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SANTRUMPOS

ABA — absciziné riugstis

APW — dirbtinis tvenkinio vanduo

ATP — adenintrifosfatas

CADPR — cikliné adenindifosfato ribozé

cDNR — komplementarioji deoksiribonukleidiné riigstis
ECG - elektrokardiograma

EEG - elektroencefalograma

EMG - elektromiograma

IP3 —inozitol, 1, 4, 5 - trifosfatas

MYAL, MYA2, MY A3 — mioziny tipai

NAD(P)H — nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas
PSTV - paroksimalin¢ supraventrikuliariné trachikardija
ROS - reaktyvios deguonies formos

SDS-PAGE - elektroforezés poliakrilamido gelyje metodas
TEA" - tetrametilamonis

VDCC?2 — jtampos valdomi kalcio kanalai

VP — veikimo potencialas



IVADAS

Nitellopsis obtusa, dar vadinamas Zzaliuoju aksonu, (Andjus, 1998) gélavandenis
makrodumblis, priklausantis Characeae Seimai. D¢l savo lgsteliy makroskopiskumo yra vienas i§
patogiausiy fotosintetinan¢iy organizmy stebéti ir analizuoti augaluose ir j juos panaSiuose
organizmuose vykstancius biologinius reiskinius ir reakcijas j besikeiiancias aplinkos salygas,
biologinés kilmés atsakus j jvairios kilmés dirgiklius (Bush, 1995; Beilby ir kt., 2007). Tai labai
patogus objektas tirti elektrinius signalus bei jvairias jony pernasos sistemas (Fromm ir kt., 2007).
Tam kad biity perduodama informacija apie besikeiCianCias aplinkos salygas ir biity pakei¢iamas
Iasteléje vykstantis metabolizmas, kad lgstelés galéty prisitaikyti prie aplinkos salygy dalyvauja
kalcio jonai ir kalcio jony pernasos sistemos. Norint analizuoti procesus, kuriuose dalyvauja kalcio
jonai daznai yra taikomi gyvininiy Iasteliy kalcio jony kanaly antagonistai padedantys nustatyti $iy
kanaly sandaros ir funkcines savybes. Miisy eksperimentuose pasirinktas L — tipo kalcio kanaly
blokatorius, kurio veikimas gyviininése Igstelése yra zZinomas (Pineros ir kt., 1997). Verapamilis yra
naudotas tirti augaly lastelése vykstancius procesus, kuriuose dalyvauja kalcio jonai — citoplazmos
judéjime, lgstelés augime ir dalijimesi, geny ekspresijoje, signaly perdavime. Nors jvairiuose
tyrimuose yra parodytas jvairus Sio kalcio jony kanalo antagonisto poveikis augalinéms sistemos,
rezultatai priklauso nuo tiriamosios rasies ir jos plazminéje membranoje esanciy kalcio jonams
pralaidziy kanaly, kuriy aktyvavimas reguliuojamas jtampos, kity jony ar specifiniy kanaly
aktyvatoriy. Ta¢iau augaluose néra nustatyti L-tipo kalcio kanalai, kurie yra blokuojami verapamilio,
todél islieka neaiSku, ar §is inhibitorius blokuoja kitus augalinése membranose esancius kalcio
kanalus, sutrikdydamas lastelés gyvybines funkcijas. Taip pat triksta informacijos apie verapamilio

poveik] vidiniy membrany kalcio kanalams ir jy aktyvumo pasikeitimams.



TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Tikslas: Istirti klasikinio L-tipo kalcio kanaly blokatoriaus verapamilio poveikj nuo kalcio

priklausomiems procesams Nitellopsis obtusa lastelése

Uzdaviniai:
1. I8tirti verapamilio tirpaly (0,1 mM ir 0,3 mM) poveikj Zvaigzdétojo maurasakio (Nitellopsis obtusa)

lasteliy gyvybingumui,

2. Nustatyti verapamilio tirpaly (0,1 mM ir 0,3 mM) poveikj zvaigzdétojo maurasakio (Nitellopsis

obtusa) lasteliy citoplazmos judéjimui;

3. Istirti verapamilio tirpaly (0,1 mM, 0,3 mM ir 1 mM) poveikj zvaigzdétojo maurasakio (Nitellopsis

obtusa) repoliarizacijos greiiui suzadinimo metu.



|. LITERATUROS APZVALGA

Kalcis augaluose ir kalcio kanaly jvairové

Kalcio jony kanalai esantys augaluose yra svarbiis daugelyje augaly Iastelése
vykstanc¢iy procesy pradedant augaly augimu ir vystymusi (Bush, 1995), signaly perdavimu (White,
1999) ir daugeliu kity lastelés fiziologiniy procesy citoplazmoje ir organoidy viduje (Bush, 1995),
nes kalcio jony kanaly pagrindinis vaidmuo yra greitas kalcio jony perneSimas per plazming ir
vidulagstelines membranas (White, 1998). Kalcio jony kanalai yra gausiai iSsidést¢ augalinése
lastelése (White, 1999) , ypac didelis jy tankis stebimas, kur galimi staigiis elektrocheminio gradiento
poky¢iai — plazminéje membranoje, tonoplaste ir endoplazminiame tinkle. Siose vietose
elektrocheminis gradientas daznai biina pusiausvyroje, jo poky¢iai yra dazni signaly transdukcijos
metu (Bush, 1995). Didelis kalcio elektrocheminis gradientas yra siejamas su dideliais kalcio jony
kiekio skirtumais abipus plazminés membranos ir vidulgsteliniy membrany, nes augaluose kalcio
jonai yra kaupiami ne tik endoplazminiame tinkle, bet didzioji jo dalis yra sandéliuojama vakuolése,
kurios uzima apie 90 proc. viso lgstelés tiirio, ir kalcio iSlaisvinimas 1§ vakuolés yra svarbus
vidulasteliniy signaly perdavime (White, 1999; Pottosin ir kt., 2007). Daug mazesni koncentracijos
svyravimai yra stebimi abipus plastidziy ir mitochondrijy membranu, taciau ir abipus jy Visgi yra
zenkliis pokyciai kalcio jony koncentracijy abipus membranas fotosintezés (Miller ir kt., 1987) ir
lastelinio kvépavimo (Rizzuto ir kt., 1992) metu lastelese. Kartu del signaly transdukcijos
citoplazmoje yra stebima nevienoda kalcio jony koncentracija skirtingose citoplazmos vietose (Gilroy
irkt., 1991). Ir net tais atvejais, kai elektrocheminis gradientas yra stabilus, yra fiksuojamas dinaminis
balansas tarp jtekéjimo ir iStekejimo kalcio, per plazminéje membranoje esancius kalciui pralaidzius
kanalus (Bush, 1995). Augaluose yra Zinoma keletas skirtingy tipy kalcio jonams pralaidziy kanaly.
Dalis kalcio jonams pralaidZiy kanaly yra priklausomi nuo jtampos ar aktyvuojami suzadintojy —
plazminéje membranoje ar vidulgstelinése membranose. Depoliarizacijos ar hiperpoliarizacijos
aktyvuojami kalcio kanalai yra ne tik plazminéje membranoje, bet ir tonoplaste. Membranose yra ir
ligandy (IP3 ir cADPR) valdomi kalcio kanalai arba kanalai aktyvuojami kity antriniy signaliniy
molekuliy, hormony veikianéiy kalcio jonams pralaidziy pernasos sistemy aktyvuma (White, 1999).
Kalcio jony reguliuojama citoplazminé kalcio jony koncentracija apibiidina Igstelés fiziologing bukle
ir yra iSlaikoma apie 100 nM, esant aktyvioms kalcio jony ATPazéms ir kalcio jony/protony
antiporteriams plazminéje membranoje (Bush, 1995; Sanders ir kt., 1999). Specifiniai citoplazminio
kalcio jony koncentracijos poky¢€iai rodo tinkamg lastelés fiziologinj atsaka j jvairius dirgiklius
(Alexandre ir kt., 1992; Trewavas, 1999). . Ir kalcio jony koncentracijos pokyciai, sukeliami skirtingy

stimuly, atsiranda dél kalcio jony iSlaisvinimo i§ skirtingy Saltiniy (White, 1999)



Kalcio jonai ir kalcio jony pernasos sistemos augaly lasteliy plazminéje membranoje
Nestimuliuotoje augalinéje lasteléje citoplazminé kalcio koncentracija yra 107 M, o
nustatytas apoplastinis kalcio jony lygis sausumos augaluose tipiskai yra nuo 10 iki 10° M (Harker
ir kt., 1991; Bjorkman ir kt., 1991). Membranos potencialas yra nuo -150 iki -200mV ir p(Ca®") —
cheminio potencialo verté, apskai¢iuota pagal Nernsto lygtj (Hille, 1992) yra 45-60 kJ*mol™. Tokia
verté yra palyginama su laisvosios energijos pokyciu hidrolizuojant ATP, kuri vidutiniSkai yra -44
kJ*mol? gyvose lastelése (Miller ir kt., 1990). Citoplazminis ir tarplastelinis kalcio jony kiekis yra
pusiausvyras, nors didzioji dalis kalcio citoplazmoje yra suriSta su polisacharidais, lipidais ir
baltymais. Zenklis kalcio jony kiekio pokyéiai dél iSoriniy stimuly yra stebimi Chara corallina
lasteliy citoplazmoje, kurioje kalcio jony koncentracija bendroje sumoje sieke iki 50 mM (Reid ir kt.,
1992). Taip pat stimulai, kurie pakeicia lastelés elektrinj potencialg ar lastelés sienelés pH, gali
mobilizuoti Igstelés sieneléje esancius kalcio jonus ir reikSmingai padidinti kalcio koncentracija
citoplazmoje. Tokie stimulai yra §viesa (Assamann ir kt., 1985; Serrano ir kt., 1988; Shimazaki ir kt.,
1992) ir auksinas (Felle, 1988), nes jie hiperbolizuoja plazming membrang, kartu paskatindami
lastelés sienelés pariigstéjima, kuris gali daryti jtaka citoplazminio kalcio kiekio didéjimui ir tuo paciu
pakeisti kalcio jud¢jimg per membrang (Bush, 1995). Kalcio kanalai esantys plazminéje membranoje
buvo nustatyti naudojant patch-clamp metoda augaliniy lasteliy protoplastuose ir po inkorporavimo j
plazminés membranos vezikules ploks¢iame lipidy dvisluoksnyje, kuriame buvo stebétas kalcio
jonams pralaidziy kanaly aktyvumas. Siuos kanalus galima suskirstyti j depoliarizacijos

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

Depoliarizacijos aktyvinami kalcio jonams pralaidas kanalai.

Depoliarizacijos aktyvuojami kalcio jonams laidiis kanalai yra randami plazminéje
membranoje, visy augaly Sakny lastelese (White, 1998; Kiegle ir kt., 1998; Thion ir kt., 1998), lapy
mezofilyje (Thion ir kt., 1998) ir suspensijose kultiiriniy Igsteliy (Thuleau ir kt., 1994; Thion ir kt.,
1996). Taip pat galima isskirti skirtingas $iy kanaly klases pagal jy jautruma La®*, Gd**, verapamiliui
(White, 1998). Yra pazymima, kad keletas kalcio jony pernaSos sistemy gali biiti inhibituojams
rutenio raudonuoju, taciau preparatas yra nenaudingas diagnozuojant kalcio jony mobilizacija
vidulastelinése saugyklose. Pirmieji nuo depoliarizacijos priklausomi kanalai buvo nustatyti
protoplastuose, gautuose 1§ morky Igsteliy suspensinés kultiiros (Thuleau ir kt., 1994a,b; Thion ir kt.,
1996) ir tik véliau protoplastuose lapy mezofilio ir Sakny lastelése Arabidopsis (Kiegle ir kt., 1998;
Thion ir kt., 1998). Protoplastuose gautuose i§ Arabidopsis sakny lasteliy depoliarizacijos srové buvo
inhibuojama naudojant mibefradila (Kiegle ir kt., 1998). Depoliarizacijos sroveés kanalai
tarpininkauja pernesant dvivalenéius jonus — Ca?*, Mg?*, Ba?* ir Sr?*. (Thuleau ir kt., 1994a,b) ir tuo
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paciu turi vienakryptj laiduma 13 pS esant 40 mM kalcio jony koncentracijai, iSorinéje terpéje. Kalcio
srovés yra aktyvuojamos esant teigiamesnei jtampai nei —140 mV ir jy veikimas sulétéja ir yra
griztamai inaktyvuojamas, kai jtampa tampa ekstremaliai neigiama (Thuleau ir kt., 1994a,b).
Atliktuose tyrimuose su Arabidopsis ton2 mutanty protoplastais, kuriuose buvo stebétas kalcio
kanaly aktyvumas parodytas buvimas baltymy, kurie suri$a mikrovamzdelius su plazmine membrana
(Thion ir kt., 1998). Jau seniai buvo zinoma, kad mikrovamzdeliai dalyvauja reguliavime aktyvumo
ir padéties membranos baltymy. PavirSiniai mikrovamzdeliai dalyvauja daugelyje fiziologiniy
procesy tokiy kaip — atsakas j osmotinj ir mechaninj dirginimg, morfogenez¢ ir lastelés dalijimasis ir
mikrovamzdeliy persitvarkymas yra dél ankstyvo atsako j biotinius ar abiotinius stimulus (Shibaoka,
1994; Marc, 1997). Taip pat yra duomeny, jog citoskeleto mikrovamzdeliai yra siejami su augimo
krypties reguliavimu (Bibikova ir kt., 1999). Depoliarizacijos aktyvinami kanalai yra susije¢ su
aklimatizacija | SalCio jautrumg, augaluose auganciuose zemose temperatiirose (White, 1998).
Manoma kad tai inicijuoja kalcio jtekéjimg per plazming membrang ir tarpininkauja reik§Smingame
padidéjime citoplazminés kalcio jony koncentracijos. Dél neigiamos temperatiiros sunyksta
pavirsiniai mikrovamzdeliai ir sunykimas yra sukeltas poveikio 10 mM La%*, bet ne 10 mM Gd®*
buvimo tarplastelinéje terpéje (Mazaris ir kt., 1997). Atliekant tyrimus su kvieciy Sakny lgsteliy
plazminiy membrany vezikulémis, kurios buvo jterptos j ploks¢ig lipidy dvisluoksnj, nustatyti 2 tipai
depoliarizacijos aktyvinamy kalciui pralaidziy kanaly. Kurie buvo pavadinti rca/\VVDCC2 (White,
1994; 1997) ir maxi-katijony kanalai (White, 1993; 1997). Nesant kalcio jony, VDCC2 kanalai yra
pralaidis vienvalenéiams ir dvivalenciams katijonams. Jskaitant katijonus, kuriems L-tipo kalcio
kanalai gyviininése lastelése yra santykinai pralaidiis — Mg?* ir Mn?* jonams arba blokuojami Cd?*,
Co?" ir Ni?* (Pineros ir kt., 1995; 1997; White ir kt., 2000). Sio tipo kanalai turi platy spektra cheminiy
medziagy, kurios veikia slopinanéiai esant mikromolinéms jy koncentracijoms — AP, La®*, Gd**,
verapamilio, diltiazemo ir rutenio raudonojo, ta¢iau Sie kanalai néra paveikas 1,4-dihidropiridinui ir
bepredilui (White, 1998; Pineros ir kt., 1997) Maxi-katijony kanalai buvo tirti plazminéje
membranoje ryziy Sakny, kuriose jie buvo pralaidis jvairiems vienvalen¢iams ir dvivalen¢iams
katijonams (White, 1993;1997). Susiformaves pernasos modelis per $ias kanaly poras — K*, Na*, Ca?*
ir Ba?* jonams (White ir kt., 1999). Aplinkos streso salygos sukelia dominuojantj kalcio jony antplidi,
Ca?* pralaidziuose kanaluose yra laikomas dominuojanéiu jony srautu ir bet tai neparodo kanalo
farmakologinio kompleksiskumo (White, 2000). Kanaluose esancios srovés yra slopinamos
mikromoliniy koncentracijy rutenio raudonojo, o tuo tarpu katijony iStekéjimo srautai slopinami, ne
tik rutenio raudonojo, bet ir diltiazemo, verapamilio ir kuinino mikromoliniy koncentracijy ir TEA™
milimoliniy koncentracijy. Stebint Siy kanaly kinetikg ir pernasa per juos yra sitiloma jog maxi-
katijony kanalai yra atsakingi uz trumpalaikj kalcio koncentracijos padidé€jimg citoplazmoje
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sukeliamg $al¢io (White ir kt., 1999) ir tikétina, kad tai yra bandymas imituoti aklimatizacija zemai
temperattirai. Daznai depoliarizacijos aktyvuojami kanalai yra siejami su signaly perdavimu esant
stresinéms sglygoms, i$Saukiamoms aplinkos, vystymosi ar patogeny. Depoliarizacija gali biiti
sugeneruota vieno 1§ daugelio mechanizmy ir tai formuoja globaly signalg (White, 2000) Kalbant apie
Siy kanaly laiduma, tai reikty ji sieti su daugeliu sudedamyjy aspekty: energetiniu barjeru, elektrine
varomaja jéga ir katijony patekimu j porg i§ aplinkos. Kalbant apie poras tiek maxi-katijony kanaly,
tieck VDCC2 kanaly, jos yra modeliuojamos taip kad turéty 2 auksto afiniSkumo sritis, kuriose
katijonai yra atskiriami vienas nuo kito ir tuo paciu nuo iSorinés aplinkos energetinio barjero. Abi
suriS$imo vietas gali uzimti katijonai tuo paciu metu, bet katijonai pateke j porag iSstumia vienas kita.
PanaSus modelis buvo naudojamas apibudinti katijony pernasa per L tipo kalcio kanalus gyviininiy
lgsteliy membranose. Ir tai leido suformuoti keletg i§vady apie kanaly pory struktara (White, 1999).
Katijony suriSimo sritys maxi-katijony ir VDCC2 kanaluose turi Zema afiniSkumg dvivalenciams
katijonams ir didelj afiniSkumg vienvalenc¢iams katijonams, lyginant Siuos kanalus su L-tipo kalcio
kanalais gyviininése lastelése. Tai sitilo, jog kanalo poros struktiira augaly plazminés membranos
kalcio kanaly ir L-tipo kalcio kanaly gyviininiy lasteliy plazminéje membranoje skiriasi. Augaly
kalcio kanalai yra maZziau selektyviis kalciui nei L-tipo kalcio kanalai gyvininiy lasteliy membranose.
Taciau §is skirtumas gali atspindéti skirtingas jonines koncentracijas ir jtampas po kuriy augalinése
ir gyviininése Igstelése esantys kanalai yra aktyvuojami. Poros struktiira kalcio kanalo yra susijusi su
katalizuojamu kalcio jtekéjimu, kuris yra palaikomas ekstremaliai negatyvaus membrany potencialo,

