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SANTRUMPOS

ABA — augaly streso hormonas absciziné riigstis

ACS — (angl. artificial cell sap) — dirbtinés lastelés sultys, kontrolinis
tirpalas

ALMT - (angl. Aluminium-induced malate transporter) malato
transporteriai

APW — (angl. artificial pond water) — dirbtinis tvenkinio vanduo,
kontrolinis tirpalas

CICR — (angl. Calcium-induced calcium release) - Ca?* indukuotas Ca?*
iSleidimas

DMSO - dimetilsulfoksidas, tirpiklis

Ew — veikimo potencialo suzadinimo slenkstis

GLR - augaly glutamato receptoriai

HEPES — 4-(2-hidroksietil)-1-piperazino etanosulfoniné riigstis, buferis

IPs; — inozitolio 1,4,5-trisfosfatas

IPs — inozitolio heksakisfosfatas

MP — membranos potencialas

NED-19 — Ca?* kanaly blokatorius

PLC — fosfolipazé C

RP — membranos ramybés potencialas

TPC/SV — (angl. two-pore / slow vacuolar channel) — dviejy pory / 1étieji
vakuoliniai kanalai

TPK — (angl. tandem pore K* channel) - tandeminiy pory K* kanalas

TRIS — tris(hydroksimetil)Jaminometanas, buferis

U73122 — fosfolipazés C inhibitorius

VP — veikimo potencialas
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1. IVADAS

Siekdami iSgyventi nuolat besikei¢ianciomis aplinkos salygomis, augalai
nuolat analizuoja savo aplinka, reaguoja i aplinkos salygy pokycius ir
adaptuojasi. Negalédami pakeisti savo gyvenamosios vietos, augalai turi kuo
tiksliau ir kuo grei¢iau aptikti aplinkos salygy pokycius ir atitinkamai
reguliuoti savo fiziologinius procesus (Conde et al., 2011). Pavyzdziui,
zinoma, kad keiCiantis aplinkos apS$vietimo intensyvumui, augalai geba
aktyvuoti arba prislopinti fotosintetinius procesus jvairiais lygmenimis —
molekuliniu, organeliy, 13steliy, ar net viso organizmo (Velez-Ramirez et al.,
2011). Jvairaus modalumo iSoriniai veiksniai — zolédziy sukeliamos
mechaninés pazaidos, iSaugusio aplinkos druskingumo stresas, i§dZitivimas
— gali reikalauti sisteminio viso augalo atsako, ypac, jei kyla grésmé
organizmui zati (Fromm, Lautner, 2007). D¢l Sios priezasties reikalinga
greitai perduoti informacija i$ lokaliai paveiktos augalo vietos j kitas jo kiino
dalis ir inicijuoti plataus spektro atsakus, jskaitant fotosintetiniy procesy ir
lastelinio kvépavimo intensyvumo moduliavimg, geny raiskos pokycius,
streso hormony sinteze (Sukhov et al., 2019). Difuzijos biidu perduodami
cheminiai signalai reikiamo informacijos perdavimo greicio uztikrinti
negali, todél augalai pasitelkia elektrinius signalus (Pyatygin, 2008) —
grjiztamojo rySio ciklais paremtas sklindanc¢ias membranos poliarizacijos
bangas (Sukhov et al., 2019). Veikiant augalg zeidzianéiu stimulu,
sugeneruojama  kintan¢ios formos erdvéje slopstanti membranos
depoliarizacijos banga — variabilus potencialas, bet, jei stimulas yra tik
dirginantis, bet ne Zeidziantis, sugeneruojamas veikimo potencialas (VP) —
pastovios formos ilgais atstumais sklindanti membranos depoliarizacijos
banga (Vodeneev et al., 2016).

Veikimo potencialai augaluose pirma karta aptikti XIX amziuje, tiriant
jautriuosius musékautus (Dionaea muscipula) (Burdon-Sanderson, 1873),
vidulgsteliniais mikroelektrodais pirma karta augaly VP pavyko
uzregistruoti XX a. pradzioje Characeae Seimos dumbliuose Nitella
mucronata (Umrath, 1930). Nepaisant ilgos tyrimy istorijos, dar néra iki
galo isaiskinta, kokiu budu sklindantis VP inicijuoja stebimus fiziologinius
pokycius, kita vertus, iki galo néra isgvildentas ir VP generavimo
mechanizmas. Zinoma, kad, prie§ingai nei gyvinuose, membrang
depoliarizuojantj srauta sudaro ne Na*, bet Ca?>* ir CIl° jonai, o
repoliarizacijos faze, kaip ir gyvinuose, jgalina K* kanaly aktyvavimas
(Beilby, 2007).

Jau kurj laikg méginama sieti konkrecias VP generavimo metu stebimas
jony sroves su tam tikry geny raiSkos produktais (Cuin et al., 2018). Tik



neseniai literatliroje iSsamiai apraSytas pirmojo aukStesniojo augalo —
jautriojo musékauto — VP generavimo mechanizmas, identifikuoti uz $§j
procesa atsakingi baltymai (losip et al., 2020; Scherzer, Béhm, et al., 2022;
Hedrich, Kreuzer, 2023). Vis délto, nedera pamirsti, kad jautriojo musékauto
generuojami VP savo biofizikinémis savybémis ir iSskirtine funkcija néra
panasiis j daugelio kity augaly VP, tad negalima teigti, kad visy augaly VP
generavimo mechanizmas yra identiSkas. Ypac tritksta ziniy apie VP
generavimo iniciacija: zinoma, kad pradiné depoliarizacija yra sukeliama
Ca?" kanalams praleidziant Ca?* jonus j citoplazmg (Lunevsky et al., 1983),
taCiau vis dar diskutuojama dél Siy kanaly molekulinés tapatybés, jy
reguliavimo principy (Kisnieriene et al., 2022). Aukstesniuosiuose
augaluose Ca?* srove jgalina gyviiny jonotropiniams glutamato receptoriams
(iGluR) homologiski glutamato receptoriai GLR (Mousavi et al., 2013;
Salvador-Recatala, 2016; Hedrich, Kreuzer, 2023). Vis délto, nusekvenavus
elektriskai suzadinamy menturdumbliy Chara braunii genoma, paaiskéjo,
kad jame néra GLR kanalus koduojanciy geny (Nishiyama et al., 2018), nors
tos pacios Seimos atstovy Nitellopsis obtusa VP parametrai yra
moduliuojami aminortgs¢iy (Lapeikaité et al., 2019, 2020).

Siekiant paaiSkinti Characeae Seimos dumbliy VP generavimo
mechanizma, pritaikytas gyviininése sistemose nustatytas principas, pagal
kurj prading membranos depoliarizacija sukelia Ca®* srové per kanalus,
aktyvuojamus antrinés signalinés molekulés — inozitolio 1,4,5-trisfosfato
(IP3). Remiantis $ia prielaida bei eksperimentiniais elektrofiziologiniais
duomenimis, sukurtas matematinis Thielio-Beilby modelis, aprasantis
membranos potencialo (MP) kitimg Characeae Seimos dumbliuvose VP
generavimo metu (Biskup et al., 1999; Wacke, Thiel, 2001; Wacke et al.,
2003; Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017; Kisnieriene et al., 2019). Nepaisant
modelio tinkamumo simuliuojant empirinius duomenis, neatkartoti kai kurie
eksperimentiniai rezultatai vercia abejoti kertine prielaida, pagal kurig Ca®*
kanalai aktyvuojami IPs; (Tazawa, Kikuyama, 2003). Dar daugiau, nei
viename i$ nusekvenuoty augaly genomy néra rasta gyviiny IP3 receptoriy
genams homologisky geny (Krinke et al., 2007; Edel, Kudla, 2015). Keliama
hipotezé, kad augaluose kaip aktyvi signaliné molekulé gali veikti ne IP3, 0
visiskai fosforilinta inozitolio forma — inozitolio heksakisfosfatas (IPs)
(Lemtiri-Chlieh et al., 2000, 2003; Munnik, Vermeer, 2010), taciau iki Siol
nezinoma, ar §i medziaga veikia augaly lgsteliy elektrinj suzadinamuma.

Taigi, nors Ca?* vaidmuo augaly elektriniy signaly generavimo procese
yra neginéijamas, Vis dar triksta Ziniy, kokiomis savybémis pasizymi
Characeae $eimos dumbliy VP inicijuojantys Ca®* kanalai, kokie specifiniai
jony kanaly blokatoriai gali juos blokuoti, kokios potencialios signalinés
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molekulés gali juos aktyvuoti. Ypa¢ daug klausimy kyla, nustatant
potencialiy antriniy signaliniy molekuliy IP3 (ir galimai 1Ps) vaidmenj VP
generavimo procese.

1.1. Tikslas ir uzdaviniai

I$sikeltas tikslas nustatyti Ca?* pernasos sistemy jtaka menturdumbliy
Nitellopsis obtusa elektrofiziologiniams atsakams, moduliuojant §iy sistemy
aktyvuma.

Siam tikslui pasiekti i$sikelti uzdaviniai:

e charakterizuoti Ca?* kanaly blokatoriy verapamilo, tetrandrino,
NED-19 ir La* poveikj Nitellopsis obtusa -elektrofiziologiniams
parametrams;

e jvertinti potencialiy antriniy signaliniy molekuliy inozitolio
1,4,5-trisfosfato (IP3) ir inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikj
veikimo potencialy iniciacijai ir generavimui Nitellopsis obtusa
lgstelése.

1.2. Ginamieji teiginiai

e Tirti Ca?* kanaly blokatoriai — verapamilas ir NED-19 — depoliarizuoja
Nitellopsis obtusa veikimo potencialo suzadinimo slenkstj, tadiau
pasizymi ir nespecifiniu poveikiu.

e Inozitolio heksakisfosfatas (IPs) hiperpoliarizuoja Nitellopsis obtusa
veikimo potencialo suzadinimo slenkst;j.

o Inozitolio heksakisfosfatas (I1Ps) geriau nei inozitolio 1,4,5-trisfosfatas
(IP3) atitinka hipoteting antring signaling molekul¢ matematiniame
menturdumbliy  veikimo potencialy generavimo Thielio-Beilby
modelyje.
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2. LITERATUROS APZVALGA
2.1. Membrany pernaSos sistemos augaluose

Augaluose tiek plazminéje membranoje, tiek ir vakuolés membranoje —
tonoplaste — esama jvairiy jony kanaly ir transporteriy, atsakingy uz daugelj
fiziologiniy funkcijy: per Sias pernasos sistemas i$ aplinkos pasisavinamos
reikalingos neorganinés medZziagos, i$ lgsteliy ir j jas gali patekti susintetinti
organiniai junginiai, taip pat palaikoma jony homeostazé, prieSinamasi
sunkiyjy metaly, padidéjusio druskingumo aplinkoje ir kity veiksniy
sukeltam stresui (Conde et al., 2011; Li et al., 2021). Elektriniy signaly
formavimui ypa¢ svarbios protony bei Ca?*-ATPazés ir jony kanalai, nes
Sios pernaSos sistemos kuria ir keifia jony gradientus, kuriy aktyvumo
pokyc¢iai lemia signaly perdavimg tolimais atstumais. Daugiausiai ziniy
turima apie dazniausiai tiriamo modelinio augalo baltaziedzio vairenio
(Arabidopsis thaliana) pernasos sistemas ir jas koduojanéius genus
(Hedrich, 2012).

2.1.1. Augaly plazminés membranos K* kanalai

I§ visy jony kanaly tipy augaly K* kanalai pasizymi didziausia gausa ir
jvairove pagal struktiira, rektifikavimg ir valdyma. Daugumos baltaziedzio
vairenio plazminés membranos K* kanaly aktyvumas priklauso nuo jtampos,
Sie kanalai priklauso nesiinaktyvuojanciy Shaker (Kv) kanaly tipui (Dreyer,
Uozumi, 2011).

AKT1 (Arabidopsis K™ Transporter 1 — vairenio K* transporteris 1)
kanalai ekspresuojami Saknyse ir Sakniaplaukiuose, sudaro kompleksus su
savaime neaktyviu, bet AKT1 jautrumg jtampai moduliuojanciu kanalu
AtKC1/KAT3 (K" Channel 1/ K* Arabidopsis ‘ Transporter 3 — K* kanalas 1
/ K* transporteris vairenyje). Siuos kanalus aktyvuoja membranos
hiperpoliarizacija, jie praleidzia jtekancias K" sroves. Taip pat Ki, tipui
priskiriami silpnai rektifikuojantys AKT2 kanalai, kartais vadinami AKT3
arba AKT2/3. Siai kanaly grupei priklauso ir AKT5 bei AKT6/SPIK (Shaker
Pollen Inward K* channel — Shaker tipo Ki, kanalas dulkiadaigiuose)
kanalai, ekspresuojami dulkiadaigiuose. Visy $iy kanaly funkcija — K*
pasisavinimas i$ lastelés aplinkos (Dreyer, Uozumi, 2011; Pantoja, 2021).

Taip pat jtekancias K" sroves praleidzia KAT1 ir KAT2 kanalai,
ekspresuojami baltaziedZio vairenio Zioteliy varstomosiose lastelése. Siy
kanaly funkcija — Zioteliy varstymosi reguliavimas keiciant turgora (Pantoja,
2021).
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GORK kanalai (Guard cell outward rectifying K* channel — varstomyjy
lasteliy Kout kanalas) ekspresuojami zioteliy varstomosiose lastelése.
Remiantis bioinformatiniais duomenimis, GORK kanaly aktyvuma
potencialiai galéty veikti specifiskai prisijungusios signalinés molekulés —
y aminosviesto ragstis (GABA), G baltymai, cikliniai nukleotidai,
fosforilinto inozitolio junginiai (Ache et al. 2000; Adem et al. 2019). GORK
kanaly homologai SKOR (Stelar K* outward rectifier — Saknies centrinio
veleno Koy kanalas) randami ksilemos parenchimos lastelése. Sie kanalai
praleidzia iStekancias K* sroves, jy aktyvacija sekundziy eilés, inaktyvacija
nestebima (Pantoja, 2021).

Vienintelis dviejy pory / tandeminiy pory (two-pore / tandem-pore)
grupés kanalas, aptinkamas plazmingje membranoje — TPK4. Siy kanaly
aktyvumas nepriklauso nuo jtampos, nors lengviau praleidziamos jtekancios
srovés, kanalai aktyvuojami mechaninés jégos, juos blokuoja [Ca?*]ey. Sie
kanalai veikia kaip vidulgsteliniai osmolingumo jutikliai, reguliuoja MP
(Becker et al., 2004; Sharma et al., 2013).

Visy §iy kanaly savybés ir funkcijos detaliai apzvelgtos (Dreyer,
Uozumi, 2011; Hedrich, 2012; Sharma et al., 2013; Pantoja, 2021).

2.1.2. Augaly plazminés membranos anijony kanalai

Anijony kanalai augaluose laidus ne tik i§ visy anijony elektrofiziologiskai
svarbiausiems CI- jonams, bet ir nitratams, sulfatams, kitiems anijonams. Sie
kanalai atsakingi uz osmolingumo reguliavimg, metabolity paskirstymag
lasteléje ir Kkitas funkcijas (Barbier-Brygoo et al., 2011). Pagal savybes,
anijony kanalai baltaziedziame vairenyje skirstomi j S-tipo, R-tipo ir jautrius
aliuminiui (Hedrich, 2012).

S-tipo (slow — létos aktyvacijos) — SLAC1 kanalai (Slow Anion
Channel 1 — 1étos aktyvacijos anijony kanalas 1) ekspresuojami zioteliy
varstomosiose lgstelése. Jie pasiZzymi silpna priklausomybe nuo jtampos ir
léta deaktyvacija ties hiperpoliarizuojanciomis jtampomis. Taip pat
aptinkami 4 SLAC1 homologai — SLAH kanalai. SLAH3 randami zioteliy
varstomosiose lgstelése, pasizymi panaSiomis savybémis j SLACI, bet yra
selektyvesni nitratui, o ne chloridui, aktyvuojami depoliarizacijos (Hedrich,
2012; Pantoja, 2021).

Geriausiai istirtas R-tipo (rapid — greitos aktyvacijos) kanaly atstovas —
QUAC1 (quick anion channel — greitos aktyvacijos anijony kanalas).
QUAC1 aktyvuoja depoliarizacija, Sie kanalai pasizymi stipria
priklausomybe nuo jtampos, greita aktyvacijos ir deaktyvacijos kinetika,
laidZiausi malatui ir sulfatui. Aptikta, kad Siuos kanalus koduoja ALMT12
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genas. ALMT (Aluminium-induced malate transporter — malato
transporteriai, rasti aliuminiui atspariose kvieCiy linijose) Seimos atstovai
yra malatui laidas kanalai, daugiausiai aptinkami plazmingje membranoje,
ju funkcija susijusi su zioteliy varstymusi (Hedrich, 2012; Pantoja, 2021).
Vis délto, nors apie 40 % R-tipo sroviy lemia jony tekéjimas per ALMTI12,
taciau, iSveiklinus §j kanalg koduojantj gena, dalis sroviy iSlieka. Spéjama,
kad jas lemia ne vien ALMT tipo kanalai (Meyer et al., 2010; Barbier-
Brygoo et al., 2011; Jaslan et al., 2023).

Baltaziedis vairenis taip pat turi 10 MSL (Mechano sensitive-like —
mechaniniam poveikiui jautriy) kanaly, aktyvuojamy membranos jtempimo,
nepriklausan¢iy nuo jtampos, laidesniy anijonams (Maksaev, Haswell,
2012).

Anijony kanalai augaluose placiai apzvelgti (Barbier-Brygoo et al.,
2011; Hedrich, 2012; Pantoja, 2021).

2.1.3. Augaly plazminés membranos Ca?* laidiis kanalai

Augaly Ca?" kanalai mazai teistirti. Dauguma i§ jy yra neselektyvis, be Ca?*
praleidziantys ir kitus Kkatijonus, pasizymintys sudétingais valdymo
mechanizmais (Demidchik et al., 2018).

Jtampos valdomy Ca?* laidziy kanaly molekuliné tapatybé augaluose
nezinoma. Siuos kanalus (ar jy grupes) aktyvuoja hiperpoliarizacija, H202,
hormonas absciziné rugstis (ABA) (Pottosin et al., 2009).

Pla¢iau istirti cikliniy nukleotidy valdomi kanalai CNGC (cyclic
nucleotide-gated channel). Baltaziedis vairenis turi 20 jy izoformuy,
dauguma jy aptinkami plazminé¢je membranoje, yra aktyvuojami
hiperpoliarizacijos, Ca?*, kalmodulino (Kaplan et al., 2007; Pantoja, 2021).

Kita didelé ligandy valdomy neselektyviy katijony kanaly grupé —
glutamato receptoriai GLR (glutamate receptor-like receptors), homologiski
gyviiny jonotropiniams glutamato receptoriams. BaltaZiedzio vairenio
genome esama 20 Sio tipo kanaly geny kopijy. GLR kanalus aktyvuoja
aminoragstys, GLR3.3 ir GLR3.6 susije su iSaugusia streso hormono
jazminy raigsties sinteze sugeneravus VP (Vincent et al., 2017).

MCA1 (mid1-complementing activity 1 — mieliy midl mutanty laukinio
tipo fenotipg atstatantis baltymas 1) ir MCA2 kanalai — aktyvuojami
mechaninio poveikio. Taip pat esama vieno PIEZO kanalo (Pantoja, 2021).

Prie Ca?* laidziy kanaly priskiriami ir OSCA (reduced hyperosmolarity
induced [Ca*]i increase — hiperosmoliariskumo sukelto Ca?* srauto)
kanalai, jautriis padidéjusiam aplinkos osmolingumui, tikétina, atsidarantys
dél lipidinés membranos sukuriamo mechaninio jtempimo (Zhang et al.,
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2018; Murthy et al., 2018). Ca*" laidis taip pat ir daugelyje augaly risiy
aptinkami, bet mazai tirti aneksinai (Sharma, Singh, 2023).

Visi Sie kanalai issamiai apzvelgti (Hedrich, 2012; Demidchik et al.,
2018; Pantoja, 2021)

2.1.4. Augaly vakuolés membranos jony kanalai

Dél taikyty specifiniy metodiky, augaly vakuolés membranos jony
kanalai vieni i§ pirmyjy pradéti tirti ,,patch clamp‘ metodu, dél to dauguma
i§ jy yra gerai funkciSkai charakterizuoti dar prie§ pradedant disponuoti
genominiais duomenimis (Hedrich et al., 1986). Geriausiai istirti létieji
vakuoliniai SV (slow vacuolar) kanalai, kuriuos koduoja TPC1 (two pore
channel) genas. Sie kanalai neselektyviis, laidziausi K*, $iek tiek Na* ir Ca*,
valdomi jtampos ir Ca?* — Ca?* jonai citoplazmoje juos aktyvuoja, vakuoléje
— blokuoja (Hedrich, Marten, 2011).

Dauguma TPK kanaly geny — TPK1, TPK2, TPK3 ir TPK5 — reiSkiama
tonoplaste, taciau tik vieno i§ jy — TPK1 — funkcinis atitikmuo yra zZinomas.
Sis genas koduoja vakuolinius K* (VK) kanalus, kuriy aktyvumas
nepriklauso nuo jtampos, citoplazminis Ca?* VK kanalus aktyvuoja (Voelker
et al., 2010).

Greituosius vakuolinius kanalus FV (fast vacuolar channels) tikriausiai
atitinka KCO3 (K* channel 3, Ca** activated, outward rectifying — Ca?*
aktyvuojamas Ko kanalas 3) genas, giminiskas TPK genams. Sie kanalai
katijonams neselektyvis, blokuojami citoplazminio Ca®* (Pantoja, 2021).

Kai kurie chlorido kanaly CLC (chloride channel) grupés nariai gali
funkcionuoti kaip jony kanalai, kai kurie — kaip anijony / protony
antiporteriai. IS 7 baltaziedzio vairenio CLC transporteriy tonoplaste
randami 4 — CLCa, CLCb, CLCc ir CLCg. Pirmieji trys, spéjama, atsakingi
uz NOs™ / H* keitima, 0 CLCg veikia kaip tradicinis anijony kanalas. CLC
funkcijos siejamos su CI-, NOgs~, kartais ir organiniy anijony homeostaze,
MP formavimu, atsaku ] padidéjusio aplinkos druskingumo stresa
(Nedelyaeva et al., 2020).

Taip pat tonoplaste randamas kanalas ALMT6 (Pantoja, 2021).

Vakuolés jony kanalai apzvelgti (Isayenkov et al., 2010; Dreyer,
Uozumi, 2011; Hedrich, 2012; Sharma et al., 2013; Pantoja, 2021).

2.1.5.Augaly elektrogeninés pompos

Daugeliui fiziologiniy procesy pritaikomi transmembraniniai protony
gradientai, elektrofiziologiniame kontekste tai leidzia sukurti ir kity jony

15



gradientus, taip jgalinant ir jony kanaly veiklg. Plazminéje membranoje
esama P-tipo H'-ATPaziy, tonoplaste — V-tipo H*-ATPaziy, taip pat
aptinkama ir vakuoliniy H*-pirofosfataziy (V-PPaziy). Sie baltymai perkelia
protonus i§ citoplazmos | atitinkamai ekstralgsteling erdve ir vakuolg
(Hedrich, 2012). Autoinhibicinio tipo H*-ATPazés AHA (Autoinhibited H*-
ATPase) hiperpoliarizuoja MP ir taip skatina K* pasisavinima i$ aplinkos per
Kin kanalus (Wang et al., 2022), dalyvauja nuo ABA priklausomame zioteliy
uzsivérime, sukeldamos K* jtekéjima (Pei et al., 2022), padeda atsilaikyti
pries druskingumo stresa, kurdamos protony gradientus, kurie gali buti
panaudojami nepageidaujamy jony pasalinimui i§ Igstelés (Vitart et al.,
2001). Sios protony pompos gali biiti aktyvuojamos MP depoliarizacijos
(Reyer et al., 2020).

