depoliarizacijos priklausomi kanalai buvo nustatyti 

protoplastuose, gautuose iš morkų ląstelių suspensinės kultūros (Thuleau ir kt., 1994a,b; Thion ir kt., 

1996) ir tik vėliau protoplastuose lapų mezofilio ir šaknų ląstelėse Arabidopsis (Kiegle ir kt., 1998; 

Thion ir kt., 1998). Protoplastuose gautuose iš Arabidopsis šaknų ląstelių depoliarizacijos srovė buvo 

inhibuojama naudojant mibefradilą (Kiegle ir kt., 1998). Depoliarizacijos srovės kanalai 

tarpininkauja pernešant dvivalenčius jonus – Ca2+, Mg2+, Ba2+ ir Sr2+. (Thuleau ir kt., 1994a,b) ir tuo 
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pačiu turi vienakryptį laidumą 13 pS esant 40 mM kalcio jonų koncentracijai, išorinėje terpėje. Kalcio 

srovės yra aktyvuojamos esant teigiamesnei įtampai nei –140 mV  ir jų veikimas sulėtėja ir yra 

grįžtamai inaktyvuojamas, kai įtampa tampa ekstremaliai neigiama (Thuleau ir kt., 1994a,b). 

Atliktuose tyrimuose su Arabidopsis ton2 mutantų protoplastais, kuriuose buvo stebėtas kalcio  

kanalų aktyvumas parodytas buvimas baltymų, kurie suriša mikrovamzdelius su plazmine membrana 

(Thion ir kt., 1998). Jau seniai buvo žinoma, kad mikrovamzdeliai dalyvauja reguliavime aktyvumo 

ir padėties membranos baltymų. Paviršiniai mikrovamzdeliai dalyvauja daugelyje fiziologinių 

procesų tokių kaip – atsakas į osmotinį ir mechaninį dirginimą, morfogenezė ir ląstelės dalijimasis ir 

mikrovamzdelių persitvarkymas yra dėl ankstyvo atsako į biotinius ar abiotinius stimulus (Shibaoka, 

1994; Marc, 1997). Taip pat yra duomenų, jog citoskeleto mikrovamzdeliai yra siejami su augimo 

krypties reguliavimu (Bibikova ir kt., 1999). Depoliarizacijos aktyvinami kanalai yra susiję su 

aklimatizacija į šalčio jautrumą, augaluose augančiuose žemose temperatūrose (White, 1998). 

Manoma kad tai inicijuoja kalcio įtekėjimą per plazminę membraną ir tarpininkauja reikšmingame 

padidėjime citoplazminės kalcio jonų koncentracijos. Dėl neigiamos temperatūros sunyksta 

paviršiniai mikrovamzdeliai ir sunykimas yra sukeltas poveikio 10 mM La3+, bet ne 10 mM Gd3+ 

buvimo tarpląstelinėje terpėje (Mazaris ir kt., 1997).  Atliekant tyrimus su kviečių šaknų ląstelių 

plazminių membranų vezikulėmis, kurios buvo įterptos į plokščią lipidų dvisluoksnį, nustatyti 2 tipai 

depoliarizacijos aktyvinamų kalciui pralaidžių kanalų. Kurie buvo pavadinti rca/VDCC2 (White, 

1994; 1997) ir maxi-katijonų kanalai (White, 1993; 1997). Nesant kalcio jonų, VDCC2 kanalai yra 

pralaidūs vienvalenčiams ir dvivalenčiams katijonams. Įskaitant katijonus, kuriems L-tipo kalcio 

kanalai gyvūninėse ląstelėse yra santykinai pralaidūs – Mg2+ ir Mn2+ jonams arba blokuojami  Cd2+,, 

Co2+ ir Ni2+ (Pineros ir kt., 1995; 1997; White ir kt., 2000). Šio tipo kanalai turi platų spektrą cheminių 

medžiagų, kurios veikia slopinančiai esant mikromolinėms jų  koncentracijoms – Al3+, La3+, Gd3+, 

verapamilio, diltiazemo ir rutenio raudonojo, tačiau šie kanalai nėra paveikūs 1,4-dihidropiridinui ir 

bepredilui (White, 1998; Pineros ir kt., 1997)  Maxi-katijonų kanalai buvo tirti plazminėje 

membranoje ryžių šaknų, kuriose jie buvo pralaidūs įvairiems vienvalenčiams ir dvivalenčiams 

katijonams (White, 1993;1997). Susiformavęs pernašos modelis per šias kanalų poras – K+, Na+, Ca2+ 

ir Ba2+ jonams (White ir kt., 1999). Aplinkos streso sąlygos sukelia dominuojantį kalcio jonų antplūdį, 

Ca2+ pralaidžiuose kanaluose yra laikomas dominuojančiu jonų srautu ir bet tai neparodo kanalo 

farmakologinio kompleksiškumo (White, 2000).  Kanaluose esančios srovės yra slopinamos 

mikromolinių koncentracijų rutenio raudonojo, o tuo tarpu katijonų ištekėjimo srautai slopinami, ne 

tik rutenio raudonojo, bet ir diltiazemo, verapamilio ir kuinino mikromolinių koncentracijų ir TEA+ 

milimolinių koncentracijų. Stebint šių kanalų kinetiką ir pernašą per juos yra siūloma jog maxi-

katijonų kanalai yra atsakingi už trumpalaikį kalcio koncentracijos padidėjimą citoplazmoje 
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sukeliamą šalčio (White ir kt., 1999) ir tikėtina, kad tai yra bandymas imituoti aklimatizaciją žemai 

temperatūrai. Dažnai depoliarizacijos aktyvuojami kanalai yra siejami su signalų perdavimu esant 

stresinėms sąlygoms, iššaukiamoms aplinkos, vystymosi ar patogenų. Depoliarizacija gali būti 

sugeneruota vieno iš daugelio mechanizmų ir tai formuoja globalų signalą (White, 2000) Kalbant apie 

šių kanalų laidumą, tai reiktų jį sieti su daugeliu sudedamųjų aspektų: energetiniu barjeru, elektrine 

varomąja jėga ir katijonų patekimu į porą iš aplinkos. Kalbant apie poras tiek maxi-katijonų kanalų, 

tiek VDCC2 kanalų, jos yra modeliuojamos taip kad turėtų 2 aukšto afiniškumo sritis, kuriose 

katijonai yra atskiriami vienas nuo kito ir tuo pačiu nuo išorinės aplinkos energetinio barjero. Abi 

surišimo vietas gali užimti katijonai tuo pačiu metu, bet katijonai patekę į porą išstumia vienas kitą. 

Panašus modelis buvo naudojamas apibūdinti katijonų pernašą per L tipo kalcio kanalus gyvūninių 

ląstelių membranose. Ir tai leido suformuoti keletą išvadų apie kanalų porų struktūra (White, 1999). 

Katijonų surišimo sritys maxi-katijonų ir VDCC2 kanaluose turi žemą afiniškumą dvivalenčiams 

katijonams ir didelį afiniškumą vienvalenčiams katijonams, lyginant šiuos kanalus su L-tipo kalcio 

kanalais gyvūninėse ląstelėse. Tai siūlo, jog kanalo poros struktūra augalų plazminės membranos 

kalcio kanalų ir L-tipo kalcio kanalų gyvūninių ląstelių plazminėje membranoje skiriasi. Augalų 

kalcio kanalai yra mažiau selektyvūs kalciui nei L-tipo kalcio kanalai gyvūninių ląstelių membranose. 

Tačiau šis skirtumas gali atspindėti skirtingas jonines koncentracijas ir įtampas po kurių augalinėse 

ir gyvūninėse ląstelėse esantys kanalai yra aktyvuojami. Poros struktūra kalcio kanalo yra susijusi su 

katalizuojamu kalcio įtekėjimu, kuris yra palaikomas ekstremaliai negatyvaus membranų potencialo, 

būdingo augalams. 

Hiperpoliarizacijos aktyvuojami kalciui pralaidūs kanalai  

Hiperpoliarizacijos aktyvuojami kalciui pralaidūs kanalai buvo atrasti protoplastuose, 

įvairiuose ląstelių tipuose, dėl to yra manoma, jog jie dalyvauja daugelyje ląstelėje vykstančių procesų 

(White, 2000) Nustatyta, jog hiperpoliarizacijos aktyvinami kalcio kanalai svogūnų epidermio 

ląstelių plazminėje membranoje yra aktyvuojami įtempio, kas leidžia daryti prielaidą, jog jie veikia 

kaip mechanoreceptoriai. Taip pat žiotelėse hiperpoliarizacija aktyvuoja kalcio kanalus dėl kurių yra 

sukeliama  plazminės membranos depoliarizacija, kuri koordinuoja jonų ištekėjimą ir žiotelių 

užsivėrimą. Šaknų endotelio ląstelėse šie kanalai vaidina svarbų vaidmenį mineralinėje mityboje, o 

pomidorų ląstelių suspensinėje kultūroje šie kanalai yra įtraukiami į sužadinto signalo perdavimą. Šio 

tipo kanalai yra įtraukiami į turgorinio slėgio palaikymą ląstelėje ir informacijos apie mechaninį stresą 

perdavime (Pickard ir kt., 1993). Kanalų sąsaja su paviršiniais  mikrovamzdeliais padeda koordinuoti 

ląstelės plėtimąsi, remiantis kaimyninių ląstelių padėtimi.  To analogas gali būti ilgėjančio augimo 

pavyzdys dumblių rizoiduose ar grybų hifuose, nes specifinį vaidmenį mechanojautrūs kalcio kanalai 
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atlieka elongacijos metu šakniaplaukiuose (White, 1998) ir žiedadulkių dulkiadaigiuose (Taylor ir kt. 

1997)  Šiuo metu nėra pakankamai informacijos kaip šio tipo kalcio kanalai dalyvauja daugelyje 

fiziologinių procesų: ląstelės sienelės lankstymąsi, lokalizuotame turgoro susidaryme, plazminės 

membranos įtempime, sekrecinių vezikulių judėjime link plazminės membranos ir egzocitozėje.  Tam 

tikri cheminiai preparatai veikia įvairius nuo Ca2+ priklausomus reiškinius, kalcio jonų koncentracijos 

pokyčius, mangano įtekėjimą ir ląstelių elongaciją, bet tai gali nereikšti tiesioginės šių medžiagų 

sąveikos su pačiais kalcio jonams pralaidžiais kanalais. Taip pat apie signalinį vaidmenį 

hiperpoliarizacijos aktyvuojamų kalcio kanalų yra žinoma varstomųjų ląstelių plazminėse 

membranose. Žiotelių ramybės potencialas varijuoja tarp hiperpoliarizuotos būsenos (-200 mV) ir 

būsenos kuri yra artima kalio jonų pusiausvyriniam potencialui (Grabov ir kt.,  1998). Neginčijamai 

hiperpoliarizacija žiotelėse yra iššaukiama kalcio jonų antplūdžio ir vėliau padidėjusios citoplazminės 

kalcio koncentracijos, kai įtampos slenkstis vidutiniškai siekia -120 mV (Grabov, 1998, 1999). 

Padidėjimas citoplazminės kalcio koncentracijos yra jautrus ekstraląstelinei kalcio koncentracijai, 

Gd3+, ir kalcikluidinui - inhibitoriui L-tipo kalcio kanalų gyvūnuose. Yra siūloma, kad 

hiperpoliarizacijos aktyvuojami kalcio kanalai yra kaip integralus komponentas varstomųjų ląstelių 

atsake į ARBA poveikį. Kanalų aktyvumas yra paveikiamas staigių temperatūros pokyčių, terpės 

rūgštėjimo nuo 7 pH iki 5 pH ir slopinamas mikromolinių koncentracijų La3+, Gd3+, Al3+. Tai siūlo 

idėją, jog šie kanalai veikia kaip sensoriai integruojantys elektrinius, terminius ir cheminius signalus.  

  

Biologiškai aktyvių medžiagų – laminarino, chitopentozės ir lipopolisacharidų (elicitor) 

aktyvuojami kalciui pralaidūs kanalai  

Buvo aprašyti 2 biologiškai aktyvių medžiagų (elicitor) aktyvuojami kalciui pralaidūs 

kanalai esantys plazminėje membranoje. Kalcio srautas per šiuos kanalus rodo ankstyvą pasiruošimą 

gynybinio atsako į patogenus. Pirmasis kalcio kanalas, aktyvuojamas  kai įtampa yra žemesnė nei -

120 mV, aprašytas pomidorų (Lycopersicon esculentum L.) ląstelių suspensinėje kultūroje (Gelli ir 

kt., 1997). Šie kanalai buvo slopinami mikromolinėmis koncentracijomis La3+ ir nifedipino. Antrasis 

kalcio jonams pralaidus kanalas buvo pavadintas – didelio laidumo iššaukėjų (elicitor) aktyvuojamu 

kanalu ir aprašytas petražolių (Petroselinum crispum)  protoplastuose ląstelių suspensinėse kultūrose 

(Zimmermann ir kt., 1997). Taip pat buvo stebimas ir kalio laidumas per šiuos kanalus. Ir buvo 

slopinami mikromolinių koncentracijų La3+ ir Gd3+  
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Tonoplaste esantys kalcio kanalai  

Vakuolė augalinėse ląstelėse užima apie 90 procentų jos tūrio ir yra laikoma didžiausiu 

kalcio jonų šaltinių ląstelėje. Kalcio jonų elektrocheminis gradientas kertant tonoplastą yra labai 

didelis. Tonoplasto ramybės potencialas (-20 mV - -50 mV) ir skirtumas tarp citoplazmoje ir 

vakuolėje esančio kalcio koncentracijos lemia kalcio jonų judėjimą iš vakuolės į citoplazmą. Kalcio 

jonų judėjimas iš vakuolės į citoplazmą lemia citoplazminio kalcio koncentracijos padidėjimą 

reikalingą signalų transdukcijai. Kai signalas sukėlė padidinimą citoplazminio kalcio koncentracijos, 

tai buvo pavadinta indukuotu kalcio jonų išlaisvinimu. Diskutuojamas vakuolėje esančių kalcio 

aktyvuojamų kalcio kanalų buvimas. Iki šiol žinomi tik 4 tipai tonoplaste esančių kalcio kanalų – iš 

kurių 2 yra valdomi įtampos, kiti 2 kalcio jonų kanalai yra valdomi ligandų tonoplasto membranoje 

(Pottosin ir kt., 2007). Depoliarizacijos aktyvuojami kalcio kanalai įskaitant ir lėtuosius vakuolės 

kanalus, turi pagrįstą laidumą dvivalenčiams jonams, bet jų fiziologija išlieka neaiški. 