biidingo augalams.

Hiperpoliarizacijos aktyvuojami kalciui pralaidas kanalai

Hiperpoliarizacijos aktyvuojami kalciui pralaidiis kanalai buvo atrasti protoplastuose,
vairiuose lgsteliy tipuose, d¢l to yra manoma, jog jie dalyvauja daugelyje lasteléje vykstanciy procesy
(White, 2000) Nustatyta, jog hiperpoliarizacijos aktyvinami kalcio kanalai svogiiny epidermio
lasteliy plazminéje membranoje yra aktyvuojami jtempio, kas leidzia daryti prielaida, jog jie veikia
kaip mechanoreceptoriai. Taip pat ziotelése hiperpoliarizacija aktyvuoja kalcio kanalus dél kuriy yra
sukeliama plazminés membranos depoliarizacija, kuri koordinuoja jony iStekéjimg ir Zioteliy
uzsivérima. Sakny endotelio lastelése $ie kanalai vaidina svarby vaidmenj mineralingje mityboje, o
pomidory lasteliy suspensinéje kultiiroje $ie kanalai yra jtraukiami j suZadinto signalo perdavima. Sio
tipo kanalai yra jtraukiami j turgorinio slégio palaikyma lasteléje ir informacijos apie mechanin; stresa
perdavime (Pickard ir kt., 1993). Kanaly sgsaja su pavirsiniais mikrovamzdeliais padeda koordinuoti
lastelés plétimasi, remiantis kaimyniniy 1gsteliy padétimi. To analogas gali biiti ilgéjancio augimo
pavyzdys dumbliy rizoiduose ar gryby hifuose, nes specifinj vaidmenj mechanojautriis kalcio kanalai
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atlieka elongacijos metu Sakniaplaukiuose (White, 1998) ir ziedadulkiy dulkiadaigiuose (Taylor ir kt.
1997) Siuo metu néra pakankamai informacijos kaip §io tipo kalcio kanalai dalyvauja daugelyje
fiziologiniy procesy: lgstelés sienelés lankstymasi, lokalizuotame turgoro susidaryme, plazminés
membranos jtempime, sekreciniy vezikuliy judéjime link plazminés membranos ir egzocitozéje. Tam
tikri cheminiai preparatai veikia jvairius nuo Ca?* priklausomus reiskinius, kalcio jony koncentracijos
poky¢ius, mangano jtekéjima ir lasteliy elongacija, bet tai gali nereiksti tiesioginés Siy medziagy
sgveikos su paciais kalcio jonams pralaidziais kanalais. Taip pat apie signalinj vaidmenj
hiperpoliarizacijos aktyvuojamy kalcio kanaly yra zinoma varstomyjy Igsteliy plazminése
membranose. Zioteliy ramybés potencialas varijuoja tarp hiperpoliarizuotos biisenos (-200 mV) ir
buisenos kuri yra artima kalio jony pusiausvyriniam potencialui (Grabov ir kt., 1998). Negin¢ijamai
hiperpoliarizacija Ziotelése yra i§§aukiama kalcio jony antpliidzio ir véliau padidéjusios citoplazminés
kalcio koncentracijos, kai jtampos slenkstis vidutiniSkai siekia -120 mV (Grabov, 1998, 1999).
Padidéjimas citoplazminés kalcio koncentracijos yra jautrus ekstralastelinei kalcio koncentracijai,
Gd**, ir kalcikluidinui - inhibitoriui L-tipo kalcio kanaly gyviinuose. Yra siiloma, kad
hiperpoliarizacijos aktyvuojami kalcio kanalai yra kaip integralus komponentas varstomyjy lasteliy
atsake ] ARBA poveikj. Kanaly aktyvumas yra paveikiamas staigiy temperatiiros pokyciy, terpés
riigstéjimo nuo 7 pH iki 5 pH ir slopinamas mikromoliniy koncentracijy La®*, Gd**, AI**. Tai siiilo

idéja, jog Sie kanalai veikia kaip sensorial integruojantys elektrinius, terminius ir cheminius signalus.

Biologiskai aktyviy medziagy — laminarino, chitopentozés ir lipopolisacharidy (elicitor)
aktyvuojami kalciui pralaidias kanalai

Buvo apraSyti 2 biologiskai aktyviy medziagy (elicitor) aktyvuojami kalciui pralaidiis
kanalai esantys plazminéje membranoje. Kalcio srautas per $iuos kanalus rodo ankstyva pasiruo$ima
gynybinio atsako ] patogenus. Pirmasis kalcio kanalas, aktyvuojamas kai jtampa yra zemesné nei -
120 mV, apraSytas pomidory (Lycopersicon esculentum L.) Igsteliy suspensinéje kultaroje (Gelli ir
kt., 1997). Sie kanalai buvo slopinami mikromolinémis koncentracijomis La®" ir nifedipino. Antrasis
kalcio jonams pralaidus kanalas buvo pavadintas — didelio laidumo i$8aukéjy (elicitor) aktyvuojamu
kanalu ir aprasytas petrazoliy (Petroselinum crispum) protoplastuose lasteliy suspensinése kultiirose
(Zimmermann ir kt., 1997). Taip pat buvo stebimas ir kalio laidumas per Siuos kanalus. Ir buvo

slopinami mikromoliniy koncentracijy La%* ir Gd**
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Tonoplaste esantys kalcio kanalai

Vakuolé augalinése lgstelése uzima apie 90 procenty jos tiirio ir yra laikoma didziausiu
kalcio jony Saltiniy Igstel¢je. Kalcio jony elektrocheminis gradientas kertant tonoplasta yra labai
didelis. Tonoplasto ramybés potencialas (-20 mV - -50 mV) ir skirtumas tarp citoplazmoje ir
vakuoléje esancio kalcio koncentracijos lemia kalcio jony judéjimg i$ vakuolés j citoplazma. Kalcio
jony judé¢jimas iS vakuolés | citoplazma lemia citoplazminio kalcio koncentracijos padidéjima
reikalingg signaly transdukcijai. Kai signalas sukélé padidinima citoplazminio kalcio koncentracijos,
tai buvo pavadinta indukuotu kalcio jony iSlaisvinimu. Diskutuojamas vakuoléje esanciy kalcio
aktyvuojamy kalcio kanaly buvimas. Iki Siol zinomi tik 4 tipai tonoplaste esanc¢iy kalcio kanaly — i$
kuriy 2 yra valdomi jtampos, kiti 2 kalcio jony kanalai yra valdomi ligandy tonoplasto membranoje
(Pottosin ir kt., 2007). Depoliarizacijos aktyvuojami kalcio kanalai jskaitant ir 1étuosius vakuolés
kanalus, turi pagrista laidumg dvivaleniams jonams, bet jy fiziologija iSlicka neaiski.
Hiperpoliarizacijos aktyvuojami kalcio kanalai taip pat turi savitg selektyvuma dvivalenciams jonams
ir katalizuoja kalcio iStekéjima j citoplazma ir turi savo vaidmenj lastelés signaly perdavime. Taip pat
kalcio kanalai aktyvuojami antriniy signaly molekuliy IP3 ir cCADPR. Sie kanalai yra labiau
selektyviis dvivalen¢iams jonams nei vienvalen¢iams jonams. Taip pat yra stebimi vadinamieji 1étieji
tonoplasto kanalai, tarpininkaujantys ne tik jony pernasoje, bet ir reguliavime daugelyje vidulasteliniy
mechanizmy. Sio tipo kanalai buvo identifikuoti TPC1 geno Arabidopsis. Ir tai buvo isskirtinis
atradimas nes manyta jog TPC1 geno lemiami kanalai yra tik plazminéje membranoje (Pottosin ir kt.,
2007). Letieji vakuolés kanalai yra aktyvuojami nuo teigiamo tonoplasto potencialo, kai Kkiti
tonoplasto nuo jtampos priklausomi kanalai yra aktyvinami neigiamo tonoplasto potencialo. Lyginant
Siy dviejy nuo jtampos priklausomy kanaly savybes yra gaunami rySkiis panasumai ypac jeigu Sie
tyrimai yra atliekami su ta pacia rtaSimi (Pottosin ir kt., 2007). Yra manoma, jog §ios dvi kanaly riiSys
yra vienodos savo funkcinémis savybémis, bet skirtingai i$sidéste plazminéje membranoje. [vairiuose
Saltiniuose létieji tonoplasto kalcio kanalai yra apibtidinami, kaip ganétinai tankiai iSsidéste
tonoplaste ir tai nustatyta naudojant patch-clamp metoda (Schulz-Lessdorf ir kt., 1995; Pottosin ir kt.,
1997). Létieji vakuolés kanalai yra paplite visuose sausumos augaluose (Embryophytes) jskaitant ir
papar€ius ir kerpsamanes (Hedrich ir kt., 1988). Taciau analizuojant Siuos kanalus truksta
informacijos apie treting Siy kanaly struktiira ir manoma, jog poros diametras gali biiti nustatomas
taikant blokavimg skirtingo diametro katijonais (Dobrovinskaya ir kt., 1999). Nustatyta, kad
medZiagos, kuriy diametras yra mazesnis arba lygus 7 A (dydis pilnai hidratuoto magnio jono) gali
prasiskverbti pro pora. Ir pagal tai yra sprendziama, jog kanalai turi pralaidumag Sarminiy metaly

katijonams (Amodeo ir kit., 1994; Paganetto ir kt., 2001). Kalcis j vakuol¢ yra perneSamas aktyviojo
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transporto pagalba pries elektrocheminio potencialo gradienta 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 jony pernasos sistemos augaluose

Kalis yra antra pagal svarba augalams mineraliné medziaga po azoto, dalyvaujanti
lastelés metabolizme (Marschner ir kt., 1995). Augalo tigliuose kalio kiekis gali sudaryti nuo 4 iki 8
procenty augalo sausosios masés. Vienas i§ svarbiausiy kalio vaidmeny augalinése sistemose yra
turgorinio slégio palaikymas. Kartu kalio jonai aktyvuoja eilg metaboliniy fermenty jskaitant ir
dalyvaujancius fotosintezéje, oksidaciniame fosforilinime ir baltymy sintezéje (Marschner ir kt.,
1995). Isskirtinai svarby vaidmenj jis atlicka augaly judéjime, kaip to pavyzdys Zioteliy varstomyjy
lasteliy atsivérimas ir uzsivérimas. Pagrindinés kalio jony saugyklos augalinéje l1asteléje yra vakuolé
ir citoplazma. Citoplazminis kalio kiekis tarp skirtingo tipo Igsteliy varijuoja nezymiai ties 100 mM
riba (Cuin ir kt., 2003), taciau kalio kiekis skirtingo tipo Igsteliy vakuolése gali Zenkliai skirtis — nuo
120 mM $akny lasteliy vakuolése (Walker ir kt., 1996) iki 230 mM lapy mezofilio Igstelése (Cuin ir
kt., 2003). Augaly evoliucijos eigoje kalio jonams atliekant daug svarbiy funkcijy augalinése lastelese
susiformavo ganétinai didelé jvairové kalio jonams pralaidziy pernasos sistemy, kuriy Siuo metu
Arabidopsis yra suskai¢iuojamos net septynios $eimos (Shabala, 2003). Kalio jony pernasos sistemos
skirstomos j nesiklius - antiporterius, simporterius ir uniporterius ir kanalus skirstomus j nuo jtampos
priklausomus ir nepriklausomus kanalus, kalj jneSancias ir iSne$ancias jony pernasos sistemas
(Dreyer ir kt., 2011). Gyviininése lastelése kalio jonai dalyvauja veikimo potencialo repoliarizacijos
metu, kai yra paSalinami i§ lgstelés pro nuo jtampos priklausomus kalio kanalus (Bean, 2007).
Atitinkamas kalio jony vaidmuo ir augalinése lastelése generuojant veikimo potencialus (Minguet-
Parramona ir kt., 2016). Kalio vaidmuo veikimo potencialy repoliarizacijos metu buvo nustatytas
naudojant augaly mutantus, neturin¢ius GORK tipo kalio kanalus koduojanéio geno, kas jrodé kalio
dalyvavimg repoliarizacijos metu, kai kalis yra paSalinamas i$ lastelés pro depoliarizacijos
aktyvuojamus arba nuo kalcio jony koncentracijos citoplazmoje padidéjimo nuo 0,1 uM iki 1 uM
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 poky¢iai abipus plazming
membrang (Vodeneev ir kt., 2015) arba tonoplasta (Novikoova ir kt., 2017). Elektriniy signaly
suzadinimas ir perdavimas yra pagrindiné priemoné leidZianti greitai ir efektyviai perduoti

informacija dideliais atstumais nuo suzadinimo vietos link atsako srities. Toks signaly perdavimas
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yra gerai zinomas daugelyje aukstesniyjy augaly ir zaliadumbliy (Fromm ir kt., 2007). Elektriniy
signaly buvimas gyvuninése ir augalinése Igstelése rodo ir atitinkamy joniniy kanaly buvimg Igsteliy
plazminése membranose ir membraninése organelése, kas leidzia perduoti informacijg dideliais
atstumais. Pirmieji elektriniai signalai ir jy sklidimas buvo stebétas eksperimentuose su Dionaea
lapuose vykstanciais fiziniais poky¢Ciais sukeltais iSoriniy stimuly (Burdon-Sanderson, 1873),
parodant elektriniy signaly buvima ne tik gyviininése sistemose. Pirmieji elektriniy signaly matavimai
su vidulasteliniais elektrodais buvo atlikti Nitella lastelése 1930 metais (Umrath, 1930), kai tokiu
budu pirmieji gyvininése lastelése atlikti matavimai buvo atlikti tik po dviejy deSimtmeciy (Nastuh
ir Hodghen, 1950; Tasaki, 1952). 1950 metais Sibaoka atlikti tyrimai su jautrigja mimoza (Mimosa
pudica), kuriy metu buvo stebéti veikimo potencialai (VP) ir jy sklidimas, bei tolimesni tyrimai su
Kitomis augaly rusimis, parodé elektriniy signaly svarbg augalinéms sistemoms ir jy indélj
reguliuojant fiziologinius procesus — geny ekspresija, fotosintezés aktyvuma, ATP sinteze,
fitohormony (jazminy riigties) produkavima, transpiracija, atsparumag SalCiui ir greitus motorinius
judesius (Sibaoka, 1969; Pickard 1973; Sibaoka ir kt., 1991; Retivin ir kt., 1997; Vodeneev ir kt.,
2018; Sukhov ir kt., 2019). Minéty procesy koordinuotas reguliavimas yra svarbus visuose organizmo
lygmenyse (Shah ir Zeier, 2013; Hilleary ir Gilroy, 20118).Atliktuose tyrimuose su Chara coralina
lastelémis nustatyta, jog plazminéje membranoje susidar¢ veikimo potencialai yra perduodami j
tilakoidy membranas, ko pasekoje atsiranda fluorescencijos poky¢iai, dél pH gradiento padidéjimo
abipus tilakoido membrang, kas rodo jvykusius poky¢ius fotosintezés efektyvume (Bulychev ir kt.,
2006).