Zemas Ca?* koncentracijas citoplazmoje palaiko P-tipo Ca?*-ATPazés
— autoinhibicinio tipo (ACA) ir endoplazminio tinklo tipo (ECA)
(Demidchik et al., 2018). Isveiklinus $ias pompas sutrinka vidulasteliné¢ Ca?*
homeostazé, augalai tampa pazeidziamesni iSoriniams stresoriams (Hilleary
et al., 2020; Fotouhi et al., 2022). ECA transporteriai taip pat atsakingi ir uz
kity divalen¢iy jony — Mn?*, Zn?* — pernesimg (Wu et al., 2002; Mills et al.,
2008).

Augaly eletrogeninés pompos placiau apzvelgtos (Fuglsang et al.,
2011; Garcia Bossi et al., 2020; Li et al., 2022).

2.2. Augaly elektriniai signalai

Elektriniy signaly — trumpalaikiy MP poliarizacijos jvykiy — augaluose
funkcija — pajutus vietinj poveikj, sukeltg greito temperatiiros ar ap§vietimo
pokyc¢io; patyrus mechaning ar cheming stimuliacija, ,,pranesti apie tai
toliau nuo poveikio vietos esan¢ioms augalo dalims ir jjungti sisteminius
atsako mechanizmus (Krol et al., 2010; Kisnieriene et al., 2022).
Augaluose aprasyti keli elektriniy signaly tipai — nezeidZianciy stimuly
sukelti veikimo potencialai (VP); Zeidzianciy stimuly sukelti slopstancios
amplitudés  variabilis  potencialai, taip pat sklindantys MP
hiperpoliarizuojantys sisteminiai potencialai (Sukhov et al., 2019).

2.2.1. Augaly veikimo potencialai
VP augaluose pasizymi visais gyviiny veikimo potencialams budingais

poZymiais: jie generuojami virSijus tam tikra MP verte — suzadinimo
slenkstj,— pasiZzymi ,viskas arba nieko“ generavimo principu, turi
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refrakterinj perioda, geba sklisti lgstele pastoviu grei¢iu neprarasdami
formos (Beilby, 2007).

Nusklides veikimo potencialas sukelia sisteminj atsaka, keisdamas
augalo fiziologing biiseng — aktyvuoja lastelinj kvépavima, inhibuoja
fotosintetinj aktyvuma, skatina streso hormony sintez¢, veikia tam tikry
geny raiska (Pyatygin et al., 2008; Sukhov et al., 2019).

IstoriSkai, greitas elektriniy signaly perdavimas augaluose aprasytas,
pradéjus stebéti jautriuosius musékautus (Dionaea muscipula), jautrigsias
mimozas (Mimosa pudica) ir panasius augalus, kuriy organy greitus judesius
galima stebéti plika akimi (Burdon-Sanderson, 1873; Darwin, 1888; Bose,
1913). Siekiant nustatyti veikimo potencialy generavimo mechanizma,
pirmieji elektrofiziologiniai matavimai vidulgsteliniais mikroelektrodais
atlikti pasitelkiant daug patogesne modeliné sistemg — Characeae Seimos
dumblius (Umrath, 1930; Fromm, Lautner, 2007).

2.2.2. Augaly veikimo potencialy molekulinis mechanizmas

VP generavimo molekuliniy principy perpratima ilga laikg stabdé tai, kad
gerai funkciSkai iStirty riisiy genomai pradéti sekvenuoti palyginus neseniai
(Beilby, 2019), o augaly, kuriy genomai Zinomi, elektrofiziologiniy tyrimy,
ypac pasitelkiant genomo redagavimo priemones, dar néra daug (Cuin et al.,
2018).

Siuo metu daugiausiai ziniy sukaupta apie jautriojo musékauto
(Dionaea muscipula) VP generavimo molekulinj mechanizma.

Lyginant jautriojo musékauto jautriyjy plaukeliy ir likusiy augalo daliy
transkriptomus, aptikta, kad tarp rySkiausiy skirtumy stebima ir intensyvesné
tam tikry jony kanaly raiska elektriskai suzadinamose lastelése:

e DmGLR3.6 — neselektyvus glutamato tipo kanalas;

e DmOSCA1l.7, DmOSCA1.2, DmOSCA4.1 — neselektyvis
membranos tempimo aktyvuojami katijony kanalai;

e DmMSL10 — tempimo aktyvuojamas neselektyvus anijony
kanalas;

e KDM1 (K" channel Dionaea muscipula 1) — Kij, tipo nuo
jtampos priklausomas rektifikuojantis K* kanalas, ortologas
baltaziedzio vairenio KAT1;

e DmSKOR - Kyt tipo nuo jtampos priklausomas
rektifikuojantis K* kanalas, ortologas baltaziedzio vairenio
SKOR (losip et al., 2020).
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Formuojantis jautriojo musékauto gaudyklei, jautrieji plaukeliai tampa
mechaniskai suzadinami tik po tam tikros vystymosi stadijos. Lyginant geny
raiSkos skirtumus tarp dar nesuzadinamy ir suzadinamumg morfogenezés

eigoje igijusiy plaukeliy, aptikta, kad vélesnéje stadijoje daugiau reiskiama:

e DmGLR3.6 ir DMGLR3.4 — neselektyvis glutamato tipo
kanalai;

e  DmALTMY — malato transporteris, laidus anijonams;

e DmSKOR — Ky tipo kanalas;

e DmAHA4, DMAHA3 ir DmMAHAS — plazminés membranos
H*-ATPazés;

e DmNPF6.2 — nitraty transporteris (Scherzer, Bohm, et al.,
2022).

Manoma, kad, suskirs¢ius VP j penkias fazes, $iy elektriniy signaly
generavimo mechanizmas jautriajame musékaute galéty biti toks (2.1 pav.):

1)

2)

3)

4)

5)

Ca?" jtekéjimas j citoplazmg i$ iSorés per DMGLR3.6 kanalus. Ca®*
signalg sustiprina Ca?* aktyvuotas Ca?* iSleidimas i§ endoplazminio
tinklo per dar nezinomus kanalus. Spéjama, kad signalo stiprinimo
funkcija atlieka ir plazminés membranos DMOSCAL.7 kanalai.
Depoliarizuojantis anijony srautas i$ lgstelés per Ca?* aktyvuotus
DmALMTY9/12 kanalus ir galbt membranos tempimo
aktyvuojamus DmMSL10 kanalus.

Depoliarizacijos aktyvuojamas K* jony srautas i§ lgstelés per
DmSKOR kanalus.

Depoliarizacija taip pat aktyvuoja DmAHA4 H*-ATPaze,
leidzian¢ia ~ membranai  toliau  repoliarizuotis  ir  net
hiperpoliarizuotis.

Membranos ramybés potencialg atstato DmHAKS5 ir DmNRT
transporteriai, atstatantys K* ir anijony koncentracijas (losip et al.,
2020; Hedrich, Fukushima, 2021; Scherzer, Béhm, et al., 2022;
Hedrich, Kreuzer, 2023). Su Ca®* paSalinimu i§ citoplazmos
siejamos Ca?-ATPazés plazminéje membranoje DmACA2 ir
DmACA10 bei endoplazminiame tinkle DmECAL1 (Scherzer,
Huang, et al., 2022).

18



| |

(*2) -L N

o O O
T T T

Membranos potencialas (mV)
&
o

-100F
-120}
—1401
1' 2
Laikas (s)

2.1 pav. Jautriojo musékauto veikimo potencialo generavimo mechanizmas.
Skai¢iais pazymétos atskiros fazés paaiskintos tekste. Adaptuota pagal
(Hedrich, Kreuzer, 2023).

Sutariama, kad Sie bendrieji veikimo potencialy generavimo bruozai
turéty galioti daugumai aukStesniyjy augaly, taciau konkreciy kanaly
vaidmuo kitose rii§yse daznai néra zinomas (Novikova et al., 2017). Kol kas
jrodyta, kad baltaziedzio vairenio AtGLR3.1-3, AtGLR3.5 ir AtGLR3.6
kanalai atsakingi uz depoliarizacijos fazés Ca®* srautg (Mousavi et al., 2013;
Salvador-Recatala, 2016). Galbiit su Ca?* jtekéjimu susije ir CNGC kanalai
(Johns et al., 2021). Baltaziedzio vairenio MSL10 kanaly mutantai, paveikti
zeidziancio stimulo, generuoja trumpesnés trukmés variabilius potencialus,
sumazéja jy generuojamy Ca?* bangy amplitudés, Sie signalai generuojami
su didesniu uzvélinimu nuo stimulo pradzios. Siuose augaluose taip pat
stebéta sumazéjusi gynybinio hormono jazminy riigsties produkcija. MSL10
aminortgséiy sekoje identifikuota ,,EF rankos* struktiira, rodanti, kad Sio
kanalo aktyvuma galéty reguliuoti Ca®* jonai. Per MSL10 tekanti anijoniné
srové depoliarizuoja MP, taip prisidédama prie GLR kanaly aktyvacijos ir
stiprindama elektrinj signalag (Moe-Lange et al., 2021).

Remiantis geny iSveiklinimu paremtais tyrimais, baltaziedzio vairenio
AtGORK kanalai atsakingi uz K* srautg membranos repoliarizacijos metu
(Cuin et al., 2018).

Diskutuojama dél tonoplasto TPC/SV kanaly (Peiter et al., 2005) jtakos
elektriniy signaly generavimui. Esant ramybés biisenai, Sie kanalai
daugiausiai laidlis K* jonams, taciau tam tikromis salygomis gali sudaryti
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salygas Ca?* srovéms pagal koncentracijos gradienta tekéti i§ vakuolés j
citoplazmg. Kanalus aktyvuoja i§ pazidros nefiziologinés Ca?*
koncentracijos citoplazminéje tonoplasto pus¢je, tad tebevyksta diskusijos,
ar lokaliai tokios aukstos koncentracijos gali biiti pasickiamos. Tokiu atveju
TPC kanalai galéty sustiprinti Ca?* signalus, nulemtus Ca?* jony jtekéjimo j
citoplazmg per kitus plazminés membranos kanalus (CICR - Calcium-
Induced Calcium Release — Ca?* indukuotas Ca?" isleidimas) (Ward,
Schroeder, 1994). Viena vertus, esama tyrimy, rodanéiy, kad, i$veiklinus
TPC kanalus arba padidinus jy rai$ka, Igstelése Ca®* bangy dinamika
nepasikei¢ia (Ranf et al., 2008). Kita vertus, tiriant tokius mutantus
pastebéta, kad daugiau nei eile sumazéja Ca?* bangy sklidimo greitis ilgais
atstumais (Choi et al., 2014; Kiep et al., 2015).

Tiriant tonoplasto suzadinamumg baltaziedzio vairenio vakuolése,
aptikta, kad sios membranos potencialg daugiausia depoliarizuoja K* srove,
tekanti per TPC kanalus. Charakteringg formg vakuolés veikimo
potencialams taip pat suteikia trumpalaikés K* srovés per TPK1 ir TPK3
kanalus. Matematinis modeliavimas parodé, kad repoliarizacija vyksta dél
H*-ATPaziy aktyvumo. Spéjama, kad vakuoliy veikimo potencialai galéty
atlikti plazminés membranos veikimo potencialy stiprinimo funkcijg (Jaslan
etal., 2019).

2.3. Characeae Seimos menturdumbliai

Evoliuciskai senos Characeae Seimos dumbliai — vieni i§ filogenetiskai
artimiausiy aukstesniesiems augalams (Karol et al., 2001). Sie jvairaus
druskingumo vandeninéje aplinkoje gyvenantys menturdumbliai pasizymi
savita morfologija: jy talomas sudarytas i§ ilgy (iki 30 cm ilgio)
tarpubambliniy lasteliy, atskirty bambliais. Substrate menturdumbliai
jsitvirtina ] tarpubamblines lgsteles panaSiais, tik plastidziy neturinCiais
rizoidais (Shimmen et al., 1994; Beilby, Casanova, 2014; Larkin et al.,
2018).

IS talomo iSkirpta nepazeista paviené tarpubambliné lgstelé gali
egzistuoti kaip atskiras organizmas, patogi modelin¢ sistema biofizikos,
mechanobiologijos, ekologijos, lgstelés biologijos ir kituose tyrimuose
(Bulychev, Kamzolkina, 2006; Shimmen, 2007; Foissner, Wasteneys, 2014;
Larkin et al., 2018).

Menturdumbliy Iagstelés, kartais vadinamos zaliaisiais aksonais
(Andjus, 1998), placiausiai taikomos augaly elektrofiziologijos tyrimuose
(Beilby, Casanova, 2014). Dél savo matmeny tokios Igstelés tinkamos
registruoti elektrinius signalus vidulasteliniais elektrodais, taikant tiek
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fiksuotos srovés, tik ir fiksuotos jtampos metodus (Lunevsky et al., 1983).
Pritaikius citoplazminiy laSy metodika, patogu tirti tonoplasto jony kanaly
aktyvumga (LUhring, 1986).

2.4. Characeae Seimos dumbliy jony pernaSos sistemos

Nusekvenavus Characeac Seimos atstovo Chara braunii genoma
(Nishiyama et al., 2018), paaiskéjo, kokiy membranos pernasos sistemy
esama Siuose menturdumbliuose. Taip pat atlikta transkriptomo tyrimy
(Pertl-Obermeyer et al., 2018; Phipps, Goodman, et al., 2021; Phipps,
Delwiche, et al., 2021; HeR, Heise, et al., 2023; Hel3, Holzhausen, et al.,
2023).

2.4.1. Characeae Seimos dumbliy K* kanalai ir transporteriai

Remiantis nusekvenuoto Chara bruanii genomo ir Chara australis
transkriptomo duomenimis, menturdumbliuose K* kanaly jvairové ne tokia
didelé, kaip aukstesniuosiusoe augaluose (Pertl-Obermeyer et al., 2018;
Phipps, Goodman, et al., 2021; Phipps, Delwiche, et al., 2021; HeR, Heise,
et al., 2023; HeR, Holzhausen, et al., 2023).

Chara braunii KT5 kanalas giminiSkiausias baltaziedZio vairenio
kanalui AKT5 (Nishiyama et al., 2018). Zinoma, kad §is kanalas yra Ki,
sroves praleidZiantis, tac¢iau funkciSkai necharakterizuotas (Pantoja, 2021).

Chara braunii turi vieng GORK/SKOR $eimai priskiriamg kanalg
KOR, potencialiai veikiantj kaip Kou kanalas (Nishiyama et al., 2018).

Characeae Seimos dumbliuose aptinkama ir nuo jtampos nepriklausomy
TPK Seimos kanaly. Tikétina, kad Chara braunii kanalas SLO1 (slowpoke 1
— drozofily slowpoke mutacijos K* kanalas 1) veikia plazmingje
membranoje, nes yra giminingiausias baltaziedzio vairenio TPK4 kanalams.
Tikéta, kad tonoplaste lokalizuoti kiti Sios Seimos K* kanalai — Chara
braunii TPKI1 giminingiausias baltaziedZio vairenio TPKS5, o Chara
australis TPK5 — AtTPK3 (Nishiyama et al., 2018; Pertl-Obermeyer et al.,
2018).

Chara corallina turi 3 HKT1 (High-affinity K* Transporter 1 — didelio
giminingumo K™ transporteris 1) Seimos transporterius. HKT1 gali veikti
kaip selektyviis Na* transporteriai, arba Na*/ K* simporteriai, kuriy funkcija
— apsaugoti Igsteles nuo per didelés Na* koncentracijos (Na* / K* santykio)
padidéjusio aplinkos druskingumo streso metu (Ali et al., 2019). Chara
australis turi 1 Sio transporterio kopijg, Chara longifolia — 5 (Phipps,
Goodman, et al., 2021).
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Chara braunii aptikta CHX17, CHX18, CHX19 ir CHX20 katijony-
protony antiporteriy (Cation / H" Exchanger) kopijy (Nishiyama et al.,
2018). Chara australis — CHX17 ir CHX19 (Pertl-Obermeyer et al., 2018).
CHX17, CHX18 ir CHX19 aptinkami plazminé¢je membranoje ir
endosomose (Chanroj et al., 2013), CHX20 - endomembranose
(Padmanaban et al., 2007).

CPA (Cation Proton Antiporter — katijony-protony antiporteriy)
superseimai priklauso Chara braunii NHX2 ir NHX6 genai, kuriy produktai
augaluose reiskiami atitinkamai tonoplate ir endosomose (Nishiyama et al.,
2018). 2 NHX transporterius, giminingus NHX2 ir NHX6, turi Chara
australis; druskingesnése aplinkose galinti iSgyventi Chara longifolia turi
vieng NHX6 giminingg kopija, spéjama, reiskiamg plazminéje membranoje
(Pertl-Obermeyer et al., 2018; Phipps, Goodman, et al., 2021). Si
transporteriy Seima atsakinga uz Na" arba K perkélima i§ citoplazmos,
naudojant protony gradientg (Bassil et al., 2011; Fan et al., 2018).

2.4.2. Characeae Seimos dumbliy anijony kanalai

Chara braunii genomo tyrimas atskleidé, kad anijony kanaly tipy
menturdumbliuose taip pat néra gausu (Nishiyama et al., 2018).

Characeae $eimos dumbliuose neaptikta SLAC / SLAH anijony kanaly,
kurie pladiai paplite kitose augaly rasyse (Nishiyama et al., 2018).

Daugiausia anijony tikriausiai transportuojama per vieng kopija malato
transporterio, giminingiausio baltaZiedZio vairenio kanalui ALMT13. Sie
kanalai ekspresuojami zioteliy varstomuyjy lasteliy plazminéje membranoje,
taciau néra atsakingi uz R-tipo anijony sroves suzadinimo metu. Sprendziant
pagal ALMT13 kanalo aminortgs¢iy seka, Siame baltyme yra ,,EF ranky*
tipo motyvas, prie kurio galéty jungtis Ca®" jonai, moduliuodami kanalo
aktyvumg (Jaslan, 2019; Jaslan et al., 2023).

CLC transporteriai CLCc, CLCd, CLCe ir CLCf atitinka homologus
baltaziedziame vairenyje, yra iSsidéte vidulastelinése membranose. Chara
australis traskriptomas tai patvirtina: reiSkiami CLCd arba CLCc ir CLCe
arba CLCf baltymai (Pertl-Obermeyer et al., 2018).

MSL10 neselektyviis membranos jtempimo aktyvuojami kanalai
praleidzia anijonines sroves, yra siejami su elektriniy signaly generavimu
(Hedrich, 2012; Moe-Lange et al., 2021).

BaltaziedZiame vairenyje neaptikti ANO1 baltymai gyviinuose atitinka
Ca?* aktyvuojamus CI- kanalus, kai kurie $io anoktaminy $eimos nariai
veikia kaip lipidy skramblazés (Tian et al., 2012).
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2.4.3. Characeae $eimos dumbliy Ca?* laidus kanalai

Kaip ir aukStesniuosiuose augaluose, menturdumbliuose Ca?* kanalai
atsakingi uz tokias svarbias funkcijas kaip Ca®* bangy kirimas ir elektriniy
signaly iniciavimas (Williamson, Ashley, 1982), taciau, nepaisant to, §iuos
kanalus koduojantys genai dar néra nustatyti, nors galimy kandidaty yra
nemazai (Nishiyama et al., 2018).

Characeae Seima skiriasi i$ kity augaly grupiy, nes juose nerasta GLR
kanaly geny (Nishiyama et al., 2018).

Chara braunii genomas koduoja CNGC1, CNGC2 (atitinka AtCNGC1)
(abu priklauso CNGC | grupei), CNGC5a, CNGC5b (atitinka AtCNGC7),
CNGC6, CNGCS (II grupe) ir CNGC15 (III grupé) kanalus, visy Siy kanaly
elektrofiziologinés charakteristikos ir funkcijos néra gerai istirtos dél
funkcinio persidengimo. AtCNGC1 ir homologas tabake NtCBP4
(Calmodulin binding protein 4 — kalmoduling prisijungiantis baltymas 4),
randami plazminéje membranoje ir yra susije su Pb?* ir kity sunkiyjy metaly
kaupimusi augale (Arazi et al., 1999). CNGC5 ir CNGC6 Zzioteliy
varstomosiose lastelése atsakingi uz divalenciy katijony sroves per plazming
membrang, taip pat laidis Na* (Wang et al., 2013). Sakniaplaukiuose abu
Sie kanalai taip pat atsakingi uz Ca?* jtekéjima j lgstele reguliuojant tjsima.
Manoma, kad CNGCS5, CNGC6, CNGC9 ir CNGC12 gali vienas kita
pavaduoti augaly hormono abscizinés ragsties valdomame zioteliy
uzsivérimo signaliniame kelyje (Tan et al., 2023). CNGC15 plazminéje
membranoje sudaro kompleksus su nitraty transporteriu NTR1.1, kuris
moduliuoja nitraty sukeltas Ca?* bangas (Wang et al., 2021).

Taip pat zinoma Chara braunii genome esant 5 osmolingumo poky¢iy
aktyvuojamy OSCA kanaly kopijy, atitinkan¢iy AtOSCA1.3, AtOSCA2.3 ir
AtOSCAS3.1 (Nishiyama et al., 2018).

Chara braunii turi dvi ORAI kanaly kopijas (Nishiyama et al., 2018).
Gyviinuose ORAI baltymai formuoja CRAC (Ca** release-activated Ca®* —
Ca?* aktyvuojamus Ca?*) kanalus, selektyviai laidzius Ca?*. Sie kanalai
aktyvuojami specialiy STIM (stromal interaction molecules — saveikos
stromoje molekulés) molekuliy, veikian¢iy kaip Ca?"  sensoriai
endoplazminiame tinkle. ORAI baltymus koduojanéiy geny aptikta daugelio
augaly (bet ne magnolijiny) genomuose. Vis délto, né vienoje i$ tirty rasiy
neaptikta STIM molekuliy. Lieka neaisku, ar ORAI baltymai formuoja
kanalus, o net jei ir taip, ar Sie kanalai funkciskai aktyvis, kokie jy
aktyvavimo mechanizmai ir funkcijos. Spéjama, kad juos galéty aktyvuoti
biotiniai veiksniai arba endogeninés aktyvios deguonies formos, kas rodyty
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sasajg su gyvininiais CRAC kanalais, svarbiais formuojant imuninj atsaka
(Edel et al., 2017).

Chara brauni turi vieng PIEZO kanalo kopija (Nishiyama et al., 2018).
Physcomitrella patens mutanty be mechaniniam poveikiui jautriy PIEZO
kanaly fenotipai auga lé¢iau, kei¢iasi Ca?" bangy dinamika. PrieSingai, nei
gyviinuose, PIEZO kanalai aptikti tonoplaste, jy orientacija jgalina iSleisti
Ca?" i§ vakuolés j citoplazma. Kanaly veikla siejama su turgoro jutimu,
vakuolés morfologijos palaikymu (Radin et al., 2021).

Chara braunii genome aptiktas TPC genas (Nishiyama et al., 2018;
Dreyer et al., 2021), Chara australis jis yra ekspresuojamas (Pertl-
Obermeyer et al., 2018), taciau tos pacios Seimos atstovo Nitellopsis obtusa
tarpubambliniy lgsteliy tonoplastuose SV tipo sroviy neaptikta (Koselski et
al., 2021), tad néra aisku, ar $ioje raSyje kanalai reiskiami, 0 jei taip, ar jie
yra funkciskai aktyvas.