Hiperpoliarizacijos aktyvuojami kalcio kanalai taip pat turi savitą selektyvumą dvivalenčiams jonams 

ir katalizuoja kalcio ištekėjimą į citoplazmą ir turi savo vaidmenį ląstelės signalų perdavime. Taip pat 

kalcio kanalai aktyvuojami antrinių signalų molekulių IP3 ir cADPR. Šie kanalai yra labiau 

selektyvūs dvivalenčiams jonams nei vienvalenčiams jonams. Taip pat yra stebimi vadinamieji lėtieji 

tonoplasto kanalai, tarpininkaujantys ne tik jonų pernašoje, bet ir reguliavime daugelyje viduląstelinių 

mechanizmų. Šio tipo kanalai buvo identifikuoti TPC1 geno Arabidopsis. Ir tai buvo išskirtinis 

atradimas nes manyta jog TPC1 geno lemiami kanalai yra tik plazminėje membranoje (Pottosin ir kt., 

2007). Lėtieji vakuolės kanalai yra aktyvuojami nuo teigiamo tonoplasto potencialo, kai kiti 

tonoplasto nuo įtampos priklausomi kanalai yra aktyvinami neigiamo tonoplasto potencialo. Lyginant 

šių dviejų nuo įtampos priklausomų kanalų savybes yra gaunami ryškūs panašumai ypač jeigu šie 

tyrimai yra atliekami  su ta pačia rūšimi (Pottosin ir kt., 2007). Yra manoma, jog šios dvi kanalų rūšys 

yra vienodos savo funkcinėmis savybėmis, bet skirtingai išsidėstę plazminėje membranoje. Įvairiuose 

šaltiniuose lėtieji tonoplasto kalcio kanalai yra apibūdinami, kaip ganėtinai tankiai išsidėstę 

tonoplaste ir tai nustatyta naudojant patch-clamp metodą (Schulz-Lessdorf ir kt., 1995; Pottosin ir kt., 

1997). Lėtieji vakuolės kanalai yra paplitę visuose sausumos augaluose (Embryophytes) įskaitant ir 

paparčius ir kerpsamanes (Hedrich ir kt., 1988). Tačiau analizuojant šiuos kanalus trūksta 

informacijos apie tretinę šių kanalų struktūra ir manoma, jog poros diametras gali būti nustatomas 

taikant blokavimą skirtingo diametro katijonais (Dobrovinskaya ir kt., 1999). Nustatyta, kad 

medžiagos, kurių diametras yra mažesnis arba lygus 7 Å (dydis pilnai hidratuoto magnio jono) gali 

prasiskverbti pro porą. Ir pagal tai yra sprendžiama, jog kanalai turi pralaidumą šarminių metalų 

katijonams (Amodeo ir kit., 1994; Paganetto ir kt., 2001). Kalcis į vakuolę yra pernešamas aktyviojo 
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transporto pagalba prieš elektrocheminio potencialo gradientą tarpininkaujant P tipo kalcio pompom 

(Geisler ir kt., 2000; Sze ir kt., 2000) ir vandenilio/kalcio antiporteriams (Shikagi ir kt., 2006).  

Kalio jonai ir kalio jonų pernašos sistemos augaluose 

Kalis yra antra pagal svarbą augalams mineralinė medžiaga po azoto, dalyvaujanti 

ląstelės metabolizme (Marschner ir kt., 1995). Augalo ūgliuose kalio kiekis gali sudaryti nuo 4 iki 8 

procentų augalo sausosios masės. Vienas iš svarbiausių kalio vaidmenų augalinėse sistemose yra 

turgorinio slėgio palaikymas. Kartu kalio jonai aktyvuoja eilę metabolinių fermentų įskaitant ir 

dalyvaujančius fotosintezėje, oksidaciniame fosforilinime ir baltymų sintezėje (Marschner ir kt., 

1995). Išskirtinai svarbų vaidmenį jis atlieka augalų judėjime, kaip to pavyzdys žiotelių varstomųjų 

ląstelių atsivėrimas ir užsivėrimas. Pagrindinės kalio jonų saugyklos augalinėje ląstelėje yra vakuolė 

ir citoplazma. Citoplazminis kalio kiekis tarp skirtingo tipo ląstelių varijuoja nežymiai ties 100 mM 

riba (Cuin ir kt., 2003), tačiau kalio kiekis skirtingo tipo ląstelių vakuolėse gali ženkliai skirtis – nuo 

120 mM šaknų ląstelių vakuolėse (Walker ir kt., 1996) iki 230 mM lapų mezofilio ląstelėse (Cuin ir 

kt., 2003). Augalų evoliucijos eigoje kalio jonams atliekant daug svarbių funkcijų augalinėse ląstelėse 

susiformavo ganėtinai didelė įvairovė kalio jonams pralaidžių pernašos sistemų, kurių šiuo metu 

Arabidopsis yra suskaičiuojamos net septynios šeimos (Shabala, 2003). Kalio jonų pernašos sistemos 

skirstomos į nešiklius - antiporterius, simporterius ir uniporterius ir kanalus skirstomus į nuo įtampos 

priklausomus ir nepriklausomus kanalus, kalį įnešančias ir išnešančias jonų pernašos sistemas 

(Dreyer ir kt., 2011). Gyvūninėse ląstelėse kalio jonai dalyvauja veikimo potencialo repoliarizacijos 

metu, kai yra pašalinami iš ląstelės pro nuo įtampos priklausomus kalio kanalus (Bean, 2007). 

Atitinkamas kalio jonų vaidmuo ir augalinėse ląstelėse generuojant veikimo potencialus (Minguet-

Parramona ir kt., 2016). Kalio vaidmuo veikimo potencialų repoliarizacijos metu buvo nustatytas 

naudojant augalų mutantus, neturinčius GORK tipo kalio kanalus koduojančio geno, kas įrodė kalio 

dalyvavimą repoliarizacijos metu, kai kalis yra pašalinamas iš ląstelės pro depoliarizacijos 

aktyvuojamus arba nuo kalcio jonų koncentracijos citoplazmoje padidėjimo nuo 0,1 μM iki 1 μM 

priklausomus, kalio kanalus ir tai yra svarbu veikimo potencialo sklidimui ir susidarymui (Cuin ir kt., 

2018). 

Elektriniai signalai augaluose 

Elektriniai signalai yra laikini elektrinio potencialo gradiento pokyčiai abipus plazminę 

membraną (Vodeneev ir kt., 2015) arba tonoplastą (Novikoova ir kt., 2017). Elektrinių signalų 

sužadinimas ir perdavimas yra pagrindinė priemonė leidžianti greitai ir efektyviai perduoti 

informaciją dideliais atstumais nuo sužadinimo vietos link atsako srities. Toks signalų perdavimas 
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yra gerai žinomas daugelyje aukštesniųjų augalų ir žaliadumblių (Fromm ir kt., 2007). Elektrinių 

signalų buvimas gyvūninėse ir augalinėse ląstelėse rodo ir atitinkamų joninių kanalų buvimą ląstelių 

plazminėse membranose ir membraninėse organelėse, kas leidžia perduoti informaciją dideliais 

atstumais. Pirmieji elektriniai signalai ir jų sklidimas buvo stebėtas eksperimentuose su Dionaea 

lapuose vykstančiais fiziniais pokyčiais sukeltais išorinių stimulų (Burdon-Sanderson, 1873), 

parodant elektrinių signalų buvimą ne tik gyvūninėse sistemose. Pirmieji elektrinių signalų matavimai 

su viduląsteliniais elektrodais buvo atlikti Nitella ląstelėse 1930 metais (Umrath, 1930), kai tokiu 

būdu pirmieji gyvūninėse ląstelėse atlikti matavimai buvo atlikti tik po dviejų dešimtmečių (Nastuh 

ir Hodghen, 1950; Tasaki, 1952). 1950 metais Sibaoka atlikti tyrimai su jautriąja mimoza (Mimosa 

pudica), kurių metu buvo stebėti veikimo potencialai (VP) ir jų sklidimas, bei tolimesni tyrimai su 

kitomis augalų rūšimis, parodė elektrinių signalų svarbą augalinėms sistemoms ir jų indėlį 

reguliuojant fiziologinius procesus – genų ekspresiją, fotosintezės aktyvumą, ATP sintezę, 

fitohormonų (jazminų rūgšties) produkavimą, transpiraciją, atsparumą šalčiui ir greitus motorinius 

judesius (Sibaoka, 1969; Pickard 1973; Sibaoka ir kt., 1991; Retivin ir kt., 1997; Vodeneev ir kt., 

2018; Sukhov ir kt., 2019). Minėtų procesų koordinuotas reguliavimas yra svarbus visuose organizmo 

lygmenyse (Shah ir Zeier, 2013; Hilleary ir Gilroy, 20118).Atliktuose tyrimuose su Chara coralina 

ląstelėmis nustatyta, jog plazminėje membranoje susidarę veikimo potencialai yra perduodami į 

tilakoidų membranas, ko pasekoje atsiranda fluorescencijos pokyčiai, dėl pH gradiento padidėjimo 

abipus tilakoido membraną, kas rodo įvykusius pokyčius fotosintezės efektyvume (Bulychev ir kt., 

2006). 

 Buvo įrodytas augaluose generuojamų veikimo potencialų panašumas į gyvūninėse 

ląstelėse (neuronuose) generuojamus elektrinius signalus. Svarbus klausimas analizuojant augalinėse 

sistemose generuojamus elektrinius signalus yra jonų kanalai ir atitinkamų jonų pernaša, bei jų 

panašumas su jonų kanalais esančiais gyvūninėse ląstelėse bei perduodamos informacijos kodavimas, 

kuris yra siejamas su veikimo potencialų forma, depoliarizacijos slenkstine verte ir generuojamų 

signalų dažniu (Fromm ir kt., 2007) 

Nors augalai ir neišvystė specifinės sistemos skirtos ilgų nuotolių elektrinių signalų 

perdavimui, jie pritaikė turimas medžiagų pernašos sistemas – apytakos indus (fleomą ir ksilemą), 

kurių pagalba informacija apie aplinkoje esančius stresinius faktorius gali būti greitai perduodama ir 

augalai gali greičiau atsakyti į aplinkos dirgiklius, keisdami fiziologinius parametrus (Lautner ir kt., 

2005).Taip yra dėl apytakos indus sudarančių ląstelių plazminėse membranose esančių K+ ir Ca2+ 

jonų kanalų gausos nustatytos daugelyje augalų (kukurūzuose, pupelėse ir kt.) (Lacombe ir kt., 2000; 

Volk ir kt., 2000). Lyginant su augaluose esančiais cheminiais signalais, perduodamais fitohormonų, 
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elektriniai signalai yra daug greitesnė priemonė. Ir tai žadina didesnį mokslininkų susidomėjimą 

elektrinių signalų poveikiu fiziologiniams procesams augaluose (Trebacz ir kt., 2006). Be to yra 

keliamos įvairios hipotezės apie glaudų elektrinių signalų ryšį su ROS transmisija ir Ca2+ jonų kiekio 

pokyčiais/svyravimais ląstelėse (Hilleary ir Gilroy, 2018) kartu apimant ir streso hormonų sintezę 

(pvz., ABA) (Hlavinka ir kt., 2012) ar siejant su hidraulinių bangų sklidimu augaluose (Stahberg ir 

kt 2006).  

Elektrinių signalų matavimo metodai 

Metodai, taikomi matuoti augaluose generuojamus elektrinius signalus dažniausiai 

skirstomi pagal elektrodų tipą: ekstraląsteliniai ir intraląsteliniai. Pirmuoju atveju naudojami išoriniai 

elektrodai paviršiniams matavimams. Tokiu būdu registruojami signalai daugelyje aukštesniųjų 

augalų, kuriuose elektriniai signalai yra fiksuojami ilgą laiką. Intraląsteliniai – dažniausiai naudojant 

stiklinius elektrodus užpildytus KCl tirpalu, įvedamus tiesiai į ląstelę. Šis metodas yra daug 

patikimesnis ir suteikia informacijos apie trumpo laikotarpio elektrinius signalus augalinėse ląstelėse. 

Tačiau šis metodas turi ir trūkumų, nes įvesti mikroelektrodai gali pakeisti ląstelės biologines savybes 

signalo registravimo metu (Fromm ir kt., 2007). 

Ekstraląsteliniai matavimai yra dažnai taikomi gyvūnų elektrinių signalų matavimams 

taikomiems medicininėje praktikoje– ECG, EEG, EMG. Šie matavimai yra tinkami registruoti tik 

specifinių ląstelių grupių generuojančių elektrinius signalus. Augalinėse ląstelėse šis metodas yra 

taikomas dvejopai, taikant paviršinius elektrodus arba naudojant įterpiamuosius elektrodus 

įterpiamus tarp augalų audinių, bet tokiais atvejais elektrodai turi būti ploni (Ag/AgCl; skersmuo 0,4-

1,0 mm) ir nepažeisti šalia esančių ląstelių. Tokie įterpti elektrodai kontaktuoja su aplink juos 

esančiomis ląstelėmis, tokio matavimo pirmieji tyrimai buvo atlikti su brazdo zonos ląstelėmis 

įvairiuose sumedėjusiuose augaluose (Fensom, 1936) ir pupelėse, joms reaguojant į mėlynos šviesos 

sukeltus elektrocheminius signalus (Volkov, 2006). Tačiau lyginant su įterpiamais elektrodais 

paviršiniai matavimai yra dažniau pasirenkami dėl neinvaziškumo bei fizinio stabilumo ir tuo pačiu 

tokio tipo matavimai leidžia stebėti ir kitus augaluose vykstančius fiziologinius procesus, kaip 

fotosintezės aktyvumas, dujų mainai, fitohormonų sintezė (Fromm ir kt., 1998). Kaip ir 

įterpiamiesiems elektrodams, taip ir paviršiniams elektrodams gaminti yra naudojama Ag/AgCl viela, 

kuri yra drėkinama 0,1 proc. (w/v) KCl agare arba sudrėkintu medvilnės pluoštu, tokiu būdu 

užtikrinant didelį elektrinį kontaktą su augalo paviršiumi (Fromm ir kt., 1993), arba Ag/AgCl 

elektrodai gali būti pritvirtinami prie augalo naudojant laidžius vandeninio pagrindo gelius, kurie yra 

panašūs į taikomi gyvūninių ląstelių paviršiniams matavimams kaip ECG, EEG (Mancuso, 1999). 
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Antras elektrodas tada tvirtinamas distaliniame augalo regione arba įtvirtinamas į dirvožemį, kuriame 

augalas auga. Į dirvožemį įkištas elektrodas atlikta referentinio elektrodo funkciją. Taikant šio tipo 

elektrinių signalų matavimą galima stebėti elektrinių signalų sklidimą visame augale, kai paduodamas 

apikalinis stimulas sklindantis augalu žemyn. Panašūs eksperimentai buvo atliekami su 

saulėgrąžomis analizuojant susidariusių veikimo ir variabilių potencialų charakteristikas (Stankovic 

ir kt., 1998). 