Buvo jrodytas augaluose generuojamy veikimo potencialy panaSumas j gyvininése
lastelése (neuronuose) generuojamus elektrinius signalus. Svarbus klausimas analizuojant augalinése
sistemose generuojamus elektrinius signalus yra jony kanalai ir atitinkamy jony pernaSa, bei jy
panaSumas su jony kanalais esanciais gyviininése lgstelése bei perduodamos informacijos kodavimas,
kuris yra siejamas su veikimo potencialy forma, depoliarizacijos slenkstine verte ir generuojamy

signaly dazniu (Fromm ir kt., 2007)

Nors augalai ir neiSvyste specifinés sistemos skirtos ilgy nuotoliy elektriniy signaly
perdavimui, jie pritaiké turimas medziagy pernaSos sistemas — apytakos indus (fleomg ir ksilema),
kuriy pagalba informacija apie aplinkoje esancius stresinius faktorius gali buti greitai perduodama ir
augalai gali greiciau atsakyti ] aplinkos dirgiklius, keisdami fiziologinius parametrus (Lautner ir kt.,
2005).Taip yra dél apytakos indus sudaranéiy lasteliy plazminése membranose esanc¢iy K* ir Ca?*
jony kanaly gausos nustatytos daugelyje augaly (kukurtizuose, pupelése ir kt.) (Lacombe ir kt., 2000;

Volk ir kt., 2000). Lyginant su augaluose esanciais cheminiais signalais, perduodamais fitohormony,

14



elektriniai signalai yra daug greitesné priemoné. Ir tai zadina didesnj mokslininky susidoméjima
elektriniy signaly poveikiu fiziologiniams procesams augaluose (Trebacz ir kt., 2006). Be to yra
keliamos jvairios hipotezés apie glaudy elektriniy signaly rysj su ROS transmisija ir Ca?* jony kiekio
poky¢iais/svyravimais lgstelése (Hilleary ir Gilroy, 2018) kartu apimant ir streso hormony sinteze
(pvz., ABA) (Hlavinka ir kt., 2012) ar siejant su hidrauliniy bangy sklidimu augaluose (Stahberg ir
kt 2006).

Elektriniy signaly matavimo metodai

Metodai, taikomi matuoti augaluose generuojamus elektrinius signalus dazniausiai
skirstomi pagal elektrody tipa: ekstralgsteliniai ir intralgsteliniai. Pirmuoju atveju naudojami iSoriniali
elektrodai pavir§iniams matavimams. Tokiu biidu registruojami signalai daugelyje aukstesniyjy
augaly, kuriuose elektriniai signalai yra fiksuojami ilgg laika. Intralgsteliniai — dazniausiai naudojant
stiklinius elektrodus uzpildytus KCl tirpalu, jvedamus tiesiai j lastele. Sis metodas yra daug
patikimesnis ir suteikia informacijos apie trumpo laikotarpio elektrinius signalus augalinése lastelése.
Taciau $is metodas turi ir trikumy, nes jvesti mikroelektrodai gali pakeisti 1gstelés biologines savybes

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

Ekstralgsteliniai matavimai yra daznai taikomi gyviiny elektriniy signaly matavimams
taikomiems medicininéje praktikoje- ECG, EEG, EMG. Sie matavimai yra tinkami registruoti tik
specifiniy lasteliy grupiy generuojanciy elektrinius signalus. Augalinése lastelése Sis metodas yra
taikomas dvejopai, taikant pavirSinius elektrodus arba naudojant jterpiamuosius elektrodus
jterpiamus tarp augaly audiniy, bet tokiais atvejais elektrodai turi bati ploni (Ag/AgCl; skersmuo 0,4-
1,0 mm) ir nepazeisti Salia esanciy lgsteliy. Tokie jterpti elektrodai kontaktuoja su aplink juos
esan¢iomis lIgstelémis, tokio matavimo pirmieji tyrimai buvo atlikti su-brazdo zonos lgstelémis
vairiuose sumed¢jusiuose augaluose (Fensom, 1936) ir pupelése, joms reaguojant ; mélynos Sviesos
sukeltus elektrocheminius signalus (Volkov, 2006). Taciau lyginant su jterpiamais elektrodais
pavir§iniai matavimai yra dazniau pasirenkami dél neinvaziskumo bei fizinio stabilumo ir tuo paciu
tokio tipo matavimai leidZia stebéti ir kitus augaluose vykstancius fiziologinius procesus, kaip
fotosintezés aktyvumas, dujy mainai, fitohormony sintezé (Fromm ir kt., 1998). Kaip ir
jterpiamiesiems elektrodams, taip ir pavirSiniams elektrodams gaminti yra naudojama Ag/AgCl viela,
kuri yra drékinama 0,1 proc. (w/v) KCl agare arba sudrékintu medvilnés pluostu, tokiu buidu
uztikrinant didelj elektrin; kontakta su augalo pavirSiumi (Fromm ir kt., 1993), arba Ag/AgCl
elektrodai gali biiti pritvirtinami prie augalo naudojant laidzius vandeninio pagrindo gelius, kurie yra

panasiis ] taikomi gyvininiy lasteliy pavirSiniams matavimams kaip ECG, EEG (Mancuso, 1999).
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Antras elektrodas tada tvirtinamas distaliniame augalo regione arba jtvirtinamas j dirvozemj, kuriame
augalas auga. | dirvozem] jkistas elektrodas atlikta referentinio elektrodo funkcijg. Taikant $io tipo
elektriniy signaly matavimg galima stebéti elektriniy signaly sklidimg visame augale, kai paduodamas
apikalinis stimulas sklindantis augalu Zemyn. PanaSts eksperimentai buvo atlieckami su
saulégrazomis analizuojant susidariusiy veikimo ir variabiliy potencialy charakteristikas (Stankovic

ir kt., 1998).

Vidulgsteliniai matavimai yra atlickami membranos potencialy ir elektriniy signaly
registravimui. Siy matavimy metu naudojami stikliniai mikroelektrodai, kuriy galiuko skersmuo turi
biti mazesnis nei 1 um. Elektrodai yra uzpildyti KCl, jie yra jtvirtinami Ag/AgClI laikikliu, sujungtu
su didelés jvesties impedanso stiprintuvu. Elektrodas j lastelés citoplazma arba vakuole yra jvedamas
naudojant mikromanipuliatoriy. Elektrodui pervérus lastelés plazming membrang yra registruojamas
neigiamas potencialo pokytis, kuris dazniausiai augalinése lastelése yra intervale nuo — 80 mV iki -
200 mV (Fromm ir kt., 2007). Vienintelé iSkylanti intralgsteliniy matavimy problema yra ilgy
nuotoliy signaly matavimas augaluose, kurie sklinda augalo apytakos indais, floema. Floema, kaip ir
Kiti augalo apytakos indai yra iSsidéste gilesniuose augalo sluoksniuose ir juos pasiekti su stikliniais
mikroelektrodais yra sudétinga. Dél to norint iSmatuoti floemoje sklindancius elektrinius signalus,
buvo pasinaudota vabzdziais, amarais, mintanciais butent floema tekanciais augalo skysciais, nes
amaro straubliukas lengvai gali perverti augalo audinius ir pasiekti floema (Fromm ir kt., 1994).
Atliekant §j tyrimg amarai yra paliekami nakties laikotarpiui ant tiriamojo augalo, véliau vabzdzio
kiinas yra atskiriamas nuo straubliuko, kurio pagalba vabzdys maitinasi ir straubliukas yra
panaudojamas kaip elektrodo laikiklis, j kurj jmontuojamas registracijai skirtas elektrodas (Fromm ir
kt., 1988). Matavimas priklauso nuo tirpalo koncentracijos skirtumo tarp citoplazmos ir
mikroelektrody, nustatyta, jog rétiniuose induose esanti terpé turi nuo 50 iki 100 mM K* jony (Fromm
ir kt., 1989). Tuo paciu gali buti paklaidos skai¢iuojant straubliuko elektring varza, nes preliminarts
skaic¢iavimai jau atlikti 1981 metais (Wright ir kt., 1981), kurie parodé, jog straubliuko varza yra 3
kartus didesné, nei varza standartiniuose elektroduose. Vienas §io metodo privalumas yra elektros

sroves izoliacija, kuri susidaro i8 likusiy amaro i§skyry.

Veikimo potencialai

Augalai reaguodami j spontaninius aplinkos pokyc¢ius generuoja jvairius elektrinius
signalus, bet kurioje simplasto vietoje. Dazniausiai sutinkami elektriniai signalai yra veikimo
potencialai (VP), kurie pirmiausia pasiZymi staigia plazminés membranos depoliarizacija, ir tai yra

pastebéta ganétinai seniai atliekant tyrimus su jvairiomis menturdumbliy Chara risimis (Kishimoto,
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1968). Tuo paciu veikimo potencialy generavimas buvo stebétas $iy dumbliy tonoplasto membranoje
(Beilby ir kt., 2007) ir aukStesniuosiuose augaluose (Novikova ir kt., 2017). Veikimo potencialai yra
trumpi elektriniai signalai, trunkantys nuo keliy iki keliasdeSimt sekundziy. Veikimo potencialus
sudaro 2 fazés. Depoliarizacija (Trebacz ir kt., 2006; Fromm ir kt., 2007), kurios pagrindinis sukéléjas
yra kalcio jony jtekéjimas ] citoplazmg i§ iSorés ar vidulasteliniy saugykly — vakuolés ir
endoplazminio tinklo (Reid ir kt., 1992). Depoliarizacijoje dalyvauja ir chloro jonai istekantys i$
lastelés pro chloro jonams pralaidzius kanalus (Hope ir kt., 1964). Nustatyti 2 chloro jonus i$ne$anciy
kanaly tipai, vienas i§ jy yra ypaé selektyvus chloro jonams ir aktyvuojamas kalcio jony
koncentracijos padidéjimo citoplazmoje iki 1 pM (Okihara ir kt., 1991). Repoliarizacija yra siejama
su aktyvuotomis Ca?*-ATPazémis, aktyvuojamomis didelés kalcio jony koncentracijos
repoliarizacijos pradzioje. Repoliarizacijos metu taip pat dalyvauja ir depoliarizacijos ir/ar kalcio jony
aktyvuoti kalio jony kanalai (Beilby ir kt., 2007). Norint pasiekti depoliarizacijos faz¢ stimulas turi
biti pakankamai intensyvus, kitu atveju tai biity tik receptorinis potencialas, ir tik pasiekus slenkstine
verte membrana staigiai depoliarizuojasi kol yra sugeneruojamas veikimo potencialas. Sis potencialas
gali biiti sugeneruojamas dél mechaninio, (Kishimoto, 1968), terminio, (Krol ir kt., 2006) $viesinio
stimuliavimo (Trebacz ir kt., 2006) ar elektrinio stimuliavimo (Kisnierien¢ ir kt., 2016), tac¢iau svarbu,
jog Sie stimulai nesukelty pazeidimy augalo audiniuose. Pastebéta, jog kartais stimulas neturi buti per
intensyvus, kad suzadinty veikimo potencialg, bet tai priklauso nuo stimulo savybiy (Retivin ir kt.,
1997). Sugeneruoti veikimo potencialai yra perduodami i§ vienos lastelés kitai per plazmodezmas
simplasto btudu (Van Bel ir kt., 2004) tai jrodyta eksperimentiskai Nitella Igstelése, kai vienoje
lasteleje sugeneruotas veikimo potencialas sklido per keletg gretimy Iasteliy tolyn (Spanswick ir kt.,
1967). Tokio principo tyrimai buvo pakartoti ir Elodea lapuose (Spanswick, 1972). Kaip ir
gyviningse sistemose, taip ir augalinése, veikimo potencialai pasizymi viskas arba nieko principu ir
nepriklausomai nuo stimulo intensyvumo jy amplitudé yra pastovi (Trebacz ir kt., 2006). Veikimo
potencialai augalinése sistemose sklinda tik gyvais audiniais ir pastoviu grei¢iu (1-100 mm/s), kuris
priklauso nuo paties augalo (Huber ir kt., 2016). Didziausias elektrinio signalo greitis yra
motoriniuose augaluose (100-200 mm/s), kas yra panaSu j veikimo potencialy grei¢ius Anodonta
nervinése Iastelése (45 mm/s), bet zinoma yra daug 1é¢iau nei Octopus (3 m/s) ar zinduoliy nervinése
lastelése (iki 100 m/s) (Liittge ir kt., 2005). Taip pat veikimo potencialams budingas refrakterinis
periodas, kurio metu néra generuojami veikimo potencialai. Augalinése sistemose nesuzadinamumo
periodai yra ilgi, i§imtis motoriniuose, vabzdziaédZiuose augaluose generuojami veikimo potencialai
(Krol ir kt., 2016). Bet nesuzadinamumo periodas yra ilgesnis nei samanose ir dumbliuose (Favre ir

kt., 2007). Gyvininése sistemose sugeneruoty veikimo potencialy absoliutus ir reliatyvus
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refrakterinis periodas 0,001-0,01 s, kai augalinése sistemose Characeae - 4-40 s, o Conocephalum
jis gali trukti iki 4 min (Littge ir kt., 2005)