2.4.4. Characeae Seimos dumbliy elektrogeniniai transporteriai

Chara braunii genome esama trijy H*-ATPaziy AHA kopijy, homologisky
baltaziedzio vairenio AHA2, AHA4 ir AHA9 (Nishiyama et al., 2018).
Spéjama, kad Chara braunii AHA2 §is genas gali buti nefunkcionalus, nes
neturi specifinés konservatyvios aminortig$¢iy sekos, buitinos visoms P-tipo
ATPazéms (Phipps, Goodman, et al., 2021). Chara australis
ekspresuojamos dvi AHA izoformos, homologiskos AtAHAZ ir AtAHA11
(Pertl-Obermeyer et al., 2018), Chara longifolia — viena izoforma (Phipps,
Goodman, et al., 2021). I§ Chara australis isskirta H*-ATPazé CHAI
(Chara H*- ATPase 1), kurios aminoriigs¢iy seka artima Chara braunii
AHA4 ir AHA2 (Zhang et al., 2020).

Chara australis transkriptome aptikta vakuolinés H*-ATPazés VHA
(Sze et al., 2002) subvienety geny (Pertl-Obermeyer et al., 2018).

Druskingoje aplinkoje auganti Chara longifolia turi 4 Na*-ATPazés
ENA formas, nerandamas induociuose augaluose (Phipps, Goodman, et al.,
2021), kuriy raiska iSauga kartais, sukélus druskingumo stresg (Phipps,
Delwiche, et al., 2021).

Chara braunii genome esama ACA ir ECA tipy Ca?*-ATPaziy geny
(Nishiyama et al., 2018). Remiantis ziniomis apie analogiskus transporterius
baltaziedziame vairenyje, ACA9 turéty biiti reiSkiama plazmingje
membranoje, ACA4 ir ACA11 — tonoplaste (Schigtt et al., 2004; Hilleary et
al., 2020). Chara longifolia turi dvi ACA izoformas, Chara australis — tris
(Phipps, Goodman, et al., 2021). ECA tipo pompos turéty biiti lokalizuotos
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endoplazminiame tinkle, Goldzio komplekse (Wu et al., 2002; Mills et al.,
2008; Garcia Bossi et al., 2020).

Chara braunii taip pat turi aukstesniuosiuose augaluose nepatinkamos
Na*/ K* ATPazés geno kopija (Nishiyama et al., 2018).

2.5. Characeae Seimos dumbliy veikimo potencialai

Veikimo potencialai Characeae Seimos dumbliuose vidulgstelinias
elektrodais pirmakart uzregistruoti beveik pries Simtmetj (Umrath, 1930).

VP generavimo mechanizmas i§ esmés yra suprastas, nors molekuliniai
komponentai dar néra igaiskinti (Beilby, 2019). Siomis Ziniomis remtasi
analizuojant ir aukS$tesniyjy augaly VP (Jaslan et al., 2019). Visuotinai
priimta, kad pirminé plazminés membranos depoliarizacija prasideda dél
Ca?" jony jtekéjimo j citoplazmg. Diskutuojama, kas galéty biiti Ca?* jony
Saltinis — Igstelés iSoré (Lunevsky et al., 1983; Berestovsky, Kataev, 2005)
ar vidinés saugyklos (Lunevsky et al., 1983; Kikuyama et al., 1993). Ca?*
jonai aktyvuoja CIl- kanalus — Sios dvi jtekanCios srovés membrang
depoliarizuoja. Repoliarizacija uztikrina nuo jtampos priklausomy K*
kanaly bei H*-ATPaziy aktyvavimasis (Thiel et al., 1997; Kisnieriené et al.,
2012), svarbios ir Ca?*-ATPazés (Kisnieriene et al., 2019).

,,Patch clamp* metodu Chara corallina plazminéje membranoje aptikta
K* ir CI” kanaly, taiau, néra aiSku, ar jie atsakingi uz VP generavima
(Okihara et al., 1991; Homann, Thiel, 1994).

Vakuolés membrana — tonoplastas — taip pat suzadinama (Kikuyama,
1986). Manoma, kad tonoplasto VP mechanizmas yra analogiSkas
procesams, vykstantiems plazminéje membranoje - membrang
depoliarizuoja Ca®* ir CI- srovés, o repoliarizuoja K* kanaly ir H*-ATPaziy
aktyvumas (Lunevsky et al., 1983). ,Patch clamp“ metodu vakuolés
membranoje aptikta jvairaus laidumo K* ir CI™ kanaly, ta¢iau jy molekuliné
tapatybé nezinoma (LUhring, 1986; Tyerman, Findlay, 1989; Laver, Walker,
1991).

2.5.1. Thielio-Beilby modelis

Thielio-Beilby matematinis modelis apraso VP generavimg Characeae
Seimos dumbliuose, laike simuliuodamas MP kitima, nulemtg tam tikry
joniniy sroviy tekéjimo (Biskup et al., 1999; Wacke, Thiel, 2001; Wacke et
al., 2003; Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017; Kisnieriene et al., 2019).
Modelio pagrindas pasiskolintas i§ gyviininio Ca?" bangy gyviiny
suzadinamose lastelése matematinio modelio (Othmer, 1997). Pagal §j
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modelj, Ca?" bangy dinamika gali paaiskinti bent 4 biiseny Ca?" kanaly
endoplazminiame tinkle aktyvumas. Nurodomos tokios kanaly buisenos:
e R — bisena, kai prie kanalo neprisijungusi jokia molekulé, kanalas
neaktyvus;
e IR — biisena, kai prie kanalo prisijungusi inozitolio trisfosfato (IP3)
molekulé, kanalas neaktyvus;
e IRC, — biisena, kai prie kanalo prisijungusi ir IPs molekulé, ir Ca®*
jonas, kanalas aktyvus;
e IRC.C.—biisena, kai prie kanalo prisijungusi IP3 molekulé ir du Ca?*
jonai, kanalas neaktyvus.

Lastelés membrana suzadinama staigiai padidinant citoplazmoje 1P3
koncentracijg, kuri ggsta eksperimentiSskai nustatyta laiko konstanta
1~ 5 s (Wacke, Thiel, 2001). Nustatyta, kad IP; (ar panaSaus metabolizmo
molekulé) kaip antriné signaliné molekulé yra integrali modelio dalis.
Antrinés signalinés molekulés koncentracija § MP pokyCius néra
perkoduojama tiesiSkai, i§ ¢ia kyla modelio privalumas paaiSkinti VP
suzadinimo slenks¢io egzistavimg. Modelio kinetiniy parametry sgveika
lemia, kad, tik pasiekus tam tikrg IP3; koncentracija, MP pradeda
depoliarizuotis grittiskai (Wacke et al., 2003).

Modelio pagrindg sudaro penkios diferencialinés lygtys — keturios i$ jy
apibudina, kaip keiciasi kanaly, esan¢iy Kiekvienoje i§ auk$¢iau minéty
keturiy biiseny, populiacijos. Penktoji diferencialiné lygtis apraso Ca®
koncentracijos kitimg citoplazmoje. Kinetinés konstantos ir Kiti parametrai
paimti i§ originalaus modelio, aprasancio Ca?* koncentracijos citoplazmoje
kitimus gyvtunuose (Othmer, 1997), nustatyti eksperimentiskai, arba
pritaikyti siekiant kuo geriau atkartoti eksperimentinius duomenis.

Membranos potencialo V kitimai apibidinami lygtimi % =— CLZ I,
m

kur C, yra nekintanti membranos talpa, o I, — membranos suzadinimo metu
per ja tekancios sroveés:

e ClI srové, aktyvuojama Ca?" koncentracijos citoplazmoje

padidéjimo;

e protony pompos Srove;

e neselektyvi nuotékio srove;

o Kyt srove.

] modelj taip pat jtrauktas trumpalaikis statiakampis Ca?* srovés per
plazming membrang impulsas, papildomai aktyvuojantis Ca®* kanalus

endoplazminiame tinkle (Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017).
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Modelis geba aprasyti ne tik MP kitimg veikimo potencialo metu
kontrolinémis sglygomis, bet ir padidéjusio osmolingumo ir / ar
druskingumo salygomis (Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017; Kisnieriene et
al., 2019). Veikimo potencialo formg apibrézus tam tikromis modelio
parametry vertémis, galima gauti Ziniy apie atskiry jony pernasos sistemy
savybes, kinetinius parametrus. Pavyzdziui, nustatyta, kad Chara corallina
Ca?*-ATPaziy kinetinis ciklas greitesnis nei homologisky Nitellopsis obtusa
pompy (Kisnieriene et al., 2019).

2.6. Potencialus Characeae Seimos dumbliy veikimo potencialy
molekulinis mechanizmas

Pagrindinés Characeae Seimos dumbliy VP joninés komponentés nustatytos
ir pagrijstos (Lunevsky et al., 1983; Shiina, Tazawa, 1988; Kisnieriene et al.,
2019), taciau kokios 8iy jony pernasos sistemy molekulinés tapatybés, dar
néra zinoma (Beilby, 2019). Nors augaly genomai pradéti sekvenuoti jau
prie$ kelis desimtmecius (Kaul et al., 2000), tik palyginus neseniai zinios
apie elektriniy signaly generavime dalyvaujanéiy atskiry jony pernaSos
sistemy genus pradétos integruoti (Hedrich, Fukushima, 2021; Scherzer,
Boéhm, et al., 2022; Hedrich, Kreuzer, 2023).

Remiantis funkciniais Characeae $eimos dumbliy elektrinio suzadinimo
duomenimis bei atsizvelgiant j Siy dumbliy evoliucinius rySius su
auksStesniaisiais augalais, galima méginti atsekti uz Characeae Seimos
dumbliy elektrinj suzadinamumg atsakingy jony pernasos sistemy
molekuling tapatybe. Vis délto, dera nepamirsti, kad kanaly ir transporteriy
geny priskyrimas signalinei funkcijai yra spekuliatyvus, nes nezinoma jy
lokalizacija Characaeae Seimos dumbliuose, nei lastelés, nei organizmo
lygmeniu. Nors Sie dumbliai neturi diferencijuoty audiniy, skirtingy lasteliy
tipy (tarpubamblinés, bambliy, lytinés lastelés, rizoidai) morfologija ir
funkcijos zenkliai skiriasi. Dél to galima spéti, kad skiriasi ne tik atskiry
membraniniy pernasos sistemy raiSkos intensyvumo ypatumai, bet ir tai, ar
tam tikrose lastelése tam tikri genai reiSkiami i§ Viso.

2.6.1. Characeae Seimos dumbliy K* kanaly molekuliné tapatybé

Augalai turi daug tipy K" kanaly, atlickanc¢iy jvairias funkcijas, ne tik
atsakingy uz membranos repoliarizacija suzadinimo metu (Dreyer, Uozumi,
2011; Pantoja, 2021).

AukStesniuosiuose augaluose uz K* sroves elektriniy signaly
generavimo metu grei¢iausiai atsakingi depoliarizacijos aktyvuojami GORK
/ SKOR kanalai (Cuin et al., 2018; losip et al., 2020). Chara braunii genome
taip pat aptiktas vienas Siems genams homologiskas KOR genas (Nishiyama
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et al., 2018), tad tikétina, kad per § kanalg ir teka K* srovés,
repoliarizuojancios MP suzadinimo metu.

Sunkiau atsekti Characeae Seimos tonoplasto K* kanaly tapatybe.
Aukstesniuosiuose augaluose vakuolés membranoje stebimas katijonams
laidziy TPC/SV, FV ir TPK/VK kanaly aktyvumas (Isayenkov et al., 2010),
uz elektrinj suzadinima atsakingi daugiausiai TPC ir TPK kanalai (Jaslan et
al., 2019). Vis délto, Nitellopsis obtusa tonoplaste stebimy apie ~70 pS
laidumo K* kanaly charakteristikos neprimena nei TPC, nei FV kanaly
savybiy (Gobert et al., 2007; Hedrich, Marten, 2011). Kaip minéta auks¢iau,
neselektyviis TPC kanalai pasizymi rektifikacija, FV, kurie taip pat yra
rektifikuojantys, taip pat yra blokuojami Ca?" (Pottosin, Dobrovinskaya,
2014). TPK / VK kanalai yra selektyviis K*, 0 Cs* nepraleidzia (Gobert et
al., 2007). Preliminariis dar nepublikuoti duomenys rodo, kad Nitellopsis
obtusa tonoplasto K* kanalai laidis ir Na*, 0 Cs* juos blokuoja. Tikétina,
kad Siuos kanalus ir atitiks Chara braunii TPK1 genas, kitu atveju Characeae
Seimos dumbliy tonoplasto kanaly spektras zenkliai skiriasi nuo aukstesniyjy
augaly.

Apibendrinant, suzadinimo metu per Characeac Seimos dumbliy
plazming membrang K* srovéms leidzia tekéti, tikétina, KOR kanalai, per
tonoplastg — TPK kanalai.

2.6.2. Characeae Seimos dumbliy Cl~ kanaly molekuliné tapatybé

Pagrindiné augaly elektrinio suzadinimo metu per membrang tekancios
srovés komponenté — jtekantis Cl~ jony srautas (Beilby, Coster, 1979;
Lunevsky et al., 1983). Aukstesniuosiuose augaluose §j srautg gali praleisti
mechaninio jtempimo aktyvuojami neselektyviis ir nuo jtampos
nepriklausomi anijonams laidiis MSL10 kanalai (Maksaev, Haswell, 2012).
Zinant, kad ir neselektyviis katijony kanalai OSCA yra aktyvuojami
membranos jtempimo, galima spéti, kad mechaninis poveikis sukelia tiek
MSL10, tiek ir OSCA kanaly aktyvacija, kurios uztekty sugeneruoti elektrinj
signala. MSL10 funkcija siejama su variabiliy potencialy — elektriniy
signaly, sukelty ZeidZianéiy stimuly — generavimu (Moe-Lange et al., 2021).
Taip pat zinoma, kad augalg pazeidus, gali biiti sugeneruojamas ne tik
variabilus potencialas, bet ir kartu ksilema sklindanti hidrauliné banga,
lemianti lokalius turgoro pokyc¢ius (Vodeneev et al., 2016). Keiciantis
lasteliy turgorui, keiCiasi ir membranos jtempimas, o tai gali aktyvuoti
MSL10 (bei OSCA) kanalus ir taip sudaryti salygas elektriniam signalui
sklisti augalu. Chara braunii genome taip pat aptiktas MSL10 genas
(Nishiyama et al., 2018), taigi galima spéti, kad ir Characeae $eimos
dumblius stimuliuojant mechaniSkai, Sie kanalai taip pat aktyvuojasi.
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Ankséiau aukstensiuosiuose augaluose suzadinimo metu tekancios
anijony srovés sietos su SLAC / SLAH kanalais (Hedrich, 2012), bet
pastaryjy mety tyrimuose jiems priskiriama osmoreguliacijos funkcija
(Hedrich, Kreuzer, 2023), o veikimo potencialo metu, manoma, aktyvuojami
nuo Ca?" priklausomi ALMT9/12 kanalai (Scherzer, Bohm, et al., 2022).
Chara braunii genome nerasta SLAC / SLAH kanaly geny, bet aptikta viena
ALMT kanalo geno kopija (Nishiyama et al., 2018). Tikétina, kad ALMT
kanalai ir yra atsakingi uz didzigja dalj depoliarizuojancios Cl~ sroveés
suzadinimo metu.

Remiantis Thielio-Beilby modeliu, elektrinio suzadinimo metu
Characeae Seimos dumbliy Cl™ kanaly aktyvumas nebttinai turi priklausyti
nuo jtampos, uztenka, kad Siuos kanalus aktyvuoty besikei¢ianti Ca?*
koncentracija (Biskup et al., 1999; Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017;
Kisnieriene et al., 2019). MSL10 aktyvumas nepriklauso nuo jtampos,
ALMT - priklauso, taciau svarbiausia, kad abiejy tipy kanaly struktiirose
galima aptikti ,,EF ranky* motyva, prie kurio gali prisijungti Ca®" ir taip
valdyti kanaly aktyvuma (Jaslan, 2019; Moe-Lange et al., 2021; Jaslan et
al., 2023).

Kokie kanalai atsakingi uz Cl~ srautus tonoplaste néra Zinoma. ,,Patch
clamp® metodu uZregistruoty C1- kanaly laidumas sieké iki 50 pS (Tyerman,
Findlay, 1989; Katsuhara et al., 1991; Berecki et al., 1999). Galbtt $iuos
kanalus galima sieti su CLC kanalais, nes kai kurie i$ jy, pavyzdziui, CLCc,
randami tonoplaste (Nedelyaeva et al., 2020).

Apibendrinant, uz CI” sroves elektrinio Characeae Seimos dumbliy
suzadinimo metu tikriausiai atsakingi ALMT kanalai, galbiit tam tikra
vaidmen; atlieka ir mechaniniam poveikiui jautriis MSL10 kanalai.

2.6.3. Characeae Seimos dumbliy Ca?* kanaly molekuliné tapatybé

Pradiné augaly membranos depoliarizacija suzadinimo metu sukeliama
jtekancios Ca®* jony srovés. Vis dar neatsakyta j klausimg, kas yra
pagrindinis Ca®* saltinis — Igstelés iSor¢, jskaitant daznai kalcifikuotg sienele
(Scholer et al., 2014), ar vidinés saugyklos; svariy argumenty turi abu
pasitilymai (Lunevsky et al., 1983; Kikuyama et al., 1993; Plieth et al., 1998;
Berestovsky, Kataev, 2005). Matematinis Thielio-Beiloy modelis,
apraSantis MP kitimg laike, generuojant veikimo potencialus, teigia, kad abi
teorijas galima suderinti — empirinius duomenis geriausiai atitinka
simuliacijos, kai Ca?* jonai j citoplazmg jteka tiek i§ endoplazminio tinklo,
tiek ir i$ lastelés iSorés — tik tokiu buidu pavyksta uztikrinti realybéje
stebimos MP depoliarizacijos staiguma (Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017;
Kisnieriene et al., 2019). Taigi, galima tikétis atskiry Ca?* kanaly populiacijy
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plazmingje membranoje bei vidiniy saugykly — endoplazminio tinklo ir / ar
vakuolés membranose.

Aukstesniuosiuose augaluose prading depoliarizacija daugiausiai
sukelia Ca?* jony srovés per neselektyvius aminoriigiéiy aktyvuojamus
plazminés membranos GLR kanalus (Mousavi et al., 2013; Salvador-
Recatala, 2016; Scherzer, Bohm, et al., 2022). Stebétina, bet Chara braunii
genome nerasta GLR kanaly geny (Nishiyama et al., 2018), o Sios Seimos
atstovy transkriptomy tyrimai §j fakta patvirtina (Pertl-Obermeyer et al.,
2018; HeB, Heise, et al., 2023; HeB, Holzhausen, et al., 2023). Vis délto,
Characeae Seimos dumbliy elektriniai signalai yra moduliuojami
aminortig§Ciy: asparaginas ir glutamatas, taip pat sintetinis gyviiny
jonotropiniy  glutamato  receptoriy  (iGluR)  agonistas NMDA
hiperpoliarizuoja Nitellopsis obtusa VP suzadinimo slenkstj, ilgina VP
trukme (Lapeikaité et al., 2019, 2020). Siuos i§ paZiiiros nesuderinamus
faktus galima paaiSkinti keliais budais. Viena vertus, Chara braunii genome
GLR geny ieskota remiantis homologija aukstesniyjy augaly GLR genams,
taCiau yra tikimybé, kad, net jei Characeae Seimos dumbliai turi aukstesniyjy
augaly GLR genams evoliuciskai giminingy geny, jy homologija yra per
menka. Kita vertus, Characeae Seimos aminortigstims jautriis kanalai gali
buti negiminingi GLR kanalams, tafiau evoliucijos eigoje jvyko
konvergencija.

Nors aukstesnieji augalai neturi geny, koduojanciy Cys-loop (cisteino
kilpos) Seimos receptorius, Chara braunii genome yra LIC1 ir LIC2
(Ligand-gated lon Channel — ligandy valdomi jony kanalai) genai, aptikti
pagal homologija Chlorella vulgaris genams (Nishiyama et al., 2018).
Gyviinuose §ig Seima sudaro nikotininiai acelilcholino receptoriai (nAChR),
serotonino tre¢iojo tipo receptoriai (5-HT3R), cinko aktyvuojami kanalai
(ZAC) (visi trys tipai laidis katijonams), A tipo y-aminosviesto riigsties
receptoriai (GABAAR) ir glicino receptoriai (GlyR) (abu tipai laidis
anijonams) (Mukherjee, 2015). Be to, kad zinomas aminortigs¢iy sukeltas
Nitellopsis obtusa elektriniy signaly parametry moduliavimas, zinoma, kad
Characeae Seimos dumbliy jony kanalai gali buti jautrts ir acetilcholinui
(Gong, Bisson, 2002; Kisnieriené et al., 2012), tad Chara braunii LIC1 ir
LIC2 kanaly charakterizavimas biitinas siekiant nustatyti molekulinj
elektriniy signaly generavimo mechanizma.

Zinoma, kad kerpsamanés Marchantia polymorpha elektriniy signaly
sklidimui biitini GLR kanalai, ta¢iau net ir i$veiklinus vienintelj turéta
MpGLR gena, lokalios Ca?* bangos buvo stebétos, vadinasi, kerpsamanése
Ca?" srautai gali tekéti ir per kitus kanalus (Watanabe et al., 2024).
AukStesniuosiuose augaluose taip pat spéjama esant kity Ca®* laidziy kanaly,
prisidedanciy prie elektriniy signaly generavimo.
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Tvirta pagrindg turi prielaida apie mechaniniam poveikiui jautriy
neselektyviy katijony kanaly vaidmenj elektriniy signaly generavime: jony
kanaly atsiradimas siejamas su tikslu aptikti membranos jtempimo pokycius
praleidziant katijonus j citoplazmg ir aktyvinant membranos reparacijos
mechanizmus dar prieS mechaniniam poveikiui pazeidziant Igstelés
membrana (Brunet, Arendt, 2016). Aukstesniuosiuose augaluose tokie su
elektriniy signaly generavimu susije galéty biiti OSCA kanalai (losip et al.,
2020), kuriy genai aptinkami ir Chara braunii genome (Nishiyama et al.,
2018).

Characeae Seimos dumbliuose ir aukstesniuosiuose augaluose per
plazminés membranos, ir / arba per vidiniy saugykly membranas Ca®* sroves
taip pat galéty praleisti CNGC kanalai, taciau, nepaisant jy geny gausos, iy
kanaly vaidmuo, ypaC¢ analizuojant elektriniy signaly generavima,
sistemiskai dar néra nagrinétas.

Literatiiroje apraSytas su Ca?* koncentracijos citoplazmoje isaugimu
siejamas IPs poveikis (Krinke et al., 2007), nors IPs; receptoriy geny
augaluose ir néra rasta (Edel, Kudla, 2015). Zinoma, kad IPs pasizymi
analogiSku, netgi stipresniu poveikiu (Lemtiri-Chlieh et al., 2000, 2003).
Kadangi elektrofiziologinis IPs poveikis apraSytas vos keliuose augaliniy
sistemy tyrimuose, o gyvininése sistemose apskritai netirtas, visiskai
nesama ziniy, kokie jony kanalai galéty veikti kaip IP¢ receptoriai. Tiek
elektrofiziologiniai, tick modeliavimo tyrimai leidzia spéti, kad IP3 (ir / ar
IPs) jautris kanalai turéty buti lokalizuoti lastelés vidiniy saugykly,
greidiausiai, endoplazminio tinklo, membranoje (Alexandre et al., 1990;
Kikuyama et al., 1993; Biskup et al., 1999; Wacke, Thiel, 2001; Wacke et
al., 2003). Galima spéti, kad Sie receptoriai arba yra per mazai homologiski
gyviany IPs receptoriams, arba zinomi kanalai turi dar neapraSyta domena,
jautry IP3 (ir / ar IPg). Pavyzdziui, apraSyta, kaip IPs aktyvuoja tonoplasto
FV ir VK kanalus (Lemtiri-Chlieh et al., 2003).