Viduląsteliniai matavimai yra atliekami membranos potencialų ir elektrinių signalų 

registravimui. Šių matavimų metu naudojami stikliniai mikroelektrodai, kurių galiuko skersmuo turi 

būti mažesnis nei 1 μm. Elektrodai yra užpildyti KCl , jie yra įtvirtinami Ag/AgCl laikikliu, sujungtu 

su didelės įvesties impedanso stiprintuvu. Elektrodas į ląstelės citoplazmą arba vakuolę yra įvedamas 

naudojant mikromanipuliatorių. Elektrodui pervėrus ląstelės plazminę membraną yra registruojamas 

neigiamas potencialo pokytis, kuris dažniausiai augalinėse ląstelėse yra intervale nuo – 80 mV iki -

200 mV (Fromm ir kt., 2007). Vienintelė iškylanti intraląstelinių matavimų problema yra ilgų 

nuotolių signalų matavimas augaluose, kurie sklinda augalo apytakos indais, floema. Floema, kaip ir 

kiti augalo apytakos indai yra išsidėstę gilesniuose augalo sluoksniuose ir juos pasiekti su stikliniais 

mikroelektrodais yra sudėtinga. Dėl to norint išmatuoti floemoje sklindančius elektrinius signalus, 

buvo pasinaudota vabzdžiais, amarais, mintančiais būtent floema tekančiais augalo skysčiais, nes 

amaro straubliukas lengvai gali perverti augalo audinius ir pasiekti floemą (Fromm ir kt., 1994). 

Atliekant šį tyrimą amarai yra paliekami  nakties laikotarpiui ant tiriamojo augalo, vėliau vabzdžio 

kūnas yra atskiriamas nuo straubliuko, kurio pagalba vabzdys maitinasi ir straubliukas yra 

panaudojamas kaip elektrodo laikiklis, į kurį įmontuojamas registracijai skirtas elektrodas (Fromm ir 

kt., 1988). Matavimas priklauso nuo tirpalo koncentracijos skirtumo tarp citoplazmos ir 

mikroelektrodų, nustatyta, jog rėtiniuose induose esanti terpė turi nuo 50 iki 100 mM K+ jonų (Fromm 

ir kt., 1989). Tuo pačiu gali būti paklaidos skaičiuojant straubliuko elektrinę varžą, nes preliminarūs 

skaičiavimai jau atlikti 1981 metais (Wright ir kt., 1981), kurie parodė, jog straubliuko varža yra 3 

kartus didesnė, nei varža standartiniuose elektroduose. Vienas šio metodo privalumas yra elektros 

srovės izoliacija, kuri susidaro iš likusių amaro išskyrų. 

Veikimo potencialai 

Augalai reaguodami į spontaninius aplinkos pokyčius generuoja įvairius elektrinius 

signalus, bet kurioje simplasto vietoje. Dažniausiai sutinkami elektriniai signalai yra veikimo 

potencialai (VP), kurie pirmiausia pasižymi staigia plazminės membranos depoliarizacija, ir tai yra 

pastebėta ganėtinai seniai atliekant tyrimus su įvairiomis menturdumblių Chara rūšimis (Kishimoto, 
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1968). Tuo pačiu veikimo potencialų generavimas buvo stebėtas šių dumblių tonoplasto membranoje 

(Beilby ir kt., 2007) ir aukštesniuosiuose augaluose (Novikova ir kt., 2017). Veikimo potencialai yra 

trumpi elektriniai signalai, trunkantys nuo kelių iki keliasdešimt sekundžių. Veikimo potencialus 

sudaro 2 fazės. Depoliarizacija (Trebacz ir kt., 2006; Fromm ir kt., 2007), kurios pagrindinis sukėlėjas 

yra kalcio jonų įtekėjimas į citoplazmą iš išorės ar viduląstelinių saugyklų – vakuolės ir 

endoplazminio tinklo (Reid ir kt., 1992). Depoliarizacijoje dalyvauja ir chloro jonai ištekantys iš 

ląstelės pro chloro jonams pralaidžius kanalus (Hope ir kt., 1964). Nustatyti 2 chloro jonus išnešančių 

kanalų tipai, vienas iš jų yra ypač selektyvus chloro jonams ir aktyvuojamas kalcio jonų 

koncentracijos padidėjimo citoplazmoje iki 1 μM (Okihara ir kt., 1991). Repoliarizacija yra siejama 

su aktyvuotomis Ca2+-ATPazėmis, aktyvuojamomis didelės kalcio jonų koncentracijos 

repoliarizacijos pradžioje. Repoliarizacijos metu taip pat dalyvauja ir depoliarizacijos ir/ar kalcio jonų 

aktyvuoti kalio jonų kanalai (Beilby ir kt., 2007). Norint pasiekti depoliarizacijos fazę stimulas turi 

būti pakankamai intensyvus, kitu atveju tai būtų tik receptorinis potencialas, ir tik pasiekus slenkstinę 

vertę membrana staigiai depoliarizuojasi kol yra sugeneruojamas veikimo potencialas. Šis potencialas 

gali būti sugeneruojamas dėl mechaninio, (Kishimoto, 1968), terminio, (Krol ir kt., 2006) šviesinio 

stimuliavimo (Trebacz ir kt., 2006) ar elektrinio stimuliavimo (Kisnierienė ir kt., 2016), tačiau svarbu, 

jog šie stimulai nesukeltų pažeidimų augalo audiniuose. Pastebėta, jog kartais stimulas neturi būti per 

intensyvus, kad sužadintų veikimo potencialą, bet tai priklauso nuo stimulo savybių (Retivin ir kt., 

1997). Sugeneruoti veikimo potencialai yra perduodami iš vienos ląstelės kitai per plazmodezmas 

simplasto būdu (Van Bel ir kt., 2004) tai įrodyta eksperimentiškai Nitella ląstelėse, kai vienoje 

ląstelėje sugeneruotas veikimo potencialas sklido per keletą gretimų ląstelių tolyn (Spanswick ir kt., 

1967). Tokio principo tyrimai buvo pakartoti ir Elodea lapuose (Spanswick, 1972). Kaip ir 

gyvūninėse sistemose, taip ir augalinėse, veikimo potencialai pasižymi viskas arba nieko principu ir 

nepriklausomai nuo stimulo intensyvumo jų amplitudė yra pastovi (Trebacz ir kt., 2006). Veikimo 

potencialai augalinėse sistemose sklinda tik gyvais audiniais ir pastoviu greičiu (1-100 mm/s), kuris 

priklauso nuo paties augalo (Huber ir kt., 2016). Didžiausias elektrinio signalo greitis yra 

motoriniuose augaluose (100-200 mm/s), kas yra panašu į veikimo potencialų greičius Anodonta 

nervinėse ląstelėse (45 mm/s), bet žinoma yra daug lėčiau nei Octopus (3 m/s) ar žinduolių nervinėse 

ląstelėse (iki 100 m/s) (Lüttge ir kt., 2005). Taip pat veikimo potencialams būdingas refrakterinis 

periodas, kurio metu nėra generuojami veikimo potencialai. Augalinėse sistemose nesužadinamumo 

periodai yra ilgi, išimtis motoriniuose, vabzdžiaėdžiuose augaluose generuojami veikimo potencialai 

(Krol ir kt., 2016). Bet nesužadinamumo periodas yra ilgesnis nei samanose ir dumbliuose (Favre ir 

kt., 2007). Gyvūninėse sistemose sugeneruotų veikimo potencialų absoliutus ir reliatyvus 



18 
 

refrakterinis periodas 0,001-0,01 s, kai augalinėse sistemose Characeae  - 4-40 s, o Conocephalum 

jis gali trukti iki 4 min (Lüttge ir kt., 2005) 

Gyvūninėse sistemose veikimo potencialų generavimui yra būtini Na+ ir K+ jonai, tuo 

metu augaluose šį vaidmenį atlieka Ca2+, Cl- ir K+ jonai (1 pav.). Augalinėse sistemose veikimo 

potencialų generavimas yra siejamas su Ca2+ jonų pralaidžių kanalų aktyvacija ir šių jonų įtekėjimu į 

citoplazmą (Heidrich ir kt., 1994). Eksperimentiškai buvo įrodyta, jog augalui patyrus įvairaus 

pobūdžio stimuliaciją yra padidinamas Ca2+ jonų kiekis citoplazmoje, kaip atsakas į stresą (Knight ir 

kt., 1991). Veikimo potencialų generavimas daro įtaką įvairiems fiziologiniams procesams 

vykstantiems ląstelėse. Tyrimuose su Characeae internodalinėmis ląstelėmis nustatyta, jog Ca2+ jonų 

įtekėjimas aktyvuoja Cl- jonų kanalus ir stabdo citoplazmos judėjimą (Lunevsky ir kt., 1983). Taikant 

mangano gesinimo techniką, buvo parodyta, jog Ca2+ jonai yra išlaisvinami iš ląstelių viduląstelinių 

saugyklų (tikėtina, jog endoplazmonio tinklo) veikimo potencialų metu (Plieth ir kt., 1999). Taip pat 

yra siūloma, jog Ca2+ jonų įtekėjimas į ląstelės citoplazmą gali vykti pro neselektyvius katijonų 

kanalus plazminėje membranoje (Beilby ir kt., 2014)  

1 pav. Veikimo potencialo pavyzdys augalinėse ląstelėse (Nitellopsis obtusa) ir veikimo 

potencialo generavime dalyvaujantys jonai 

Veikimo

potencialo

slenkstis
Depoliarizacija RepoliarizacijaStimulas

Ca2 

Cl 
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Variabilūs potencialai 

Variabilūs potencialai yra antra grupė elektrinių signalų, generuojamų 

aukštesniuosiuose augaluose, (Vodeneev ir kt., 2015), bet gali būti ir Characeae ląstelėse. Variabilūs 

potencialai nuo veikimo potencialų skiriasi savo forma (Salvador-Recatala ir kt., 2014), trukme (yra 

ilgesni, jų trukmė yra nuo minutės iki kelių dešimčių minučių (Hlavačkova ir kt., 2006), amplitude ir 

sklidimo greičiu (kas priklauso nuo pažaidos intensyvumo ir atstumo nuo stimuliavimo 

zonos)(Sukhova ir kt., 2018). Variabilaus potencialo sklidimo greitis varijuoja nuo 0,2 mm/s iki 20 

mm/s (Vodeneev ir kt., 2018). Priešingai ne veikimo potencialai, variabilūs potencialai gali sklisti ir 

negyvomis augalo ląstelėmis (Fromm ir kt., 2007) ir taip pat sklisti veikimo potencialo refrakterinio 

periodo metu (Opritov ir kt., 1991). Šių potencialų susidarymo priežastis yra mechaniniai pažeidimai 

(Beilby ir kt., 2014) ir poveikis ugnimi, kas paskatina hidraulinės bangos susidarymą (Stahlberg ir 

kt., 2006) (hidraulinės bangos sklidimo greitis daugeliu atvejų yra didesnis nei variabilaus potencialo 

sklidimo greitis (Vodeneev ir kt., 2015)) ir sklidimą ksilema, veikiant ląstelių plazminėse 

membranose esančius jonų kanalus,  kurių atsivėrimas ir sužadina variabilius potencialus (Fromm ir 

kt., 2007). Be hidraulinės bangos susidarymo yra stebimas ir įvairių cheminių medžiagų išsiskyrimas 

pažeidimų metu į ksilemą, kas irgi gali skatinti variabilių potencialų susidarymą (Sukhov, 2016). 

Iškylanti problema yra žemas šių  cheminių junginių difuzijos greitis (nuo keleto μm/s (Storti ir kt., 

2018) iki 1 mm/s (Huber ir kt., 2016)). Be to yra diskutuojama dėl skirtingų junginių susidariusių 

pažeidimų metu įtakos variabilių potencialų generavimui – H2O2 (kas tikėtina yra pagrindinis 

cheminis signalas (Vodennev ir kt., 2015) galintis aktyvuoti skirtingo tipo kalcio jonų kanalus 

esančius membranose (Demidchik ir kt., 2018)); jazminų rūgštis (Hlavinka ir kt., 2012); abscizinė 

rūgštis (Leon ir kt., 2001); glutamatas (Toyota ir kt., 2018). O tai parodo, jog skirtingos augalų rūšys 

yra prisitaikiusios savitai reaguoti į aplinkos pokyčius ir perduoti informaciją. Variabilūs potencialai, 

kaip ir veikimo potencialai yra sudaryti iš 2 fazių. Pirmos stadijos (depoliarizacijos) metu generuojant 

variabilius potencialus yra aktyvinami mechanojautrūs,ir ligandų valdomi Ca2+ jonų kanalai 

(aktyvacija įvyksta dėl hidraulinės bangos sklidimo ar pažaidų metu susidariusių cheminių junginių 

(Kaiticheva ir kt., 2018)). Yra tikėtina, jog Ca2+ jonų kiekio padidėjimas citoplazmoje sukelia H+-

ATPazių inaktyvaciją, kas prisideda prie ilgai trunkančios depoliarizacijos (Sukhova ir kt., 2017). 

Kartu yra siejama, jog aktyvaus Ca2+ transporto slopinimas, dėl energijos ląstelėje trūkumo, irgi gali 

prisidėti prie ilgai trunkančios depoliarizacijos fazės. Tačiau generuojamos greitos depoliarizacijos ir 

į veikimo potencialą panašaus staigaus membranos potencialo padidėjimo atsiradimas yra siejamas 

su aktyvacija nuo įtampos priklausomų Ca2+ kanalų ir papildomos Ca2+ koncentracijos citoplazmoje 

(Katicheva ir kt., 2014). Tolimesni variabilaus potencialo formavimosi procesai yra panašūs į veikimo 

potencialus, dėl Ca2+ jonų aktyvuojamų anijonų kanalų ir vystymosi elektrinių atsakų. Sklindant 
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variabiliems potencialams yra fiksuojami tiek intraląsteliniai, tiek ekstraląsteliniai pH, Ca2+ 

koncentracijos pokyčiai (padidėjimas keletu μM), ir tuo pačiu kitų ląstelei būtinų jonų kiekis (iki 

keletos mM ar daugiau) (Sukhov ir kt., 2013). Taigi pats variabilių potencialų mechanizmas yra 

panašus į veikimo potencialų generavimo mechanizmą (Vodeneev ir kt., 2015), o specifinės šių 

signalų savybės yra sietinos su skirtingais signalo sklidimo mechanizmais. 

Sisteminiai potencialai 

Mažiausiai ištirta elektrinių signalų grupė augaluose. Kaip yra pastebėta sisteminių 

potencialų sklidimas yra siejamas su ląstelės membranos hiperpoliarizacija. Tokio tipo signalai yra 

aptariami keliuose darbuose (Vinalham-Eckert ir kt., 2018) ir tai siejama su ląstelių stimuliavimu 

specifiniais cheminiais agentais, kaip Ca2+, Mg2+, H+ jonai ar ABA. Tuo pačiu sisteminius pokyčius 

ląstelėse sužadina ir aplinkos veiksniai kaip mechaniniai pažeidimai susidarę dėl biotinio ir abiotinio 

aplinkos poveikio ar augalo kaitinimas, kas rodo sąsają tarp skirtingų elektrinių signalų sužadinimų 

(Zimmermann ir kt., 2016). Tačiau sisteminių potencialų pranašumas yra gebėjimas sklisti augalo 

dalimis, kuriomis veikimo ar variabilūs potencialai nesklinda ir kaip variabilūs potencialai, 

sisteminiai potencialai gali sklisti veikimo potencialų refraktorinio periodo metu (Zimmermann ir kt., 

2009). Sisteminių potencialų sužadinimas yra siejamas ir su stimuliuojama zona augale. Atliktame 

eksperimente su tuopomis buvo pastebėta, jog pakaitinus pirmąjį, viršūninį lapą augale generuojamas 

sisteminis potencialas, bet jeigu yra kaitinami tolimesni lapai einantys nuo viršūnės, tai lemia 

variabilių potencialų generavimą (Lautner ir kt., 2005). Lyginant elektrinių signalų greičius 

sisteminiai potencialai, kaip ir variabilūs potencialai yra lėti – 0,4-1,0 mm/s (Zimmermann ir kt., 

2009) arba kituose šaltiniuose yra teigiama jog greitis gali siekti iki 4-8mm/s (Lautner ir kt., 2005). 