Gyvininése sistemose veikimo potencialy generavimui yra bitini Na® ir K* jonai, tuo
metu augaluose §j vaidmenj atlicka Ca?*, CI" ir K* jonai (1 pav.). Augalinése sistemose veikimo
potencialy generavimas yra siejamas su Ca®* jony pralaidziy kanaly aktyvacija ir $iy jony jtekéjimu j
citoplazmg (Heidrich ir kt., 1994). Eksperimentiskai buvo jrodyta, jog augalui patyrus jvairaus
pobiidzio stimuliacija yra padidinamas Ca?* jony kiekis citoplazmoje, kaip atsakas j stresa (Knight ir
kt., 1991). Veikimo potencialy Qgeneravimas daro jtakg jvairiems fiziologiniams procesams
vykstantiems Igstelése. Tyrimuose su Characeae internodalinémis lastelémis nustatyta, jog Ca*jony
jtekéjimas aktyvuoja Cl” jony kanalus ir stabdo citoplazmos judéjima (Lunevsky ir kt., 1983). Taikant
mangano gesinimo technika, buvo parodyta, jog Ca?* jonai yra islaisvinami i§ lasteliy vidulasteliniy
saugykly (tikétina, jog endoplazmonio tinklo) veikimo potencialy metu (Plieth ir kt., 1999). Taip pat
yra sitiloma, jog Ca?" jony jtekéjimas j lastelés citoplazma gali vykti pro neselektyvius katijony

kanalus plazminéje membranoje (Beilby ir kt., 2014)

r\1-
100 Cl
a0 S
04
— &0 4 2+
> Ca ‘
T T \ » H-
150
200 -
\\____
=250 +
T T T T T " T T T T 1
0 Veilfmo 20 40 50 60
i potencialo Do Nt (s)
Stimulas slenkstis epoliarizacijg Repoliarizacij

1 pav. Veikimo potencialo pavyzdys augalinése lgstelése (Nitellopsis obtusa) ir veikimo

potencialo generavime dalyvaujantys jonai
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Variabilas potencialai

Variabiliis potencialai yra antra grupé elektriniy signaly, generuojamy
aukstesniuosiuose augaluose, (Vodeneev ir kt., 2015), bet gali buti ir Characeae lastelése. Variabiliis
potencialai nuo veikimo potencialy skiriasi savo forma (Salvador-Recatala ir kt., 2014), trukme (yra
ilgesni, jy trukmé yra nuo minutés iki keliy desim¢iy minuciy (Hlavackova ir kt., 2006), amplitude ir
sklidimo greiiu (kas priklauso nuo pazaidos 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). PrieSingai ne veikimo potencialai, variabilds potencialai gali sklisti ir
negyvomis augalo lgstelémis (Fromm ir kt., 2007) ir taip pat sklisti veikimo potencialo refrakterinio
periodo metu (Opritov ir kt., 1991). Siy potencialy susidarymo priezastis yra mechaniniai paZeidimai
(Beilby ir kt., 2014) ir poveikis ugnimi, kas paskatina hidraulinés bangos susidarymg (Stahlberg ir
kt., 2006) (hidraulinés bangos sklidimo greitis daugeliu atvejy yra didesnis nei variabilaus potencialo
sklidimo greitis (Vodeneev ir kt., 2015)) ir sklidimg ksilema, veikiant lgsteliy plazminése
membranose esancius jony kanalus, kuriy atsivérimas ir suzadina variabilius potencialus (Fromm ir
kt., 2007). Be hidraulinés bangos susidarymo yra stebimas ir jvairiy cheminiy medziagy i$siskyrimas
pazeidimy metu ] ksilema, kas irgi gali skatinti variabiliy potencialy susidaryma (Sukhov, 2016).
Iskylanti problema yra zemas $iy cheminiy junginiy difuzijos greitis (nuo keleto um/s (Storti ir kt.,
2018) iki 1 mm/s (Huber ir kt., 2016)). Be to yra diskutuojama dél skirtingy junginiy susidariusiy
pazeidimy metu jtakos variabiliy potencialy generavimui — H2O» (kas tikétina yra pagrindinis
cheminis signalas (Vodennev ir kt., 2015) galintis aktyvuoti skirtingo tipo kalcio jony kanalus
esancius membranose (Demidchik ir kt., 2018)); jazminy rugstis (Hlavinka ir kt., 2012); absciziné
rugstis (Leon ir kt., 2001); glutamatas (Toyota ir kt., 2018). O tai parodo, jog skirtingos augaly riiSys
yra prisitaikiusios savitai reaguoti j aplinkos poky¢ius ir perduoti informacija. Variabiliis potencialai,
kaip ir veikimo potencialai yra sudaryti i§ 2 faziy. Pirmos stadijos (depoliarizacijos) metu generuojant
variabilius potencialus yra aktyvinami mechanojautriis,ir ligandy valdomi Ca?* jony kanalai
(aktyvacija jvyksta dé¢l hidraulinés bangos sklidimo ar pazaidy metu susidariusiy cheminiy junginiy
(Kaiticheva ir kt., 2018)). Yra tikétina, jog Ca®" jony kiekio padidéjimas citoplazmoje sukelia H*-
ATPaziy inaktyvacija, kas prisideda prie ilgai trunkancios depoliarizacijos (Sukhova ir kt., 2017).
Kartu yra siejama, jog aktyvaus Ca?* transporto slopinimas, dél energijos Iasteléje triikumo, irgi gali
prisidéti prie ilgai trunkancios depoliarizacijos fazés. Taciau generuojamos greitos depoliarizacijos ir
j veikimo potencialg panasaus staigaus membranos potencialo padidéjimo atsiradimas yra siejamas
su aktyvacija nuo jtampos priklausomy Ca?* kanaly ir papildomos Ca?* koncentracijos citoplazmoje
(Katicheva ir kt., 2014). Tolimesni variabilaus potencialo formavimosi procesai yra panasis j veikimo

potencialus, dél Ca?* jony aktyvuojamy anijony kanaly ir vystymosi elektriniy atsaky. Sklindant
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variabiliems potencialams yra fiksuojami tiek intralgsteliniai, tiek ekstralgsteliniai pH, Ca?*
koncentracijos pokyciai (padidéjimas keletu uM), ir tuo paciu kity Igstelei butiny jony kiekis (iki
keletos mM ar daugiau) (Sukhov ir kt., 2013). Taigi pats variabiliy potencialy mechanizmas yra
panasus ] veikimo potencialy generavimo mechanizma (Vodeneev ir kt., 2015), o specifinés Siy

signaly savybés yra sietinos su skirtingais signalo sklidimo mechanizmais.

Sisteminiai potencialai

Maziausiai istirta elektriniy signaly grupé augaluose. Kaip yra pastebéta sisteminiy
potencialy sklidimas yra siejamas su Igstelés membranos hiperpoliarizacija. Tokio tipo signalai yra
aptariami keliuose darbuose (Vinalham-Eckert ir kt., 2018) ir tai siejama su Igsteliy stimuliavimu
specifiniais cheminiais agentais, kaip Ca?*, Mg?*, H" jonai ar ABA. Tuo paéiu sisteminius poky¢ius
lastelése suzadina ir aplinkos veiksniai kaip mechaniniai pazeidimai susidarg dél biotinio ir abiotinio
aplinkos poveikio ar augalo kaitinimas, kas rodo sgsajg tarp skirtingy elektriniy signaly suzadinimy
(Zimmermann ir kt., 2016). Taciau sisteminiy potencialy pranasumas yra geb&jimas sklisti augalo
dalimis, kuriomis veikimo ar variabilis potencialai nesklinda ir kaip variabilis potencialai,
sisteminiai potencialai gali sklisti veikimo potencialy refraktorinio periodo metu (Zimmermann ir kt.,
2009). Sisteminiy potencialy Ssuzadinimas yra siejamas ir su stimuliuojama zona augale. Atliktame
eksperimente su tuopomis buvo pastebéta, jog pakaitinus pirmajj, vir§tininj lapg augale generuojamas
sisteminis potencialas, bet jeigu yra kaitinami tolimesni lapai einantys nuo virS§iings, tai lemia
variabiliy potencialy generavimg (Lautner ir kt., 2005). Lyginant elektriniy signaly grei¢ius
sisteminiai potencialai, kaip ir variabilas potencialai yra 1éti — 0,4-1,0 mm/s (Zimmermann ir kt.,
2009) arba kituose Saltiniuose yra teigiama jog greitis gali siekti iki 4-8mm/s (Lautner ir kt., 2005).
Sisteminiai potencialai kartu sukelia ir jony pokyc€ius simplaste ir apoplaste, vieni i§ pagrindiniy
poky¢iy tai yra Ca?* jony koncentracijos sumazéjimas apoplaste (nuo 1mM iki 0,5 mM) ir K* (nuo
18 mM iki 2 mM) ir padidéjimas ClI” jony koncentracijos apoplaste (nuo 3mM iki 40mM), kartu tai
paskatina ir apoplasto pH poky¢ius (padidéjimas nuo 4,5 iki 5 pH) (Zimmermann ir kt., 2009)

Citoplazmos judéjimas — aktino ir miozino saveika

Citoplazmos judé¢jimas pirma kartag buvo aprasytas Bonaventura Corti‘s, augalinése
lastelése (Corti, 1774). Toks judéjimas buvo pastebétas amebose (Allen ir kt., 1978), dumbliuose ir
sausumos augaluose (Shimmen, 2007) bei grybuose (Cole ir kt., 1998). Citoplazmos jud¢jimas atlieka
svarby vaidmenj lIgstelés metabolizme (Pickard, 2003; Shimmen, ir kt., 2004; . Shimmen, 2007,
Verchot-Lubicz ir kt., 2010). Augaluose judéjimas yra sukeliamas citoplazmoje esanciy motoriniy

baltymy mioziny, judanciy iSilgai aktino filamenty iSsidésCiusiy greta plazminés membranos ir
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tempian¢iy mikroskopinias piisleles ir organoidus (Kachar ir kt., 1988) ir taip kartu sukeldami
citoplazmos srautg. Citoplazmos judéjimas vyksta dél miozino - motorinio baltymo, kuris
konvertuoja cheming energija iSlaisvintg 1§ ATP, dél ATP hidrolizés, | kryptingg judéjimg aktino
filamentais. Judéjimo greitis skirtingy rasiy lastelése yra nevienodas ir priklauso nuo miozino tipo

bei sandaros. Miozinas yra klasifikuojamas j 18 subSeimy i$ kuriy tik trys yra aptinkamos augaluose
— VIII, X1, X1l (Reichelt, 2013).

Ciklozé — Chara ir Nitella 1gstelése — motorinio baltymo miozino judéjimas aktino
filamentais transportuojant vezikules (endoplazminio tinklo) (Nothnagel ir kt., 1982). Chara ir Nitella
menturdumbliy miozinas pasizymi dideliu judéjimo greiciu aktino filamentais- 40 - 60 um/s, taciau
gali pasiekti net 100 pm/s priklausomai nuo aplinkos salygy: temperatiiros ir lasteles geometrijos
(greitas miozino judé¢jimas aktino filamentais pastebétas lastelése, kuriy skersmuo didesnis nei
0,5mm, vidutinis Characean lastelés skersmuo - Imm (Goldstein ir kt., 2008).) (Kimura ir kt., 2003)
kas yra 10 karty grei¢iau nei raumeninése lastelése ar aukStesniuosiuose augaluose esancio miozino
(Higashi-Fujime, 1980; Rivolta ir kt.,, 1995. Daugelyje augaly judéjimo greitis yra tik keli
mikrometrai per sekund¢ (Shimmen ir kt., 2004)

Pirminé motorinio baltymo miozino struktiira - sudaryta i§ motorinio/galvos domeno,
Sesiy IQ motyvy, prie kuriy specifiSkai prisitvirtina kalmodulinas — lengvoji miozino granding,
specifinés rités struktiiros galin¢ios dimerizuotis ir globulininés formos uodegos domenas, prie kurio
tvirtinasi neSamas krovinys. Manoma, jog struktiira gali turéti jtakos miozino judéjimo greiciui
(Rivolta ir kt., 1995). Chara miozinas savo sandara buvo panasus ] kituose augaluose esancius
miozinus ir priskirtas mioziny XI klasei. Chara miozino molekuliné masé¢ — 225 kDa remiantis SDS-
PAGE (Rivolta ir kt., 1995).

Chara miozinas taip pat pasizymi ganétinai trumpomis specifinémis kilpomis — 1 ir 2,
kurios tikétinai yra susijusios su Chara miozino mechanocheminémis savybémis (Morimatsu ir kt.,
2000) ypac¢ trumpa kilpa-2 lyginant su kitais miozinais manoma yra reikSmingas struktiirinis
pagrindas lemiantis greitg Chara miozino judéjimg aktino filamentais. Yra stebimi skirtumai tarp
Kilpos-1 ir Kilpos-2 seky skirtinguose miozinuose, dél to yra teigiama, jog Sie skirtumai irgi
charakterizuoja skirtingy klasiy miozinus. Pastebima, jog kilpa-1 yra iSsidésciusi ariau ATP
prisijungimo vietos, kai tuo tarpu kilpa-2 yra ar¢iau miozino ir aktino sgveikos srities. Sukiirus
chimerinius miozinus su kilpomis i$ kity klasiy mioziny, buvo nustatyta, kad jy mechanocheminés

savybés Zenkliai sulétéjo (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 fiziologinés citoplazmos srauto savybés priklauso nuo miozino
mechanocheminiy savybiy. Eksperimentas buvo atliktas naudojant Arabidopsis thaliana miozina,
kaip bazinj vienetg, kuriame yra pakei¢iami motoriniai domenai (miozino greitis - Sum/s). Pakeitimai
buvo atliekami su besiskiriantj judéjimo greitj turinCiais miozinais — Chara miozinas - judéjimo
greitis — 50 pm/s ir 1éto judéjimo miozinas i§ Zmogaus raumeniniy lasteliy, kurio greitis siekia tik 0,2
um/s. Stebint Siy mutantiniy augaly augimg buvo pastebétas jy dydzio pokytis, lyginant su
nemodifikuota miozing turinCiais augalais. Augaluose turinCiuose greito judéjimo miozinus
pastebéta, jog jie yra didesni, 1étojo miozino augalai buvo mazesni, tadiau tai yra ne dél Igsteliy kiekio
skirtumo tarp augaly, o su miozino judéjimo greiciu lastelése, nes didelio greicio miozinas lémé tai
jog susiformavo didesnés Igstelés (Tominaga ir kt., 2015). Tai patvirtino, jog citoplazmos judéjimo
greitis yra glaudZiai susijes su augaly augimu ir manoma, jog tai galéty tapti raktiniu reguliatoriumi

lemianciu augaly dydj (Tominaga ir kt., 2013)

Raumenyse esan¢io miozino veikimo mechanizmas aiSkinamas remiantis —
sverto/rankos modeliu (Uyeda, ir kt., 1996), taciau kyla klausimas ar galima Siuo modeliu remiantis
suprasti Chara miozino didelio judéjimo priezastj, nes miozino kaklo domenas néra 10 karty ilgesnis
nei raumeny miozino (Yamamoto, ir kt., 1995), tuo paciu aktino aktyvuota ATPaz¢ irgi néra 10 karty

aktyvesné nei esanti raumenyse.