Né viename i§ zinomy augaly genomy nerasta nuo jtampos priklausomy
Ca?* kanaly geny (atitinkan¢iy gyviiny Cayv kanaly genus) (Edel, Kudla,
2015), nors spéjama, kad augalai turéty turéti Ca?" laidziy kanaly, kuriy
aktyvumas priklauso nuo jtampos (Lunevsky et al., 1983; Hedrich,
Fukushima, 2021). Esama tyrimy, rodan¢iy Ca?* sroves aktyvuojantj
ciklinés ADP-ribozés poveikj (Allen et al., 1995), taciau kity tyrimy
rezultatai Siai minciai prieStarauja (Pottosin et al., 2009), taigi, $io
potencialaus agonisto taikiniai néra Zinomi.

Veikimo potencialus augaluose gali suzadinti ir staigus temperatiros
pokytis (Opritov et al., 2005; Beilby, Casanova, 2014) — membranos
depoliarizacijg tuomet turéty inicijuoti nebiitinai nuo jtampos tiesiogiai ar
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netiesiogiai priklausomi jony kanalai. Gyviinuose tokie kanalai priskiriami
TRP (Transient receptor potential) kanaly grupei (Patapoutian, 2005), taciau
augaluose Siuos kanalus koduojanc¢iy geny nerasta (Edel, Kudla, 2015). Vis
délto, esama duomeny, kad, pavyzdziui, mentolis, kuris yra TRPM8 kanaly
agonistas, gali suzadinti elektrinius signalus kerpsamanéje Physcomitrella
patens (Koselski et al., 2019).

Characeae Seimos dumblius galima suzadinti ir hiperpoliarizavus jy MP
iki ~-300 mV. Siame procese taip pat turéty biiti svarbiis hiperpoliarizacijos
aktyvuojami Ca?* kanalai, apie kuriuos nieko daugiau nezinoma (Gyenes et
al., 1980).

Characeae Seimos dumbliy tonoplastas taip pat yra suzadinamas,
spéjama, kad jo suzadinimo mechanizmas analogiSskas plazminés
membranos suzadinimo mechanizmui (Lunevsky et al., 1983; Kikuyama,
1986; Kisnieriene et al., 2019). Ca®" kanaly vaidmen;j tonoplaste galéty
atlikti mechaniniam poveikiui jautriis PIEZO kanalai. Aukstesniuosiuose
augaluose tonoplasto suzadinimui uztenka TPC ir TPK kanaly (per kuriuos
daugiausiai teka katijony srovés) bei AHA H™-ATPazés aktyvumo (Jaslan et
al., 2019).

Su elektriniy signaly generavimu ir sklidimu kartais siejami tonoplasto
TPC kanalai, kurie yra laidis Ca?', tatiau jy aktyvacijai reikalinga
nefiziologiskai auksta Ca®" koncentracija citoplazmoje (Pottosin et al.,
1997). Esama tyrimy, tiek patvirtinanciy, tiek paneigian¢iy TPC kanaly
vaidmen] kuriant ar stiprinant Ca?" srautus suzadinimo metu (Ranf et al.,
2008; Choi et al., 2014; Kiep et al., 2015; Watanabe et al., 2024).

Siekiant jvertinti, kurie Ca?" kanalai yra atsakingi uz elektrinj
suzadinamuma, galima Igsteles veikti specifiniais jony kanaly blokatoriais,
selektyviai blokuojanciais tam tikro tipo kanalus. Vis délto, §i strategija ne
visada veiksminga tiriant augaly Ca?* kanalus, nes daugelis gyviininése
sistemose taikomy blokatoriy ne taip specifiskai jungiasi prie analogisky
taikiniy augaluose, be to, néra atrasta augaly jony kanalams specifiniy
blokatoriy (De Vriese et al.,, 2018). Gyviny modelinése sistemose
verapamilas blokuoja L-tipo nuo jtampos priklausomus Ca?" kanalus (Li,
Shi, 2019). Tiriant augalines sistemas nustatyta, kad verapamilas gali
prisijungti prie kvieciy (Triticum aestivum) Sakny plazminés membranos
Ca? kanaly, $io proceso disociacijos konstanta yra mikromoliariné (Pifieros,
Tester, 1997). Blokatorius pritaikomas siekiant jvertinti Ca" srauty jtaka
jvairiems augaly fiziologiniams procesams, pavyzdziui, obels (Malus
domestica) ziedadulkiy dygima. (Zhang et al., 2022). Apie Sio blokatoriaus
specifiSkumg augaly Ca?" kanalams néra daug zinoma, taiau kompiuterinés
simuliacijos leidzia teigti, kad verapamilas gali prisijungti prie neselektyviy
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Ca?* laidziy TPC kanaly poros ir taip juos blokuoti (Benkerrou et al., 2019).
Sig hipoteze patvirtino eksperimentai su ryziy (Oryza sativa) OSTPC
kanalais, kurie, spéta, gali bati valdomi jtampos (Hashimoto et al., 2004).
Kitas blokatorius tetrandrinas blokuoja gyviiny N- ir T-tipo Ca?* kanalus,
kuriems yra specifiskesnis nei L-tipo Ca?* kanalams (Wiegand et al., 1990;
Rossier et al., 1993). Taip pat nustatytas inhibicinis poveikis Zinduoliy TPC
kanalams (Sakurai et al., 2015), ta¢iau Sio alkaloido saveika su augaly Ca?*
kanalais kol kas dar netirta. Policiklinis blokatorius NED-19 blokuoja
baltaziedzio vairenio TPC kanalus, sgveikaudamas su aminoriig§timis
kanalo poroje (Kintzer, Stroud, 2016). Gyvininése sistemose Sis blokatorius
specifiskai blokuoja homologiskus TPCI1 kanalus endolizosomose (Naylor
et al., 2009; Sakurai et al., 2015). Taigi, lyginant jvairiy potencialiai
specifiniy Ca?" kanaly blokatoriy poveikj su poveikiu nespecifiniy, tokiy,
kaip La**, poveikiu (Koselski et al., 2023), galima tikétis atpazinti, kuriems
kanaly tipams tyrimo metu blokuojami kanalai yra homologiskiausi.

Apibendrinant, uz Ca?* srautus Characeae Seimos dumbliy plazminés ir
vakuolés membrany elektrinio suzadinimo metu atsakingy jony kanaly
molekuliné tapatybé licka neaiSki. Nors Zzinoma apie Ca®" srautus
aktyvuojancias molekules (aminoriigstys, [Ps), nezinoma, kuriy geny
produktai uz juos atsakingi. Tikétina, kad tam tikrg vaidmenj turi
mechaniniam poveikiui jautrGis jony kanalai OSCA, galbiit ir CNGC ar
PIEZO kanalai.

2.6.4. Kity Characeae Seimos dumbliy transporteriy molekuliné tapatybé

Augaly lasteliy plazminés membranos paprastai biina labiau
hiperpoliarizuotos uz gyviiny lasteliy membranas dél rySkaus H*-ATPaziy
aktyvumo. Elektriniy signaly generavimo metu padidéjusi Ca®*
koncentracija citoplazmoje sumazina H'-ATPaziy aktyvumg. Sumazéjus
Ca** koncentracijai, H*-ATPaziy aktyvumas iSauga, taip padedant
membranai repoliarizuotis (Kishimoto et al., 1985; Sukhov et al., 2019).
AukStesniuosiuose augaluose § vaidmenj atitinka AHA Seimos H*-
ATPazés: AHA3, AHA4, AHAS (Scherzer, Bohm, et al., 2022).

Characeae $eimos dumbliuose taip pat esama bent keliy AHA Seimos
H*-ATPaziy, giminisky aukstesniyjy augaly AHA?2 ir AHA4 (Nishiyama et
al., 2018; Pertl-Obermeyer et al., 2018; Zhang et al., 2020; Phipps,
Goodman, et al., 2021).

VP generavimo metu citoplazmoje pasyviai iSauga Ca®* koncentracija,
i§ Iastelés iSleidziami K* ir CI- jonai. Kad lastelé, sugrjzusi j ramybés biisena,
dar kartg galéty sugeneruoti VP, $iy jony koncentracijas reikia atstatyti, tam
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naudojant aktyvia perna$a. Jautriajame musékaute su Ca?* pasalinimu i3
citoplazmos siejamos Ca?*-ATPazés plazminéje membranoje DmMACA?2 ir
DmACAL0 bei endoplazminiame tinkle DmECAL (Scherzer, Huang, et al.,
2022). Characeae Seimos dumbliai taip pat turi tick ACA, tiek ir ECA tipo
Ca?"- ATPaziy, homologisky aukstesniyjy augaly ACA9, ACA11, ECA3 ir
ECA4 ATPazéms, kurios, tikétina, yra lokalizuotos plazminéje membranoje
ir vidiniy saugykly membranose (Nishiyama et al., 2018; Phipps, Goodman,
etal., 2021).

Aukstesniuosiuose  augaluose K*  koncentracija  citoplazmoje
greiCiausiai atstatoma HAKS transporteriy (losip et al., 2020), kuriy geny
Chara braunii genome nebuvo rasta (Nishiyama et al., 2018). Tikétina, kad
Characeae Seimos dumbliai Siam tikslui pritaiko kito tipo aktyvius
transporterius, tam tikromis saglygomis K* jonai gali tekéti ir per Kin kanalus.
Chara braunii turi K*/H* antiporteriy, priklausan¢iy KEA (K" efflux
antiporter — istekancios K* srovés antiporteris) Seimai KEAL ir KEA4 genus
(Nishiyama et al., 2018), Chara australis ekspresuoja KEA2 baltyma (Pertl-
Obermeyer et al., 2018). Aukstesniuosiuose augaluose KEA1 ir KEA2
antiporteriai aptinkami chloroplasty vidinéje membranoje (Kunz et al.,
2014), KEA4 — Goldzio aparate ir kitose endomembranose (Zhu et al.,
2018). Galbit, prie aktyvaus K* jony transporto galéty prisidéti ir HKT
(High affinity K* Transporter — auksto afiniskumo K* transporteris) ir NHX
(Na*/H" Exchanger — Na*/H* keitiklis) transporteriai, labiau siejami su
atsaku j druskingumo stresg (Phipps, Goodman, et al., 2021). Ki, kanaly
funkcija Characeac Seimos dumblivose galéty atlikti KT5 kanalas,
homologiskas baltaziedzio vairenio kanalui AKT5 (Nishiyama et al., 2018).

Su CI" koncentracijos atstatymu po suzadinimo siejami aukStesniyjy
augaly NRT (Nitrate Transporter — nitraty transporteris) anijony
transporteriai (Hedrich, Kreuzer, 2023), kuriy Characeae Seima neturi.
Galbiit analogiska funkcija dumblivose galéty atlikti Cl-katijony (Na* ir /
arba K*) kotransporteris CCC1 (Chloride cation cotransporter), aptiktas
Chara corallina (Pertl-Obermeyer et al., 2018), baltaziedziame vairenyje
randamas Goldzio komplekso membranose (Han et al., 2020).
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2.7.1Inozitolio fosfatai augaluose
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2.2 pav. Inozitolis (kair¢je) ir fosforilinti jo dariniai — inozitolio
1,4 5-trisfosfatas (IP3) (viduryje) ir inozitolio heksakisfosfatas (IPg)
(desingje).

IS devyniy cikloheksano heksolio izoformy myo-inozitolis (2.2 pav.)
gamtoje paplites labiausiai. Sis angliavandenis sintetinamas i§ gliukozés
6-fosfato, junginj pirmiausia ciklizuojant iki inozitolio 3-fosfato ir tada
defosforilinant (Michell, 2008).

Inozitolis ir jo dariniai (iStirpe citoplazmoje, membraniniy lipidy
komponentai) placiai naudojami archéjy ir eukarioty, daug reciau — bakterijy
karalyscCiy atstovy. Inozitolis ir jo dariniai gali bati kaupiami lastelése kaip
osmolitai, taip pat gebantys stabilizuoti baltymus stresinémis (per aukstos /
zemos temperatiros, iSdzitivimo, padidéjusio druskingumo) salygomis
(Michell, 2008). Pavyzdziui, persodinus laukiniy halofitiniy ryziy
Porteresia coarctata myo-inozitolio 1-fosfato sintazés (MIPS) geng | kitus
augalus (ryZius Oryza sativa, garsty¢ias Brassica juncea), Sie tapo atsparesni
druskingumo stresui. Stresas ne taip intensyviai sumazino modifikuoty
augaly biomasés augimg ir fotosintezés efektyvumag, Sie pokyciai sieti su
vidulastelinés inozitolio koncentracijos padidéjimu (Das-Chatterjee et al.,
2006).

Inozitolj sujungus su citidino difosfato diacilgliceroliu, gaunamas
lipidas fosfatidilinozitolis. Jis ir fosforilinti jo dariniai fosfatidilinozitidai
(PIP) sudaro iki 30 % membraniniy lipidy (Michell, 2008). Augaluose
aptinkama fosfatidilinozitidy, kuriy inozitolio liekana fosforilinta ties
3 (P1 3-P); 4 (P1 4-P); 5 (P1 5-P); 3ir 5 (PI 3,5-P,); 4 ir 5 (Pl 4,5-P;) anglies
atomais. PIP funkcijos siejamos su signalinimu, formuojant ir perneSant
membranines pusleles, sgveikaujant su citoskeletu, reguliuojant lasteliy
poliskuma, reaguojant j osmotinj stresa (Munnik, Vermeer, 2010; Boss, Im,
2012).
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2.7.1. Inozitolio 1,4,5-trisfosfatas (IPs) ir jo vaidmuo

I§ visy inozitolio fosfaty daugiausiai démesio sulaukia inozitolio 1,4,5-
trisfosfatas (IP3) dél savo potencialaus vaidmens su augaly atsaku j stresg
susijusiuose signaliniuose keliuose.

Analogiskai gyviinams, inozitolio 1,4,5-trisfosfatas sintetinamas
fosfolipazei C (PLC) skeliant Pl 4,5-P, j IPs ir diacilglicerolj DAG.
Augaluose randama tik vieno tipo — { — PLC, neturinti kitoms fosfolipazéms
iprasty reguliavimo domeny. Zinoma, kad i fosfolipazé jautri Ca®* (Munnik,
Vermeer, 2010). Tai labai apsunkina inozitolio fosfaty ir ypa¢ IP3 signaliniy
keliy tyrimus, nes Ca?* koncentracijos svyravimus gali lemti jvairiis iSoriniai
stresoriai, pavyzdziui, net ir augalinés medZiagos paruoSimas tyrimams
(Boss, Im, 2012).

IPs koncentracijy svyravimai lgstelése gali buti tiriami naudojant
radioaktyviais Zymenimis (*H) Zyméta IP; arba pritaikant 1P
prisijungiancius baltymus. Nors Sios strategijos veiksmingai taikomos
gyviininiuose tyrimuose, augaluose [Pz koncentracija yra santykinai maza
palyginus su kitais inozitolio fosfatais, todél dél santykinai Zemo
specifiskumo minéti metodai teikia riboto patikimumo zinias (Munnik,
Vermeer, 2010).

Tyrimus taip pat apsunkina inozitolio fosfaty metabolizmag
reguliuojanciy fermenty gausa ir nespecifiSkumas: pavyzdziui, vienas
fermentas gali fosforilinti keletg skirtingy fosfoinozitidy, tg pacia reakcijg
gali vykdyti keletas fermenty (Heilmann, 2016). D¢l Sios priezasties sunku
jvertinti, kiek vieno ar kito fermento geno iSveiklinimas padidina ar
sumazina konkretaus junginio koncentracijg, tiesiogiai jos nesekant.

Zinoma, kad baltaZiedZio vairenio baltymas FIERY1 — inozitolio
polifosfaty 1-fosfatazé. I§veiklinti Sio geno fieryl mutantai tampa ne tokie
atsparis $al¢iui, sausrai, padidéjusiam druskingumui ar osmotiniam stresui.
Mutantiniuose daiguose stebéta didesné vidulasteliné 1Pz koncentracija
(Xiong et al.,, 2001). Vis délto, FIERY1 pasizymi ne tik inozitolio
polifosfaty 1-fosfatazés aktyvumu, bet geba ir defosforilinti nukleotidy
3°,(2%),5¢-bisfosfatus. fieryl mutantuose reiSkiant pastarajj fermento
aktyvuma kompensuojancius baltymus, galima atstatyti kai kuriuos fenotipo
pozymius, sietus ir su inozitolio polifosfaty 1-fosfatazeés aktyvumu,
pavyzdziui, iSaugus] atsparumg sausrai (Hirsch et al., 2011).

I baltaziedzio vairenio genomg jterpus zmogaus I tipo inozitolio
polifosfaty 5-fosfataze, specifiskai hidrolizuojancig IPs, pastebéta, kad
vidulasteliné IP; koncentracija sumazéja daugiau nei 10 karty. Tokie augalai
gravistimuliuoti: vazonas su augalu paverstas j horizontalig padét; ir stebéta,
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kaip greitai Ziedynai atsilenkia iki pirmykstés vertikalios padéties. PrieSingai
laukinio tipo augalams, gravistimuliacija mutantuose nebelemia
vidulasteliniy IP; bangy, ziedynai atsilenkia léc¢iau. Taip pat aptikta, kad
sulétéja auksino pernasa (Perera et al., 2006).

Per didelé PIN baltymy, atsakingy uz auksino transporta, raiska Saknyse
lemia iSaugusig auksino koncentracijg, slopinanéia Sakny augima. Ieskant
dviguby baltaziedzio vairenio mutanty, kuriuose PIN transporteriai
reiSkiami per intensyviai, bet augalo fenotipas vis tiek artimas laukinio tipo
fenotipui, aptiktas SUPO1 (SUppressor of PIN1 Overexpression) baltymas,
turintis inozitolio polifosfaty 1-fosfatazés funkcija. ISveiklinus SUPOL,
Sakny lgstelése iSauga IPs ir Ca®* koncentracijos. Padaryta prielaida, kad
vidulgstelés IP3 koncentracijos poky¢iai lemia Ca?* koncentracijos poky¢ius,
kurie gali moduliuoti aktyvuma tam tikry kinaziy ir fosfataziy,
sgveikaujanciy Su auksino transporteriais PIN, lemianciais auksino
pasiskirstyma Saknyse (Zhang et al., 2011).

IP; taip pat susijes su augaly atsaku j §viesa. Zinoma, kad mélyna $viesa
stabdo hipokotiliy tjsima, uz tai atsakingas fotoreceptorius fototropinas 1
(PHOTL), tad baltaziedZiame vairenyje i$veiklinus §j baltyma koduojantj
gena, hipokotiliai auga ilgesni. Sj mutantinj fenotipg anuliuoja papildomai
iSveiklinta inozitolio polifosfaty 5-fosfatazé 13 (5PT13), kurios raiska
natiiraliomis saglygomis mélyna Sviesa inhibuoja. 5PT13 iSveiklinimas taip
pat lemia didesne vidulgsteling IP3 ir Ca** koncentracija (Chen et al., 2008).

Augaly streso hormonas absciziné riigstis (ABA) baltaziedzio vairenio
epidermio Igstelése sukelia Ca?* bangas. Fosfolipazés C (PLC) inhibitorius
U73122 $ias bangas slopina. Sis inhibitorius taip pat neleidzia pasireiksti
kontrolinémis salygomis stebimai ABA sukeltai lasteliy membranos
depoliarizacijai dél iSaugusiy transmembraniniy anijoniniy Ssroviy
(Meimoun et al., 2009).

I Zioteliy varstomgsias lgsteles injekavus IPs, stebéta iSaugusi Ca®*
koncentracija, Iémusi zioteliy uzsivérima (Gilroy et al., 1990).

Nors tiriami nesusij¢ procesai — gravitropiniai, fototropiniai atsakai,
zioteliy varstymasis, atsakas j stresorius, fiziologiné funkcija daznai siejama
su vidulgstelinés Ca?* koncentracijos iSaugimu. Pavyzdziui, viename i3
pirmyjy Sig sasaja pasitliusiy tyrimy stebéta, kaip IPs injekcija i avizy
(Avena sativa) vakuolinés kilmés pusleles lemia Ca®" iSskyrimg j iSorinj
tirpala (Schumaker, Sze, 1987). Vis délto, iki §iol neaisku, kokie baltymai
IP; koncentracijos svyravimus vercia j Ca?* bangas (Krinke et al., 2007).

Kelivose tyrimuose, atlikty dviejose  bendradarbiaujanciose
laboratorijose, ,,patch clamp* metodu nustatyta, kad mikromoliarinés IP3
koncentracijos gali iSleisti Ca?* i§ buroky (Beta vulgaris) vakuoliy j
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citoplazmg (Alexandre et al., 1990; Alexandre, Lassalles, 1992; Allen,
Sanders, 1994). Tirti IP; receptoriai buvo valdomi jtampos, be Ca?*
nepraleido kity katijony ir anijony sroviy (Alexandre et al., 1990). Kanalai
pasizymi sublaidumo biisenomis, stebéti 30 pS ir 50 pS vienetiniy kanaly
laidumai (Alexandre et al., 1990). Kitame tyrime stebéti 11 pS, 51 pS ir
182 pS laidumai (Allen, Sanders, 1994).

Minéti tyrimai kritikuoti, nes daugiau publikacijy, patvirtinanciy Siy
tyrimy rezultatus, néra (Krinke et al., 2007). Mikroelektrodine virpané¢io
zondo technika (MIFE) atliktas tyrimas, tyrgs potencialius buroky
tonoplasto Ca?* kanaly aktyvatorius ir blokatorius, IP3 poveikio neaptiko
(Pottosin et al., 2009). Kity tyrimy metu sukurtas aukStesniyjy augaly
veikimo potencialo generavimo modelis, leidziantis atsizvelgti j galimg IP3
receptoriy jtaka. Vis délto, remiantis receptoriy parametrais, apraSytais
auksciau minimuose straipsniuose, nepavyko nustatyti reikSmingesnio Siy
kanaly indélio generuojant veikimo potencialus. Nors Ca?* bangy amplitudé
padidéja iki 30 %, leidziant Ca®" per IP3 receptorius tekéti i§ vakuolés j
citoplazma, veikimo potencialy parametrai nekinta (Novikova et al., 2017).

Chara corallina ir Nitella syncarpa dumbliuose parodyta, kad i
citoplazma injekuotas IPs gali padidinti elektrinio suzadinimo metu per
membrang tekancéios srovés amplitudg, arba sugeneruoti spontatinius
veikimo potencialus (Zherelova, 1989a; Thiel et al., 1990). Parodyta, kad
fosfolipazés C, sintetinancios IP3, inhibitoriai neomycinas ir U73122 maZina
suzadinimo metu tekancios srovés amplitude, kai kurios lastelés praranda
suzadinamuma (Biskup et al., 1999). Vis délto, kita tyréjy grupé nesugebéjo
pakartoti $iy rezultaty — tiek IPs injekcija, tiek panaSios ar dar didesnés
minéty blokatoriy koncentracijos jtakos lasteliy suzadinamumui neturéjo
(Tazawa, Kikuyama, 2003).

Tolesnius ir iSsamesnius [P3 poveikio tyrimus, ypa¢ siekiant nustatyti
Sio poveikio molekulinj mechanizma, pristabdé faktas, kad augaluose iki Siol
néra aptikta gyviny IP; receptoriams homologisky baltymy (Edel, Kudla,
2015).