Sisteminiai potencialai kartu sukelia ir jonų pokyčius simplaste ir apoplaste, vieni iš pagrindinių 

pokyčių tai yra Ca2+ jonų koncentracijos sumažėjimas  apoplaste (nuo 1mM iki 0,5 mM) ir K+ (nuo 

18 mM iki 2 mM) ir padidėjimas Cl- jonų koncentracijos apoplaste (nuo 3mM iki 40mM), kartu tai 

paskatina ir apoplasto pH pokyčius (padidėjimas nuo 4,5 iki 5 pH) (Zimmermann ir kt., 2009) 

Citoplazmos judėjimas – aktino ir miozino sąveika 

Citoplazmos judėjimas pirmą kartą buvo aprašytas Bonaventura Corti‘s, augalinėse 

ląstelėse (Corti, 1774). Toks judėjimas buvo pastebėtas amebose (Allen ir kt., 1978), dumbliuose ir 

sausumos augaluose (Shimmen, 2007) bei grybuose (Cole ir kt., 1998). Citoplazmos judėjimas atlieka 

svarbų vaidmenį ląstelės metabolizme (Pickard, 2003; Shimmen, ir kt., 2004; . Shimmen, 2007; 

Verchot-Lubicz ir kt., 2010). Augaluose judėjimas yra sukeliamas citoplazmoje esančių motorinių 

baltymų miozinų, judančių išilgai aktino filamentų išsidėsčiusių greta plazminės membranos ir 
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tempiančių mikroskopinias pūsleles ir organoidus (Kachar ir kt., 1988) ir taip kartu sukeldami 

citoplazmos srautą. Citoplazmos judėjimas vyksta dėl miozino - motorinio baltymo, kuris 

konvertuoja cheminę energiją išlaisvintą iš ATP, dėl ATP hidrolizės, į kryptingą judėjimą aktino 

filamentais. Judėjimo greitis skirtingų rūšių ląstelėse yra nevienodas ir priklauso nuo miozino tipo 

bei sandaros. Miozinas yra klasifikuojamas į 18 subšeimų iš kurių tik trys yra aptinkamos augaluose 

– VIII, XI, XIII (Reichelt, 2013).  

Ciklozė – Chara ir Nitella ląstelėse – motorinio baltymo miozino judėjimas aktino 

filamentais transportuojant vezikules (endoplazminio tinklo) (Nothnagel ir kt., 1982). Chara ir Nitella 

menturdumblių miozinas pasižymi dideliu judėjimo greičiu aktino filamentais- 40 - 60 μm/s, tačiau 

gali pasiekti net 100 μm/s priklausomai nuo aplinkos sąlygų: temperatūros ir ląstelės geometrijos 

(greitas miozino judėjimas aktino filamentais pastebėtas ląstelėse, kurių  skersmuo didesnis nei 

0,5mm, vidutinis Characean ląstelės skersmuo - 1mm (Goldstein ir kt., 2008).) (Kimura ir kt., 2003) 

kas yra 10 kartų greičiau nei raumeninėse ląstelėse ar aukštesniuosiuose augaluose esančio miozino 

(Higashi-Fujime, 1980; Rivolta ir kt., 1995. Daugelyje augalų judėjimo greitis yra tik keli 

mikrometrai per sekundę (Shimmen ir kt., 2004)   

Pirminė motorinio baltymo miozino struktūra - sudaryta iš motorinio/galvos domeno, 

šešių IQ motyvų, prie kurių specifiškai prisitvirtina kalmodulinas – lengvoji miozino grandinė, 

specifinės ritės struktūros galinčios dimerizuotis ir globulininės formos uodegos domenas, prie kurio 

tvirtinasi nešamas krovinys. Manoma, jog struktūra gali turėti įtakos miozino judėjimo greičiui 

(Rivolta ir kt., 1995). Chara miozinas savo sandara buvo panašus į kituose augaluose esančius 

miozinus ir priskirtas miozinų XI klasei. Chara miozino molekulinė masė – 225 kDa remiantis SDS-

PAGE (Rivolta ir kt., 1995). 

Chara miozinas taip pat pasižymi ganėtinai trumpomis specifinėmis kilpomis – 1 ir 2, 

kurios tikėtinai yra susijusios su Chara miozino mechanocheminėmis savybėmis (Morimatsu ir kt., 

2000) ypač trumpa kilpa-2 lyginant su kitais miozinais  manoma yra reikšmingas struktūrinis 

pagrindas lemiantis greitą Chara miozino judėjimą aktino filamentais. Yra stebimi skirtumai tarp 

kilpos-1 ir kilpos-2 sekų skirtinguose miozinuose, dėl to yra teigiama, jog šie skirtumai irgi 

charakterizuoja skirtingų klasių miozinus. Pastebima, jog kilpa-1 yra išsidėsčiusi arčiau ATP 

prisijungimo vietos, kai tuo tarpu kilpa-2 yra arčiau miozino ir aktino sąveikos srities. Sukūrus 

chimerinius miozinus su kilpomis iš kitų klasių miozinų, buvo nustatyta, kad jų mechanocheminės 

savybės ženkliai sulėtėjo (Sweeney ir kt., 1998; Uyeda ir kt., 1994). 
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Kitame darbe naudojant chimerinius miozinus su pakeistais motoriniais/galvos 

domenais buvo tiriama, kaip fiziologinės citoplazmos srauto savybės priklauso nuo miozino 

mechanocheminių savybių. Eksperimentas buvo atliktas naudojant Arabidopsis thaliana mioziną, 

kaip bazinį vienetą, kuriame yra pakeičiami motoriniai domenai (miozino greitis - 5μm/s). Pakeitimai 

buvo atliekami su besiskiriantį judėjimo greitį turinčiais miozinais – Chara miozinas - judėjimo 

greitis – 50 μm/s ir lėto judėjimo miozinas iš žmogaus raumeninių ląstelių, kurio greitis siekia tik 0,2 

μm/s. Stebint šių mutantinių augalų augimą buvo pastebėtas jų dydžio pokytis, lyginant su 

nemodifikuotą mioziną turinčiais augalais. Augaluose turinčiuose greito judėjimo miozinus 

pastebėta, jog jie yra didesni, lėtojo miozino augalai buvo mažesni, tačiau tai yra ne dėl ląstelių kiekio 

skirtumo tarp augalų, o su miozino judėjimo greičiu ląstelėse, nes didelio greičio miozinas lėmė tai 

jog susiformavo didesnės ląstelės (Tominaga ir kt., 2015). Tai patvirtino, jog citoplazmos judėjimo 

greitis yra glaudžiai susijęs su augalų augimu ir manoma, jog tai galėtų tapti raktiniu reguliatoriumi 

lemiančiu augalų dydį (Tominaga ir kt., 2013)  

Raumenyse esančio miozino veikimo mechanizmas aiškinamas remiantis – 

sverto/rankos modeliu (Uyeda, ir kt., 1996), tačiau kyla klausimas ar galima šiuo modeliu remiantis 

suprasti Chara miozino didelio judėjimo priežastį, nes miozino kaklo domenas nėra 10 kartų ilgesnis 

nei raumenų miozino (Yamamoto, ir kt., 1995), tuo pačiu aktino aktyvuota ATPazė irgi nėra 10 kartų 

aktyvesnė nei esanti raumenyse. 

 Chara miozino domenų analizės metu buvo pastebėta esant struktūriniams 

atitikmenims su kituose augaluose esančiais miozinais, pavyzdžiui, motorinio/galvos domeno 

sudaryto iš 739 aminorūgščių liekanų, atitikimas yra 65, 64, 63 ir 62 proc. – Helianthus annuns 

(saulėgrąža), Zea mays (kukurūzas), Arabidopsis thaliana MYA1 ir MYA2 atitinkamai. Lyginant su 

gyvūninės kilmės miozinais, N-terminaliniuose regionuose skeleto raumenų miozinai ilgesni apie 88 

aminorūgščių liekanomis, lyginant su kitomis sekomis miozinų I, kai Chara miozino esančios 50 

aminorūgščių yra panašios į XI ir V klasės miozinus. Kaklo domenas yra apibūdinamas šešiais IQ 

motyvais, kurie yra specifiški prisijungti kalmoduliną ir yra jautrūs kalcio jonams (Cheney ir kt., 

1993). Ir tai yra glaudžiai susiję su citoplazmos srauto pokyčiais atsirandančiais dėl membranos 

depoliarizacijos, sukeltos elektrinės stimuliacijos ar mechaninio poveikio (Hayama ir kt., 1979; 

Shimmen ir kt., 1999; Shimmen ir kt., 1994, Tazawa ir kt., 2001), kas lemia citoplazminio kalcio jonų 

kiekio padidėjimą, dėl kalcio jonų išlaisvinimo iš viduląstelinių talpyklų. Kintanti kalcio jonų 

koncentracija ląstelėse gali skirtingai paveikti motorinius baltymus – miozinus priklausomai nuo jų 

sandaros savybių, nes padidėjusi kalcio koncentracija gali veikti tiek slopinančiai, tiek aktyvuojančiai 

(Williamson, 1986). Tyrimuose naudojami miozinai išgauti iš skirtingų organizmų grupių – triušių, 
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moliuskų ir gleivūnų kurie skiriasi savo jautrumu kalciui. Iš triušių raumeninių ląstelių išgautas 

miozinas yra nejautrus kalcio koncentracijos pokyčiams, nes kalciui jautri zona yra ant aktino 

filamentų. Priešingai yra moliuskų raumenyse ir gleivūnų (Physarum), kurių miozinas turi kalciui 

jautrias zonas mikromolinėms kalcio koncentracijoms, kurios moliuskuose stimuliuoja aktino 

aktyvuotą Mg-ATPazę, bet slopina Physarum miozino aktyvumą (Williamson, 1986). Naudojantis 

pūslelėmi padengtomiw skirtingo tipo miozinais ir įterptos į Characea ląsteles eksperimentiškai buvo 

įrodyta, judėjimo pokytis priklausomas nuo citoplazminio kalcio koncentracijos ir miozino tipo. Šis 

judėjimas dėl padidėjusios citoplazminės kalcio koncentracijos nepakisdavo, sulėtėdavo arba būdavo 

stimuliuojamas. (Kohana ir kt., 1985; Vale ir kt., 1984).   Characea ląstelėse kalcio jonų kiekio  

padidėjimas lemia trumpalaikį citoplazmos judėjimo sustojimą (Hill, 1941; Sibaoka ir kt., 1956; 

Shimmen ir kt., 1994) tačiau atliktuose stebėjimuose in vitro Chara miozinas neparodė jautrumo 

kalcio jonams (Higashi-Fujime, ir kt., 1995) ir tai pastebėta keletą kartų, nors Chara miozinas ir turi 

IQ motyvą ir yra asocijuotas su kalmodulinu sunkiojoje grandinėje (Awata ir kt., 2001). In vitro 

judrumo tyrimuose naudojant tabako mioziną XI buvo gauta, kad šis miozinas yra neigiamai 

reguliuojamas kalcio jonų sukeltos kalmodulino disociacijos nuo kaklo domeno (Yokota ir kt., 1999). 

Naudojant elektroninę mikroskopija buvo pastebėta, jog kaklo domenas tabako XI miozino buvo 

trumpesnis 30 proc. dėl pCa 4..Atlikus molekulinę struktūrinė analizę buvo pastebėta, jog miozino 

žingsnis nuo pradinio 35 nm, esant pCa 4  sutrumpėjo iki 27 nm kai apkrova yra maža ir iki 22 nm 

esant didelei apkrovai.  Taip pat pastebima, jog aktinas gali surišti troponin-tropomiozino kompleksą, 

kuris sukeltų aktino filamentų jautrumą citoplazminio kalcio koncentracijos padidėjimui, kaip 

panašiai yra triušių skersaruožiuose griaučių raumenyse, kuriuose šis kompleksas neleidžia miozinui 

sąveikauti su aktinu, nebent citoplazminė koncentracija padidėja nuo 0,1 μM iki 1 μM (Williamson 

1986). Kyla klausimų ar Chara miozino judėjimas kinta dėl tiesioginio kalcio jonų prisijungimo prie 

kalmodulino ar ne, ar tai gali būti siejama su kalcio jonų aktyvuotomis fosfatazėmis ir ar padidėjusi 

kalcio koncentracija paveikia ir aktino filamentus, tačiau tai nustatyti yra reikalingi tikslesni 

biocheminiai tyrimai 

Hidrofobinis regionas – 875K – 1635V suformuoja ritės pavidalo struktūrą galinčią 

dimerizuotis, suformuojant dvigalvę struktūrą. Domenai nuo 1076Q iki 1630S yra specifiškai 

charakterizuojami dėl šioje dalyje esančio tandeminio pasikartojimo 33 aminorūgščių vienetų, nors 

kai kuriuose iš šių pasikartojimų būdavo pasikeitusios 1 arba 2 aminorūgščių liekanos. Šio tipo 

tandeminiai pasikartojimai nebuvo pastebėti kituose miozinų tipuose. Nors MYA3 išgautas iš 

Arabidopsis thaliana irgi turi 33 aminorūgščių pasikartojimus, tačiau Chara miozino pasikartojantys 

vienetai nėra homologiški MYA3 (Morimatsu ir kt., 2000). Po šių tandeminių pasikartojimų 
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išliekantis C-terminalinis regionas neparodo išskirtinių struktūrinių savybių ir suformavo globulinę 

uodegą, kuri struktūriškai yra panaši į XI klasės miozinus. 

Lyginant skirtingų klasių miozinus buvo pastebėti skirtumai tarp judėjimo būdo, 

miozinų priklausančių V klasei judėjimas yra paremtas miozino judėjimu dideliais žingsniais aktino 

filamentais (Mehta, ir kt., 1999), kai raumenyse esantis miozinas S1 juda dėl daugiažingsniškumo 

esančio vieno ATPazės ciklo metu (Kitamura ir kt., 1999).  

Citoplazmos judėjime dalyvauja ir mikrovamzdeliai, specifinės baltymų struktūros, 

kurios pagal savo sudėtį yra ganėtinai konservatyvios, dėl to tai leidžia suprasti citoplazmos judėjimą 

vykstantį augaluose remiantis gyvūninių ląstelių modeliu (Williamson, 1986) Tai yra stebima 

daugelyje ląstelėse vykstančių procesų: chloroplastų judėjime link šviesos šaltinio (Allen ir kt., 1978)  

branduolio judesiuose citomorfogenezės metu; mitozės metu chromosomų judėjime link centriolių 

esančių skirtinguose ląstelės poliuose ir Goldžio komplekso vezikulių judėjime citokinezės metu 

(Williamson, 1986). Tačiau kinezino judėjimo greitis mikrovamzdeliais yra tik 150 nm/s (Romagnoli 

ir kt., 2003) ir dažnai lieka nepastebėtas, lyginant su miozino judėjimu aktino filamentais. 