Chara miozino domeny analizés metu buvo pastebéta esant strukttriniams
atitikmenims su kituose augaluose esanCiais miozinais, pavyzdziui, motorinio/galvos domeno
sudaryto i§ 739 aminoriig§éiy liekany, atitikimas yra 65, 64, 63 ir 62 proc. — Helianthus annuns
(saulégraza), Zea mays (kukuriizas), Arabidopsis thaliana MYAL ir MY A2 atitinkamai. Lyginant su
gyvininés kilmés miozinais, N-terminaliniuose regionuose skeleto raumeny miozinai ilgesni apie 88
aminortigsciy liekanomis, lyginant su kitomis sekomis mioziny I, kai Chara miozino esancios 50
aminorigsciy yra panasios } XI ir V klasés miozinus. Kaklo domenas yra apibiidinamas SeSiais 1Q
motyvais, kurie yra specifiSki prisijungti kalmoduling ir yra jautras kalcio jonams (Cheney ir kt.,
1993). Ir tai yra glaudZziai susij¢ su citoplazmos srauto poky¢iais atsirandanciais dél membranos
depoliarizacijos, sukeltos elektrinés stimuliacijos ar mechaninio poveikio (Hayama ir kt., 1979;
Shimmen ir kt., 1999; Shimmen ir kt., 1994, Tazawa ir kt., 2001), kas lemia citoplazminio kalcio jony
kiekio padid¢jima, dél kalcio jony iSlaisvinimo i§ vidulasteliniy talpykly. Kintanti kalcio jony
koncentracija lastelése gali skirtingai paveikti motorinius baltymus — miozinus priklausomai nuo jy
sandaros savybiy, nes padidéjusi kalcio koncentracija gali veikti tiek slopinanciai, tiek aktyvuojanciai
(Williamson, 1986). Tyrimuose naudojami miozinai iSgauti i§ skirtingy organizmy grupiy — triusiy,
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moliusky ir gleiviiny Kurie skiriasi savo jautrumu kalciui. I$ triusiy raumeniniy lasteliy iSgautas
miozinas yra nejautrus kalcio koncentracijos pokyc¢iams, nes kalciui jautri zona yra ant aktino
filamenty. PrieSingai yra moliusky raumenyse ir gleiviiny (Physarum), kuriy miozinas turi kalciui
jautrias zonas mikromolinéms kalcio koncentracijoms, kurios moliuskuose stimuliuoja aktino
aktyvuota Mg-ATPazg, bet slopina Physarum miozino aktyvuma (Williamson, 1986). Naudojantis
puslelémi padengtomiw skirtingo tipo miozinais ir jterptos j Characea lasteles eksperimentiskai buvo
jrodyta, judéjimo pokytis priklausomas nuo citoplazminio kalcio koncentracijos ir miozino tipo. Sis
judéjimas dél padidéjusios citoplazminés kalcio koncentracijos nepakisdavo, sulétédavo arba budavo
stimuliuojamas. (Kohana ir kt., 1985; Vale ir kt., 1984). Characea lastelése kalcio jony kiekio
padidéjimas lemia trumpalaikj citoplazmos judéjimo sustojima (Hill, 1941; Sibaoka ir kt., 1956;
Shimmen ir kt., 1994) taciau atliktuose stebéjimuose in vitro Chara miozinas neparodé jautrumo
kalcio jonams (Higashi-Fujime, ir kt., 1995) ir tai pastebéta keletg karty, nors Chara miozinas ir turi
IQ motyvg ir yra asocijuotas su kalmodulinu sunkiojoje grandinéje (Awata ir kt., 2001). In vitro
judrumo tyrimuose naudojant tabako miozing XI buvo gauta, kad $is miozinas yra neigiamai
reguliuojamas kalcio jony sukeltos kalmodulino disociacijos nuo kaklo domeno (Yokota ir kt., 1999).
Naudojant elektronine mikroskopija buvo pastebéta, jog kaklo domenas tabako XI miozino buvo
trumpesnis 30 proc. dél pCa 4..Atlikus molekuling struktiriné analiz¢ buvo pastebéta, jog miozino
zingsnis nuo pradinio 35 nm, esant pCa 4 sutrumpgjo iki 27 nm kai apkrova yra maza ir iki 22 nm
esant didelei apkrovai. Taip pat pastebima, jog aktinas gali suristi troponin-tropomiozino kompleksa,
kuris sukelty aktino filamenty jautruma citoplazminio kalcio koncentracijos padidéjimui, kaip
pana$iai yra triusiy skersaruoZiuose griau¢iy raumenyse, kuriuose $is kompleksas neleidzia miozinui
sgveikauti su aktinu, nebent citoplazminé koncentracija padidéja nuo 0,1 pM iki 1 uM (Williamson
1986). Kyla klausimy ar Chara miozino judéjimas kinta dél tiesioginio kalcio jony prisijungimo prie
kalmodulino ar ne, ar tai gali buti siejama su kalcio jony aktyvuotomis fosfatazémis ir ar padidéjusi
kalcio koncentracija paveikia ir aktino filamentus, taciau tai nustatyti yra reikalingi tikslesni

biocheminiai tyrimai

Hidrofobinis regionas — 875K — 1635V suformuoja rités pavidalo struktiira galinCig
dimerizuotis, suformuojant dvigalve struktirg. Domenai nuo 1076Q iki 1630S yra specifiskai
charakterizuojami d¢l Sioje dalyje esancio tandeminio pasikartojimo 33 aminoriigS¢iy vienety, nors
kai kuriuose i§ §iy pasikartojimy biidavo pasikeitusios 1 arba 2 aminoragiéiy liekanos. Sio tipo
tandeminiai pasikartojimai nebuvo pastebéti kituose mioziny tipuose. Nors MYA3 iSgautas i§
Arabidopsis thaliana irgi turi 33 aminoriig§¢iy pasikartojimus, tac¢iau Chara miozino pasikartojantys

vienetai néra homologiski MYA3 (Morimatsu ir kt., 2000). Po Siy tandeminiy pasikartojimy

23



isliekantis C-terminalinis regionas neparodo isskirtiniy strukttiriniy savybiy ir suformavo globuling

uodega, kuri strukttiriskai yra panasi j XI klasés miozinus.

Lyginant skirtingy klasiy miozinus buvo pastebéti skirtumai tarp judéjimo bido,
mioziny priklausanciy V klasei judéjimas yra paremtas miozino judéjimu dideliais zingsniais aktino
filamentais (Mehta, ir kt., 1999), kai raumenyse esantis miozinas S1 juda dé¢l daugiazingsnisSkumo

esancio vieno ATPazés ciklo metu (Kitamura ir kt., 1999).

Citoplazmos judé¢jime dalyvauja ir mikrovamzdeliai, specifinés baltymy struktiiros,
kurios pagal savo sudétj yra ganétinai konservatyvios, dél to tai leidZia suprasti citoplazmos judéjima
vykstant] augaluose remiantis gyvininiy lasteliy modeliu (Williamson, 1986) Tai yra stebima
daugelyje lastelése vykstanciy procesy: chloroplasty judéjime link Sviesos Saltinio (Allen ir kt., 1978)
branduolio judesiuose citomorfogenezés metu; mitozés metu chromosomy judé¢jime link centrioliy
esanciy skirtinguose Igstelés poliuose ir Goldzio komplekso vezikuliy judéjime citokinezés metu
(Williamson, 1986). Taciau kinezino judéjimo greitis mikrovamzdeliais yra tik 150 nm/s (Romagnoli

ir kt., 2003) ir daznai lieka nepastebétas, lyginant su miozino judéjimu aktino filamentais.

Pirmieji moksliniai darbai, kurie buvo skirti analizuoti molekulinj mechanizma
citoplazmos judéjimo buvo atlikti naudojantis vadinamomis gigantinémis internodalinémis
lastelémis: Characean dumbliuose — Chara ir Nitella (Kamiya ir kt., 1956); gyviinuose pasitelkiant
kalmary gigantiSkyjy neurony aksonus (Williamson, 1986), tik po 200 mety nuo Sio proceso atradimo.
Tyrimuose su Nitella dumbliy lgstelémis buvo pastebimas sukamasis judéjimas, kurio mechanizmas
yra sukeliamas slydimo tarp endoplasmos ir ektoplasmos sgsajos ir §is judéjimo mechanizmas yra
galimas, nes lyginant su kitomis augalinémis lgstelémis, Nitella lasteliy choloroplastai yra tvarkingai
inkorporuoti nejudriame ektocitoplazmos sluoksnyje (Kamiya ir kt., 1956). Taip pat lyginant
citoplazmos judéjimg augalinése (remiantis Chara corallina modeliu) ir gyviininése lastelése
(neurony aksonuose) yra pastebimi akivaizdos skirtumai. Chara corallina lastelése stebimas
judéjimas dviem prieSingomis kryptimis isilginémis juostomis sudarytomis i§ aktino filamenty
pluosty (Skimmen, 2007; Sheetz ir kt., 1983). Aktino filamentai i$sidéste dumbliuose Chara salia
plazminés membranos. Nustatyti, kad aktino filamentai dalyvauja citoplazmos judéjimo generavime
buvo naudojami farmakologiniai tyrimai su aktino filamenty polimerazés inhibitoriumi —
citochalasinu, tyrimai parodé, jog citoplazmos srautas atsistato po paveikimo citochalasinu
(Williamson ir kt., 1972). Ir remiantis jvairiy tyrimy rezultatais buvo jtvirtinta, jog aktinas ir miozinas
kaip bendra sistema esanti arti plazminés membranos lemia citoplazmos jud¢jima. Kiekvienas kabelis
yra sudarytas i§ daugelio individualiy aktino filamenty kuriy kiekvienas formuoja visam kabeliui

biudinga poliskuma (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 indiferentiné
zona — linija, kurioje néra jtvirtinty chloroplasty, kas yra kaip ribozenklis skiriantis skirtingy krypciy
citoplazmos sukamajj judéjimag (Woodhouse ir kt., 2013). Judéjimas citoplazmos Chara ir Nitella
lastelése yra lyginamas su anterogradiniu judéjimu neurony aksonuose, kuris irgi vyksta kryptimi nuo
neigiamo poliaus link teigiamo, tik neuronuose §is judéjimas yra atlieckamas ne miozino, o kinezino
(Williamson, 1986). Kai tuo tarpy neurony aksonuose vykstantis dvikryptis transportas vykta iSilgai

vieno mikrovamzdelio anterogradine ir retrogradine kryptimi, skirtingy nesikliy (Willianson, 1986).

ISlieka klausimas, kaip susiformuoja Sis paprastas, bet rySkus modelis morfogenezés
metu ir kokie procesai yra atsakingi uz formavimasi dviejy vienody aktino filamenty pluosty
(Woodhouse ir kt., 2013). Bandant suprasti §§ mechanizmg buvo panaudotas citochalinas D ir
orizalinas, kuriais buvo paveikiamos jaunos Chara lastelés, norint sustabdyti citoplazmos judéjimo
srautg ir iSardyti aktino filamenty kabelius (Foissner ir kt., 2000). Ir Sio tyrimo eigoje buvo pastebéta,
jog aktino filamentai atsistato gradualiai, nors pirminése atsistatymo stadijose yra stebimas
netvarkingas judéjimas. Véliau yra stebimas vietiniy srauty susidarymas ir galiausiai atkuriamas
galutinis aktino filamenty iSsidéstymas, tik stebimas skirtumas taip dviejy aktino filamenty gijy
i$sidéstymy, aktino filamentai btina pakeit¢ padét] lasteléje, remiantis indiferentine zona — linija,
skirianti ,,up* ir ,,down* citoplazmos srauto juostas, kurioje néra ektoplazmoje inkorporuoty
chloroplasty, padéties pasikeitimu arba kitaip tai galima jvardinti modulio pasisukimu aplink centring

asj (Foissner ir kt., 2000).

Lyginant augaluose aptinkamus XI klasés miozinus su jy homologais gyviininése
lastelése V klasés miozinais yra pastebimi akivaizdis skirtumai jy jvairovéje. Atliktuose tyrimuose
su Arabidopsis thaliana, buvo gauti net 13 skirtingy izoformy XI klasés miozinai (Tominaga ir kt.,
2012) kai gyvininése ir gryby lastelése yra sutinkamos tik 2-3 V klasés mioziny izoformos.
Naudojant fluorescuojancius dazus, buvo nustatyta, jog skirtingos XI klasés miozino izoformos yra
prisitaikiusios pernesti tik tam tikrus organoidus, kaip pavyzdys i§ Arabidopsis thaliana esantis XI-1
miozinas perneSa Goldzio komplekso pusleles ir peroksisomas, kai XI-2 yra pritaikytas pernesti tik
peroksisomas, (Li ir kt., 2007) taip pat tabako augaluose miozinas XI-F yra pritaikytas chloroplasty
transportui (Sattarzadeh ir kt., 2009).

Klasikinis L-tipo kalcio kanaly blokatorius — verapamilis
Verapamilio yra kalcio kanaly blokatorius priklausantis fenilalkilaminy grupei, kuri turi
auksta afiniSkumag al subvienetui L tipo kalcio kanalo komplekse, todél sukelia kalcio kanalo

blokavima kanalo ertméje, prisitvirtindamas prie selektyvumo filtro, S6 segmento, |11 ir IV domeny.
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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 jtampos priklausomiems kalcio jony kanalams kaip T-
tipo kalcio kanalams Zmogaus smegenyse (Freeze ir kt., 2006), P- ir tikétina N- ir Q- tipo kalcio
kanalams ziurkiy smegenyse (Randall ir kt., 1995), nuo jtampos priklausomuose hERG geno
koduojamuose kalio kanaluose esanciuose zinduoliy centrinéje nervy sistemoje (Becchetti ir kt.,
2002; Tfelt-Hansen ir kt., 2009). Taip pat buvo parodytas H" ir K" ATPaziy slopinimas parietalinése
lastelése (Blakeman ir kt 1984). Verapamilis yra lipofiliné medziaga (Hardman ir kt., 1996), kas lemia
greitg verapamilio peréjima per kraujo-smegeny barjera, taciau dél P-glikoproteiny verapamilis yra
greitai paSalinamas i§ galvos smegeny (Toornvliet ir kt., 2006). Klinikoje jis naudojamas gydyti
Sirdies ir kraujagysliy ligas dél gausaus L- tipo kalcio kanaly buvimo Siuose organuose ir stabilaus
verapamilio prisijungimo (Morel ir kt., 1998). Verapamilio taikymo medicinoje pavyzdziais galima
laikyti — paroksimalinés supraventrikuliarinés trachikardijos gydyma (PSTV) (Tintinalli, 2004),
skilveliy atsako ir priesirdziy virpéjimo kontroliavimg. Verapamilis vartojamas norint kontroliuoti
vazospasting, léting stabilig ir nestabilia anging, hipertenzijg. (Prisant, 2001). Tyrimuose yra
parodomas ir verapamilio apsauginis poveikis miokardui ir gebéjimas sumazinti miokardo nekrozés
dydj, eksperimentiskai sukeltos gyviinuose (Millard ir kt., 1982; Nayler ir kt., 1980). Verapamilio
perdozavimas gali sukelti hipotenzijg, bradidisritmijg ir Sirdies sustojimag (Derlet ir kt., 1995).

Augaluose yra taikomas kaip priemoné analizuoti nuo kalcio priklausomus procesus.