2.7.2. Inozitolio heksakisfosfatas (IPs) ir jo vaidmuo

Inozitolio heksakisfosfatas (IPs) augaluose kaupiamas, siekiant turéti
organinio fosforo atsargy — didzioji dalis sékly fosforo saugoma bitent Sio
junginio pavidalu (Freed et al., 2020).

IPs sintetinamas dviem keliais, nuo lipidy priklausomu ir nuo lipidy
nepriklausomu. Pirmojo kelio metu pirmiausia susintetinamas IP3, kaip
minéta 2.7.1. skyriuje, tuomet IP; fosforilinamas iki IPs. Sintetinant IPs Kitu,
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reCiau vykstanéiu keliu, visiSkai fosforilinamas citoplazmoje istirpgs
inozitolis (Freed et al., 2020).

IPg gali biiti susijes su hormony auksino ir jazminy riagsties signaliniais
keliais. Zinoma, kad abiejy $iy hormony keliy aktyvinimui biitina pasalinti
tam tikrus geny raiSkos slopiklius, tai jgyvendinama juos paZymint
ubikvitinu. KristalografiSkai tiriant auksino receptorius aptikta, kad prie
ubikvitino ligazés komplekso TIR1 domeno prisijungia ne tik pats auksinas,
bet ir IPs, didindamas saveikos stiprumg (Tan et al., 2007). Analogiskai
tiriant jazminy rigsties receptorius, pastebéta, kad prie ubikvitino ligazés
komplekso COI1 gali prisijungti ne tik jazminy riigsties-izoleucino junginys,
bet ir ne iki galo fosforilinta inozitolio forma IPs (Sheard et al., 2010).

Svarstoma, kad augaluose ne IPs, bet IPs galéty biiti signaliné molekulé,
atsakinga uz visg spektrg funkcijy, anksciau priskirty IPz: tikétina, kad
paveikus augalg IPs3, vyksta Sios molekulés konversija j IPs, ir biitent
pastaroji ir yra veikli (Munnik, Vermeer, 2010).

Bulvés (Solanum tuberosum) zioteliy varstomasias lasteles paveikus
abscizine ragstimi (ABA), stebétas vidulastelinés IPs, bet ne IP3
koncentracijos iSaugimas. Aptikta, kad $iy lasteliy protoplastus paveikus
arba mikromoliarinémis Ca®* koncentracijomis, arba IPg, sumaZzéja jtekanciy
K* sroviy amplitudés. AnalogiSkas efektas stebétas ir tiriant pupos (Vicia
faba) protoplastus. Aptikta, kad IPs poveikis yra stereo-specifinis — Kiti
aktyvaus myo-1Pg stereoizomerai scyllo-1Ps ir neo-1Ps K* sroviy neblokuoja.
IP; taip pat blokuoja K* sroves, tatiau jo poveikis yra apie 100 karty
silpnesnis (Lemtiri-Chlieh et al., 2000).

Tolesni tyrimai atskleidé, kad IPs aktyvuotos Ca?* srovés teka ne per
pupos protoplasty plazming membrang: 5 UM IPs aktyvuoja tonoplasto FV
ir SV kanalus (Lemtiri-Chlieh et al., 2003).

Svarstoma, kad tokie rezultatai pagrindzia IPs sgsajg su Ca?* srovémis
i§ vidiniy lastelés saugykly; taip pat nuo Siy sroviy priklausomy K* kanaly
aktyvumo moduliavimg ABA signaly grandinéje (Lemtiri-Chlieh et al.,
2000, 2003).

IPs taip pat gali bati inozitolio pirofosfaty IP; ir IPg pirmtakas. Sios
molekulés yra susijusios su neorganinio fosforo jutimu augaluose: ryziuose
(Oryza sativa) esant uztektinai didelei IP7 ir IPg koncentracijai, inozitolio
fosfatai padidina tikimybe SPX1 domeng turintiems baltymams inhibuoti
PHT1 ir PHRI1 transkripcijos veiksnius, taip stabdant nuraSyma geny,
atsakingy uz fosfaty pasisavinimo sustiprinima (Puga et al., 2014).
ISveiklinus inozitolio kinaze IPKI1, baltaziedis vairenis nebesugeba
susisintetinti IPs, taip pat sutrinka fosfaty pasisavinimo valdymas, augalas
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nesustoja kaupti fosfaty net ir turédamas jy uztektinai (Stevenson-Paulik et
al., 2005).
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3. METODAI
3.1. Tiriamieji menturdumbliai Nitellopsis obtusa

Nitellopsis obtusa (N.A. Desvaux) J. Groves subrend¢ makrodumbliai rinkti
rudens ménesiais Stankos ezere (Traky raj.). Dumbliy talomai laikyti
stikliniuose akvariumuose kontroliuojamomis pastoviomis salygomis
(21x1°C temperatira, 9,5 * 0,2 pmol m? s intensyvumo baltos $viesos
apSvietimas, 12 /12 val. §viesos / tamsos rezimas).

Pries vykdant eksperimentus, tarpubamblinés N. obtusa lastelés buvo
mechaniSkai kerpant atskiriamos nuo talomo paliekant bamblius ir laikomos
per naktj kontroliniame APW tirpale 9,5 + 0,2 umol m? s intensyvumo
apSvietime balta Sviesa.

3.2. Naudoti tirpalai

Vidulgsteliniams miroelektrodiniams tyrimams, lasteliy gyvybingumo
tyrimui ir ciklozés greicio tyrimui naudotas kontrolinis APW (artificial pond
water — dirbtinio tvenkinio vandens) tirpalas, kurj sudar¢ 0,1 mM KCI,
1 mM NaCl, 0,1 mM CaCl,, pH 7,2 palaikyta buferiy sistema i§ 3 mM
HEPES ir 1,5 mM TRIS.

Tiriant citoplazminiy laSy jony kanalus ,patch clamp“ metodu,
naudotas kontrolinis ACS (artificial cell sap — dirbtinés lgstelés sultys)
tirpalas, sudarytas i§ 100 mM KCI, 10 mM NaCl, 10 mM MgCl;, 10 mM
CaCly, pH 5,3 palaikyta buferiu MES.

Tirtos medziagos ir jy koncentracijos:
e potencialiis Ca?" kanaly blokatoriai:
o verapamilas (0,1 mM, 0,3 mM, 1 mM);
o tetrandrinas (0,1 mM ir 02 mM), iStirpinta
dimetilsulfokside (DMSO) (atitinkamai 0,75 % ir 1,5 %);
o NED-19 (50 uM ir 75 pM), istirpinta DMSO (atitinkamai
0,09 % ir 0,13 %);
o LaCl;3 (0,5 mM);
e potenciallis Ca®" kanaly aktyvatoriai:
o D-myo-inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) trinatrio druska (75
MM ir 150 puM);
o D-myo-inozitolio heksakisfosfato (IPs) dodekanatrio druska
(75 uM ir 150 uM);
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o fosfolipazés C (PLC) inhibitorius U73122 (25 pM), istirpintas 1 %
DMSO.

Tirtos medZiagos buvo istirpintos kontroliniame APW arba ACS tirpale
(auks¢iau nurodytos hidrofobiskesnés medziagos pries tirpinimg APW
istirpintos DMSO).

Tiriant LaCls poveiki, j papildoma C1~ koncentracija tiriamajame tirpale
(0,5 mM LaCls tirpale lemia papildoma 1,5 mM CI~ jony koncentracija)
neatsizvelgta. Zinoma, kad palyginamos ar net keliomis eilémis didesnés
iSorinés Cl~ koncentracijos kardinaliai nekei¢ia nei Nitellopsis obtusa ClI-
koncentracijy citoplazmoje ir vakuoléje, nei elektriniy signaly parametry,
iskaitant VP suzadinimo slenkstj Ew (Katsuhara, Tazawa, 1986; Lapeikaité
et al., 2020).

Drusky (ypa¢ Na* jony) koncentracija aplinkoje kei¢ia menturdumbliy
Nitellopsis obtusa elektrofiziologinius parametrus (Winter et al., 1999;
Kisnieriene et al., 2019). Tiriant abiejy koncentracijy IP3z ir 75 pM
koncentracijos IPs poveikj, tirpintos §iy junginiy Na* druskos, dél to buvo
atsizvelgta | papildoma Na* koncentracija APW tirpale. Tirpalai gaminti
taip, kad Na" koncentracija vis tiek bity standartiné (1 mM); CI- jony
koncentracija standartizuota naudojant HCI, buferiy sistema uztikrinant
standartinj pH 7,2.

150 uM koncentracijos 1Pg atveju tirpale papildomai istirpsta 1,8 mM
Na* jony, todél tyrimai vykdyti su modifikuotais kontroliniais APW
tirpalais, kuriuose Na* koncentracija buvo 1,8 mM, kity drusky
koncentracijos ir pH atitiko standartines vertes. Reiksmingos didesnés Na*
koncentracijos lgstelés aplinkoje jtakos tirtiems elektrofiziologiniams
parametrams nebuvo pastebéta (pvz. 4.4 lentelé ir 4.7 lentelé)

Tirtos medziagos pirktos i§ Sigma Aldrich.

3.3. Tarpubambliniy lgsteliy elektrofiziologiniy atsaky tyrimas

Elektrofiziologiniai pavieniy tarpubambliniy Nitellopsis obtusa lasteliy
tyrimai vykdyti remiantis Saltiniais (Lapeikaité et al., 2019, 2020), taikant
dviejy elektrody pory fiksuotos srovés / jtampos metoda. Tarpubambling
lastelé tyrimo metu jtvirtinama registravimo kameroje, pagamintoje i$
organinio stiklo, tuomet kamera pripildoma kontrolinio tirpalo.

Siekiant lastelg elektriskai stimulivoti atskira iSoriniy Ag/AgCI
elektrody pora ir palaikyti pastovy lgstelés MP centrinéje kameros dalyje,
taikant fiksuotos jtampos metodika, tarpai tarp registravimo kameros daliy
buvo izoliuoti vazelinu. Tokiu biidu, skirtingose kameros dalyse patalpinus
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iSorinius elektrodus ir tarp jy sukiirus jtampa, elektros srové gali tekéti tik
per lastele.

Mikroelektrody gamybai naudoti borosilikatinio stiklo kapiliarai (WPI,
Sarasota, FL, USA), i§ kuriy elektrody traukikliu ,,P-1000° (Sutter
Instrument, Co., Novato, CA, USA) buvo iStraukiamos mikropipetés, kuriy
galiuko skersmuo sieké mazdaug 1 um. Mikropipetés pripildomos 3 M KCl
tirpalu. Toks mikroelektrodas manipuliatoriumi ,,PatchMan‘ (Eppendorf)
budavo jvedamas j lgstelés vakuole centringje kameros dalyje. Referentinis
elektrodas, pripildytas 1 % agaro 3 M KCl, buidavo jtvirtinamas tirpale greta
tiriamos lastelés. Signaly surinkimo sistemg sudaré stiprintuvas ,, TEC-
10CX*“ ir analogas-kodas keitiklis ,,Digidata 1440A“, kontroliuoti
kompiuteriu ,,pCLAMP 10.2* programa (Molecular Devices, San Jose, CA,
USA). I§ abiejy pusiy vazelinu izoliuotas 5 mm ilgio plotelis iSilgai lastelés,
j kurig buvo jvestas elektrodas, buvo nuolat perfuzuojamas perfuzijos
sistema (~1 ml/min; Scientifica PPS).

Pragjus 1,5 val. po mikroelektrodo jvedimo, taikytas fiksuotos srovés
metodika paremtas CC protokolas, siekiant jvertinti MP ir jo dinamika
apibréziantius parametrus. Sio protokolo metu naudojant 1 kHz
diskretizavimo daznj 5 min. intervalu iSoriniais elektrodais suzadinti du VP
(3.1 pav.), stimuliacija atlikta tolygiai (0,02 pA/s) didinant per lgstele
tekancia nuolating elektros srove. Stimuliavimas nutraukiamas pasiekus VP
suzadinimo slenkstj Ew. Vertinti parametrai:

e membranos ramybés potencialas RP (mV): vertintas pries kiekvieng
stimuliuotg VP;

e membranos laidumas ramybés biisenoje Grp (S/M?): lgstelé
stimuliuota trumpu sta¢iakampiu hiperpoliarizuojanciu sroveés
impulsu (2 s, 50 nA), Grp apskaiciuotas pagal Omo désnj;

e VP suzadinimo slenks¢iu Ex (MmV) laikyta tokia membranos
potencialo verté, kai MP depoliarizacijos greitis vir§ija 60 mV/s
(Lapeikaité et al., 2020).

e VP smailé (MV);

e VP amplitudé (mV) — skirtumas tarp VP smailés ir VP suzadinimo
slenkscio;

e VP depoliarizacijos trukmé tgep (s) jvertinta kaip laiko tarpas, per
kurj Iastelés MP depoliarizuojasi nuo VP suZadinimo slenks¢io Emn
vertés iki VP smailés vertés;

e VP repoliarizacijos trukmeé trep (s) jvertinta kaip laiko tarpas, per kurj
lastelés MP repoliarizuojasi nuo VP smailés vertés per 90 mV.
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3.1 pav. Fiksuotos srovés metodu analizuoti Nitellopsis obtusa
tarpubamblinés lastelés elektrofiziologiniai parametrai (CC protokolas):
membranos ramybés potencialas RP, membranos varza ramybés biisenoje
Gre, VP slenkstis Ewn, VP smailé, VP amplitudé, VP depoliarizacijos ir
repoliarizacijos trukmés, atitinkamai taep ir trep. Adaptuota pagal (Lapeikaité
etal., 2019).

Pabaigus tyrimg fiksuotos srovés metodika (CC protokolas),
eksperimentai testi taikant fiksuotos jtampos metodika: MP fiksuotas
ties -180 mV (nebent nurodyta kitaip), priklausomai nuo tikslo taikytas
vienas ar keli zemiau i$vardinti protokolai.

VC1 protokolas (3.2 pav.), tinkamas jvertinti membranos laiduma
norimame MP intervale (Tsutsui et al., 1987a; Tsutsui, Ohkawa, 1993).
Naudojant 1 kHz diskretizavimo daznj, MP tolygiai keliamas nuo -300 mV
iki 150 mV 3 mV/s grei¢iu. Zinoma, kad, jei MP keitimo greitis nevirsija
100 mV / 30 s, per membrang tekanciy sroviy voltamperiné charakteristika,
gauta naudojant tokj protokolg, nesiskiria nuo voltamperiniy charakteristiky,
gauty naudojant tradicinius staciakampius impulsus (atmetant suzadinimo
regionus) (Tsutsui et al., 1987a), bet uztrunka trumpiau.
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Pritaikant $j protokolg, galima nustatyti membranos ramybés potencialo
RP verte (per membrang tekanciy Sroviy atstojamoji lygi nuliui) bei
suzadinimo slenkséio Ew verte (MP, kai dV/dI tampa neigiama) (3.2 pav. a).
Siy parametry vertés, gautos taikant VC1 protokola, nesiskyré nuo veréiy,
gauty panaudojant CC protokola, bet $ioje disertacijoje neanalizuotos.

Tolygiai keliamas MP buvo moduliuotas trumpais staciakampiais
impulsais (50 ms, 10 mV; 3.2 pav. a stimulo grafikas). Tokiu budu,
pritaikant Omo désnj, buvo galima apskaiciuoti membranos laidumo vertes
visame tirtame MP ruoZe. Statistinei analizei pasirinktos trys vertés —
maksimalus membranos laidumas suzadinimo metu Grax (S/m?) taip pat
membranos laidumo vertés ties -250 mV (G_zs0 mv) ir ties 50 mV (Gso mv)
(3.2 pav. b). Zinoma, kad ties -250 mV Nitellopsis obtusa dumbliy
plazminéje membranoje aktyviausia H*-ATPazé (Beilby et al., 1993;
Kisnieriene et al., 2019), be to, vis labiau hiperpoliarizuojant MP,
aktyvuojami Ki, kanalai (Kisnieriené et al., 2012; Kisnieriene et al., 2019;
Blatt, 2024). Ties 50 mV membranos laiduma daugiausiai lemia Koy kanaly
aktyvumas (Kisnieriene et al., 2019; Blatt, 2024).

a b
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3.2. pav. Fiksuotos jtampos metodu taikant VC1 protokola analizuoti
Nitellopsis obtusa tarpubamblinés lastelés elektrofiziologiniai parametrai: a)
membranos potencialas (MP) tolygiai keliamas nuo -300 mV iki 150 mV,
registruojant per membrang tekancias sroves, stimulas moduliuotas trumpais
staciakampiais impulsais; b) remiantis Omo désniu, kiekvieno impulso metu
suskai¢iuotas membranos laidumas, priklausantis nuo MP; statistinei
analizei pasirinkta vertinti maksimaly laidumg suzadinimo metu Gmax (S5/m?)
bei laidumo vertes ties -250 mV (G-zso mv) ir 50 mV (Gso mv).

VC2 protokolas (3.3 pav.), skirtas jvertinti Cl" ir Ca* sroviy dinamika
suzadinimo metu, lgstelés MP palaikant ramybés biisenoje (Zherelova et al.,
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2009). Naudojant 10 kHz diskretizavimo daznj, MP fiksuojamas ties
ramybés potencialu. Kadangi ramybés blisenoje membrana yra laidZiausia
K* ir H* jonams (Beilby, Casanova, 2014), tokiu budu S$iy sroviy
superpozicija eliminuojama. Lastelé suzadinama 400 ms trukmés
sta¢iakampiu impulsu, MP fiksuojant ties 50 mV ir v¢l grazinant | pries tai
buvusig ramybés potencialo verte (Zherelova et al., 2009).
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3.3 pav. Fiksuotos jtampos metodu taikant VC2 protokolg analizuoti
Nitellopsis obtusa tarpubamblinés lgstelés elektrofiziologiniai parametrai;
pateikiamos tipinés per membrang tekancios srovés kontrolinémis sglygomis
ir paveikus lastele 30 min. 150 pM IPs tirpalu. Lastelés membranos
potencialas (MP) fiksuojamas ties ramybés potencialu, tuomet 400 ms
trukmeés impulsu fiksuojamas ties 50 mV, taip lastele suzadinant. Tada MP
vél fiksuojamas ties ramybés potencialu. Vertinti parametrai: suzadinimo
metu tekancios srovés amplitudé lyvans bei jos aktyvacijos ir inaktyvacijos
trukmés, atitinkamai tact_trans IF tinact_trans-

Taikant tokj protokola, neatsizvelgiama j ramybés potencialo verciy
skirtumus lasteliy populiacijoje, taciau toks protokolas suteikia ziniy apie
jony srautus ramybés blisenoje ir yra artimesnis nattralioms fiziologinéms
salygoms, palyginus su protokolais, kai MP fiksuojamas ties tyr¢jo
pasirinkta verte. Statistiniam vertinimui pasirinkti parametrai suzadinimo
srovés amplitudé lvans (WA/M?), taip pat jos aktyvacijos ir inaktyvacijos
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trukmés, atitinkamai tact trans (S) ir tinact trans (S). tact trans apibrézta kaip laiko
tarpas nuo stimuliacijos pradzios iki tada, kai pasieckiama maksimali
suzadinimo metu tekancios sroves verte; tinact trans apibrézta kaip laiko tarpas,
per kurj srové sumazéja per 63 % nuo maksimalios vertés.

VC3 protokolas (3.4 pav.), skirtas jvertinti suzadinimo metu tekanéiy
sroviy dinamikg suzadinimo metu, lastelés MP fiksuojant ties norima MP
verte. Naudojant 100 Hz diskretizavimo daznj, MP fiksuojamas
ties -180mV. Tada kas 3 min. lastelés MP staciakampiais 15 s trukmés
impulsais fiksuojamas ties norimomis jtampos vertémis intervale
nuo -120 mV iki 60 mV kas 20 mV. Panaudojant tokj suzadinimo sroviy
norimomis jtampomis rinkinj, galima sudaryti jy voltamperines
charakteristikas. Vertinti parametrai:

e neselektyvi nuotékio srové lea, (MA/M?) pasizyminti omine

priklausomybe nuo jtampos, stebima keleta desim¢iy milisekundziy
po pateikto stimulo (Lunevsky et al., 1983);

e jtekanti Ca®*" srové lca (UWA/M?): pastebima keletg Simty
milisekundziy po stimulo; Ica, aktyvuoja ClI- srove, jos reversijos
potencialas ~40 mV;

e jtekanti ClI- srové I (MA/mM?): §i srové aktyvuojama lca srovés,
pasizymi didesne uz jg amplitude; Ic reversijos potencialas ~80 mV;

e ¢ aktyvacijos trukmé ts: (S) atitinka VC2 protokolo parametrg
tact_trans;

e ¢ inaktyvacijos trukmé tinact (S) atitinka VC2 protokolo parametrg
tinact_trans;

e Dbendra suminé Ca?" ir Cl- srové lcaci (MA/M?);

e Ik srové (LA/m?), vertinta prie§ pat pasibaigiant stimuliuojan¢iam
sroveés impulsui (Lunevsky et al., 1983; Kourie, 1994); nors,
remiantis reversijos potencialu, kuris nesiekia pusiausvyrinio K*
potencialo (~-170 mV), $ig srove sudaro ir kitos dedamosios, Ik
srove geriausiai atspindi Koyt kanaly aktyvuma suzadinimo metu.
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3.4 pav. Fiksuotos jtampos metodu taikant VC3 protokolg analizuoti
Nitellopsis obtusa tarpubamblinés lastelés elektrofiziologiniai parametrai;
pateikiamos tipinés suzadinimo metu per membrang tekanCios srovés
kontrolinémis sglygomis ir 30 min. paveikus Igstele 0,3 mM koncentracijos
verapamilo tirpalu. Siuo atveju membranos potencialas fiksuotas
ties -180 mV, tada ties 40 mV. Vertinti parametrai: nuotékio sroveé liea, Ca®*
sroveé lca, CI™ srové lci, K* srové Ik. Taip pat vertintos lci srovés aktyvacijos
ir inaktyvacijos trukmés atitinkamai tact if tinakct. Iklijoje paryskinamas liea i
Ica sroviy atsiskyrimas tomis paciomis sglygomis, pasirinkus adekvacia
laiko skale.

Pritaikius fiksuotos srovés metodikos CC protokolg ir vieng ar kelis
fiksuotos jtampos metodikos protokolus (VC1, VC2 ir / ar VC3), tirtos
lastelés centrinéje kameros dalyje esantis i§ abiejy pusiy vazelinu izoliuotas
plotelis buvo paveikiamas tiriama medziaga 30 min., palaikant perfuzija
~1 ml/min grei¢iu. Tuomet tokia pacia tvarka taikyti tie patys protokolai,
kaip ir kontrolinémis salygomis.

Naudojant didesnes tirpiklio DMSO koncentracijas (>0,75 %), lastelés
pirmiausia buvo 30 min. veikiamos DMSO tirpalu, taikyti tie patys auksc¢iau
minéti protokolai (dviguba kontrol¢). Tik tada lgstelé buvo veikiama
tirlamaja medziaga, iStirpinta DMSO, taikyti tie patys protokolai.
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Tiriant IPs ir IPg poveikj, po protokoly serijos lgstelé 30 min vél
inkubuota kontrolinémis sglygomis, tokia pati protokoly serija vél pakartota,
taip siekiant jvertinti, ar IPz ir / ar IPs poveikis yra grjztamas.