Pirmieji moksliniai darbai, kurie buvo skirti analizuoti molekulinį mechanizmą 

citoplazmos judėjimo buvo atlikti naudojantis vadinamomis gigantinėmis internodalinėmis 

ląstelėmis: Characean dumbliuose – Chara ir Nitella (Kamiya ir kt., 1956); gyvūnuose pasitelkiant 

kalmarų gigantiškųjų neuronų aksonus (Williamson, 1986), tik po 200 metų nuo šio proceso atradimo. 

Tyrimuose su Nitella dumblių ląstelėmis buvo pastebimas sukamasis judėjimas, kurio mechanizmas 

yra sukeliamas slydimo tarp endoplasmos ir ektoplasmos sąsajos ir šis judėjimo mechanizmas yra 

galimas, nes lyginant su kitomis augalinėmis ląstelėmis, Nitella ląstelių choloroplastai yra tvarkingai 

inkorporuoti nejudriame ektocitoplazmos sluoksnyje (Kamiya ir kt., 1956). Taip pat lyginant 

citoplazmos judėjimą augalinėse (remiantis Chara corallina modeliu) ir gyvūninėse ląstelėse 

(neuronų aksonuose) yra pastebimi akivaizdūs skirtumai. Chara corallina ląstelėse stebimas 

judėjimas dviem priešingomis kryptimis išilginėmis juostomis sudarytomis iš aktino filamentų 

pluoštų (Skimmen, 2007; Sheetz ir kt., 1983). Aktino filamentai išsidėstę dumbliuose Chara šalia 

plazminės membranos. Nustatyti, kad aktino filamentai dalyvauja citoplazmos judėjimo generavime 

buvo naudojami farmakologiniai tyrimai su aktino filamentų polimerazės inhibitoriumi – 

citochalasinu, tyrimai parodė, jog citoplazmos srautas atsistato po paveikimo citochalasinu 

(Williamson ir kt., 1972). Ir remiantis įvairių tyrimų rezultatais buvo įtvirtinta, jog aktinas ir miozinas 

kaip bendra sistema esanti arti plazminės membranos lemia citoplazmos judėjimą. Kiekvienas kabelis 

yra sudarytas iš daugelio individualių aktino filamentų kurių kiekvienas formuoja visam kabeliui 

būdingą poliškumą (Kersey ir kt., 1976) ir miozinas juda filamentais suformuota kryptimi nuo 
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neigiamo aktino filamento poliaus link teigiamo (Kersey ir kt., 1976)., filamentus skiria indiferentinė 

zona – linija, kurioje nėra įtvirtintų chloroplastų, kas yra kaip riboženklis skiriantis skirtingų krypčių 

citoplazmos sukamąjį judėjimą (Woodhouse ir kt., 2013). Judėjimas citoplazmos Chara ir Nitella 

ląstelėse yra lyginamas su anterogradiniu judėjimu neuronų aksonuose, kuris irgi vyksta kryptimi nuo 

neigiamo poliaus link teigiamo, tik neuronuose šis judėjimas yra atliekamas ne miozino, o kinezino 

(Williamson, 1986). Kai tuo tarpų neuronų aksonuose vykstantis dvikryptis transportas vykta išilgai 

vieno mikrovamzdelio anterogradine ir retrogradine kryptimi, skirtingų nešiklių (Willianson, 1986).  

Išlieka klausimas, kaip susiformuoja šis paprastas, bet ryškus modelis morfogenezės 

metu ir kokie procesai yra atsakingi už formavimąsi dviejų vienodų aktino filamentų pluoštų 

(Woodhouse ir kt., 2013). Bandant suprasti šį mechanizmą buvo panaudotas citochalinas D ir 

orizalinas, kuriais buvo paveikiamos jaunos Chara ląstelės, norint sustabdyti citoplazmos judėjimo 

srautą ir išardyti aktino filamentų kabelius (Foissner ir kt., 2000). Ir šio tyrimo eigoje buvo pastebėta, 

jog aktino filamentai atsistato gradualiai, nors pirminėse atsistatymo stadijose yra stebimas 

netvarkingas judėjimas. Vėliau yra stebimas vietinių srautų susidarymas ir galiausiai atkuriamas 

galutinis aktino filamentų išsidėstymas, tik stebimas skirtumas taip dviejų aktino filamentų gijų 

išsidėstymų, aktino filamentai būna pakeitę padėtį ląstelėje, remiantis indiferentine zona – linija, 

skirianti „up“ ir „down“ citoplazmos srauto juostas, kurioje nėra ektoplazmoje inkorporuotų 

chloroplastų, padėties pasikeitimu arba kitaip tai galima įvardinti modulio pasisukimu aplink centrinę 

ašį (Foissner ir kt., 2000).  

Lyginant augaluose aptinkamus XI klasės miozinus su jų homologais gyvūninėse 

ląstelėse V klasės miozinais yra pastebimi akivaizdūs skirtumai jų įvairovėje. Atliktuose tyrimuose 

su Arabidopsis thaliana, buvo gauti net 13 skirtingų izoformų XI klasės miozinai (Tominaga ir kt., 

2012) kai gyvūninėse ir grybų ląstelėse yra sutinkamos tik 2-3 V klasės miozinų izoformos. 

Naudojant fluorescuojančius dažus, buvo nustatyta, jog skirtingos XI klasės miozino izoformos yra 

prisitaikiusios pernešti tik tam tikrus organoidus, kaip pavyzdys iš Arabidopsis thaliana esantis XI-1 

miozinas perneša Goldžio komplekso pūsleles ir peroksisomas, kai XI-2 yra pritaikytas pernešti tik 

peroksisomas, (Li ir kt., 2007) taip pat tabako augaluose miozinas XI-F yra pritaikytas chloroplastų 

transportui (Sattarzadeh ir kt., 2009). 

Klasikinis L-tipo kalcio kanalų blokatorius – verapamilis  

Verapamilio yra kalcio kanalų blokatorius priklausantis fenilalkilaminų grupei, kuri turi 

aukštą afiniškumą α1 subvienetui L tipo kalcio kanalo komplekse, todėl sukelia kalcio kanalo 

blokavimą kanalo ertmėje, prisitvirtindamas prie selektyvumo filtro, S6 segmento, III ir IV domenų. 
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(Striessnig ir kt., 1998; Hockerman et al., 1997; Hofmann et al., 1999; Striessnig, 1999). Kartu yra 

stebimas verapamilio poveikis ir kitiems nuo įtampos priklausomiems kalcio jonų kanalams kaip T- 

tipo kalcio kanalams žmogaus smegenyse (Freeze ir kt., 2006), P- ir tikėtina N- ir Q- tipo kalcio 

kanalams žiurkių smegenyse (Randall ir kt., 1995), nuo įtampos priklausomuose hERG geno 

koduojamuose kalio kanaluose esančiuose žinduolių centrinėje nervų sistemoje (Becchetti ir kt., 

2002; Tfelt-Hansen ir kt., 2009).  Taip pat buvo parodytas H+ ir K+ ATPazių slopinimas parietalinėse 

ląstelėse (Blakeman ir kt 1984). Verapamilis yra lipofilinė medžiaga (Hardman ir kt., 1996), kas lemia 

greitą verapamilio perėjimą per kraujo-smegenų barjerą, tačiau dėl P-glikoproteinų verapamilis yra 

greitai pašalinamas iš galvos smegenų (Toornvliet ir kt., 2006). Klinikoje jis naudojamas gydyti 

širdies ir kraujagyslių ligas dėl gausaus L- tipo kalcio kanalų buvimo šiuose organuose ir stabilaus 

verapamilio prisijungimo (Morel ir kt., 1998). Verapamilio taikymo medicinoje pavyzdžiais galima 

laikyti – paroksimalinės supraventrikuliarinės trachikardijos gydymą (PSTV) (Tintinalli, 2004), 

skilvelių atsako ir prieširdžių virpėjimo kontroliavimą. Verapamilis vartojamas norint kontroliuoti 

vazospastinę, lėtinę stabilią ir nestabilią anginą, hipertenziją. (Prisant, 2001). Tyrimuose yra 

parodomas ir verapamilio apsauginis poveikis miokardui ir gebėjimas sumažinti miokardo nekrozės 

dydį, eksperimentiškai sukeltos gyvūnuose (Millard ir kt., 1982; Nayler ir kt., 1980). Verapamilio 

perdozavimas gali sukelti hipotenziją, bradidisritmiją ir širdies sustojimą (Derlet ir kt., 1995). 

Augaluose yra taikomas kaip priemonė analizuoti nuo kalcio priklausomus procesus. 

L tipo kalcio kanalų blokatoriaus verapamilio poveikis augalinėms ląstelėms 

Analizuojant gyvūninių ir augalinių ląstelių kalcio kanalų struktūrinius ir funkcinius 

panašumus ir skirtumus tyrimuose dažnai yra taikomi įvairūs organiniai kalcio kanalų antagonistai, 

kurių veikimas gyvūninėse ląstelėse jau yra žinomas (Pineros ir kt., 1997). Tokie antagonistai yra 

suskirstyti į keletą klasių pagal savo veikimo savybes iš kurių dvi pagrindinės grupės fenilalkilaminai, 

tokie kaip verapamilis ir D600, bei  dihidropiridinai – nifedipinas ir Bay K8644. Visi jie buvo naudoti 

charakterizuojant gyvūnų ląstelėse aptinkamus kalcio kanalus, pateikiant išsamią informaciją apie jų 

sandarą ir funkcijas (Campbell ir kt., 1988; Miller, 1992). Atliktuose tyrimuose, kuriuose yra 

apžvelgiamas verapamilio poveikis yra pateikiama įvairių įrodymų apie verapamilio poveikį 

augaluose esančioms kalcio jonų pernašos sistemoms, priklausomai nuo verapamilio koncentracijos 

ir veikimo trukmės (Pineros ir kt., 1997). Veikiant rca tipo kalcio kanalus išoriškai mažesnės nei 

0,5μM koncentracijos verapamilio tirpalu. buvo stebimas įtekančiųjų kalcio srovių blokavimas, 

tačiau signalo amplitudė nesumažėjo (Pineros ir kt., 1997). Panašūs duomenys gauti gyvūninėse ir 

augalinėse ląstelėse. Kalcio įtekėjimo blokavimas Physcomitrella patens  (Schumaker ir kt 1993), 

Daucus carota (Graziana ir kt., 1988) ir Amaranthus tricolor (Rengel ir kt., 1992) protoplastuose 
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buvo stebimas dėl verapamilio ir jo darinių, tokių kaip D600 ir D888 – desmotoksiverapamilio, 

poveikio. Kalcio įtekėjimo blokavimas nebuvo stebimas Triticum aestivum (Huang ir kt., 1994) ir 

Zea mays( Marshall ir kt., 1994), kai verapamilio koncentracija buvo padidinta iki 10 μM. Tačiau vis 

dėlto interpretacija šių farmokologinių rezultatų išlieka atvira, kaip ir poveikio organinių antagonistų 

membranos potencialui. Verapamilis gali veikti įvairius kanalus esančius augalinėse ląstelėse, 

sumažindamas jų atsivėrimo trukmę, tonoplastuose (Gelli ir kt., 1993), endoplazminiame tinkle 

(Klusener ir kt., 1995), plazminėje membranoje – aukštesniųjų augalų (Thuleau ir kt., 1993) ir 

dumblių (Aleksandrov ir kt., 1990). Šiuose tyrimuose kalcio kanalų nustatymui buvo naudojamas 

patch-clamp metodas (Alexandre ir kt., 1990). Verapamilis gali paveikti augalinėse ląstelėse 

vykstančius procesus, kurie yra susieti su kalcio tarpininkavimu: mitozės metu anafazės stadijoje 

(Wolniak ir kt., 1986), dulkiadaigių daigume ir viršūniniame augime (Reis ir kt., 1985) taip pat ir 

Fucus zigotų augime (Kropf ir kt., 1987) ir pumpurų sužadinime Funaria (Conrad ir kt., 1988). Buvo 

parodyta, kad verapamilis jungiasi prie augalinių ląstelių membranų (Andrejauskas ir kt., 1985; 

Graziana ir kt., 1988) Dumblio Micrasterias ląstelėse, verapamilis paveikia citoplazmos judėjimą, 

kurį reguliuoja kalcio jonai (Lehtonen, 1984). Taip pat yra stebėtas verapamilio poveikis Funaria 

hygrometrica viršūniniam augimui ir buvo nustatyta, jog skirtingos koncentracijos gali turėti 

nevienodą įtaką. Po 2-8h verapamilio veikimo, Knop agare auginamuose augaluose buvo stebimas 

viršūninės zonos sutrumpėjimas ir pabrinkimas ir augimo greičio sumažėjimą iki 0-6 μm*h-1 esant 

1*10-3 M verapamilio koncentracijai ir 3-15 μm*h-1 esant 5*10-4 M verapamilio koncentracijai. Šio 

tyrimo metu buvo stebėta ir viršūninių ląstelių vakuolizacija, kuri irgi galėjo būti paskatinta 

verapamilio veikimo (Wacker ir kt., 1990). Kituose tyrimuose yra pastebima, jog verapamilis gali 

būti panaudojamas kaip priemonė kovojant su augalų virusais, nes verapamilis užblokuoja plazminės 

membranos ir vidinių membraninių organoidų kalcio kanalus (Spedding it kt ., 1992), gali pažeisti 

kalcio tarpininkaujamus signalus reikalingus virusų dauginimuisi ir judėjimui ląstelėje (Singht ir kt., 

2011). Naudojant fluorescuojančius žymenis buvo tirtas verapamilio poveikis kalcio srovėms 

Arabidopsis augaluose buvo stebima, jog 100 μM verapamilio koncentracijos tirpalas negrįžtamai 

inhibuoja hiperpoliariacijos aktyvuotas kalcio sroves (Kiegle ir kt., 2000), tačiau kitų tyrimų metu 

pastebėta, kad 0,5 μM verapamilio sukelia kalcio srovių blokadą kviečių šakniaplaukiuose, 

blokuojant kalciui laidžius kanalus (Pineros ir kt., 1997). 