L tipo kalcio kanaly blokatoriaus verapamilio poveikis augalinéms lasteléms
Analizuojant gyvuniniy ir augaliniy lgsteliy kalcio kanaly struktiirinius ir funkcinius
panaSumus ir skirtumus tyrimuose daznai yra taikomi jvairiis organiniai kalcio kanaly antagonistai,
kuriy veikimas gyviininése lastelése jau yra Zinomas (Pineros ir kt., 1997). Tokie antagonistai yra
suskirstyti ] keletg klasiy pagal savo veikimo savybes i$ kuriy dvi pagrindinés grupés fenilalkilaminai,
tokie kaip verapamilis ir D600, bei dihidropiridinai — nifedipinas ir Bay K8644. Visi jie buvo naudoti
charakterizuojant gyviiny Igstelése aptinkamus kalcio kanalus, pateikiant i§samig informacijg apie jy
sandarg ir funkcijas (Campbell ir kt., 1988; Miller, 1992). Atliktuose tyrimuose, kuriuose yra
apzvelgiamas verapamilio poveikis yra pateikiama jvairiy jrodymy apie verapamilio poveikj
augaluose esancioms kalcio jony pernasos sistemoms, priklausomai nuo verapamilio koncentracijos
ir veikimo trukmés (Pineros ir kt., 1997). Veikiant rca tipo kalcio kanalus iSoriskai mazesnés nei
0,5uM koncentracijos verapamilio tirpalu. buvo stebimas jtekanciyjy kalcio sroviy blokavimas,
taCiau signalo amplitudé nesumazéjo (Pineros ir kt., 1997). Panasts duomenys gauti gyvininése ir
augalinése lgstelése. Kalcio jtekéjimo 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 dél verapamilio ir jo dariniy, tokiy kaip D600 ir D888 — desmotoksiverapamilio,
poveikio. Kalcio jtekéjimo blokavimas nebuvo stebimas Triticum aestivum (Huang ir kt., 1994) ir
Zea mays( Marshall ir kt., 1994), kai verapamilio koncentracija buvo padidinta iki 10 uM. Taciau vis
délto interpretacija $iy farmokologiniy rezultaty iSlieka atvira, kaip ir poveikio organiniy antagonisty
membranos potencialui. Verapamilis gali veikti jvairius kanalus esancius augalinése lastelése,
sumazindamas jy atsivérimo trukme, tonoplastuose (Gelli ir kt., 1993), endoplazminiame tinkle
(Klusener ir kt., 1995), plazminéje membranoje — aukStesniyjy augaly (Thuleau ir kt., 1993) ir
dumbliy (Aleksandrov ir kt., 1990). Siuose tyrimuose kalcio kanaly nustatymui buvo naudojamas
patch-clamp metodas (Alexandre ir kt., 1990). Verapamilis gali paveikti augalinése lastelése
vykstancius procesus, kurie yra susieti su kalcio tarpininkavimu: mitozés metu anafazés stadijoje
(Wolniak ir kt., 1986), dulkiadaigiy daigume ir virStininiame augime (Reis ir kt., 1985) taip pat ir
Fucus zigoty augime (Kropf'ir kt., 1987) ir pumpury suzadinime Funaria (Conrad ir kt., 1988). Buvo
parodyta, kad verapamilis jungiasi prie augaliniy lgsteliy membrany (Andrejauskas ir kt., 1985;
Graziana ir kt., 1988) Dumblio Micrasterias lastelése, verapamilis paveikia citoplazmos judéjima,
kurj reguliuoja kalcio jonai (Lehtonen, 1984). Taip pat yra stebétas verapamilio poveikis Funaria
hygrometrica virSininiam augimui ir buvo nustatyta, jog skirtingos koncentracijos gali turéti
nevienoda jtakg. Po 2-8h verapamilio veikimo, Knop agare auginamuose augaluose buvo stebimas
vir§lininés zonos sutrumpéjimas ir pabrinkimas ir augimo grei¢io sumazéjima iki 0-6 pm*h? esant
1*10° M verapamilio koncentracijai ir 3-15 pm*h esant 5*10* M verapamilio koncentracijai. Sio
tyrimo metu buvo stebéta ir virStniniy lasteliy vakuolizacija, kuri irgi gal¢jo biiti paskatinta
verapamilio veikimo (Wacker ir kt., 1990). Kituose tyrimuose yra pastebima, jog verapamilis gali
biiti panaudojamas kaip priemoné kovojant su augaly virusais, nes verapamilis uzblokuoja plazminés
membranos ir vidiniy membraniniy organoidy kalcio kanalus (Spedding it kt ., 1992), gali pazeisti
kalcio tarpininkaujamus signalus reikalingus virusy dauginimuisi ir judéjimui lgsteléje (Singht ir kt.,
2011). Naudojant fluorescuojancius Zymenis buvo tirtas verapamilio poveikis kalcio srovéms
Arabidopsis augaluose buvo stebima, jog 100 uM verapamilio koncentracijos tirpalas negrjztamai
inhibuoja hiperpoliariacijos aktyvuotas kalcio sroves (Kiegle ir kt., 2000), taciau kity tyrimy metu
pastebéta, kad 0,5 pM verapamilio sukelia kalcio sroviy blokada kvie¢iy Sakniaplaukiuose,
blokuojant kalciui laidzius kanalus (Pineros ir kt., 1997).

Kalbant apie menturdumbliy elektrofiziologiniy savybiy pokyc¢ius yra nustatyta, jog
verapamilis, kurio koncentracija yra 100 uM depoliarizuoja ramybés potencialag nuo -203 mV iki -
179 mV. Taip pat pastebétas veikimo potencialo prailgéjimas nuo 3,5 s iki 4,9 s, 0 veikimo potencialo

pikas pakyla nuo -51 mV iki -35 mV, kartu sumazé&ja membranos laidumas piko metu nuo 720 iki
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450 uS*cm? . Veikiant verapamiliu, taip pat néra fiksuotas citoplazmos judéjimo sustojimas veikimo
potencialio metu, visi Sie stebéjimai yra gauti atliekant tyrimus su Chara corallina (Tsutsui ir Kt.,
1987).
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I1. METODIKA

Tyrimo objektas

Nitellopsis obtusa — Zvaigzdétasis mauraSakis Siaurés pusrutulyje aptinkama
menturdumbliy Characeae riisis, natiiraliai paplitusi Europoje ir Azijoje, nors §iuo metu tam tikruose
regionuose stebimas Sios rasies individy skai¢iaus sumazéjimas (Kato ir kt., 2014) ir net tam tikruose
regionuose rasis jtraukiama j saugomy rasiy sarasus (Sveicarijoje (Auderset Joye ir kt., 2012),
Vokietijoje (Korsch ir kt., 2008)), bet dél klimato kaitos aptinkamas vis didesniame areale,
pastaraisiais de§imtmegiais (Mason-Delmotte ir kt., 2013). Kaip invaziné rii§is uZregistruota Siaurés
Amerikoje 1978m, j kurig manoma pateko prisitvirtinusi prie transatlantiniy laivy (Geis ir kt.,
1981).Tai yra vienintelé $ios genties rusis, susidariusi jau Kreidos — Tartero periody sandiiroje (Soulie
— Marsche, 1979) ir remiantis iSkastiniais jrodymais i$plitusi tik Europos zemyne (~10 mlj. m).
Characeae genties augalai yra vieni pirmyjy daugialgs¢iy augaly ir yra laikomi daugelio aukstesniyjy

augaly protéviais (Boot et al. 2012, Zhong et al. 2015).

Nitellopsis obtusa yra prisitaikes augti giliuose gélo vandens telkiniuose (Boissezon ir
kt., 2017) 2-14 m gylyje (Korsch ir kt., 2008) arba silpnai stiriuose vandens telkiniuose, nes gali
iSgyventi esant 50mM NaCl koncentracijai (Winter ir kt., 1999). Nitellopsis obtusa lastelés néra
prisitaikiusios palaikyti turgorinj slégj reguliuodamos CI ir K* jony jteké&jimg ir iStekéjima, ka gali
kitos Characean rusys, Chara longifolia (Hoffmann ir kt., 1986) ir Lamprothamnium (Bisson ir kt.,
1980), kas lemia jy gebéjima augti siiriuose vandenyse ar nejautriai reaguoti j jony kiekio pokycius

aplinkoje (Al Khazaaly ir kt., 2007).

Sie mentrudumbliai yra dvinamiai augalai, uzaugantys nuo 0,3 iki 2 m aukscio ir
suformuojantys tankias povandeninias giraites (Pullman ir kt., 2010; Larkin ir kt., 2018).
Dauginimasis vyksta lytiniu ir nelytiniu budu per Zvaigzdés formos ,,svogunélius® — ZvaigZdutes,
kurioa yra prisitvirting prie stiebo apacios ir rizoidy ir turintys sudétingg morfologing sandarg
(Fritsch, 1948; John, 2002). Siuo badu N. obtusa dauginasi po hibernacijos periodo (Bharathan,
1987). N. obtusa dauginimas nelytiniu badu yra naudingas, nes suteikia galimybe dauginti augalus
laboratorinémis salygomis (Beilby ir kt., 2014). Dumblio spalva priklauso nuo fenologijos ir augimo
salygy ir gali varijuoti nuo ryskiai zalios iki rudos spalvos (Larkin ir kt., 2018). Pagrindinis augalo
stiebas yra tvirtas ir plonas — skersmuo 0,7 — 2 mm. Sakelés isidésto menturiskai po 5-8 ir jy ilgis
yra iki 9 c¢m ir daznai sudarytos i§ 2-3 segmenty (Larkin ir kt., 2018). Talomas sudarytas i$
daugiabranduoliy, ilgy (iki 30 cm ilgio ir 0,5 mm storio), tarpubambliniy lasteliy, sujungty bambliais,

lastelés tarpusavyje yra susijungusios plazmodezmomis (Beilby ir kt., 2014) ir galin¢ios gyventi
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nepriklausomai viena nuo kitos kaip atskiri organizmai (Pupkis ir kt., 2021). Lasteliy turio didziaja
dalj uzima vakuol¢, kas lemia jog endoplazmos storis esantis tarp plazminés membranos ir tonoplasto
yra ~10 um. Endoplazma aplink vakuole juda spiraliskai iki 100 um/s greiciu (Beilby ir kt., 2014).
Tarpubamblinés Igstelés dél savo dydzio, morfologiniy ir fiziologiniy savybiy yra daznai naudojama

jvairiuose elektrofiziologiniuose augaly tyrimuose.

Tyrimo medZiagos surinkimas ir paruoSimas

Nitellopsis obtusa — Zvaigzdétojo maurasakio subrend¢ gniuzulai surinkti rugséjo —
lapkri¢io ménesiais Stankos ezere (Vilniaus apsk., Traky raj.) i§ 4 — 8 m gylio ir transportuoti |
laboratorija talpyklose su ezero vandeniu. Laboratorijoje buvo perkelti j skaidraus stiklo akvariumus
pripildytus vandentiekio vandeniu, kambario temperatiroje (20+1°C), apSviesti standartiniu
apSvietimu 12 h per parg (95+0,19 pumol m? s™). Prie§ atliekant eksperimentus tarpubamblinés
lastelés buvo atskiriamos nuo kity $alia esanciy lasteliy ir sudedamos | atskirg talpykla su vandeniu
(Iasteliy gyvybingumo ir citoplazmos jud¢jimo tyrimams) arba | talpyklas su kontroliniu tirpalu
(APW) elektrofiziologiniams matavimams. Buferinj/kontrolinj APW (dirbtinis tvenkinio vanduo)
tirpalg sudaro — 0,1 mM KCI ir 0,1 mM CaClz, 1 mM NaCl ir 1,5 mM TRIS ir 3 mM HEPES. Sio
tirpalo pH buvo 7,2. Skirtingy koncentracijy verapamilio tirpalai yra ruoSiami, tirpinant verapamilj
buferiniame tirpale APW. Paruo$iamos 3 skirtingos verapamilio koncentracijos — 0,1 mM, 0,3 mM
irlmM.

Lasteliy gyvybingumo tyrimas

Paruosiamos trys organinio stiklo vonelés su skirtingy koncentracijy verapamilio
tirpalais (0,1 mM ir 0,3 mM) ir buferiniu tirpalu APW. | voneles yra panardinama 15 lasteliy ir
tikrinama kas 30 min. Lasteliy gyvybingumas nustatomas vizualiniu biidu jvertinant turgorinio slégio

nebuvimg. Gauti duomenys suvedami j statisting duomeny analizés programa — Origin Pro 2018

Citoplazmos grei¢io matavimai

Lastelés yra panardinamos j organinio plastiko kamera pripildyta APW tirpalu ir
padedama po $viesiniu mikroskopu — Nikon Eclipse FN1 vaizdas didinamas 100 karty, su vaizdo
stebéjimo programa — NIS-Elements F, kurioje stebimajame laukelyje fiksuojama 500 um atkarpa,
horizontaliai, sutampanti su lgsteléje esancia indiferentine linija, stebéti judéjimg lasteléje dvejomis
kryptimis. Vaizdas jraSomas naudojantis OBS Studio 24.0.3 vaizdo jraS§ymo programa. Vezikuliy

judéjimo laikas nustatytoje atkarpoje matuojamas chronometru.
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Eksperimento pabaigoje gauti jrasai buvo analizuojami 4 kartus (jrasy analizés schema
pavaizduota 2 pav.). Vieno stebéjimo trukmé 5 min. Kiekvieno stebéjimo metu fiksuojamas 20
panaSaus diametro vezikuliy judéjimo laikas (po 10 vezikuliy skirtingomis kryptimis) Pirmas
stebéjimas atlieckamas po 10 min nuo stebéjimo pradzios, eliminuojant galimo veikimo potencialo
sugeneravimo dél mechaninio stimulo perkeliant Igstele i$ lasteliy talpyklos i stebéjimo kamera jtaka.
Antras matavimas atlickamas prie§ paveikiant Igstele verapamilio tirpalu 70-75 stebéjimo minutg.
Atliekamas tirpaly pakeitimas, paSalinamas kontrolinis APW tirpalas ir lgstelé yra uzpilama
verapamilio tirpalu (0,1 mM/ 0,3 mM). 85-90 steb¢jimo minute yra atlickamas treéias stebéjimas
pirminei lastelés reakcijai j verapamilj nustatyti. Ketvirtas matavimas atliekamas pries citoplazmos
judéjimo sustojimg (sustojimo momentas skirtingose Iastelése priklauso nuo daugelio papildomy
faktoriy, kas lemia laiko momento skirtumus). Citoplazmai sustojus stebéjimas tesiamas 30 min
stebint ar citoplazmos judéjimas neatsistato. Tyrimo pabaigoje vizualiniu biidu jvertinamas Iastelés

turgorinis slégis.

10 min.

intervalas ___ Eksperimento pradiia -
E:ito_g!aznjos 5 1: Lastele APW

judéjimui A

atsistatyti po 1. Citoplazmos judéjimo greiéio
galimo VP N matavimas 10-15min intervale

=== 2. Citoplazmos judéjimo greiio
APW tirpalas “—matavimas 70-75 min intervale
pakeiéiamas
verapamilo+APW

tirpalu 75 min 3. Citoplazmos judéjimo greicio

matavimas 85-90min intervale

4. Citoplazmos judéjimo greidio
matavimas 5min intervale priesd
citoplazmos judéjimo sustajima

30 minuéiy
intervalas, kurio
metu stebima ar
citoplazmos
judéjimas neatsistato

2 pav. Citoplazmos judéjimo grei¢io matavimo schema
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Vidulasteliniy elektriniy signaly registravimas

Tarpubambliniy lasteliy bioelektriniai signalai registruojami naudojant vidulgsteling
mikroelektroding technika, taikant dviejy elektrody pory fiksuotos srovés ir fiksuotos jtampos
metoda. (3 pav.).

3 pav. Registravimo kameros schema ir elektrody

A 0 iSsidéstymas (Lapeikaite, 2020)

i = a) Organinio stiklo kamera
b) Tarpubambliné lastelé
C) Centriné kameros dalis izoliuota vazelinu
d) Perfuziné sistema (siurbliukas)
e) Perfuziné sistema (peristaltiné pompa)

] 1. Vidulastelinis stiklinis elektrodas
3 <} 2. Referentinis stiklinis elektrodas
! % 3. ISoriniai stimuliuojantys elektrodai
b % (Ag/AQCI)

Vidulasteliniai mikroelektrodai gaminami i§ borosilikatiniy
stiklo kapiliary (vidinis @ 0,84 mm, World Precision Instruments) naudojant stakles (Sutter
Instrument P-1000), suformuojant 1-3 um (8 — 20 MQ) elektrodo galiuko diametrg. Referentinio
elektrodo galiuko diametras ~ 100 um. Mikroelektrodai yra pripildomi 3 M KCl tirpalu, referentinis
elektrodas — agar-agaro (2,5%) 3 M KCl tirpalu. Elektrody laikikliai yra paruosiami i$ gyvsidabrio/
kalomelio (Hg2Cl2), pripildyti 3 M KCI tirpalu. Nuolatiné elektros srové, tarp atskiry kameros daliy
leidziama iSoriniais sidabro chlorido elektrodais. Duomenys registruoti fiksuotos jtampos/sroves
stiprintuvu TEC-10CX (NPI Electronic), analogas-kodas keitiklis Digidata 1440A (Molecular
Devices), kontroliuojamas pCLAMP 10.2 (Molecular Devices) programinés jrangos. Naudotas
diskretizacijos daznis: 100-1000 Hz, signalas stiprintas 10 karty. Tirpaly pratekéjimas (~1 ml/min)
centrinéje kameros dalyje realizuotas naudojant peristalting pompa ir vakuuminj siurbliuka
(Scientifica PPS). Mikroelektrodai j lgstele jvedami manimuliatoriumi (PatchMan, Eppendorf),
stebint binokuliaru (7x didinimas). D¢l didelio vakuolés tario (~95% Beilby ir kt., 2014),
mikroelektrodas jvedamas ] vakuole, tai lemia, jog yra registruojami ne tik plazminés membranos
veikimo potencialai, bet ir tonoplasto. Mikroelektrodo pozicija nustatoma pagal veikimo potencialo

forma (Kisnierien¢ ir kt., 2019).
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Elektriniy signaly registravimo eiga

Eksperimentas atlickamas kambario temperatiiroje (20+1°C), dienos metu, esant
standartiniui ap$vietimui (95+0,19 umol m? s). Tarpubambliné lIgstelé yra paguldoma j registravimo
kamerg, centriné lastelés dalis (plotis — 5mm) yra izoliuojama vazelinu, visos kameros dalys
uzpildomos APW tirpalu, centriné kameros dalis perfuzuojama. Centrinéje kameros dalyje greta
lastelés tvirtinamas referentinis elektrodas, vidulastelinis elektrodas jvedamas i Iastele. Po elektrodo
ivedimo perfuzuojant kontroliniu tirpalu laukiama maziausiai valandg. Nusistovéjus ramybés
potencialui (RP) pradedama registravimy serija. Eksperimentai atlikti su 24 1gstelémis, kuriy ramybés
potencialas po elektrodo jvedimo buvo neigiamesnis nei -175 mV. Tokiais ramybés potencialais
pasizyminciose lastelése, esancios aktyvuotos protony pompos biisena, biidinga, kai Igsteliy aplinkos
pH yra apie 7, o [K'] iSoréje yra apie 0,1 mM. Plazminés membranos protony pompos aktyviai

pernesa protonus j uzlgsteline erdve, taip hiperpolerizuodamos membranos potencialg.