3.4. Citoplazminiy lasy jony kanaly tyrimas

Citoplazminiai lasai ruosti, kaip apraSyta (Luhring, 1986). Tarpubambliné
lastelé jtvirtinama vertikaliai guminiame vamzdelyje, pripildytame
kontrolinio tirpalo. Lastelés apatinis galas nukerpamas Zzirklémis, lastelés
turiniui 30 min. leidziama tekéti j kontrolinio tirpalo lasa po lastele. Siame
lase i§ vakuolés membranos — tonoplasto — spontaniskai formuojasi
citoplazminiai lasai, kuriy turinj sudaro citoplazma.

Tyrimui taikytas ,,patch clamp“ metodas, prisiurbtos lastelés (cell-
attached, S$iuo atveju prisiubto tonoplasto — tonoplast-attached)
konfigiiracija. Borosilikatinés mikropipetés (WPI, Sarasota, FL, USA)
trauktos naudojant pipec¢iy traukiklj ,,P-1000“ (Sutter Instrument, Co.,
Novato, CA, USA). Mikropipetés (galiuko skersmuo ~1 pum) pildytos arba
kontroliniu tirpalu, arba kontroliniame tirpale istirpinta tiriamaja medziaga.
Kaip referentinis elektrodas naudota sidabriné viela, jmerkta netoli tiriamy
citoplazminiy lasy. Registravimo sistemg sudar¢ stiprintuvas ,,MultiClamp
700B* ir analogas-kodas keitiklis ,,Digidata 1440A* (Molecular Devices,
San Jose, CA, USA) valdomas kompiuteriu programine jranga ,,pClamp 10*
(Molecular Devices, San Jose, CA, USA). Naudotas diskretizavimo daznis
— bent 10 kHz, signalas filtruotas 1 kHz Besselio filtru.

Vertinti parametrai: per pavienj jony kanalg tekancios srovés amplitudé
(pA), kanalo atsidarymo tikimybé P..

3.5. Ciklozés greicio tyrimas

Menturdumbliy tarpubamblinése 1gstelése stebimas greitas (iki 100 pm/s)
citoplazmos judéjimas — ciklozé, nulemtas miozino molekuliy judéjimo
aktino gijomis. Sio proceso greitis priklauso nuo Ca?* koncentracijos
citoplazmoje, nes Ca?* jungdamasis prie aktomiozino komplekso jj surakina;
pavyzdziui, VP generavimo metu citoplazmoje Ca?* koncentracijai virsijus
~1 uM, stebimas ciklozés sustojimas (Williamson, Ashley, 1982; Shimmen,
2007). Sis procesas yra griztamas — ciklozés grei¢io priklausomybé nuo
laiko gali bti apraSyta eksponentine lygtimi v = vy,4, (1 — e_g), kur v yra
ciklozés greitis, Vmax — maksimalus ciklozés greitis, t — laikas, 0 7 — laiko
konstanta (Pupkis et al., 2021). Dél Ca?* koncentracijos citoplazmoje ir
ciklozés sasajos stebint ciklozés greitj galima netiesiogiai vertinti
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citoplazming Ca?" koncentracija (Okazaki et al., 2002; Shimmen, 2007),
pavyzdZziui, siekiant nustatyti, ar potencialiis Ca?* kanaly aktyvatoriai, tokie
kaip IPg, kei¢ia Ca?* dinamikg lgstelés ramybés biisenoje ir / ar po elektrinio
suzadinimo.

Citoplazmos judé¢jimas stebétas tarpubambling Nitellopsis obtusa
lastele jdéjus j registravimo kamera su norimu tirpalu ir stebint mikroskopu
su kamera ,,Eclipse FN1 (Nikon), naudojant 200x didinimg. Vaizdas buvo
jraSomas atviro kodo programa ,,OBS Studio®, jrasai véliau analizuojami.
Ciklozés greitis vertintas kas 1 min. pagal matomy citoplazminiy daleliy
judéjimo greitj, jvertinant, kokj atstuma jos nukeliaudavo per tam tikra laiko
tarpa.

Vykdant eksperimentg, pirmiausia tarpubambliné lastelé 10 min.
paliekama kontroliniame APW tirpale, tuomet galvaniniu elementu (1,5 V)
elektriSskai suzadinama, stebimas ciklozés sustojimas. Po suzadinimo 20
min. laukiama, kol ciklozés greitis atsistatys, tuomet tirpalas automatine
pipete pakei¢iamas i§ kontrolinio j 150 uM IPs tirpala. Lastelé inkubuojama
30 min., tuomet vél elektriskai suzadinama. Po 20 min., tirpalas pakeic¢iamas
atgal j kontrolinj, po 30 min. inkubacijos lastelé dar kartg elektriskai
suzadinama, laukiama 20 min.

Pasirinkta vertinti ciklozés greitj, kai lastelé yra ramybés busenoje vr
prie§ pat elektrinj suzadinimg (uUm/s), taip pat aukS¢iau aprasyto
eksponentinio modelio parametrus Vmax — maksimaly ciklozés greitj
atsistatymo metu (um/s) ir = — greicio atsistatymo laiko konstantg (min.).

3.6. Tarpubambliniy lasteliy gyvybingumo tyrimas

Lasteliy gyvybingumas vertintas pagal jy turgorg — jj praradusi lgstelé
laikyta Zuvusia.

Tyrimo metu po 15 lasteliy laikytos kontroliniame tirpale, taip pat
0,1 mM, 0,3 mM ir 1 mM koncentracijy verapamilo tirpaluose registravimo
kameroje. Kas 30 min. mechaniskai tikrinama, Kiek lasteliy dar yra
turgorizuotos. Tyrimas kiekvieno tirpalo atveju kartotas 4 Kkartus.
Isgyvenusiy lasteliy skai¢iaus procentinés iSraiskos priklausomybé nuo laiko
aproksimuota Boltzmanno funkcija, siekiant jvertinti laiko trukme ti, per
kurig tam tikrame tirpale Ztsta 50 % lasteliy (min.).

3.7. Statistiné analizé

Duomenys analizuoti pasitelkiant programing jrangg pClamp 10.2
(Molecular Devices, San Jose, CA, USA), MicroCal OriginPro 2018
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(OriginLab, Northampton, MA, USA) ir programavimo kalbg R (statistinés

analizés paketas

papildomai naudota programa QuB (Nicolai, Sachs, 2014).
Atlikty tyrimy imties dydziai pateikiami 3.1 lenteléje; n nurodo tirty
citoplazminiy lasy skaiciy, kitais atvejais — tarpubambliniy lasteliy skaicCiy.

rstatix 0.7.2). Pavieniy joniniy kanaly tyrimuose

3.1 lentelé. Atlikty tyrimy imties dydziai. Tyrimy ,,patch clamp* metodu
atveju n nurodo tirty citoplazminiy lasy skaiCiy, kitais atvejais —

tarpubambliniy Iasteliy skaiciy.

Tyrimas / taikytas protokolas

Mediaca i
ecziaga It cc VCl1 VC2 ves | P cozes
koncentracija clamp .
protokolas | protokolas | protokolas | protokolas . tyrimas
tyrimas
Verapamilas,
0,1 mM 4 S
Verapamilas,
0.3 mM 10 10 7
Verapamilas,
1 mM 0 4
Tetrandrinas,
0,1 mM > >
Tetrandrinas,
0.2 mM 10 10 5
NED-19,
50 uM ! 8
NED-19,
75 UM 8 8 8
LaCI3,
0,5mM > 6
IP3, 75 uM 6 8
IP3, 150 uM 4 4
IPs, 75 uM 9 8
IPs, 150 uM 8 3 8 4
uU73122,
25 uM 4 4
Tiriant tarpubambliniy lgsteliy gyvybinguma, visose grupése

(kontroliné grupé ir 0,1 mM, 0,3 mM bei 1 mM verapamilo koncentracijos)
tirta po 15 Igsteliy.
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Siekiant jvertinti skirtumy tarp imciy reikSmingumg, vertinant
pasirinktus parametrus, pasitelktos statistinés analizés priemonés.

Kiekvienas tyrimas (iSskyrus tyrimg ,patch clamp® metodika bei
lasteliy gyvybingumo tyrima) vykdytas pirmiausia pasirinktus parametrus
vertinant kontrolinémis salygomis, o tada ta pacig lastele veikiant pasirinkta
medziaga. D¢l Sios priezasties taikyti poriniai statistiniai testai. Tiriant
tetrandrino, IPs, IPs ir U73122 poveikj, taikytas blokuotyjy duomeny
ANOVA kriterijus bei post-hoc analizé (Bonferronio testas); kaip
alternatyva taikytas Friedmano rangy sumy Kriterijus bei post-hoc analizé
(Bonferronio testas), priklausomai nuo imciy skirstiniy (Shapiro-Wilko
Kriterijus).

Vertinant tetrandrino poveikj jony kanaly aktyvumui ,,patch clamp*
metodu bei lyginant VP suzadinimo slenkscio Es vertés pokycius, paveikus
tarpubamblines lasteles [Pz ir IPs tirpalais, taikytas vienfaktoris
nepriklausomy im¢iy ANOVA Kkriterijus bei post-hoc analizé (Tukey‘io
HSD testas); kaip alternatyva taikytas Kruskalo-Walliso kriterijus bei post-
hoc analizé (Dunno testas), priklausomai nuo iméiy skirstiniy (Shapiro-
Wilko kriterijus).

Triant citoplazminiy la$y jony kanalus ,,patch clamp“ metodu bei
lasteliy gyvybinguma, vertinant skirtumy reikSminguma, taikytas Stjudento
t testas nepriklausomoms imtims (atsizvelgiant j jy variabiluma — Stjudento
t testas dispersijai vertinti) arba Wilcoxono kriterijus nepriklausomoms
imtims, atsizvelgiant j im¢iy skirstinius (Shapiro-Wilko kriterijus). Siekiant
vizualiai palyginti jony kanaly voltamperines charakteristikas kontrolinémis
salygomis ir po poveikio, paveiksléliuose 4.6, 4.15 ir 4.20 pavaizduotos
tiesinés regresijos, visais atvejais R?>0,98.

Auksc¢iau nepaminéti skirtumai tarp iméiy vertinti taikant Stjudento t
kriterijy priklausomoms imtims arba Wilcoxono kriterijy priklausomoms
imtims, atsizvelgiant j im¢iy skirstinius (Shapiro-Wilko Kriterijus).

Visais atvejais skirtumas laikytas reikSmingu, kai p<0,05. Tirty
parametry vertés pateikiamos kaip vidurkiai + SD. Salia p veréiy pateikiama,
koks statistinis testas buvo naudotas: , T’ — Stjudento t Kriterijus
nepriklausomoms imtims; ,,W* — Wilcoxono kriterijus nepriklausomoms
imtims; ,,T“ — Stjudento t kriterijus priklausomoms imtims; ,,W* —
Wilcoxono kriterijus priklausomoms imtims.

3.8. Autoriaus indélis

Dalj eksperimenty, vertinant verapamilo, tetrandrino ir NED-19 poveikj
elektrofiziologiniams  tarpubambliniy  Nitellopsis  obtusa Igsteliy
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parametrams fiksuotos srovés ir fiksuotos jtampos metodais, atliko dr. Indré
Lapeikaité.

Lasteliy gyvybingumo tyrimo duomenis surinko Julius Kavaliauskas,
Sie duomenys panaudoti jo magistro studijy baigiamajame darbe ,,Klasikinio
L-tipo kalcio kanaly blokatoriaus verapamilio poveikis Zzvaigzdétojo
maura8akio (Nitellopsis obtusa) lasteléms®.

Eksperimentus,  vertinant 1Pz poveikj elektrofiziologiniams
tarpubambliniy Nitellopsis obtusa lasteliy parametrams fiksuotos srovés ir
fiksuotos jtampos metodais, atliko Judita Januzaité, Sie duomenys panaudoti
jos bakalauro studijy baigiamajame darbe ,,Inozitolio trisfosfato (IPs)
poveikis menturdumblio Nitellopsis obtusa lasteliy elektriniy signaly
parametrams*.

Aukséiau nepaminétus eksperimentus atliko, programavo ir duomenis
analizavo disertacijos autorius.
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4. REZULTATAI

4.1.Ca?* kanaly blokatoriy poveikio tyrimas

Siekiant nustatyti Ca?* kanaly indélj generuojant Nitellopsis obtusa veikimo
potencialus, pasitelkti keturi Ca?* kanaly blokatoriai — verapamilas,
tetrandrinas, NED-19 ir La*— vertinta, kaip skirtingos jy koncentracijos
veikia pasirinktus elektriniy signaly parametrus.

4.1.1. Verapamilo poveikio tyrimas

Verapamilas (4.1 pav.) — vienas i daZniausiai ir placiausiai taikomy Ca?*
kanaly blokatoriy, priklausantis fenilalkilaminy grupei (Elliott, Ram, 2011),
blokuojantis gyviiny L-tipo Ca?* kanalus (Li, Shi, 2019). Pasirinkta tirti
30 min. lgsteliy inkubacijos 0,1 mM, 0,3 mM ir 1 mM Sios medziagos
koncentracijy tirpaluose poveikj jvairiems su Nitellopsis obtusa
elektrogeneze susijusiems parametrams.

4.1 pav. Verapamilo strukttiriné formulé.

Taikant fiksuotos srovés metoda (CC protokolas), 0,1 mM verapamilo
poveikio elektrofiziologiniams parametrams neaptikta (P1 lentelé). Lasteles
30 min paveikus didesniy koncentracijy verpamilo tirpalu, poveikis jau buvo
stebétas (4.1 lentelé, P16 lentelé, 4.2 pav.).
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4.1 lentelé. 0,3 mM verapamilo poveikis elektriniy Nitellopsis obtusa
signaly parametrams, CC protokolas, n = 10. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD.
»W*® Salia p verciy reiskia taikyta Wilcoxono kriterijy priklausomoms
imtims, ,, T — Studento t kriterijy priklausomoms imtims. Pilku fonu i$skirti
statistiskai reikSmingi skirtumai (p<0,05).

. Verapamilas,

Kontrolé 0.3 mM p
Membranos ramybés -210+11 -172+36 0,002 W
potencialas RP (mV)
Membranos laidumas 0,45+0,16 0,42+0,11 0,235 T
ramybés blisenoje Grp
(S:m?)
VP suzadinimo -101+12 -87+12 0,016 T
slenkstis Ex (MmV)
VP smailé (mV) 36+14 41+19 0,301 T
VP amplitudé (mV) 137421 128+23 0,160 W
VP depoliarizacijos 1+0,2 1,3+0,2 <0,001 T
trukmeé tgep(S)
VP repoliarizacijos 3,1+0,9 6+3 0,002 W
trukmé trep (S)

Nustatyta, kad 0,3 mM verapamilo koncentracijos tirpalas
depoliarizuoja membranos ramybés potencialo RP verte vidutiniSkai per
40 mV, o 1 mM koncentracijos — per 100 mV. Nors 0,3 mM verapamilo
koncentracijos tirpalas per mazdaug 10 mV depoliarizavo VP suzadinimo
slenkstj Ew, didesnés koncentracijos efektas nebuvo statistiskai reikSmingas
deél didelio elektrofiziologinio atsako variabilumo ir mazo imties dydZio,
nors parametro vidurkiai skyrési daugiau nei 20 mV. Nepaisant verapamilo
VP poveikio suzadinimo slenksciui Ew, dél nepakitusios VP smailés vertés
VP amplitudés nepakito nepriklausomai nuo tirpalo koncentracijos.
Verapamilas taip pat reikSmingai platino veikimo potencialus, ilgindamas
tiek juy depoliarizacijos, tiek ir repoliarizcijos trukmes. 0,3 mM
koncentracijos tirpalas pailgino depoliarizacijos trukmes ~30 %, 0 1 mM
koncentracija — daugiau nei dukart. Analogiskai, 0,3 mM verapamilo
koncentracijos tirpalas pailgino repoliarizacijos trukmes beveik du kartus, o
1 mM koncentracija — daugiau nei 10 karty. Poveikis membranos laidumui
ramybés blisenoje nestebétas.
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4.2 pav. Tipinis 0,3 mM verapamilo poveikio elektriskai sukeltiems
Nitellopsis obtusa veikimo potencialams pavyzdys. Verta atkreipti démesj |
skirtumg tarp VP suzadinimo slenks¢io Ew verciy. Iklija rodo pavyzdinj
membranos potencialo (MP) kitima laike, kai po elektriskai sugeneruoto VP
stebéti keli spontaniniai VP ir negrjztama visiska MP depoliarizacija.

Tiriant verapamilo poveikj fiksuotos jtampos metodu, taikytas VC3
protokolas. Nepriklausomai nuo naudotos koncentracijos, verapamilas
neveiké nei vienos i§ pagrindiniy suzadinimo metu tekanciy sroviy
amplitudziy visame tirtame MP intervale (4.3 pav., lentelés P2-P5, P8-P12,
P17-P20). Nors aptikta, kad 0,3 mM verapamilo koncentracijos tirpalas
mazina suzadinimo metu tekanc¢iy K* sroviy Ik amplitudes (lentelé P15),
eksperimentai lasteles veikiant 1 mM verapamilo tirpalu $ios tendencijos
nepatvirtino.
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4.3 pav. Voltamperinés Ca?* sroviy lca, tekanciy per Nitellopsis obtusa
lasteliy membranas suzadinimo metu, charakteristikos — kontrolinémis
salygomis ir tas pacias lasteles 30 min. paveikus 0,3 mM koncentracijos
verapamilo tirpalu. Pateikti verciy vidurkiai = SD. Srovés reversijos
potencialas (pazyméta rodykle) nepakito. n=10.

Nors suzadinimo metu tekanéiy sroviy amplitudés nekito, verapamilas
reikSmingai keité Siy sroviy tekéjimo dinamika — ilgino tiek lci srovés
aktyvacijos, tiek ir inaktyvacijos trukmes, atitinkamai tact ir tinact (3.3 pav.,
4.4 pav., 4.5 pav.). Paveikus lasteles 0,1 mM verapamilo koncentracijos
tirpalu, poveikis aktyvacijos trukméms stebétas tik ties tam tikromis
jtampomis: -60 mV, -40 mV ir 20 mV (P6 lentelé¢), tuo tarpu 0,3 mM
koncentracija reikSmingai ilgino aktyvacijos trukmes visame tirtame MP
ruoze nuo -100 mV iki 60 mV: trukmés pailgéjo apie du kartus (P13
lentelé). 1 mM verapamilo poveikis aktyvacijos trukméms buvo
reik§mingas MP intervale nuo -20 mV iki 40 mV. Nereik§minguma ties
kitomis MP vertémis 1émé iSauges variabilumas ir nedidelis imties dydis,
nors patys ver¢iy vidurkiai visame tirtame jtampy intervale nuo kontroliniy
ver¢iy skyrési bent pustrecio karto (P21 lentelé).
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4.4 pav. Suzadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekancios Cl
srovés lci aktyvacijos trukmiy tat priklausomybé nuo membranos potencialo
(MP) kontrolinémis salygomis bei 30 min. paveikus 0,1 mM, 0,3 mM ir 1
mM koncentracijy verapamilo tirpalais. Pateikti verciy vidurkiai £ SD.
Zvaigzdutés Zymi reik§mingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro veréiy
kontrolinémis sglygomis ir po poveikio. n=4-10.

PanaSios tendencijos stebétos vertinant verapamilo poveikj Ici
inaktyvacijos trukméms (4.5 pav.). 0,1 mM verpamilo koncentracijos
tirpalas pailgino jas jtampy intervale nuo -80 mV iki -20 mV (P7 lentelé), 0
0,3 mM koncentracijos tirpalo poveikis buvo reik§mingas dar didesniame
intervale — nuo -100 mV iki 60 mV, kur inaktyvacijos trukmés pailgéjo net
3-5 kartus (P14 lentel¢). Dél sulétéjusios sroviy dinamikos taikytas VC3
protokolas neleido adekvaciai jvertinti 1 mM verapamilo koncentracijos
poveikio inaktyvacijos trukméms (taip pat ir Ik srovei), nes stimulas daznai
baigdavosi anksciau, nei biidavo pasiekiama stacionari biisena. Didziausios
tirtos koncentracijos verapamilo poveikis kokybiskai neturéty skirtis nuo
mazesniy koncentracijy sukelto poveikio.
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4.5 pav. Suzadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekancios CI°
srovés lci inaktyvacijos trukmiy tinaet priklausomybé nuo membranos
potencialo (MP) kontrolinémis salygomis bei 30 min. paveikus 0,1 mM ir
0,3 mM koncentracijy verapamilo tirpalais. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD.
Zvaigzdutés Zymi reik§mingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro veréiy
kontrolinémis sglygomis ir po poveikio. n=5-10.

Pastebéjus verapamilo poveikius, kuriy negalima priskirti vien tik Ca®*
kanaly Dblokavimui, pavyzdziui, membranos ramybés potencialo
depoliarizacija ir VP trukmés pailgéjima, nutarta jvertinti, ar $is blokatorius
veikia K* kanaly aktyvuma. Siuo tikslu pasirinkta patogi citoplazminiy lasy
modeliné sistema, leidzianti jvertinti pavieniy tonoplasto K* kanaly
aktyvuma ,,patch clamp* metodu. Tiriant Siuos kanalus, aptikta, kad, nors
ties neigiamiausiomis potencialo vertémis (nuo -60 mV) 0,3 mM verapamilo
koncentracija reik§mingai didina sroviy per pavienius didelio laidumo K*
kanalus amplitudes (4.6 pav., P1 pav.), kanaly laidumas, sprendziant i$
voltamperiniy charakteristiky tiesiniy regresijy, nepakito. Vertinant kanaly
atsidarymo tikimybes P,, aptikta, kad verapamilas mazina jas MP ruoze nuo
-20 mV iki -80 mV (4.6 pav., P1 pav.).
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4.6 pav. 0,3 mM koncentracijos verapamilo tirpalo poveikis Nitellopsis
obtusa citoplazminiy lasy membrany K* kanaly aktyvumui: sroviy, tekanéiy
per pavienius kanalus (a) ir kanaly atsidarymo tikimybéms (b), palaikant tam
tikra jtampa. Iklija kairéje rodo tipinj kanaly aktyvuma, palaikant -80 mV
jtampg. Zvaigzdutés zymi reik§mingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro
verc¢iy kontrolinémis sglygomis ir po poveikio. n=7-9.

Svarbu paminéti, kad verapamilo poveikis ne tik keité elektriniy signaly
parametrus, bet ir buvo lgsteléms toksiskas. Daugumos (10 i§ 12) lasteliy,
veikty 0,3 mM verapamilo tirpalu, MP galiausiai (per keleta valandy)
negrjztamai depoliarizavosi (4.2 pav. jklija). Tai buvo jvertinta kaip lasteliy
zutis, nes kartu lgstelés prarado turgora, nustojo judéjusi citoplazma.
Siekiant tiksliau jvertinti toksiSka verapamilo poveikj, atliktas lasteliy
gyvybingumo tyrimas. Aptikta, kad kontroliniame tirpale per visg stebéjimo
laikg (5 val.) visos lastelés iSgyveno; lasteles panardinus | visy tirty
koncentracijy verapamilo tirpalus, visos lastelés galiausiai zuvo, taciau
poveikis priklausé nuo koncentracijos. Nustatyta, kad vidutiniskai pusé
Nitellopsis obtusa tarpubambliniy lasteliy Zztna, veikiamos 0,1 mM
koncentracijos verapamilo tirpalu per 2,57+0,63 val., veikiamos 0,3 mM
koncentracijos tirpalu — per 1,58+0,2 val., veikiamos 1 mM koncentracijos
verapamilo tirpalu — per 0,25 val (4.7 pav.).
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4.7 pav. Nitellopsis obtusa lasteliy gvybingumo tyrimas, atliktas veikiant jas
0,1 mM, 0,3 mM ir 1 mM koncentracijos verapamilo tirpalais. Kiekviename
eksperimente (n=4) tirta po 15 lasteliy, kuriy turgoras mechaniskai vertintas
kas 30 min. Turgoro praradimas laikytas lasteliy zatimi. [Sgyvenusiy lasteliy
dalies laikiné priklausomybé aproksimuota Boltzmanno funkcija, siekiant
jvertinti laiko trukmeg tip, per kuria tam tikrame tirpale ztsta 50 % lasteliy
(iklija).