 Kalbant apie menturdumblių elektrofiziologinių savybių pokyčius yra nustatyta, jog 

verapamilis, kurio koncentracija yra 100 μM depoliarizuoja ramybės potencialą nuo -203 mV iki -

179 mV. Taip pat pastebėtas veikimo potencialo prailgėjimas nuo 3,5 s iki 4,9 s, o veikimo potencialo 

pikas pakyla nuo -51 mV iki -35 mV, kartu sumažėja membranos laidumas piko metu nuo 720 iki 
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450 μS*cm2 . Veikiant verapamiliu, taip pat nėra fiksuotas citoplazmos judėjimo sustojimas veikimo 

potencialio metu, visi šie stebėjimai yra gauti atliekant tyrimus su Chara corallina (Tsutsui ir kt., 

1987). 
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II. METODIKA 

Tyrimo objektas 

Nitellopsis obtusa – žvaigždėtasis maurašakis Šiaurės pusrutulyje aptinkama 

menturdumblių  Characeae rūšis, natūraliai paplitusi Europoje ir Azijoje, nors šiuo metu tam tikruose 

regionuose stebimas šios rūšies individų skaičiaus sumažėjimas (Kato ir kt., 2014) ir net tam tikruose 

regionuose rūšis įtraukiama į saugomų rūšių sąrašus (Šveicarijoje (Auderset Joye ir kt., 2012), 

Vokietijoje (Korsch ir kt., 2008)), bet dėl klimato kaitos aptinkamas vis didesniame areale, 

pastaraisiais dešimtmečiais (Mason-Delmotte ir kt., 2013). Kaip invazinė rūšis užregistruota Šiaurės 

Amerikoje 1978m, į kurią manoma pateko prisitvirtinusi prie transatlantinių laivų (Geis ir kt., 

1981).Tai yra vienintelė šios genties rūšis, susidariusi jau Kreidos – Tartero periodų sandūroje (Soulie 

– Marsche, 1979) ir remiantis iškastiniais įrodymais išplitusi tik Europos žemyne (~10 mlj. m). 

Characeae genties augalai yra vieni pirmųjų daugialąsčių augalų ir yra laikomi daugelio aukštesniųjų 

augalų protėviais (Boot et al. 2012, Zhong et al. 2015). 

Nitellopsis obtusa yra prisitaikęs augti giliuose gėlo vandens telkiniuose (Boissezon ir 

kt., 2017) 2-14 m gylyje (Korsch ir kt., 2008) arba silpnai sūriuose vandens telkiniuose, nes gali 

išgyventi esant 50mM NaCl koncentracijai (Winter ir kt., 1999). Nitellopsis obtusa ląstelės nėra 

prisitaikiusios palaikyti turgorinį slėgį reguliuodamos Cl- ir K+ jonų įtekėjimą ir ištekėjimą, ką gali 

kitos Characean rūšys, Chara longifolia (Hoffmann ir kt., 1986) ir Lamprothamnium (Bisson ir kt., 

1980), kas lemia jų gebėjimą augti sūriuose vandenyse ar nejautriai reaguoti į jonų kiekio pokyčius 

aplinkoje (Al Khazaaly ir kt., 2007).  

Šie mentrudumbliai yra dvinamiai augalai, užaugantys nuo 0,3 iki 2 m aukščio ir 

suformuojantys tankias povandeninias giraites (Pullman ir kt., 2010; Larkin ir kt., 2018). 

Dauginimasis vyksta lytiniu ir nelytiniu būdu per žvaigždės formos „svogūnėlius“ – žvaigždutes, 

kurioa yra prisitvirtinę prie stiebo apačios ir rizoidų ir turintys sudėtingą morfologinę sandarą 

(Fritsch, 1948; John, 2002). Šiuo būdu N. obtusa dauginasi po hibernacijos periodo (Bharathan, 

1987). N. obtusa dauginimas nelytiniu būdu yra naudingas, nes suteikia galimybę dauginti augalus 

laboratorinėmis sąlygomis (Beilby ir kt., 2014). Dumblio spalva priklauso nuo fenologijos ir augimo 

sąlygų ir gali varijuoti nuo ryškiai žalios iki rudos spalvos (Larkin ir kt., 2018). Pagrindinis augalo 

stiebas yra tvirtas ir plonas – skersmuo 0,7 – 2 mm. Šakelės išsidėsto menturiškai po 5-8 ir jų ilgis 

yra iki 9 cm ir dažnai sudarytos iš 2-3 segmentų (Larkin ir kt., 2018). Talomas sudarytas iš 

daugiabranduolių, ilgų (iki 30 cm ilgio ir 0,5 mm storio), tarpubamblinių ląstelių, sujungtų bambliais, 

ląstelės tarpusavyje yra susijungusios plazmodezmomis (Beilby ir kt., 2014) ir galinčios gyventi 



30 
 

nepriklausomai viena nuo kitos kaip atskiri organizmai (Pupkis ir kt., 2021). Ląstelių tūrio didžiąją 

dalį užima vakuolė, kas lemia jog endoplazmos storis esantis tarp plazminės membranos ir tonoplasto 

yra ~10 μm. Endoplazma aplink vakuolę juda spirališkai iki 100 μm/s greičiu (Beilby ir kt., 2014). 

Tarpubamblinės ląstelės dėl savo dydžio, morfologinių ir fiziologinių savybių yra dažnai naudojama 

įvairiuose elektrofiziologiniuose augalų tyrimuose. 

Tyrimo medžiagos surinkimas ir paruošimas 

Nitellopsis obtusa – žvaigždėtojo maurašakio subrendę gniužulai surinkti rugsėjo – 

lapkričio mėnesiais Stankos ežere (Vilniaus apsk., Trakų raj.) iš 4 – 8 m gylio ir transportuoti į 

laboratoriją talpyklose su ežero vandeniu. Laboratorijoje buvo perkelti į skaidraus stiklo akvariumus 

pripildytus vandentiekio vandeniu, kambario temperatūroje (20±1ºC), apšviesti standartiniu 

apšvietimu 12 h per parą (95±0,19 μmol m-2 s-1). Prieš atliekant eksperimentus tarpubamblinės 

ląstelės buvo atskiriamos nuo kitų šalia esančių ląstelių ir sudedamos į atskirą talpyklą su vandeniu 

(ląstelių gyvybingumo ir citoplazmos judėjimo tyrimams) arba į talpyklas su kontroliniu tirpalu 

(APW) elektrofiziologiniams matavimams. Buferinį/kontrolinį APW (dirbtinis tvenkinio vanduo) 

tirpalą sudaro – 0,1 mM KCl ir 0,1 mM CaCl2, 1 mM NaCl ir 1,5 mM TRIS ir 3 mM HEPES. Šio 

tirpalo pH buvo 7,2. Skirtingų koncentracijų verapamilio tirpalai yra ruošiami, tirpinant verapamilį 

buferiniame tirpale APW. Paruošiamos 3 skirtingos verapamilio koncentracijos – 0,1 mM, 0,3 mM 

ir 1 mM. 

Ląstelių gyvybingumo tyrimas 

Paruošiamos trys organinio stiklo vonelės su skirtingų koncentracijų verapamilio 

tirpalais (0,1 mM ir 0,3 mM) ir buferiniu tirpalu APW. Į voneles yra panardinama 15 ląstelių ir 

tikrinama kas 30 min. Ląstelių gyvybingumas nustatomas vizualiniu būdu įvertinant turgorinio slėgio 

nebuvimą. Gauti duomenys suvedami į statistinę duomenų analizės programą – Origin Pro 2018 

Citoplazmos greičio matavimai 

Ląstelės yra panardinamos į organinio plastiko kamerą pripildytą APW tirpalu ir 

padedama po šviesiniu mikroskopu – Nikon Eclipse FN1 vaizdas didinamas 100 kartų, su vaizdo 

stebėjimo programa – NIS-Elements F, kurioje stebimajame laukelyje fiksuojama 500 μm atkarpa, 

horizontaliai, sutampanti su ląstelėje esančia indiferentine linija, stebėti judėjimą ląstelėje dvejomis 

kryptimis. Vaizdas įrašomas naudojantis OBS Studio 24.0.3 vaizdo įrašymo programa. Vezikulių 

judėjimo laikas nustatytoje atkarpoje matuojamas chronometru.  
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Eksperimento pabaigoje gauti įrašai buvo analizuojami 4 kartus (įrašų analizės schema 

pavaizduota 2 pav.). Vieno stebėjimo trukmė 5 min. Kiekvieno stebėjimo metu fiksuojamas 20 

panašaus diametro vezikulių judėjimo laikas (po 10 vezikulių skirtingomis kryptimis) Pirmas 

stebėjimas atliekamas po 10 min nuo stebėjimo pradžios, eliminuojant  galimo veikimo potencialo 

sugeneravimo dėl mechaninio stimulo perkeliant ląstelę iš ląstelių talpyklos į stebėjimo kamerą įtaką. 

Antras matavimas atliekamas prieš paveikiant ląstelę verapamilio tirpalu 70-75 stebėjimo minutę. 

Atliekamas tirpalų pakeitimas, pašalinamas kontrolinis APW tirpalas ir ląstelė yra užpilama 

verapamilio tirpalu (0,1 mM/ 0,3 mM). 85-90 stebėjimo minutę yra atliekamas trečias stebėjimas 

pirminei ląstelės reakcijai į verapamilį nustatyti. Ketvirtas matavimas atliekamas prieš citoplazmos 

judėjimo sustojimą (sustojimo momentas skirtingose ląstelėse priklauso nuo daugelio papildomų 

faktorių, kas lemia laiko momento skirtumus). Citoplazmai sustojus stebėjimas tęsiamas 30 min 

stebint ar citoplazmos judėjimas neatsistato. Tyrimo pabaigoje vizualiniu būdu įvertinamas ląstelės 

turgorinis slėgis. 

 

2 pav. Citoplazmos judėjimo greičio matavimo schema 
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Viduląstelinių elektrinių signalų registravimas 

Tarpubamblinių ląstelių bioelektriniai signalai registruojami naudojant viduląstelinę 

mikroelektrodinę techniką, taikant dviejų elektrodų porų fiksuotos srovės ir fiksuotos įtampos 

metoda. (3 pav.).  

3 pav. Registravimo kameros schema ir elektrodų 

išsidėstymas (Lapeikaitė, 2020) 

a) Organinio stiklo kamera 

b) Tarpubamblinė ląstelė 

c) Centrinė kameros dalis izoliuota vazelinu 

d) Perfuzinė sistema (siurbliukas) 

e) Perfuzinė sistema (peristaltinė pompa) 

1. Viduląstelinis stiklinis elektrodas 

2. Referentinis stiklinis elektrodas 

3. Išoriniai stimuliuojantys elektrodai 

(Ag/AgCl) 

Viduląsteliniai mikroelektrodai gaminami iš borosilikatinių 

stiklo kapiliarų (vidinis Ø 0,84 mm, World Precision Instruments) naudojant stakles (Sutter 

Instrument P-1000), suformuojant 1-3 μm (8 – 20 MΩ) elektrodo galiuko diametrą. Referentinio 

elektrodo galiuko diametras ~ 100 μm. Mikroelektrodai yra pripildomi 3 M KCl tirpalu, referentinis 

elektrodas – agar-agaro (2,5%) 3 M KCl tirpalu. Elektrodų laikikliai yra paruošiami iš gyvsidabrio/ 

kalomelio (Hg2Cl2), pripildyti 3 M KCl tirpalu. Nuolatinė elektros srovė, tarp atskirų kameros dalių 

leidžiama išoriniais sidabro chlorido elektrodais. Duomenys registruoti fiksuotos įtampos/srovės 

stiprintuvu TEC-10CX (NPI Electronic), analogas-kodas keitiklis Digidata 1440A (Molecular 

Devices), kontroliuojamas pCLAMP 10.2 (Molecular Devices) programinės įrangos. Naudotas 

diskretizacijos dažnis: 100-1000 Hz, signalas stiprintas 10 kartų. Tirpalų pratekėjimas (~1 ml/min) 

centrinėje kameros dalyje realizuotas naudojant peristaltinę pompą ir vakuuminį siurbliuką 

(Scientifica PPS). Mikroelektrodai į ląstelę įvedami manimuliatoriumi (PatchMan, Eppendorf), 

stebint binokuliaru (7x didinimas). Dėl didelio vakuolės tūrio (~95% Beilby ir kt., 2014), 

mikroelektrodas įvedamas į vakuolę, tai lemia, jog yra registruojami ne tik plazminės membranos 

veikimo potencialai, bet ir tonoplasto. Mikroelektrodo pozicija nustatoma pagal veikimo potencialo 

formą (Kisnierienė ir kt., 2019). 
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Elektrinių signalų registravimo eiga 

Eksperimentas atliekamas kambario temperatūroje (20±1ºC), dienos metu, esant 

standartiniui apšvietimui (95±0,19 μmol m-2 s-1). Tarpubamblinė ląstelė yra paguldoma į registravimo 

kamerą, centrinė ląstelės dalis (plotis – 5mm) yra izoliuojama vazelinu, visos kameros dalys 

užpildomos APW tirpalu, centrinė kameros dalis perfuzuojama. Centrinėje kameros dalyje greta 

ląstelės tvirtinamas referentinis elektrodas, viduląstelinis elektrodas įvedamas į ląstelę. Po elektrodo 

įvedimo perfuzuojant kontroliniu tirpalu laukiama mažiausiai valandą. Nusistovėjus ramybės 

potencialui (RP) pradedama registravimų serija. Eksperimentai atlikti su 24 ląstelėmis, kurių ramybės 

potencialas po elektrodo įvedimo buvo neigiamesnis nei -175 mV. Tokiais ramybės potencialais 

pasižyminčiose ląstelėse, esančios aktyvuotos protonų pompos būsena, būdinga, kai ląstelių aplinkos 

pH yra apie 7, o [K+] išorėje yra apie 0,1 mM. Plazminės membranos protonų pompos aktyviai 

perneša protonus į užląstelinę erdvę, taip hiperpolerizuodamos membranos potencialą. 

Po valandos, yra sužadinami 2 veikimo potencialai kas 5 min, kontrolinėmis sąlygomis. 

Praėjus valandai po kontrolinio ląstelės sužadinimo APW tirpale yra užpilamas verapamilio tirpalas 

(skirtingų eksperimentų metu užpilamos skirtingos verapamilio koncentracijos 0,1 mM, 0,3 mM, 1 

mM). Verapamiliu buvo veikiama tik 5 mm ląstelės dalis esanti izoliuotoje centrinėje kameroje. 

Praėjus 30 min po ląstelės paveikimo verapamiliu ląstelė yra sužadinama 2 kartus. Antras 

stimuliavimas vyksta po 100 min nuo ląstelės paveikimo verapamiliu, ląstelė stimuliuojama 2 kartus 

(antras ląstelės stimuliavimas po verapamilio poveikio ne visada galimas atlikti, dėl stebimos 

ankstyvos ląstelių žūties, sukeltos didelės verapamilio koncentracijos). Sužadinus ląstelę po 100 min 

nuo poveikio verapamiliu pradžios, verapamilis yra pašalinamas ir ląstelė grąžinama į kontrolinį 

APW tirpalą. Po 30 min nuo ląstelių grąžinimo į kontrolines sąlygas, ląstelės vėl sužadinamos 2 

kartus, siekiant įsitikinti ar poveikis verapamiliu yra grįžtamas. Eksperimento schema pavaizduota 4 

paveiksle. Kartais fiksuojamas spontaninių potencialų generavimas priklausomas nuo ląstelės 

individualių savybių ir verapamilio koncentracijos.  
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4 paveikslas. Elektrinių signalų registravimo schema 

Veikimo potenciolo repoliarizacijos fazinių portretų sudarymas 

Repoliarizacijos įvertinimui buvo skaičiuojamas maksimalus repoliarizacijos 

potencialo kitimo greitis dV/dt. Imami 90 sekundžių trukmės membranos potencialo vertės nuo 

veikimo potencialo smailės repoliarizacijos metu. Repoliarizacijos greičio priklausomybei nuo 

potencialo nustatyti buvo sudaromi faziniai portretai. Veikimo potencialo repoliarizacijos fazė yra 

sąlygojama aktyvių joninių procesų. Atskiros jonų transporto sistemos yra aktyvuojamos prie tam 

tikro potencialo vertės. Membranos potencialas, prie kurio repoliarizacijos greitis yra didžiausias, gali 

parodyti už repoliarizaciją atsakingą joninį laidumą. Todėl buvo sudaromi repoliarizacinio proceso 

faziniai portretai. 