Po valandos, yra suzadinami 2 veikimo potencialai kas 5 min, kontrolinémis sglygomis.
Praé¢jus valandai po kontrolinio Igstelés suzadinimo APW tirpale yra uzpilamas verapamilio tirpalas
(skirtingy eksperimenty metu uzpilamos skirtingos verapamilio koncentracijos 0,1 mM, 0,3 mM, 1
mM). Verapamiliu buvo veikiama tik 5 mm Iastelés dalis esanti izoliuotoje centrinéje kameroje.
Pra¢jus 30 min po lastelés paveikimo verapamiliu lgstelé yra suZadinama 2 kartus. Antras
stimuliavimas vyksta po 100 min nuo lgstelés paveikimo verapamiliu, Igstelé stimuliuojama 2 kartus
(antras lastelés stimuliavimas po verapamilio poveikio ne visada galimas atlikti, dél stebimos
ankstyvos lasteliy Zities, sukeltos didelés verapamilio koncentracijos). Suzadinus lgstele po 100 min
nuo poveikio verapamiliu pradzios, verapamilis yra pasalinamas ir lastelé grazinama j kontrolinj
APW tirpalg. Po 30 min nuo lasteliy graZinimo ] kontrolines salygas, lastelés vél suzadinamos 2
kartus, siekiant jsitikinti ar poveikis verapamiliu yra grjztamas. Eksperimento schema pavaizduota 4
paveiksle. Kartais fiksuojamas spontaniniy potencialy generavimas priklausomas nuo lastelés

individualiy savybiy ir verapamilio koncentracijos.
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30 min | 60 min | 30 min | 60 min | 30 min |

I I I I I "
- . t
Jvedamas stiklinis KontrolinisVP UzZpilamas VP verapamilio VP verapamilio VP APW tirpale
mikroelektrodasj APW tirpale  verapamilio tirpale tirpale
Iastele tirpalas Tirpalo

pakeitimas j APW

4 paveikslas. Elektriniy signaly registravimo schema

Veikimo potenciolo repoliarizacijos faziniy portrety sudarymas

Repoliarizacijos jvertinimui buvo skaiiuojamas maksimalus repoliarizacijos
potencialo kitimo greitis dV/dt. Imami 90 sekundziy trukmés membranos potencialo vertés nuo
veikimo potencialo smailés repoliarizacijos metu. Repoliarizacijos grei¢io priklausomybei nuo
potencialo nustatyti buvo sudaromi faziniai portretai. Veikimo potencialo repoliarizacijos fazé yra
salygojama aktyviy joniniy procesy. Atskiros jony transporto sistemos yra aktyvuojamos prie tam
tikro potencialo vertés. Membranos potencialas, prie kurio repoliarizacijos greitis yra didZiausias, gali
parodyti uz repoliarizacijg atsakingg joninj laiduma. Tod¢l buvo sudaromi repoliarizacinio proceso

faziniai portretai.

Statistiné analizé

Statistiné analizé atlikta naudojantis OriginPro 2018
Lasteliy gyvybingumo tyrime statistiné analizé atlikta taikant Fisher tikslyjj testa

Citoplazmos judéjimo ir elektrofiziologiniuose tyrimuose — veikimo potencialo repoliarizacijos
faziniy portrety tyrimuose duomeny normalumas tikrintas naudojant Shapiro-Wilk testa. Porinéms
imtims analizuoti naudojamas Student T testas porinéms imtims, neporinéms — Student T testas
nepriklausomoms imtims, atitikus duomeny normalyjj skirstinj. Neatitikus normaliojo skirstinio
taikytas Mann-Whitney ir Wilcoxon Kriterijai, priklausomai ar gauti duomenys buvo neporinés ar

porinés imties

Pateikiami duomeny im¢iy vidurkiai + standartinis nuokrypis.
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1. REZULTATAI

ZvaigZdétojo mauragakio — Nitellopsis obtusa gyvybingumo priklausomybé nuo verapamilio
koncentracijos

—=— 0,1mM verapamilio
—e— 0,3mM verapamilio

10 1 —A— APW

Lasteliy iSgyvenamumas (vnt.

r~—r—r—rr—r—r—rrTr -1 T 1T 7T

0O 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5
Laikas (h)

5 pav. Nitellopsis obtusa lasteliy gyvybingumo priklausomybé nuo verapamilio
koncentracijos

Nitellopsis obtusa lasteliy gyvybingumas priklauso nuo verapamilio koncentracijos
APW tirpale pavaizduotas 5 paveiksle. Atliktus Igsteliy gyvybingumo testus (vieno eksperimento
metu naudojama 15 lgsteliy kiekvienai koncentracijai) (n=4) gautas rezultatas parodé, jog esant
didesnei verapamilio koncentracijai (0,3 mM), gyvy lgsteliy procentiné dalis mazéja sparciau, nei
mazesnéje koncentracijoje (0,1 mM). Atlikus statisting analize¢, gautas reikSmingas skirtumas tarp
skirtingy koncentracijy 1 — 4 valandy intervale. Taip pat lyginant su kontroliniais duomenimis (APW)
tirpale, atlikus statisting analiz¢ gautas reikSmingas statistinis skirtumas veikiant 0,1 mM ir 0,3 mM
verapamilio koncentracijos tirpalais. Sparciausia lgsteliy Zitis stebéta 1 — 3 valandy intervale. 0,3 mM
tirpale, lastelés zuvo po 3h nuo eksperimento pradzios, 0,1 mM tirpale lastelés iSgyveno iki 5 valandy,
tam jtakos galéjo turéti ir lastelés individualios fiziologinés savybés. Taip pat buvo atliktas pilotinis

eksperimentas naudojant 1 mM verapamilio koncentracijos tirpalg, kuriame lgsteliy zitis buvo greita
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— Visos lastelés zuvo po 1h (rezultatai nepateikiami) Gauti rezultatai atitinka atliktus tyrimus
analizuojant véziniy lasteliy gyvybingumo priklausomybe¢ nuo verapamilio koncentracijos, didesnése
koncentracijose buvo stebimas maz¢jantis véziniy lasteliy gyvybingumas ir proliferacija, dé¢l ATP

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

Citoplazmos judéjimo greicio kaitos priklausomybé nuo verapamilio koncentracijos

m 0,3 mM verapamilio ->
® 0,3 mM verapamilio <-
0,1 mM verapamilio ->

v 0,1 mM verapamilio <-
70 1 APW Verapamilis
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6 pav. Citoplazmos judéjimo grei¢io priklausomybé nuo verapamilio koncentracijos

skirtingomis vezikuliy judéjimo kryptimis

Citoplazmos judéjimo tyrimo rezultatai rodo, jog verapamilis nepaveikia citoplazmos
judéjimo greicio, nes atlikus statisting analize, gautas Citoplazmos judéjimo grei¢io skirtumas yra
nereik§mingas intervale prie§ paveikiant verapamiliu, tiek po, nepriklausomai nuo verapamilio
koncentracijos. Taip pat stebétas citoplazmos judéjimas lasteléje skirtingomis judéjimo kryptimis
(skirtinguose aktino filamenty pluostuose) atlikus statisting analiz¢ reikSmingo citoplazmos judéjimo
greicio skirtumo neparodé¢. Gautos didelés duomeny paklaidos, dél didelio duomeny iSsibarstymo.
Didelj rezultaty iSsibarstyma galéjo lemti 1gsteliy biologiniy savybiy skirtumai — ATP kiekis lasteléje,
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ir priklausomybé nuo mety laiko. Atsizvelgiant j grafikus pateiktus 6 paveiksle yra matoma tendencija
nedidelio citoplazmos judéjimo greicio sumazéjimo, naudojant 0,3 mM verapamilio koncentracijos
tirpalus, nes greitis pries paveikiant verapamiliu yra 39,99 +14,25 um/s / 37,10 14,23 um/s (abejomis
kryptimis) ir eksperimento pabaigoje, paveikus lasteles verapamilio tirpalu citoplazmos judéjimo
greitis buvo 29,32+17.00 um/s / 27,12+14,74 pm/s (atitinkamai abejomis kryptimis). Visy
eksperimenty pabaigoje buvo fiksuotas citoplazmos judéjimo sustojimas, tikétina salygotas Ca?* jony
koncentracijos padidéjimo citoplazmoje ir susijungimo su kalmodulino lengvosiomis grandinémis
esan¢iomis ant miozino kaklo. Stebétas citoplazmos judéjimo sustodavo grei¢iau ir neatsistatydavo
paveikus didesne verapamilio koncentracija. Verapamilio tirpalais (0,3 mM) (n=9) paveiktose
lastelése citoplazmos judéjimas sustodavo 1 — 2 h intervale, nuo poveikio pradzios, kai 0,1 mM
(n=10) koncentracijos tirpalais paveiktose Igstelése citoplazmos judéjimas sustodavo 3 — 4 valandy

intervale nuo poveikio verapamiliu.

Veikimo potencialo repoliarizacijos greicio pokytis paveikus Zvaigzdétojo maurasakio lasteles
skirtingomis L- tipo kalcio kanaly blokatoriaus - verapamilio koncentracijomis

20
0+ \
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v
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7 pav. Veikimo potencialo repoliarizacijos fazés pavyzdinis fazinis portretas paveikus
Nitellopsis obtusa lasteles 0,1 mM verapamilio koncentracijos tirpalu

Sudarius veikimo potencialo repoliarizacijos fazinj portretg lgsteliy paveikty 0,1 mM
verapamilio koncentracijos tirpalu, galima pastebéti, jog fazinio portreto forma nesiskiria arba skiriasi
nezymiai nuo kontroliniy salygy prieS paveikiant Iasteles verapamiliu (APWI), tiek atlikus
pakartotinj stimuliavimg (APW2) po paveikimo verapamiliu, visos repoliarizacijos metu.
Maksimalus veikimo potencialo greitis kontrolinémis sglygomis (APW1) vidutini§kai pasiekia -
53,05+22,68 mV/s . Dél poveikio verapamiliu repoliarizacijos greitis sumazéja vidutiniskai iki -
44,50+17,67 mV/s po 30 min nuo poveikio verapamiliu pradzios ir $is skirtumas néra statistiskai
reikSmingas. Repoliarizacijos greitis po 100 min. nesiskyré nuo repoliarizacijos grei¢io po 30 min,

kas priklauso ir nuo lastelés fiziologiniy savybiy
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-30 4
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8 pav. Veikimo potencialo repoliarizacijos fazés fazinis portretas paveikus Nitellopsis

obtusa Igsteles 0,3 mM koncentracijos verapamilio tirpalu
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Veikimo potencialy repoliarizacijos faziniuose portretuose Iasteliy, kurios buvo
paveiktos 0,3 mM verapamilio tirpalu yra stebimas didelis grei¢io mazéjimas tarp kontroliniy salygy
(APW1) — vidutini$kai maksimalus greitis yra -44,22+14,55 mV/s, ir poveikio verapamiliu po 30 min
— kai vidutiniSkai greitis yra -29,34+18,11 mV/s, kas yra statistiSkai reik§mingas pokytis. Néra
matomo zenklaus repoliarizacijos greic¢io pokycio tarp poveikio verapamiliu po 30 min ir 100 min
nuo eksperimento pradzios. Pateiktame grafike néra pateikiamas pakartotinis stimuliavimas lasteliy
po poveikio verapamiliu kontroliniame APW tirpale, dél daznos lasteliy zuties arba dél
savaiminiy/spontaniniy veikimo potencialy generavimo, kuriy repoliarizacijos greitis yra Zymiai
mazesnis lyginant su repoliarizacijos grei¢iu kontrolinémis (APW1) salygomis eksperimento
pradzioje. Taip pat stebimas veikimo potencialo repoliarizacijos fazinio portreto formos pokytis

lyginant kontroliniy veikimo potencialy repoliarizacijos fazinius portretus su faziniais portretais kai

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

obtusa Igsteles 1 mM verapamilio koncentracijos tirpalu
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Analizuojant veikimo potencialo repoliarizacijos fazinius portretus Igstelése paveiktose
1 mM verapamilio tirpalu matomas didelis repoliarizacijos grei¢io pokytis vis0S repoliarizacijos
metu. Lyginant maksimalius repoliarizacijos greicius kontrolinémis saglygomis (vidutinis maksimalus
repoliarizacijose greitis -39,11+9,70 mV/s), su repoliarizacijos grei¢iais po 30 min paveikus
verapamiliu, kai vidutinis maksimalus repoliarizacijos greitis yra -7,19+6,15 mV/s, stebimas 5,5
karto sulétéjimas. Lyginant repoliarizacijos fazinius portretus kontrolinémis (APW1) salygomis ir
paveikus verapamiliu 30 min, faziniy portrety formos néra tapacios. Taip pat néra pateikiama
pakartotiniy duomeny su lastelémis po 100 min. nuo poveikio verapamiliu pradzios, nes atlikus pirmg
lastelés stimuliavimg po 30 min. greitu metu, lastelés pacios sugeneruodavo savaiminius/spontaninius
potencialus ir galiausiai ziidavo. Tai parodé jog didéjanti verapamilio koncentracija veikia lgsteles

toksiSkai sutrikdydamas jony pernasos sistemas ir sukeldamas greitg lasteliy zatj.
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10 pav. Veikimo potencialy repoliarizacijos fazés faziniy portrety maksimalsis greiciai
skirtingu veikimo potencialo suzadinimo metu, paveikus skirtingomis verapamilio koncentracijomis