Apibendrinant, 0,1 mM verapamilo koncentracijos poveikis pasireiské
tik kai kuriems nagrinétiems parametrams, 0,3 mM koncentracijos poveikis
buvo reikSmingas, 1 mM koncentracijos citotoksiSkas poveikis daugeliu
atveju nustelbé specifinius elektrofiziologinius efektus. Verapamilas
depoliarizuoja membranos ramybés potencialg ir VP suzadinimo slenkstj,
bet nekeicia VP amplitudés. Suzadinimo metu tekanciy sroviy amplitudé
taip pat nesikeicia, taiau sroviy dinamika yra paveikiama — tiek $iy sroviy,
tiek ir VP laikiniy charakteristiky vertés yra ilginamos.

4.1.2. Tetrandrino poveikio tyrimas

Tetrandrinas (4.8 pav.) — Ca?* kanaly blokatorius, priklausantis alkaloidy
grupei, i$skirtas i§ Japonijoje augancio augalo Stephania tetrandra S. Moore
(Bhagya, Chandrashekar, 2016). Zinoma, kad tetrandrinas blokuoja gyviiny
N- ir T-tipo Ca?* kanalus (Wiegand et al., 1990; Rossier et al., 1993). D¢l
savo hidrofobiskumo $i medziaga buvo tirpiname tirpiklyje DMSO.
Pasirinkta tirti 0,1 mM (iStirpinta 0,75 % DMSO) ir 0,2 mM (iStirpinta 1,5 %
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DMSO) tetrandrino koncentracijy poveikj jvairiems su Nitellopsis obtusa
elektrogeneze susijusiems parametrams.

4.8 pav. Tetrandrino struktiiriné formulé.

Taikant fiksuotos srovés metoda (CC protokolas), nustatyta, kad, nors
i§ pirmo zvilgsnio tetrandrinas turi poveikj elektriniy signaly parametrams,
§i poveikj galima paaiskinti tirpiklio DMSO poveikiu. Pavyzdziui, tai, kad
0,1 mM tetrandrino koncentracijos tirpalas ramybés potencialo viduting
verte palyginus su kontrole depoliarizavo vidutiniskai per 30 mV, galima
paaiskinti tuo, kad $io parametro verté buvo depoliarizuota per daugiau nei
30 mV lastele inkubavus 0,75 % koncentracijos DMSO tirpale (P22 lentelé,
P2 pav.).
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4.2 lentelé. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis
elektriniy Nitellopsis obtusa signaly parametrams, CC protokolas, n = 10.
Pilku fonu isskirti statistiskai reik§mingi skirtumai, palyginus su kontrole

(p<0,05).

Kontrolé Tetrandrinas, DMSO,
0,2 mM 1,5%

Membranos ramybés -197+22 -162+31 -173+22
potencialas RP (mV)
Membranos laidumas 0,37+0,13 0,27+0,1 0,31+0,08
ramybés blisenoje
Gre (S:m?)
VP suzadinimo -104+17 -87+17 -99+17
slenkstis Ex (mV)
VP smailé (mV) 3015 9+23 10+31
VP amplitudé (mV) 134+14 95+12 109+22
VP depoliarizacijos 1,4+0,4 1,8+0,6 1,7+0,6
trukmeé tgep(S)
VP repoliarizacijos 4+1.4 12,946 9,4+6,5
trukmé trep (S)

Nors 0,2 mM tetrandrino koncentracijos tirpalas i§ pazitros veiké visus
pritaikant CC protokolg jvertintus parametrus, jy vertés nesiskyré nuo
verciy, gauty lasteles paveikus 1,5 % koncentracijos DMSO tirpalu. Vis
délto, verta pamineti, kad tetrandrino sukelta VP suzadinimo slenkscio E
depoliarizacija per 10 mV, lyginant su parametro verte lasteles paveikus
DMSO tirpalu, buvo arti reikSmingumo ribos (p = 0,056) (4.2 lentelé,
P2 pav.).
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4.9 pav. Tipinis 0,2 mM koncentracijos tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 %
koncentracijos DMSO tirpaly poveikio elektriskai sukeltiems Nitellopsis
obtusa veikimo potencialams pavyzdys. Jklija rodo veikimo potencialo
suzadinimo slenks¢io Ew vertes skirtinguose tirpaluose. Zvaigzdutés zymi
reikSmingg skirtumg (p<0,05) tarp parametro vertés kontrolinémis
salygomis ir po poveikio. n=10.

1,5 % koncentracijos DMSO tirpalo poveikis reik§mingai sumazino VP
amplitude vidutiniskai per 25 mV. Amplitudés verté buvo dar vidutiniskai
15 mV mazesné, paveikus 0,2 mM tetrandrino koncentracijos tirpalu, taciau
Sis poveikis nesiskyré nuo DMSO poveikio. Tiek VP depoliarizacijos, tiek
ir VP repoliarizacijos trukmés pailgéjo, lgsteles inkubavus 1,5 %
koncentracijos DMSOQO tirpale. Paveikus lasteles 0,2 mM koncentracijos
tetrandrino tirpalu, stebétas panasus efektas, nors vertés nesiskyré nuo verciy
po inkubacijos 1,5 % koncentracijos DMSQ tirpale (4.2 lentelé, P22 lentelé,
P2 pav.).

Tiriant tetrandrino poveikj suzadinimo metu tekanéiy sroviy
parametrams (VC3 protokolas), lasteles inkubavus 0,1 mM koncentracijos
tetrandrino tirpale ryskesnio poveikio, pasireiskiancio platesniame jtampy
intervale, nepastebéta. 0,75 % koncentracijos DMSO tirpalas jtakos Siems
parametrams taip pat neturéjo (lentelés P23-P29, P3-P9 pav.).
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4.10 pav. Voltamperinés K* sroviy Ik, tekanéiy per Nitellopsis obtusa
lasteliy membranas suzadinimo metu, charakteristikos — kontrolinémis
salygomis ir tas pacias lasteles 30 min. paveikus 0,2 mM koncentracijos
tetrandrino bei jo tirpiklio 1,5 % koncentracijos DMSO tirpalais. Pateikti
veréiy vidurkiai + SD. Zvaigzdutés zymi reikmingus skirtumus (p<0,05)
tarp parametro ver¢iy kontrolinémis salygomis ir po poveikio. n=11.

Vertinant 0,2 mM koncentracijos tetrandrino ir 1,5 % koncentracijos
DMSO tirpaly poveikj suzadinimo metu tekancioms srovéms, nenustatyta
skirtumy, kurivos vienareik§miSkai biity galima priskirti tetrandrino
poveikiui. DMSO lémé K* sroviy Ik, amplitudés iSaugima ties 20 mV ir 40
mV MP, tetrandrinas poveikio neturéjo (P36 lentelé, 4.10 ir P9 pav.). Panasi
tendencija stebéta vertinant ir nuotékio sroves lieax (P30 lentelé, P3 pav.).
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4.11 pav. Voltamperinés Ca?* sroviy lca, tekanciy per Nitellopsis obtusa
lasteliy membranas suzadinimo metu, charakteristikos — kontrolinémis
salygomis ir tas pacias lasteles 30 min. paveikus 0,2 mM koncentracijos
tetrandrino bei jo tirpiklio 1,5 % koncentracijos DMSO tirpalais. Srovés
reversijos potencialas (pazyméta rodyklémis) pasislinko. Pateikti verciy
vidurkiai + SD. Zvaigzdutés Zymi reik§mingus skirtumus (p<0,05) tarp
parametro ver¢iy kontrolinémis salygomis ir po poveikio. n=11.

Ryskesnis poveikis platesniame jtampy intervale buvo stebétas

vertinant Ca?* ir ClI- sroviy amplitudes bei CI~ srovés laikines
charakteristikas.
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4.12 pav. Voltamperinés Cl- sroviy lci, tekan¢iy per Nitellopsis obtusa
lasteliy membranas suzadinimo metu, charakteristikos — kontrolinémis
salygomis ir tas pacias lasteles 30 min. paveikus 0,2 mM koncentracijos
tetrandrino bei jo tirpiklio 1,5 % koncentracijos DMSO tirpalais. Srovés
reversijos potencialas (pazyméta rodyklémis) pasislinko. Pateikti verciy
vidurkiai + SD. Zvaigzdutés Zymi reik§mingus skirtumus (p<0,05) tarp
parametro ver¢iy kontrolinémis sglygomis ir po poveikio. n=11.

Po lasteliy inkubacijos 1,5 % koncentracijos DMSO tirpale, Ca?* srovés
Ica, CI™ srovés Ici bei jy suminés srovés Icaci voltamperinés charakteristikos
buvo pasislinkusios link neigiamesniy MP ver¢iy. Skirtumy tarp tetrandrino
ir DMSO poveikio nenustatyta (P31-P33 lentelés, 4.11-4.12 pav.,
P4-P6 pav.). Analogiskai, lci aktyvacijos trukmés tat pailgéjo, paveikus
lasteles DMSO tirpalu, bet tetrandrino poveikio nustatyta nebuvo (P34
lentelé, 4.13 pav., P7 pav.).
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4.13 pav. Suzadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekancios ClI-
srovés lci aktyvacijos trukmiy tat priklausomybé nuo membranos potencialo
(MP) kontrolinémis saglygomis ir tas pacias lasteles 30 min. paveikus 0,2 mM
koncentracijos tetrandrino bei jo tirpiklio 1,5 % koncentracijos DMSO
tirpalais. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. Zvaigzdutés zymi reik§mingus
skirtumus (p<0,05) tarp parametro verciy kontrolinémis sglygomis ir po
poveikio. n=11.

1,5 %, koncentracijos DMSO tirpalas, bet ne 0,2 mM koncentracijos

tetrandrino tirpalas taip pat ilgino inaktyvacijos laiky trukmes tinact MP ruoze
nuo -80 mV iki -20 mV (P35 lentelé, 4.14 pav., P8 pav.).
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4.14 pav. Suzadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekan¢ios ClI
srovés lci inaktyvacijos trukmiy tinact priklausomybé nuo membranos
potencialo (MP) kontrolinémis sglygomis ir tas pacias Igsteles 30 min.
paveikus 0,2 mM Kkoncentracijos tetrandrino bei jo tirpiklio 1,5 %
koncentracijos DMSO tirpalais. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. Zvaigzdutés
zymi reikSmingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro verciy kontrolinémis
salygomis ir po poveikio. n=11.

»Patch clamp® metodu tiriant citoplazminiy laSy membranos jony
kanaly aktyvuma, nustatyta, kad 1,5 % koncentracijos DMSO tirpalas didina
Siy sroviy amplitudes ties neigiamiausiomis tirtomis jtampomis (nuo -80
mV). 0,2 mM koncentracijos tetrandrino tirpalas sumazino srovés amplitude
ties -120 mV. Siy kanaly laidumo, sprendziant i§ voltamperiniy
charakteristiky tiesiniy regresijy, nepakeité nei tetrandrinas, nei DMSO.
Aptikta, kad DMSO sumazina kanaly atsidarymo tikimybe Po ties -20 mV,
tetrandrinas poveikio neturi (4.15 pav., P10-P11 pav.).
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4.15 pav. 0,2 mM Kkoncentracijos tetrandrino bei jo tirpiklio 1,5 %
koncentracijos DMSO tirpaly poveikis citoplazminiy laSy membrany K*
kanaly aktyvumui: sroviy, tekanciy per pavienius kanalus (a) ir kanaly
atsidarymo tikimybéms (b), palaikant tam tikrg jtampg. Iklija kairéje rodo
tipinj kanaly aktyvuma, palaikant -80 mV jtampa. Zvaigzdutés Zymi
reik§mingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro verciy skirtingomis
salygomis. n=5-9.

Apibendrinant, negalima teigti, kad tetrandrinas veikia tirtus
elektrofiziologinius parametrus: tokj patj poveikj sukélé tetrandrino tirpiklis
DMSO. DMSO (1,5 %) mazina VP amplitude, ilgina VP depoliarizacijos ir
repoliarizacijos trukmes, suzadinimo metu tekanciy sroviy laikiniy
charakteristiky vertés analogiSkai pailgéja. Taip pat pastebéta, kad DMSO
padidina suzadinimo metu tekan¢iy K* sroviy amplitudes bei paslenka Ca?*
ir CI~ sroviy reversijos potencialus link neigiamesniy MP ver¢iy.

4.1.3. NED-19 poveikio tyrimas

NED-19 (4.16 pav.) — re¢iau taikomas policiklinis Ca?* kanaly blokatorius
(Kintzer, Stroud, 2016). Pasirinkta tirti 50 pM ir 75 pM NED-19
koncentracijy tirpaly poveikj jvairiems tarpubambliniy Nitellopsis obtusa
lasteliy elektrogenezés parametrams. Nors NED-19 buvo tirpintas DMSO,
naudotos Sio tirpiklio koncentracijos (<0,15%) buvo tokios mazos, kad j
galimg DMSO poveikj nebuvo atsizvelgta.
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4.16 pav. NED-19 struktiiriné formulé

Taikant fiksuotos srovés metodg (CC protokolas), 50 uM
koncentracijos NED-19 tirpalo poveikis elektrofiziologiniams parametrams
nenustatytas (P37 lentelé), tatiau 75 uM koncentracijos jau uzteko, kad kai
kurie parametrai buty reikSmingai paveikti (4.3 lentelé, 4.17 pav.). Po 30
min inkubacijos pastebéta, kad 75 uM koncentracijos NED-19 tirpalas
daugiau nei 30 mV depoliarizuoja membranos ramybés potencialg, nors
membranos laidumo ramybés biisenoje ir neveikia. 75 pM koncentracijos
NED-19 tirpalas taip pat depoliarizavo VP suzadinimo slenkstj vidutini§kai
per 25 mV, tai 1émé ir reikSmingg VP amplitudés sumazéjimg. Nors VP
depoliarizacijos trukmé reikSmingai nepailgéjo, repoliarizacijos trukme
75 UM koncentracijos NED-19 tirpalo poveikis pailgino daugiau nei
trec¢daliu.
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4.3 lentelé. 75 UM NED-19 poveikis elektriniy Nitellopsis obtusa signaly
parametrams, CC protokolas, n = 8. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. ,,W* §alia
p verciy reiskia taikyta Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,, T —
Studento t kriterijy priklausomoms imtims. Pilku fonu isskirti statistiSkai
reikSmingi skirtumai (p<0,05).

) NED-19,

Kontrolé 75 uM p

Membranos ramybés
) -201+1 -176+1 ,005T
potencialas RP (mV) 01x16 615 0.005
Membranos laidumas
ramybés bisenoje Grp 0,35+0,06 0,33+0,08 0,307 T
(s:m?)
VP suzadinimo slenkstis 10849 -83+14 <0,001T
Ew (mV)
VP smailé (mV) 35+10 31+16 0,337T
VP amplitudé (mV) 143+10 114421 0,008 W
VP depoliarizacijos
+ +

trukmé tieo(S) 1,1+0,1 1,240,1 0,055 W
VP repoliarizacijos

4,3+1 21,7 1T
trukmé tep (5) 31,5 6,2+1, 0,00
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4.17 pav. Tipinis 75 uM koncentracijos NED-19 tirpalo poveikio elektriskai
sukeltiems Nitellopsis obtusa veikimo potencialams pavyzdys. Iklija rodo
veikimo potencialo suzadinimo slenks¢io E vertes skirtinguose tirpaluose.
Zvaigzdutés zymi reik§mingg skirtuma (p<0,05) tarp parametro vertés
kontrolinémis salygomis ir po poveikio. n=8.

Tiriant NED-19 poveikj fiksuotos jtampos metodu, taikytas VC3
protokolas. ReikSmingesnio poveikio suzadinimo metu tekanciy sroviy
amplitudéms platesniame jtampy intervale, lasteles veikiant 50 uM ar 75 M
NED-19 koncentracijy tirpalais, nepastebéta (lentelés P39-P41, P44, P46-
P48, P51). Nors jtampy ruoze nuo 20 mV iki 60 mV mazesniosios
koncentracijos tirpalas sumazino nuotékio srovés |l amplitudes
(P38 lentel¢), didesniosios koncentracijos poveikis nebuvo reikSmingas
(P45 lentelé).
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4.18 pav. Suzadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekancios ClI-
srovés lci aktyvacijos trukmiy tat priklausomybé nuo membranos potencialo
(MP) kontrolinémis sglygomis bei 30 min. paveikus 50 uM ir 75 uM
koncentracijy NED-19 tirpalais. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. Zvaigzdutés
zymi reikSmingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro verciy kontrolinémis
salygomis ir po poveikio. n=8.

50 UM NED-19 tirpalo koncentracijos buvo per maza, kad paveikty
suzadinimo metu tekanciy sroviy dinamika (lentelés P42-P43,
pav. 4.18-4.19), bet 30 min. inkubavus Igsteles 75 uM koncentracijos
NED-19 tirpale, stebétas reikSmingas poveikis. lc Srovés aktyvacijos
trukmés tact pailgéjo jtampy intervale nuo -60 mV iki 40 mV mazdaug 30 %
(P49 lentelé, 4.18 pav.), inaktyvacijos trukmés tinact pailgéjo irgi po
vidutiniskai 30 % MP intervale nuo -80 mV iki 20 mV (P50 lentelé,
4.19 pav.).
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4.19 pav. Suzadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekancios ClI-
srovés lci inaktyvacijos trukmiy tinaet priklausomybé nuo membranos
potencialo (MP) kontrolinémis sglygomis bei 30 min. paveikus 50 uM ir 75
uM  koncentracijy NED-19 tirpalais. Pateikti verciy vidurkiai + SD.
Zvaigzdutés Zymi reik§mingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro veréiy
kontrolinémis salygomis ir po poveikio. n=8.

»Patch clamp® metodu tiriant citoplazminiy laSy membranos jony
kanaly aktyvuma, neaptiktas 75 UM koncentracijos NED-19 tirpalo poveikio
nei per K* kanalus tekanciy sroviy amplitudéms, nei atsidarymo tikimybéms.
Kanaly laidumas, sprendziant i§ voltamperiniy charakteristiky tiesiniy
regresijy, taip pat nepakito (4.20 pav.)
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4.20 pav. 75 uM koncentracijos NED-19 tirpalo poveikis citoplazminiy lasy
membrany K* kanaly aktyvumui: sroviy, tekan¢iy per pavienius kanalus (a)
ir kanaly atsidarymo tikimybéms (b), palaikant tam tikrg jtampa. Jklija
kairéje rodo tipinj kanaly aktyvuma, palaikant -80 mV jtampa. n=8-9.

Apibendrinant, nors 50 pM NED-19 koncentracija buvo per maza
sukelti reikSmingesniy nagrinéty elektrofiziologiniy parametry poky¢iy, bet
75 UM NED-19 koncentracijos tirpalo poveikis jau buvo reikSmingas:
nustatyta, kad $i medziaga depoliarizuoja membranos ramybés potencialg
bei VP suzadinimo slenkstj, tokiu bidu sumazindama VP amplitude. Taip
pat stebétas ilginantis poveikis VP ir suzadinimo metu tekanciy sroviy
laikiniy charakteristiky vertéms.

4.1.4. Lantano poveikio tyrimas

La** jonai daznai taikomi elektrofiziologiniuose tyrimuose kaip Ca®* kanaly
blokatoriai. Nors toks kanaly blokavimas néra specifinis, La®* vis tiek daznai
pasitelkiamas siekiant blokuoti Ca?* sroves augaly lgstelése (Tsutsui et al.,
1987a; Scherzer, Bohm, et al., 2022), taciau $io blokatoriaus poveikis VP
suzadinimo slenks¢io vertéms kol kas nezinomas. Pasirinkta nustatyti
0,5 mM LaCls koncentracijos poveikj Siam bei kitiems su Nitellopsis obtusa
elektrogeneze susijusiems parametrams.

30 min. paveikus Nitellopsis obtusa lasteles 0,5 mM koncentracijos
LaCls tirpalu, sumazéjo maksimalus membranos laidumas suzadinimo metu
Gmax ir VP amplitudé. VP smailés verté nepakito, bet stebéta reikSminga VP
suzadinimo slenks¢io depoliarizacija vidutiniskai per 20 mV. Visi Kiti
nagrinéti parametrai, jskaitant membranos ramybés potenciala, reikSmingai
nekito (4.4 lentelé, 4.21 pav.). Tai leidzia La®* jonus laikyti specifiskesniais
N. obtusa Ca?* kanaly blokatoriais nei verapamilas, tetrandrinas ir NED-19.

Keleto eksperimenty metu La®*" paveiktos Igstelés buvo grazintos j
kontrolinj tirpalg. La®" poveikis ne tik nebuvo grjztamas, bet suintensyvéjo,
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kelios lgstelés visi$kai prarado suzadinamumag. Tai leidzia spresti apie stiprig
saveika tarp blokatoriaus ir jo taikinio.

4.4 lentelé. 0,5 mM LaCls poveikis elektriniy Nitellopsis obtusa signaly
parametrams, taikyti CC, VC1 ir VC2 protokolai, n = 5-6. Pateikti verciy
vidurkiai + SD. ,,W* 8alia p verciy reiskia taikyta Wilcoxono kriterijy
priklausomoms imtims, ,,T* — Studento t kriterijy priklausomoms imtims.
Pilku fonu i$skirti statistiskai reik§mingi skirtumai (p<0,05).

0,5mM

Kontrolé
ontrolé LaCl,

Membranos ramybés
potencialas RP (mV)
Membranos laidumas ramybés
biisenoje Gge (S-m?)

VP suzadinimo slenkstis

-221+21 -217+25 0479T

0,31+0,08 0,33+0,08 0,568 T

Ew (MV) 95+12 74+15 0,047 T
VP smailé (mV) 18+7 7+22 0,208 T
VP amplitudé¢ (mV) 113+14 81+30 0,045T
VP depoliarizacijos trukmé 14403 1.240.1 0,290 T
taep(S)

VP repoliarizacijos trukmé 31407 3406 0.748 T
trep (S)

Maksimalus membranos

laidumas suzadinimo metu 3,4+0,5 2,5+0,7 0,019T
Grax (S:m?)

Membranos laidumas

ties -250 mV G_zs50 mv (S-m'z)
Membranos laidumas ties

50 mV Gsomv (S-m‘z)
Suzadinimo srovés amplitudé
lirans (HA'Cm_Z)

Suzadinimo srovés aktyvacijos
trukmeé tact trans (S)

Suzadinimo srovés
inaktyvacijos 2,2+0,7 2,2+0,6 0,987T
trukmé tinact_trans (S)

0,35+0,07 0,42+0,10 0,065 T

0,88+0,25 0,79+0,12 | 0,438 W

-41+9 -33£10 0,169 T

1,2+0,2 0,9+0,3 0,179 T
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4.21 pav. Tipinis 0,5 mM koncentracijos LaCls tirpalo poveikio elektriskai
sukeltiems Nitellopsis obtusa veikimo potencialams pavyzdys. Iklija rodo
veikimo potencialo suzadinimo slenks¢io E vertes skirtinguose tirpaluose.
Zvaigzduté Zymi reik§minga skirtuma (p<0,05) tarp parametro vertés
kontrolinémis salygomis ir po poveikio. n=5.