Statistinė analizė 

Statistinė analizė atlikta naudojantis OriginPro 2018  

Ląstelių gyvybingumo tyrime statistinė analizė atlikta taikant Fisher tikslųjį testą 

Citoplazmos judėjimo ir elektrofiziologiniuose tyrimuose – veikimo potencialo repoliarizacijos 

fazinių portretų tyrimuose duomenų normalumas tikrintas naudojant Shapiro-Wilk testą. Porinėms 

imtims analizuoti naudojamas Student T testas porinėms imtims, neporinėms – Student T testas 

nepriklausomoms imtims, atitikus duomenų normalųjį skirstinį. Neatitikus normaliojo skirstinio 

taikytas Mann-Whitney  ir Wilcoxon kriterijai, priklausomai ar gauti duomenys buvo neporinės ar 

porinės imties 

Pateikiami duomenų imčių vidurkiai ± standartinis nuokrypis. 
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III. REZULTATAI 

Žvaigždėtojo maurašakio – Nitellopsis obtusa gyvybingumo priklausomybė nuo verapamilio 

koncentracijos 
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5 pav. Nitellopsis obtusa ląstelių gyvybingumo priklausomybė nuo verapamilio 

koncentracijos 

Nitellopsis obtusa ląstelių gyvybingumas priklauso nuo verapamilio koncentracijos 

APW tirpale pavaizduotas 5 paveiksle. Atliktus ląstelių gyvybingumo testus (vieno eksperimento 

metu naudojama 15 ląstelių kiekvienai koncentracijai) (n=4) gautas rezultatas parodė, jog esant 

didesnei verapamilio koncentracijai (0,3 mM), gyvų ląstelių procentinė dalis mažėja sparčiau, nei 

mažesnėje koncentracijoje (0,1 mM). Atlikus statistinę analizę, gautas reikšmingas skirtumas tarp 

skirtingų koncentracijų 1 – 4 valandų intervale. Taip pat lyginant su kontroliniais duomenimis (APW) 

tirpale, atlikus statistinę analizę gautas reikšmingas statistinis skirtumas veikiant 0,1 mM ir 0,3 mM 

verapamilio koncentracijos tirpalais. Sparčiausia ląstelių žūtis stebėta 1 – 3 valandų intervale. 0,3 mM 

tirpale, ląstelės žuvo po 3h nuo eksperimento pradžios, 0,1 mM tirpale ląstelės išgyveno iki 5 valandų, 

tam įtakos galėjo turėti ir ląstelės individualios fiziologinės savybės. Taip pat buvo atliktas pilotinis 

eksperimentas naudojant 1 mM verapamilio koncentracijos tirpalą, kuriame ląstelių žūtis buvo greita 
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– visos ląstelės žuvo po 1h (rezultatai nepateikiami)  Gauti rezultatai atitinka atliktus tyrimus 

analizuojant vėžinių ląstelių gyvybingumo priklausomybę nuo verapamilio koncentracijos, didesnėse 

koncentracijose buvo stebimas mažėjantis vėžinių ląstelių gyvybingumas ir proliferacija, dėl ATP 

sintezės sutrikdymo mitochondrijose ir paskatintos autofagijos (Kania ir kt., 2017). 

Citoplazmos judėjimo greičio kaitos priklausomybė nuo verapamilio koncentracijos 
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6 pav. Citoplazmos judėjimo greičio priklausomybė nuo verapamilio koncentracijos 

skirtingomis vezikulių judėjimo kryptimis 

Citoplazmos judėjimo tyrimo rezultatai rodo, jog verapamilis nepaveikia citoplazmos 

judėjimo greičio, nes atlikus statistinę analizę, gautas citoplazmos judėjimo greičio skirtumas yra 

nereikšmingas intervale prieš paveikiant verapamiliu, tiek po, nepriklausomai nuo verapamilio 

koncentracijos. Taip pat stebėtas citoplazmos judėjimas ląstelėje skirtingomis judėjimo kryptimis 

(skirtinguose aktino filamentų pluoštuose) atlikus statistinę analizę reikšmingo citoplazmos judėjimo 

greičio skirtumo neparodė. Gautos didelės duomenų paklaidos, dėl didelio duomenų išsibarstymo. 

Didelį rezultatų išsibarstymą galėjo lemti ląstelių biologinių savybių skirtumai – ATP kiekis ląstelėje, 
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ir priklausomybė nuo metų laiko. Atsižvelgiant į grafikus pateiktus 6 paveiksle yra matoma tendencija 

nedidelio citoplazmos judėjimo greičio sumažėjimo, naudojant 0,3 mM verapamilio koncentracijos 

tirpalus, nes greitis prieš paveikiant verapamiliu yra 39,99 ±14,25 μm/s / 37,10 ±14,23 μm/s (abejomis 

kryptimis) ir eksperimento pabaigoje, paveikus ląsteles verapamilio tirpalu citoplazmos judėjimo 

greitis buvo  29,32±17.00 μm/s / 27,12±14,74 μm/s (atitinkamai abejomis kryptimis). Visų 

eksperimentų pabaigoje buvo fiksuotas citoplazmos judėjimo sustojimas, tikėtina sąlygotas Ca2+ jonų 

koncentracijos padidėjimo citoplazmoje ir susijungimo su kalmodulino lengvosiomis grandinėmis 

esančiomis ant miozino kaklo. Stebėtas citoplazmos judėjimo sustodavo greičiau ir neatsistatydavo 

paveikus didesne verapamilio koncentracija. Verapamilio tirpalais (0,3 mM) (n=9) paveiktose 

ląstelėse citoplazmos judėjimas  sustodavo 1 – 2 h intervale, nuo poveikio pradžios, kai 0,1 mM 

(n=10) koncentracijos tirpalais paveiktose ląstelėse citoplazmos judėjimas sustodavo 3 – 4 valandų 

intervale nuo poveikio verapamiliu. 

Veikimo potencialo repoliarizacijos greičio pokytis paveikus žvaigždėtojo maurašakio ląsteles 

skirtingomis L- tipo kalcio kanalų blokatoriaus - verapamilio koncentracijomis  
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7 pav. Veikimo potencialo repoliarizacijos fazės pavyzdinis fazinis portretas paveikus 

Nitellopsis obtusa ląsteles 0,1 mM verapamilio koncentracijos tirpalu 

Sudarius veikimo potencialo repoliarizacijos fazinį portretą ląstelių paveiktų 0,1 mM 

verapamilio koncentracijos tirpalu, galima pastebėti, jog fazinio portreto forma nesiskiria arba skiriasi 

nežymiai nuo kontrolinių sąlygų prieš paveikiant ląsteles verapamiliu (APW1), tiek atlikus 

pakartotinį stimuliavimą (APW2) po paveikimo verapamiliu, visos repoliarizacijos metu. 

Maksimalus veikimo potencialo greitis kontrolinėmis sąlygomis (APW1) vidutiniškai pasiekia -

53,05±22,68 mV/s . Dėl poveikio verapamiliu repoliarizacijos greitis sumažėja vidutiniškai iki -

44,50±17,67 mV/s po 30 min nuo poveikio verapamiliu pradžios ir šis skirtumas nėra statistiškai 

reikšmingas. Repoliarizacijos greitis po 100 min. nesiskyrė nuo repoliarizacijos greičio po 30 min, 

kas priklauso ir nuo ląstelės fiziologinių savybių
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8 pav. Veikimo potencialo repoliarizacijos fazės fazinis portretas paveikus Nitellopsis 

obtusa ląsteles 0,3 mM koncentracijos verapamilio tirpalu 
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Veikimo potencialų repoliarizacijos faziniuose portretuose ląstelių, kurios buvo 

paveiktos 0,3 mM verapamilio tirpalu yra stebimas didelis greičio mažėjimas tarp kontrolinių sąlygų 

(APW1) – vidutiniškai maksimalus greitis yra -44,22±14,55 mV/s, ir poveikio verapamiliu po 30 min 

– kai vidutiniškai greitis yra -29,34±18,11 mV/s, kas yra statistiškai reikšmingas pokytis. Nėra 

matomo ženklaus repoliarizacijos greičio pokyčio tarp poveikio verapamiliu po 30 min ir 100 min 

nuo eksperimento pradžios. Pateiktame grafike nėra pateikiamas pakartotinis stimuliavimas ląstelių 

po poveikio verapamiliu kontroliniame APW tirpale, dėl dažnos ląstelių žūties arba dėl 

savaiminių/spontaninių veikimo potencialų generavimo, kurių repoliarizacijos greitis yra žymiai 

mažesnis lyginant su repoliarizacijos greičiu kontrolinėmis (APW1) sąlygomis eksperimento 

pradžioje. Taip pat stebimas veikimo potencialo repoliarizacijos fazinio portreto formos pokytis 

lyginant kontrolinių veikimo potencialų repoliarizacijos fazinius portretus su faziniais portretais kai 

ląstelės yra paveikiamos 0,3 mM verapamilio tirpalu. 
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9 pav. Veikimo potencialo repoliarizacijos fazės fazinis portretas paveikus Nitellopsis 

obtusa ląsteles 1 mM verapamilio koncentracijos tirpalu 
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Analizuojant veikimo potencialo repoliarizacijos fazinius portretus ląstelėse paveiktose 

1 mM verapamilio tirpalu matomas didelis repoliarizacijos greičio pokytis visos repoliarizacijos 

metu. Lyginant maksimalius repoliarizacijos greičius kontrolinėmis sąlygomis (vidutinis maksimalus 

repoliarizacijose greitis -39,11±9,70 mV/s), su repoliarizacijos greičiais po 30 min paveikus 

verapamiliu, kai vidutinis maksimalus repoliarizacijos greitis yra  -7,19±6,15 mV/s, stebimas 5,5 

karto sulėtėjimas. Lyginant repoliarizacijos fazinius portretus kontrolinėmis (APW1) sąlygomis ir 

paveikus verapamiliu 30 min, fazinių portretų formos nėra tapačios. Taip pat nėra pateikiama 

pakartotinių duomenų su ląstelėmis po 100 min. nuo poveikio verapamiliu pradžios, nes atlikus pirmą 

ląstelės stimuliavimą po 30 min. greitu metu, ląstelės pačios sugeneruodavo savaiminius/spontaninius 

potencialus ir galiausiai žūdavo. Tai parodė jog didėjanti verapamilio koncentracija veikia ląsteles 

toksiškai sutrikdydamas jonų pernašos sistemas ir sukeldamas greitą ląstelių žūtį. 
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10 pav. Veikimo potencialų repoliarizacijos fazės fazinių portretų maksimalūs greičiai 

skirtingu veikimo potencialo sužadinimo metu, paveikus skirtingomis verapamilio koncentracijomis 

(0,1 mM, 0,3 mM, 1 mM). 

Atlikus veikimo potencialų repoliarizacijos greičio pokyčio nuo verapamilio 

repoliarizacijos fazinių portretų statistinę analizę, nustatytas repoliarizacijos greičio mažėjimas 
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priklausomai nuo verapamilio koncentracijos.. Gautuose rezultatuose su 0,1 mM (n=6) verapamilio 

tirpalu, tarp kontrolinių sąlygų -53,05±22,68 mV/s  ir poveikio verapamiliu po 30 min -44,50±17,67 

mV/s maksimalių repoliarizacijos greičio verčių, atlikus statistinę analizę nėra gaunamas statistiškai 

reikšmingas greičių skirtumas. Atitinkamas rezultatas yra gaunamas ir lyginant verapamilio poveikį 

skirtingais laiko intervalais po 30 min -44,50±17,67 mV/s ir 100 min. -45,62±28,05 mV/s 

repoliarizacijos greičio maksimalioms vertėms. Verapamilio tirpalą po 100 min. -45,62±28,05 mV/s 

pakeitus į APW tirpalą -56,71±23,94 mV/s nėra gaunamas statistiškai patikimas skirtumas 0,3 mM 

(n=11) koncentracijos tirpalu paveiktose ląstelėse tarp kontrolinių sąlygų -44,22±14,55 mV/s ir 

poveikio verapamiliu po 30 min -29,34±18,11 mV/s repoliarizacijos maksimalių verčių atlikus 

statistinę analizę gaunamas reikšmingas skirtumas.  Galima daryti prielaidą, kad verapamilis 

užblokuodamas plazminėje membranoje ar vakuolėje esančias Ca2+ jonų pernašos sistemas, neleidžia 

jonams pasišalinti iš citoplazmos į viduląstelines Ca2+ saugyklas dėl to repoliarizacijos fazė lėtėja, 

taip pat tikėtinas ir K+ jonų pernašos sistemų blokavimas (Schneider ir kt., 2005). Reikšmingas 

statistinis skirtumas nebuvo gautas tarp skirtingų laiko intervalų paveikus verapamiliu po 30 min -

29,34±18,11 mV/s ir 100 min. -23,04±13,49 mV/s repoliarizacijos greičio maksimalių verčių. Atlikus 

statistinę analizę ir palyginus repoliarizacijos greičių pokyčius paveikus ląsteles skirtingomis 

verapamilio koncentracijomis (0,1 mM ir 0,3 mM) po 100 min. yra gaunamas statistiškai reikšmingas 

skirtumas, kas parodo, jog didėjant verapamilio koncentracijai repoliarizacijos greitis lėtėja. Ląstelėse 

paveiktose 1 mM (n=7) verapamilio tirpalu ir atlikus gautų duomenų statistinę analizę(lyginant 

kontrolinius duomenis -39,11±9,70 mV/s su verapamilio poveikiu po 30 min -7,19±6,15 mV/s 

(repoliarizacijos greičio maksimalias vertes) gaunamas statistiškai reikšmingas skirtumas. Didėjant 

verapamilio koncentracijai didėja užblokuotų jonų  pernašos sistemų skaičius ir jonai negali grįžti į 

viduląstelines saugyklas po patirto sužadinimo, kaip pavyzdys galėtų būti Ca2+.- ATPazės, kurios 

tyrimų metu su verapamiliu (0,5 mM) buvo užblokuotos 75 procentus (Lotersztajn ir kt., 1982). 