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

Atlikus veikimo potencialy repoliarizacijos grei¢io poky¢io nuo verapamilio
repoliarizacijos faziniy portrety statisting analiz¢, nustatytas repoliarizacijos grei¢io mazéjimas
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priklausomai nuo verapamilio koncentracijos.. Gautuose rezultatuose su 0,1 mM (n=6) verapamilio
tirpalu, tarp kontroliniy sglygy -53,05+22,68 mV/s ir poveikio verapamiliu po 30 min -44,50+17,67
mV/s maksimaliy repoliarizacijos greicio ver¢iy, atlikus statisting analiz¢ néra gaunamas statistiskai
reik§mingas greiciy skirtumas. Atitinkamas rezultatas yra gaunamas ir lyginant verapamilio poveikj
skirtingais laiko intervalais po 30 min -44,50+17,67 mV/s ir 100 min. -45,62+28,05 mV/s
repoliarizacijos grei¢io maksimalioms vertéms. Verapamilio tirpalg po 100 min. -45,62+28,05 mV/s
pakeitus | APW tirpalg -56,71+23,94 mV/s néra gaunamas statistiskai patikimas skirtumas 0,3 mM
(n=11) koncentracijos tirpalu paveiktose lgstelése tarp kontroliniy salygy -44,22+14,55 mV/s ir
poveikio verapamiliu po 30 min -29,34+18,11 mV/s repoliarizacijos maksimaliy verciy atlikus
statisting analize gaunamas reikSmingas skirtumas. Galima daryti prielaida, kad verapamilis
uzblokuodamas plazminéje membranoje ar vakuoléje esanc¢ias Ca?* jony pernasos sistemas, neleidzia
jonams pasisalinti i3 citoplazmos j vidulastelines Ca?* saugyklas dél to repoliarizacijos fazé létéja,
taip pat tikétinas ir K™ jony pernaSos sistemy blokavimas (Schneider ir kt., 2005). Reik$§mingas
statistinis skirtumas nebuvo gautas tarp skirtingy laiko intervaly paveikus verapamiliu po 30 min -
29,34+18,11 mV/s ir 100 min. -23,04+13,49 mV/s repoliarizacijos grei¢io maksimaliy veréiy. Atlikus
statisting analize ir palyginus repoliarizacijos grei¢iy pokycCius paveikus lasteles skirtingomis
verapamilio koncentracijomis (0,1 mM ir 0,3 mM) po 100 min. yra gaunamas statistiskai reik§mingas
skirtumas, kas parodo, jog did¢jant verapamilio koncentracijai repoliarizacijos greitis 1étéja. Lastelése
paveiktose 1 mM (n=7) verapamilio tirpalu ir atlikus gauty duomeny statisting analizg¢(lyginant
kontrolinius duomenis -39,11+9,70 mV/s su verapamilio poveikiu po 30 min -7,19+6,15 mV/s
(repoliarizacijos grei¢io maksimalias vertes) gaunamas statistiSkai reikSmingas skirtumas. Didéjant
verapamilio koncentracijai didéja uzblokuoty jony -pernasos sistemy skaicius ir jonai negali grjzti |
vidulastelines saugyklas po patirto suzadinimo, kaip pavyzdys galéty biti Ca?*- ATPazeés, kurios
tyrimy metu su verapamiliu (0,5 mM) buvo uzblokuotos 75 procentus (Lotersztajn ir kt., 1982).
Atlikus lyginamaja analiz¢ gauty rezultaty su 0,3 mM ir | mM verapamilio koncentracijy tirpalais po
30 min, gaunamas statistiSkai reik§mingas skirtumas jrodantis, jog didéjanti verapamilio
koncentracija lemia didéjantj poveikj repoliarizacijos grei¢iui. Spontaniniy veikimo potencialy greitis
siekia apie -1 mV/s. Duomenys su 1 mM verapamilio koncentracijos tirpalu po 100 min nepateikiami,

dél greitos Igsteliy ziities, nulemtos aukstos verapamilio koncentracijos(visos lastelés Ziidavo).
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REZULTATU APTARIMAS

Atlikti eksperimentai parodé¢ verapamilio toksiSkuma zvaigzdétojo maurasakio
lasteléms. Did¢janti koncentracija 1émé spartéjancia lasteliy ziit sukelta ne tik sutrikdyty nuo kalcio
jony pernasos sistemy priklausomy procesy ir tikétina kalio jony pernasos sistemy sutrikdymo (Tfelt-
Hansen ir kt., 2009) bet ir poveikio Kitiems svarbiems gyvybiniams procesams. Panasus lasteliy
gyvybingumo tyrimai atlikti naudojant skirtingas verapamilio koncentracijas, buvo atlikti su jvairaus
tipo vézinémis lastelémis, kuriy gyvybingumas ir proliferacija maz¢jo priklausomai nuo didéjancios
verapamilio koncentracijos, (Kania ir kt., 2017) tac¢iau lyginant su pateiktuoju tyrimu atliktame tyrime
stebimas spartus lgsteliy gyvybingumo maz¢jimas keliy valandy intervale, kai eksperimentiskai
véziniy lgsteliy gyvybingumas reik§mingai sumazéjo po 12-48h priklausomai nuo vézinio naviko
susidarymo vietos. Lasteliy gyvybingumas yra stebétas eksperimentiSskai su zieviniy neurony
kultiiromis, kurios buvo veikiamos skirtingomis verapamilio koncentracijomis ir Igsteliy
gyvybingumas sumaz¢jo asinchroniSkai 72h bégyje stebint neurony mitochondrijy aktyvuma,
gyvybingumas maz¢jo didinant verapamilio koncentracijas iki 1 mM (Zhu ir kt., 1997). Tyrimuose
stebint eritrocity gyvybingumo pokycius nuo skirtingy verapamilio koncentracijy yra stebimi lgsteliy
morfologiniai poky¢iai eritrocitus paveikus 0,5 mM verapamilio tirpalo, o greiti lizés procesai stebimi
lasteles paveikus 5 mM verapamilio tirpalu (Suwalsky ir kt., 2010). Tame paciame tyrime yra
aptariamas ir Zzmogaus neuroblastomy SH-SYS5Y iSgyvenamumas paveikus skirtingomis verapamilio
koncentracijomis, kuriame yra parodoma, jog Sio tipo lagsteléms toksiSkas 0,5 mM verapamilio
poveikis pasireiskia jau po 1h nuo poveikio pradzios, kai 0,1 mM toksiskas efektas yra stebimas
praéjus 48h nuo eksperimento pradzios (Suwalsky ir kt., 2010). Atliktame eksperimente su Chara
corallina Igstelémis (viena i§ menturdumbliy rasiy) paveikus verapamilio 0,05 mM koncentracijos
tirpalu po 30 minuciy sukelé greitg lasteliy zut] (Reid ir kt.,, 1992). Yra stebimas ir prieSingas
verapamilio veikimas stabdantis nekroziy susidaryma ir plitimg miokarde (nekrozés sukeliamos
eksperimentiskai) (Nayler ir kt., 1980). Verapamilis skatino ir zmogaus lgSio epiteliniy lgsteliy
1Sgyvenamuma, kurios buvo veikiamos vandenilio peroksido tirpalais, apsaugodamas lasteliy
branduolius nuo morfologiniy poky¢iy ir kaspaziy susidarymo (Wang ir kt., 2014). Atliktuose
tyrimuose su eukalipty (Eucalyptus perriniana) ir dazinio dygminio (Carthamus tinctorius), kuriuose
buvo stebimas kalcio veikimas reakcijoje 1 hidrodinaminj stresg ir naudojamas, kalcio jony kanaly
blokatorius verapamilis parodé atidéta sumazéjimg NAD(P)H, kuris svarbus lgstelinio kvépavimo

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

Citoplazmos judéjimo analiz€¢ parodé pirminj verapamilio toksinj efekta, sustabdant

miozino judéjimg aktino filamentais, kas sietina su verapamilio poveikiu, aktino filamenty
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pazeidimui, iliustruojamu citoplazmos judéjimo sustojimu. Aktino filamenty suardyma gali pagristi
eksperimentiniai tyrimai su zmogaus odoje esanciais fibroblastais, kuriuose buvo parodyta, kad
paveikus 0,5 mM verapamilio tirpalu aktino filamentai buvo dalinai suardyti (Boggio ir kt., 2011),
tatiau verapamilis nepaveiké kity citoskeleto elementy, kaip mikrovamzdeliy. Citoplazmos
sustojimas yra sietinas ir su kalcio jony koncentracijos padidéjimu lgstelés citoplazmoje, dél veikimo
potencialy generavimo. Tyrimuose su Chara corallina lastelémis verapamilis nepaveiké kalcio jony
pernasos sistemy, kas 1émé padidéjusig koncentracijg vidulastelinio kalcio jony. (Reid ir kt., 1992).
Eksperimentiskai yra jrodyta, jog kalcio jonai yra biitini veikimo potencialo generavimui. Kalcio
jony nebuvimas arba nepakankama kalcio jony koncentracija lastelés iSor¢je po elektrinés lasteliy
stimuliacijos nesukélé citoplazmos judé¢jimo sustojimo, (Ayling ir kt., 1994) kurj bty galima
traktuoti, kaip vizualinj veikimo potencialy generavimo jrodyma augalinése lastelése, nematuojant
elektrofiziologiniy parametry. Tyrimuose su Chara corallina lastelémis, buvo parodyta, kad 0,1 mM
koncentracijos verapamilio tirpalas nesustabdé citoplazmos judéjimo, ir taip pat buvo keliamas
klausimas ar kalmodulinas dalyvauja citoplazmos judéjime ar ne (Tsutsui ir kt., 1987). Sio
magistrinio darbo metu atliktuose eksperimentuose buvo parodyta, kad 0,1 mM ir 0,3 Mm
verapamilio sukelia citoplazmos judéjimo sustojimg. Pana$is duomenys yra gauti tyrimuose
pomidory (Lycopersicon esculenturn) ir rapsy (Brassica napus) sakniaplaukiuose, kurie buvo veikti
1 mM verapamilio koncentracijos tirpalu. Si koncentracija sukélé citoplazmos judéjimo sulétéjima ir
sustojimg po 3-4 min. ir vélesn]j atsistatyma (jud¢jimas atsistatydavo dél trumpalaikio Sakniaplaukiy
veikimo verapamiliu, kai ant §akniaplaukiy yra uzla§inamas 1 laSas verapamilio tirpalo), taciau jeigu
veikimas yra nuolatinis citoplazmos judéjimas buvo sustabdomas negriztamai jau dél 0,1 mM

verapamilio koncentracijos (Clarkson ir kt., 1988).

Dauguma eksperimenty Siame darbe buvo atliekami nenaudojant 1 mM verapamilio
koncentracijos dél staigaus toksisko efekto Igsteléms, nors tyrimuose su Zmogaus odos fibroblastais
toksiska koncentracija yra jau 0,1 mM, sukelianti lasteliy zatj (Boggio ir kt., 2011). Si koncentracija
nesukelia akivaizdziy pokyc¢iy zvaigzdétojo maurasakio lastelése bei greitos lasteliy ziities. Lastelés

Ziva po 4-5h.

Analizuojant verapamilio poveik] veikimo potencialo repoliarizacijai gauti rezultatai
rodo repoliarizacijos grei¢io mazéjimg. Tyrimuose, kuriuose buvo analizuotas verapamilio poveikis
gyvininio tipo Igsteléms pateikiami prieSingi rezultatai Sirdies miocituose, nors ir stebimas veikimo
potencialy trukmés ilgéjimas, taciau jis néra siejamas su pokyciais repoliarizacijos metu (Vicente ir
kt., 2015). Yra ir prieSingy tyrimy rezultaty ankséiau minétiems tyrimams, Kuriuose teigiama, jog
verapamilis neilgina veikimo potencialo trukmés Zmogaus Sirdies miocituose (Orvos ir kt., 2019)
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Sirdies Purkinje skaidulose (Amerini ir kt., 1985) atitinkami rezultatai yra ir tyrimuose su jiry
kiauly¢iy miocitais (Chen it kt., 1979). Yra pateikiama ir priestaringy rezultaty, kuriuose 1 mM
verapamilio tirpalas ilgino repoliarizacijos faz¢ mazindamas jos greitj, kai 5 mM verapamilio
koncentracijos tirpale buve izoliuoti miocitai parodé veikimo potencialo trukmés maze¢jima, dél
greitesnés repoliarizacijos (Zhang ir kt., 1997). Repoliarizacijos greic¢io didéjimas yra nustatytas ir
taikant mazas verapamilio koncentracijas (3*10® M) jiiry kiauly¢iy izoliuotose miokardo lastelése
(Noguchi ir kt., 1997). Tyrimuose kuriuose buvo analizuojamos stimulo sukeltos membranos
potencialo osciliacijos zioteliy varstomosiose lgstelése yra nustatyta, jog verapamilis mazina
membranos potencialo osciliacijy amplitudes ir keicia osciliacijy forma i$ asimetriskos i simetriska
kai verapamilio koncentracija yra 0,01 — 0,1 mM (McAinsh ir kt., 1995). Remiantis pateikiamais
duomenimis apie verapamilio poveiki veikimo potencialams ir stebint jy nevienareik§miskuma,
galima spresti, jog triiksta eksperimentiniy tyrimy su skirtingomis verapamilio koncentracijomis

veikiant gyviinines ir augalines Iasteles, norint gauti apibendrintus rezultatus.

Apibendrinant visy trijy tyrimy duomenis, galima teigti, jog norint taikyti augalines
sistemas, kaip atitinkamus modelius, biitina atlikti didesnés imties tyrimus analizuojant ir lasteliy
biochemines savybes, norint suprasti verapamilio blokavimo mechanizmg augalinése sistemose ir
taip sutrikdant nuo kalcio priklausomus procesus. Taip pat biitina atsizvelgti | verapamilio toksinj

efekta augalinéms lgsteléms nustatant slenkstines koncentracijy ribas.
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ISVADOS

1 — Verapamilio toksiskas poveikis tiesiogiai priklauso nuo verapamilio koncentracijos,

koncentracijai didéjant sukeliama greitesné lgsteliy ztis.

2 — Lastelése paveiktose verapamiliu citoplazmos judéjimo greitis nekinta, taciau galiausiai
stebimas staigus ir negrjZztamas citoplazmos judé¢jimo sustojimas, kuris yra pirminis lgstelés Zzities

indikatorius.

3 — Verapamilis blokuodamas zvaigzdétojo maurasakio (Nitellopsis obtusa) membranose
esancias jony pernasos sistemas salygoja nuo blokatoriaus koncentracijos priklausomg repoliarizacijos

grei¢io maz¢jima, didéjant verapamilio koncentracijai repoliarizacijos greitis mazéja
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SANTRAUKA

Neurobiologijos nuolatiniy studijy baigiamojo darbo tema — Klasikinio L-tipo kalcio
kanaly blokatoriaus verapamilio poveikis zvaigzdétojo maurasakio (Nitellopsis obtusa) Igsteléms.
Darbg parengé — Julius Kavaliauskas. Darbo vadové — doc. dr. Vilma Kisnieriené. Konsultantas —

doktr. Vilmantas Pupkis

Augalinés sistemos iki Siol yra ganétinai mazai iStirtos ir daugeliu aspekty palieka
nemaza dalj nezinomyjy. Remiantis evoliucijos teorija augalinés ir gyvininés sistemos turi bendra
protévj, kas leidzia daryti prielaidas apie molekuliniy ir elektrofiziologiniy savybiy panasumus. Tai
leidzia atlikti tyrimus su gyvininése sistemose naudojamomis medziagomis, zinant jy veikimo
principus taikyti augalinése sistemose ir stebéti atsirandan¢ius pokycius. Siame tyrime buvo
pasirinktas jau daugiau nei 50 mety naudojamas klasikinis L-tipo kalcio kanaly blokatorius
verapamilis. Darbe buvo tirti verapamilio sukeliami pokyciai zZvaigzdétojo maurasakio (Nitellopsis
obtusa) lastelése sietini su kalcio jonais ir jy pernaSos sistemy veikimu vertinant lastelés
gyvybinguma, citoplazmos judéjimg ir membranos potencialo repoliarizacijos poky¢ius. Gauti tyrimo
rezultatai daugeliu atvejy koreliuoja su pateikiamais literatiros Saltiniuose. Verapamilis toksiskai
paveiké Iasteles sukeldamas jy zitj po 3-5 h nuo poveikio pradzios, taciau tai nesukélé pokyciy
citoplazmos judéjime, bet tai saglygoja citoplazmos judéjimo sustojimg 2 h laikotarpyje, kas galéty
biti Igstelés Zities indikatoriumi. Verapamilis sulétino repoliarizacijg veikimo potencialo metu, kas
patvirtino idéja, jog verapamilis augalinése sistemose gali veikti kaip nespecifinis jony kanaly

blokatorius, blokuojantis ne tik kalcio, bet ir kalio jony pernasos 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. Kisnieriené 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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