Atlikus lyginamąją analizę gautų rezultatų su 0,3 mM ir 1 mM verapamilio koncentracijų tirpalais po 

30 min, gaunamas statistiškai reikšmingas skirtumas  įrodantis, jog didėjanti verapamilio 

koncentracija lemia didėjantį poveikį repoliarizacijos greičiui. Spontaninių veikimo potencialų greitis 

siekia apie -1 mV/s. Duomenys su 1 mM verapamilio koncentracijos tirpalu po 100 min nepateikiami, 

dėl greitos ląstelių žūties, nulemtos aukštos verapamilio koncentracijos(visos ląstelės žūdavo).  
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REZULTATŲ APTARIMAS 

Atlikti eksperimentai parodė verapamilio toksiškumą žvaigždėtojo maurašakio 

ląstelėms. Didėjanti koncentracija lėmė spartėjančią ląstelių žūtį sukeltą ne tik sutrikdytų nuo kalcio 

jonų pernašos sistemų priklausomų procesų ir tikėtina kalio jonų pernašos sistemų sutrikdymo (Tfelt-

Hansen ir kt., 2009) bet ir poveikio kitiems svarbiems gyvybiniams  procesams. Panašūs ląstelių 

gyvybingumo tyrimai atlikti naudojant skirtingas verapamilio koncentracijas, buvo atlikti su įvairaus 

tipo vėžinėmis ląstelėmis, kurių gyvybingumas ir proliferacija mažėjo priklausomai nuo didėjančios 

verapamilio koncentracijos, (Kania ir kt., 2017) tačiau lyginant su pateiktuoju tyrimu atliktame tyrime 

stebimas spartus ląstelių gyvybingumo mažėjimas kelių valandų intervale, kai eksperimentiškai 

vėžinių ląstelių gyvybingumas reikšmingai sumažėjo po 12-48h priklausomai nuo vėžinio naviko 

susidarymo vietos. Ląstelių gyvybingumas yra stebėtas eksperimentiškai su žievinių neuronų 

kultūromis, kurios buvo veikiamos skirtingomis verapamilio koncentracijomis ir ląstelių 

gyvybingumas sumažėjo asinchroniškai 72h bėgyje stebint neuronų mitochondrijų aktyvumą, 

gyvybingumas mažėjo didinant verapamilio koncentracijas iki 1 mM (Zhu ir kt., 1997). Tyrimuose 

stebint eritrocitų gyvybingumo pokyčius nuo skirtingų verapamilio koncentracijų yra stebimi ląstelių 

morfologiniai pokyčiai eritrocitus paveikus 0,5 mM verapamilio tirpalo, o greiti lizės procesai stebimi 

ląsteles paveikus 5 mM verapamilio tirpalu (Suwalsky ir kt., 2010). Tame pačiame tyrime yra 

aptariamas ir žmogaus neuroblastomų SH-SY5Y išgyvenamumas paveikus skirtingomis verapamilio 

koncentracijomis, kuriame yra parodoma, jog šio tipo ląstelėms toksiškas 0,5 mM verapamilio 

poveikis pasireiškia jau po 1h nuo poveikio pradžios, kai 0,1 mM toksiškas efektas yra stebimas 

praėjus 48h nuo eksperimento pradžios (Suwalsky ir kt., 2010). Atliktame eksperimente su Chara 

corallina ląstelėmis (viena iš menturdumblių rūšių) paveikus verapamilio 0,05 mM koncentracijos 

tirpalu po 30 minučių sukėlė greitą ląstelių žūtį (Reid ir kt., 1992). Yra stebimas ir priešingas 

verapamilio veikimas stabdantis nekrozių susidarymą ir plitimą miokarde (nekrozės sukeliamos 

eksperimentiškai) (Nayler ir kt., 1980). Verapamilis skatino ir žmogaus lęšio epitelinių ląstelių 

išgyvenamumą, kurios buvo veikiamos vandenilio peroksido tirpalais, apsaugodamas ląstelių 

branduolius nuo morfologinių pokyčių ir kaspazių susidarymo (Wang ir kt., 2014). Atliktuose 

tyrimuose su eukaliptų (Eucalyptus perriniana) ir dažinio dygminio (Carthamus tinctorius), kuriuose 

buvo stebimas kalcio veikimas reakcijoje į hidrodinaminį stresą ir naudojamas, kalcio jonų kanalų 

blokatorius verapamilis parodė atidėtą sumažėjimą NAD(P)H, kuris svarbus ląstelinio kvėpavimo 

metu gauti energijai, nuo energijos priklausomoms reakcijoms vykdyti. (Takeda ir kt., 1998) 

Citoplazmos judėjimo analizė parodė pirminį verapamilio toksinį efektą, sustabdant 

miozino judėjimą aktino filamentais, kas sietina su verapamilio poveikiu, aktino filamentų 
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pažeidimui, iliustruojamu citoplazmos judėjimo sustojimu. Aktino filamentų suardymą gali pagrįsti 

eksperimentiniai tyrimai su žmogaus odoje esančiais fibroblastais, kuriuose buvo parodyta, kad 

paveikus 0,5 mM verapamilio tirpalu aktino filamentai buvo dalinai suardyti (Boggio ir kt., 2011), 

tačiau verapamilis nepaveikė kitų citoskeleto elementų, kaip mikrovamzdelių. Citoplazmos 

sustojimas yra sietinas ir su kalcio jonų koncentracijos padidėjimu ląstelės citoplazmoje, dėl veikimo 

potencialų generavimo. Tyrimuose su Chara corallina ląstelėmis verapamilis nepaveikė kalcio jonų 

pernašos sistemų, kas lėmė padidėjusią koncentraciją viduląstelinio kalcio jonų. (Reid ir kt., 1992). 

Eksperimentiškai yra įrodyta, jog kalcio jonai yra būtini veikimo potencialo generavimui.  Kalcio 

jonų nebuvimas arba nepakankama kalcio jonų koncentracija ląstelės išorėje po elektrinės ląstelių 

stimuliacijos nesukėlė citoplazmos judėjimo sustojimo, (Ayling ir kt., 1994) kurį būtų galima 

traktuoti, kaip vizualinį veikimo potencialų generavimo įrodymą augalinėse ląstelėse, nematuojant 

elektrofiziologinių parametrų. Tyrimuose su Chara corallina ląstelėmis, buvo parodyta, kad 0,1 mM 

koncentracijos verapamilio tirpalas nesustabdė citoplazmos judėjimo, ir taip pat buvo keliamas 

klausimas ar kalmodulinas dalyvauja citoplazmos judėjime ar ne (Tsutsui ir kt., 1987).  Šio 

magistrinio darbo metu atliktuose eksperimentuose buvo parodyta, kad 0,1 mM ir 0,3 Mm 

verapamilio sukelia citoplazmos judėjimo sustojimą. Panašūs duomenys yra gauti tyrimuose 

pomidorų (Lycopersicon esculenturn) ir rapsų (Brassica napus) šakniaplaukiuose, kurie buvo veikti 

1 mM verapamilio koncentracijos tirpalu. Ši koncentracija sukėlė citoplazmos judėjimo sulėtėjimą ir 

sustojimą po 3-4 min. ir vėlesnį atsistatymą (judėjimas atsistatydavo dėl trumpalaikio šakniaplaukių 

veikimo verapamiliu, kai ant šakniaplaukių yra užlašinamas 1 lašas verapamilio tirpalo), tačiau jeigu 

veikimas yra nuolatinis citoplazmos judėjimas buvo sustabdomas negrįžtamai jau dėl 0,1 mM 

verapamilio koncentracijos (Clarkson ir kt., 1988). 

Dauguma eksperimentų šiame darbe buvo atliekami nenaudojant 1 mM verapamilio 

koncentracijos dėl staigaus toksiško efekto ląstelėms, nors tyrimuose su žmogaus odos fibroblastais 

toksiška koncentracija yra jau 0,1 mM, sukelianti ląstelių žūtį (Boggio ir kt., 2011). Ši koncentracija 

nesukelia akivaizdžių pokyčių žvaigždėtojo maurašakio ląstelėse bei greitos ląstelių žūties. Ląstelės 

žūva po 4-5h.   

Analizuojant verapamilio poveikį veikimo potencialo repoliarizacijai gauti rezultatai 

rodo repoliarizacijos greičio mažėjimą. Tyrimuose, kuriuose buvo analizuotas verapamilio poveikis 

gyvūninio tipo ląstelėms pateikiami priešingi rezultatai širdies miocituose, nors ir stebimas veikimo 

potencialų trukmės ilgėjimas, tačiau jis nėra siejamas su pokyčiais repoliarizacijos metu (Vicente ir 

kt., 2015). Yra ir priešingų tyrimų rezultatų anksčiau minėtiems tyrimams, kuriuose teigiama, jog 

verapamilis neilgina veikimo potencialo trukmės žmogaus širdies miocituose (Orvos ir kt., 2019) 
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širdies Purkinje skaidulose (Amerini ir kt., 1985) atitinkami rezultatai yra ir tyrimuose su jūrų 

kiaulyčių miocitais (Chen it kt., 1979). Yra pateikiama ir prieštaringų rezultatų, kuriuose 1 mM 

verapamilio tirpalas ilgino repoliarizacijos fazę mažindamas jos greitį, kai 5 mM verapamilio 

koncentracijos tirpale buvę izoliuoti miocitai parodė veikimo potencialo trukmės mažėjimą, dėl 

greitesnės repoliarizacijos (Zhang ir kt., 1997). Repoliarizacijos greičio didėjimas yra nustatytas ir 

taikant mažas verapamilio koncentracijas (3*10-6 M) jūrų kiaulyčių izoliuotose miokardo ląstelėse 

(Noguchi ir kt., 1997). Tyrimuose kuriuose buvo analizuojamos stimulo sukeltos membranos 

potencialo osciliacijos žiotelių varstomosiose ląstelėse yra nustatyta, jog verapamilis mažina 

membranos potencialo osciliacijų amplitudes ir keičia osciliacijų formą iš asimetriškos į simetrišką 

kai verapamilio koncentracija yra  0,01 – 0,1 mM (McAinsh ir kt., 1995). Remiantis pateikiamais 

duomenimis apie verapamilio poveikį veikimo potencialams ir stebint jų nevienareikšmiškumą, 

galima spręsti, jog trūksta eksperimentinių tyrimų su skirtingomis verapamilio koncentracijomis 

veikiant gyvūnines ir augalines ląsteles, norint gauti apibendrintus rezultatus. 

Apibendrinant visų trijų tyrimų duomenis, galima teigti, jog norint taikyti augalines 

sistemas, kaip atitinkamus modelius, būtina atlikti didesnės imties tyrimus analizuojant ir ląstelių 

biochemines savybes, norint suprasti verapamilio blokavimo mechanizmą augalinėse sistemose ir 

taip sutrikdant nuo kalcio priklausomus procesus. Taip pat būtina atsižvelgti į verapamilio toksinį 

efektą augalinėms ląstelėms nustatant slenkstines koncentracijų ribas. 
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IŠVADOS 

1 – Verapamilio toksiškas poveikis tiesiogiai priklauso nuo verapamilio koncentracijos, 

koncentracijai didėjant sukeliama greitesnė ląstelių žūtis. 

2 – Ląstelėse paveiktose verapamiliu citoplazmos judėjimo greitis nekinta, tačiau galiausiai 

stebimas staigus ir negrįžtamas citoplazmos judėjimo sustojimas, kuris yra pirminis ląstelės žūties 

indikatorius. 

 3 – Verapamilis blokuodamas žvaigždėtojo maurašakio (Nitellopsis obtusa) membranose 

esančias jonų pernašos sistemas sąlygoja nuo blokatoriaus koncentracijos priklausomą repoliarizacijos 

greičio mažėjimą, didėjant verapamilio koncentracijai repoliarizacijos greitis mažėja  
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SANTRAUKA 

Neurobiologijos nuolatinių studijų baigiamojo darbo tema – Klasikinio L-tipo kalcio 

kanalų blokatoriaus verapamilio poveikis žvaigždėtojo maurašakio (Nitellopsis obtusa) ląstelėms. 

Darbą parengė – Julius Kavaliauskas. Darbo vadovė – doc. dr. Vilma Kisnierienė. Konsultantas – 

doktr. Vilmantas Pupkis  

Augalinės sistemos iki šiol yra ganėtinai mažai ištirtos ir daugeliu aspektų palieka 

nemažą dalį nežinomųjų. Remiantis evoliucijos teorija augalinės ir gyvūninės sistemos turi bendrą 

protėvį, kas leidžia daryti prielaidas apie molekulinių ir elektrofiziologinių savybių panašumus. Tai 

leidžia atlikti tyrimus su gyvūninėse sistemose naudojamomis medžiagomis, žinant jų veikimo 

principus taikyti augalinėse sistemose ir stebėti atsirandančius pokyčius. Šiame tyrime buvo 

pasirinktas jau daugiau nei 50 metų naudojamas klasikinis L-tipo kalcio kanalų blokatorius 

verapamilis. Darbe buvo tirti verapamilio sukeliami pokyčiai žvaigždėtojo maurašakio (Nitellopsis 

obtusa) ląstelėse sietini su kalcio jonais ir jų pernašos sistemų veikimu vertinant  ląstelės 

gyvybingumą, citoplazmos judėjimą ir membranos potencialo repoliarizacijos pokyčius. Gauti tyrimo 

rezultatai daugeliu atvejų koreliuoja su pateikiamais literatūros šaltiniuose. Verapamilis toksiškai 

paveikė ląsteles sukeldamas jų žūtį po 3-5 h nuo poveikio pradžios, tačiau tai nesukėlė pokyčių 

citoplazmos judėjime, bet tai sąlygoja citoplazmos judėjimo sustojimą 2 h laikotarpyje, kas galėtų 

būti ląstelės žūties indikatoriumi. Verapamilis sulėtino repoliarizaciją veikimo potencialo metu, kas  

patvirtino idėją, jog verapamilis augalinėse sistemose gali veikti kaip nespecifinis jonų kanalų 

blokatorius, blokuojantis ne tik kalcio, bet ir kalio jonų pernašos sistemas.  
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SUMMARY 

The topic of the master thesis of neurobiology study program - Effect of classical L-

type calcium channel blocker verapamil on starry stonewort (Nitellopsis obtusa) cells The work was 

prepared by Julius Kavaliauskas. Supervisor – assist. prof. V. Kisnierienė PhD. Consultant – PhD 

student Vilmantas Pupkis 

Plant systems are still relatively unexplorde and in many respects a significant part 

remains unknown. According to the theory of evolution, plant and animal systems have a common 

ancestor, which makes it possible to assume their molecular and electrophysiological similarities. 

This justifies studies to be performed with chemical substances commonly used in animals, and the 

application of knowledge of their working principles in plant systems. Verapamil, a classic L-type 

calcium channel blocker, known for more than 50 years has been selected for this study. The effects 

of verapamil on starry stonewort (Nitellopsis obtusa) cells related to calcium ions and the function of 

their transport systems: cell viability, cytoplasmic streaming and changes in membrane potential 

repolarization were investigated. Research results in most cases correlate with the literature sources 

provided. Toxic effect of verapamil to cells caused their death 3-5 h after application, but this did not 

result in changes in cytoplasmic streaming, but did result in stopping of cytoplasmic streaming in 2 

h, which could be indicators of cell death. Verapamil slowed repolarization of action potential, which 

confirmed the hypothesis that verapamil may act as a non-specific ion channel blocker in plant 

systems, blocking not only calcium but also potassium ion transport systems. 
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