4.2.Inozitolio fosfaty poveikio tyrimas

Zinant, kad inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) vaidmuo augaly fiziologijoje,
ypac elektriniy signaly generavimo metu, dar néra aiskus, nutarta jvertinti,
kaip $i potenciali antriné signaliné molekulé veikia Nitellopsis obtusa
elektriniy signaly parametrus. Tam taip pat pasitelktas fosfolipazés C (PLC),
sintetinancios IPs, blokatorius U73122. Galiausiai, tikrinta hipoteze, kad IP3
augaly fiziologiniuose procesuose gali pakeisti kitas inozitolio fosfatas — IPe.
Kitaip nei tiriant Ca?* kanaly blokatorius, §iy tyrimy metu nuspresta taip pat
atkreipti démes;j, ar tirty potencialiai aktyvuojanciy medziagy poveikis yra
griztamas, nes tik tokie aktyvatoriai galéty atlikti fiziologing antriniy
signaliniy molekuliy funkcija.
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4.2.1. Inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IPs) poveikio tyrimas

Pasirinkta tirti 75 pM ir 150 pM inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3)
koncentracijy bei 25 uM fosfolipazés C (PLC) blokatoriaus U73122 poveikj
jvairiems su Nitellopsis obtusa elektrogeneze susijusiems parametrams.

4.5 lentelé. 75 UM inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IPs) poveikis elektriniy
Nitellopsis obtusa signaly parametrams, taikyti CC, VC1 ir VC2 protokolai,
n = 6-8. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. Pilku fonu isskirti statistiskai
reikSmingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos vertés,
rodancios statistiskai reikSmingg skirtuma (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolés-2

grupiy.
Kontrolé-1 | IP3, 75 UM | Kontrolé-2
Membranos ramybés
. -229+12 -221+22 -215+22
potencialas RP (mV) o S
Membranos laidumas
ramybés biisenoje 0,32+0,07 0,32+0,08 0,35+0,07
Grp (S-m'z)
VP suzadinimo slenkstis 0448 11049 103410
E (mV)
VP smailé (mV) 31+12 19+15 34+11
VP amplitudé (mV) 125415 128+14 137+12
VP depoliarizacijos trukmé 1.240.2 13404 12401
taep(S)
VP repoliarizacijos trukmé 31405 34407 29405
trep (S)
Maksimalus membranos
laidumas suzadinimo metu 51,9 4,8+1,8 5,56+2,2
Gmax (S:m™?)
Membranos laidumas
ties -250 MV G.zs0 my (S-M) 0,36+0,07 0,35+0,08 0,37+0,07
Membranos laidumas ties
50 MV Gsoy (S-M?) 1,06+0,24 1,18+0,32 1,08+0,17
Suzadinimo _szroves amplitudé 56+16 -60+19 63+12
lirans (HA'Cm )
Suzadinimo srovés
aktyvacijos trukmeé tact sans () 0,9+0,2 1,2+0,4 1+0,3
Suzadinimo srovés
inaktyvacijos trukmé 1,6+0,5 1,7+£0,7 1,6+0,6

tinact_trans (S)
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Vertinant abiejy koncentracijy IPs tirpaly poveikj, neaptikta, kad $i
medziaga keisty elektriniy signaly parametrus, nestebéta ir tikétina
priklausomybé nuo koncentracijos (4.5 lentelé, P52 lentelé, 4.22 pav.,
P13 pav.).
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4.22 pav. Tipinis 75 uM koncentracijos inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IPs)
tirpalo poveikio elektriskai sukeltiems Nitellopsis obtusa veikimo
potencialams pavyzdys. lklija rodo veikimo potencialo suzadinimo
slenkscio E vertes skirtinguose tirpaluose. n=6.

Vis délto, verta paminéti, kad kai kuriy lasteliy VP suzadinimo
slenks¢io vertés po inkubacijos IP;s tirpale buvo hiperpoliarizuotos, taciau
poveikis nebuvo statistiskai reik§mingas (p = 0,072). Nors kontrolinémis
saglygomis Nitellopsis obtusa Iastelés beveik nieckada negeneruoja
spontaniniy veikimo potencialy, po inkubacijos 75 UM koncentracijos IP3
tirpale 1 lastelé i§ 9 bei po inkubacijos 150 uM koncentracijos IP3 tirpale
1 lastelé i$ 4 generavo spontaniniy VP sekas (4.23 pav.).
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4.23 pav. Po 30 min. tarpubambliniy Nitellopsis obtusa Igsteliy inkubacijos
75 uM koncentracijos inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IPs) tirpale ir elektriskai
sugeneruoto VP stebéta spontaniniy VP seka.

Vertinant 25 pM koncentracijos fosfolipazés C (PLC) blokatoriaus
U73122 tirpalo poveikj Nitellopsis obtusa elektriniy signaly parametrams
atsizvelgta, kad §i medziaga tirpinta 1 % koncentracijos DMSO tirpale. Nors
i§ pirmo zvilgsnio U73122 depoliarizavo membranos ramybés potencialg
vidutiniskai per 30 mV, §j parametrg depoliarizavo ir DMSO, reikSmingo
skirtumo tarp abiejy poveikiy nenustatyta (P53 lentelé, 4.24 pav., P14 pav.).
Taikant fiksuotos jtampos metodo VC2 protokola taip pat jvertinta, kad 1 %
DMSO reikSmingai sumazino suzadinimo metu tekancios srovés amplitudes
vidutiniskai 30 %.
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4.24 pav. Tipinis 25 pM koncentracijos fosfolipazés C blokatoriaus U73122
ir jo tirpiklio 1 % koncentracijos DMSO tirpaly poveikio elektriskai
sukeltiems Nitellopsis obtusa veikimo potencialams pavyzdys. Iklija rodo
veikimo potencialo suzadinimo slenks¢io E vertes skirtinguose tirpaluose.
n=4.

Apibendrinant, nepaisant stebéty tendencijy (kai kuriy Iasteliy VP
suzadinimo slenksCio hiperpoliarizacija, kartais stebétas spontaninis
aktyvumas), rezultatai neleidzia patvirtinti, kad IP3 yra bioaktyvi medziaga,
susijusi su Nitellopsis obtusa elektriniy signaly generavimu.

4.2.2. Inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikio tyrimas

Pasirinkta tirti 75 pM ir 150 pM inozitolio heksakisfosfato (IPe)
koncentracijy tirpaly poveikj jvairiems su Nitellopsis obtusa elektrogeneze
susijusiems parametrams.

Pastebéta, kad abi naudotos IPs koncentracijos, prieSingai nei tokios
pacios IP3 koncentracijos, reikSmingai hiperpoliarizuoja VP suzadinimo
slenkscio verte: 75 pM vidutiniskai 15 mV, 150 pM — beveik 40 mV, abiem
atvejais IPs poveikis buvo griztamas (4.6 lentelé, 4.7 lentelé, 4.27 pav.,
P15 pav.)
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4.6 lentelée. 75 UM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis elektriniy
Nitellopsis obtusa signaly parametrams, taikytas CC protokolas, n = 9.
Pateikti ver¢iy vidurkiai £ SD. Pilku fonu iSskirti statistiskai reikSmingi
skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos vertés, rodancios
statistiskai reikSmingg skirtuma (p<0,05) tarp IPs ir Kontrolés-2 grupiy.

Kontrolé-1 IPs, 75 pM Kontrole-2
Membranos ramybés
) -222+17 -215+17 -216+1
potencialas RP (mV) > 6+18
Membranos laidumas
ramybés biisenoje 0,57+0,34 0,6+0,44 0,48+0,25
Grp (S-m'z)
VP suzadinimo
-99+ -114+ 91+
slenkstis Ex (mV) 9912 -114+9 oLx7
VP smailé (mV) 29+7 20+13 31+16
VP amplitudé (mV) 128+17 135+14 122+15
VP depoliarizacijos
1,3+ 1,3+ 1,2+0,2
trukmé taeo(s) ,310,3 ,3+0,3 220,
VP repoliarizacijos
+ + +
trukmé tep (5) 3,6+1,3 42412 3,310,9
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4.7 lentelé. 150 uM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis elektriniy
Nitellopsis obtusa signaly parametrams, taikyti CC, VC1 ir VC2 protokolai,
n = 4-8. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. Pilku fonu isskirti statistiskai
reikSmingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos vertés,
rodancios statistiskai reik§mingg skirtuma (p<0,05) tarp IPs ir Kontrolés-2

grupiy.

Kontrolé-1 150 uM IP¢ | Kontrolé-2
Membranos ramybés
potencialas RP (mV) -206+19 -195+31 -180+35
Membranos laidumas
ramybés biisenoje 0,33+0,1 0,34+0,11 0,37+0,1
Gre (S-m?)
VP suzadinimo
slenkstis Ex (mV) -96+5 -133+£15 -89+9
VP smailé (mV) 35+9 1310 37+11
VP amplitudé (mV) 130+10 146+18 125+12
VP depoliarizacijos
trukmé tep(s) 1,2+0,2 1,5+0,4 1,3+0,2
VP repoliarizacijos
trukme trep (5) 3,6+1,2 7,251 4,142
Maksimalus
membranos laidumas 5,5+1,2 6.8+2,4 46423
suzadinimo metu
Gmax (S-m?)
Membranos laidumas
ties -250 mV 0,41+0,05 0,42+0,05 0,42+0,06
G250 mv (S:m?)
Membranos laidumas
ties 50 mV 1,03+0,16 1,25+0,37 0,99+0,27
Gsomv (S-m?)
Suzadinimo sroveés
amplitude -89+23 -102+36 -65+34
ltrans (HA'Cm_Z)
Suzadinimo sroveés
aktyvacijos trukmé 1,2+0,3 1,5+0,3 1,2+0,4
tact trans (S)
Suzadinimo srovés
inaktyvacijos trukmé 1,9+0,8 2,811 2,2t1
tinact trans (S)
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4.25 pav. Tipinis 75 pM koncentracijos inozitolio heksakisfosfato (IP)
tirpalo poveikio elektriskai sukeltiems Nitellopsis obtusa veikimo
potencialams pavyzdys. lklija rodo veikimo potencialo suzadinimo
slenks&io Ey vertes skirtinguose tirpaluose. Zvaigzdutés zymi reikimingg
skirtumg (p<0,05) tarp parametro veréiy. n=9.
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4.26 pav. 75 uM ir 150 uM koncentracijy inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IPs) ir
inozitolio heksakisfosfato (IPg) poveikis Nitellopsis obtusa veikimo
potencialo suzadinimo slenksc¢io Ew vertei. Vaizduojamas parametro pokytis
lyginant su kontrole AEq (vidurkis = SD), ta pacia lastelg paveikus norimu
tirpalu Zvaigzdutés Zymi reik§minga skirtuma (p<0,05) tarp parametro
veréiy. n = 4-9.

VP suzadinimo slenkstj Exn 150 pM koncentracijos IPs tirpalas
hiperpoliarizavo vidutiniskai 20 mV daugiau, nei maZesniosios
koncentracijos IPs tirpalas (p = 0,016), taip pat nei 75 UM koncentracijos IP3
tirpalas (p = 0,037) ir 150 uM koncentracijos IP; tirpalas (p = 0,009)
(4.26 pav.).

Nors po inkubacijos 75 UM koncentracijos IPg tirpalu VP smailés verté
tik rodé tendencija mazéti vidutiniSkai per 10 mV, didesniosios
koncentracijos tirpalas VP smailés verte griztamai sumazino vidutiniskai per
20 mV. VP amplitudés ir maksimalaus membranos laidumo suzadinimo
metu vertés reikSmingai nepasikeité. Taip pat pastebéta, kad 75 uM IPs
koncentracija buvo per maza pailginti VP depoliarizacijos ir repoliarizacijos
trukmes, taciau 150 uM IP¢ koncentracijos tirpalas jau reikS8mingai jas
pailgino, §is pokytis irgi buvo grjZztamas.

86



VP amplitudés bei maksimalaus membranos laidumo suzadinimo metu
vertés, nors ir rodé tendencijg didéti po IPs poveikio, reikSmingai nesiskyré
(4.27 pav.).
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4.27 pav. Tipinis 75 pM koncentracijos inozitolio heksakisfosfato (IPs)
tirpalo poveikio Nitellopsis obtusa membranos laidumo priklausomybei nuo
membranos potencialo (MP) pavyzdys. Iklija rodo maksimalaus membranos
laidumo suZadinimo metu Gmax Vertes skirtinguose tirpaluose. n=4.

Tolesni tyrimai, siekiant jvertinti IPs poveiki suzadinimo metu
tekan¢ioms srovéms, testi pasitelkiant VC3 protokolg. Nei vienas i$
pasirinkty IPs koncentracijy tirpaly nepaveiké nuotékio ir K* sroviy,
atitinkamai liea ir I, amplitudziy (lentelés P54, P60-P61, P67, pav. P16 ir
pav. P22).

Nors 75 UM 1Ps koncentracijos tirpalo poveikio Ca?* srovéms nebuvo
nustatyta, 150 UM IPs koncentracijos tirpalo poveikis sukélé Ca?* sroviy
reversijos potencialo pasislinkimg link neigiamesniy MP verciy (lentelés
P55 ir P62, pav. 4.28 ir pav. P17).
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4.28 pav. Voltamperinés Ca?* sroviy lca, tekanciy per Nitellopsis obtusa
lasteliy membranas suzadinimo metu, charakteristikos — kontrolinémis
salygomis ir tas pacias lasteles 30 min. paveikus 150 uM koncentracijos
inozitolio heksakisfosfato (IPg) tirpalais bei lasteles pakartotinai veikiant
kontroliniu tirpalu. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. Srovés reversijos
potencialas (pazyméta rodyklémis) pasislinko. Zvaigzdutés zymi
reikSmingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro ver¢iy kontrolinémis
salygomis ir po poveikio. n=8.

Nors ties kai kuriomis MP vertémis reik§mingy skirtumy nustatyta
vertinant CI- sroviy lc bei suminiy Ca?* ir Cl- sroviy lcaci amplitudes,
poveikis nebuvo rySkus (lentelés P56-P57 ir P63-P64, pav. 4.29 ir pav.
P18-P19).
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4.29 pav. Voltamperinés Cl- sroviy lci, tekan¢iy per Nitellopsis obtusa
lasteliy membranas suzadinimo metu, charakteristikos — kontrolinémis
salygomis ir tas pacias lasteles 30 min. paveikus 150 pM koncentracijos
inozitolio heksakisfosfato (IPg) tirpalais bei lasteles pakartotinai veikiant
kontroliniu tirpalu. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. Srovés reversijos
potencialas (pazyméta rodyklémis) pasislinko. Zvaigzduté Zymi reik§minga
skirtuma (p<0,05) tarp parametro ver¢iy kontrolinémis salygomis ir po
poveikio. n=8.

IPs poveikis buvo rySkesnis vertinant sroviy laikiniy parametry
poky¢ius: nors 75 UM 1Pg koncentracijos jtaka pastebéta tik ties kai kuriomis
jtampomis, lgsteliy inkubacija didesniosios koncentracijos tirpale 1émé
suzadinimo metu tekancios srovés lci aktyvacijos trukmeés pailgéjimg MP
intervale nuo -80 mV iki 0 mV, 8is poveikis buvo griztamas (lentelés P58 ir
P65, pav. 4.30 ir pav. P20).
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4.29 pav. Suzadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekancios CI-
srovés lci aktyvacijos trukmiy tat priklausomybé nuo membranos potencialo
(MP) kontrolinémis sglygomis bei 30 min. paveikus 150 pM koncentracijos
inozitolio heksakisfosfato (IPg) tirpalais bei lasteles pakartotinai veikiant
kontroliniu tirpalu. Pateikti verdiy vidurkiai £ SD. Zvaigzdutés zymi
reikSmingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro verciy kontrolinémis
salygomis ir po poveikio. n=8.

Srovés lci inaktyvacijos trukmés tinact taip pat pakito, lasteles inkubavus
IPs tirpaluose — po inkubacijos 150 UM IPs koncentracijos tirpale stebétas
mazdaug dvigubas jy grjZtamas pailgéjimas MP intervale nuo -60 mV iki
40 mV (lentelés P59 ir P66, pav. 4.31 ir pav. P21).
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4.31 pav. Suzadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekancios CI-
srovés lci inaktyvacijos trukmiy tinaet priklausomybé nuo membranos
potencialo (MP) kontrolinémis sglygomis bei 30 min. paveikus 150 uM
koncentracijos inozitolio heksakisfosfato (IPg) tirpalais bei lagsteles
pakartotinai veikiant kontroliniu tirpalu. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD.
Zvaigzdutés Zymi reik§mingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro veréiy
kontrolinémis sglygomis ir po poveikio. n=8.

Siekiant jvertinti galimg IPs poveikj kitiems lIgsteliniams su Ca?
susijusiems procesams, registruotas ciklozés greitis ramybés biisenoje ir
elektriskai suzadinus VP — kontrolinémis sglygomis ir lgsteles 30 min
inkubavus 150 uM koncentracijos IPg tirpale. Nei vienas i§ tirty parametry
nebuvo paveiktas inkubacijos 150 uM koncentracijos IPs tirpale (4.8 lentelé,
4.32 pav., pav. P23).

Apibendrinant, nustatyta, kad IPs hiperpoliarizuoja suzadinimo
slenkstj, bet nekei¢ia VP amplitudés. Si medziaga taip pat paslenka lca
srovés reversijos potencialg link neigiamy MP verciy bei ilgina VP ir
suzadinimo metu tekan¢iy sroviy laikiniy charakteristiky vertes.
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4.8 lentelé. 150 puM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis ciklozés
greiCio parametrams ramybés biisenoje ir lastelg elektriskai suzadinus.
Pateikti ver¢iy vidurkiai £ SD. n = 4.

Kontrolé-1 | IPs, 150 uM | Kontrolé-2
C_1kloze.s greitis ramybés 37411 3743 3748
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4.32 pav. Nitellopsis obtusa lasteliy ciklozés greicio kaita laike ramybés
bisenoje ir po elektrinio suzadinimo (rodyklé) kontrolinémis sglygomis bei
30 min. paveikus 150 UM koncentracijos inozitolio heksakisfosfato (IPs)
tirpalais bei lasteles pakartotinai veikiant kontroliniu tirpalu. Rodyklé
pazymi elektrinio suzadinimo momenta. Jklija rodo ciklozés greicio
atsistatymo po elektrinio lastelés suzadinimo laiko konstantos z vertes vertes

skirtinguose tirpaluose. Pateikti verc¢iy vidurkiai + SD. n=4.
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5. DISKUSIJA

Ca®" jony svarba lgsteliniams procesams, ypa¢ elektriniy signaly, skirty
ilgais atstumais perduoti informacija apie lokaliy iSoriniy Stresoriy poveikj,
formavimui, yra neginéijama (White, 2000). Pastebéta, kad i$ kontrolinémis
sglygomis jaudriy lgsteliy aplinkos paSalinus Ca®, Sios tampa
nebesuzadinamos (Findlay, Hope, 1964; Kataev, Zherelova, 1984).
Remiantis Characeae Seimos dumbliy tyrimy, atlikty keiciant iSorines Ca?*
koncentracijas, o, lgsteles perfuzavus, ir vidines Ca? koncentracijas,
rezultatais, nustatyta, kad pirmoji i§ dviejy pagrindiniy suzadinimo metu per
membranas tekancéiy sroviy yra Ca?* jony srové (Beilby, Coster, 1979;
Lunevsky et al., 1983; Shiina, Tazawa, 1987; Zherelova, 1989b).

Vis délto, §iuos Ca?* kanalus elektrofiziologiskai tirti yra sudétinga, nes
per juos tekanti srové aktyvuoja ne visada lengvai atskiriamg tos pacios
krypties CI- srove (Beilby, Coster, 1979; Lunevsky et al., 1983). Tyrimai
»patch clamp* metodu leido aptikti daug jvairaus selektyvumo jony kanaly
aktyvumo jrodymy tiek Characeae $eimos dumbliy plazminéje, tiek ir
vakuolés membranoje, taiau vienareik§miskai aptikti Ca®" kanaly
aktyvumo nepavyko (Katsuhara et al., 1991; Laver, Walker, 1991; Homann,
Thiel, 1994; Berecki et al., 1999). Tyrimus taip pat apsunkina tai, kad tik
palyginus neseniai buvo nusekvenuotas Caharceae Seimos dumblio Chara
braunii genomas, leidziantis lyginti jau nebe tik skirtingy augaly rasiy
funkcinius elektrofiziologinius duomenis, bet ir ieSkoti genomy homologijy
ir skirtumy, o ateityje ir pasinaudoti geny isveiklinimo metodais (Nishiyama
et al., 2018; Beilby, 2019).

Kol kas nesant struktiiriniy galimybiy istirti §iuos menturdumbliy Ca?*
kanalus, verta taikyti funkcinius metodus, siekiant atskleisti ir i§skirti Ca®*
kanaly savybes ir jy jtakg elektriniy signaly generavimo procese, funkciskai
Siuos kanalus charakterizuoti, taip papildant fundamentines Zinias apie
augaly Ca?" pernaSos sistemas.

5.1.Ca®* kanaly blokatoriy poveikis Nitellopsis obtusa lgsteléms

Viena i§ priemoniy, padedanéiy jvertinti tam tikry kanaly aktyvumo jtaka
fiziologiniams procesams, yra kanaly blokatoriai. Zinoma, kad Characeae
Seimos dumbliy Ca?* kanalus gali blokuoti metaly jonai, pavyzdziui, Mn?",
Co?*, Ni?" (Lunevsky et al., 1983), taciau jy taikymas gali turéti ir Salutiniy
poveikiy kitoms jony pernaSos sistemoms (Kisnieriené et al., 2016).
Organiniai Ca?" kanaly blokatoriai, pavyzdziui, nifedipinas, turi panasy
elektrofiziologinj poveikj, tafiau taikant blokatorius, kurie gyviininése
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sistemose veikia specifis$kai, augalinése sistemose stebimi tiek specifiniai,
tiek ir nespecifiniai poveikiai (Tester, MacRobbie, 1990; Zherelova et al.,
1994). Taigi, identifikuoti specifiniai augaly Ca?" kanaly blokatoriai leisty
tiksliau aprasyti $iy kanaly savybes, be to, leisty geriau suprasti Ca?* sroviy
poveik] jvairiems fiziologinimas procesams.

Siame tyrime buvo panaudoti keturi Ca®* kanaly blokatoriai:
verapamilas, tetrandrinas, NED-19 ir La%".

Verapamilu, NED-19 ir La* 30 min paveikus Nitellopsis obtusa
lasteles pastebéta, kad visi Sie blokatoriai depoliarizavo VP suzadinimo
slenkstj (4.2 pav., 4.17 pav., 4.21 pav.). Zinant, kad, generuojant VP,
pirmiausia aktyvuojami Ca?* kanalai (Lunevsky et al., 1983), o molekulés,
potencialiai aktyvuojan¢ios Ca?* kanalus, VP suzadinimo slenkstj
hiperpoliarizuoja (Lapeikaité et al., 2019, 2020), §j parametrg galima laikyti
Ca?" kanaly, atsakingy uz pradine depoliarizacija VP generavimo metu,
aktyvumo indikatoriumi.

Kadangi VP depoliarizacijos fazé siejama su Ca?' ir Cl~ kanaly
aktyvumu, nesudétinga paaikinti Ca?* kanaly blokatoriy sukelta VP
depoliarizacijos trukmiy tgep ir suzadinimo metu tekanéiy sroviy aktyvacijos
trukmiy tace pailgéjima (3.3 pav., 4.2 pav., 4.4 pav., 4.18 pav.) — uzblokavus
dalj kanaly, uztrunka daugiau laiko membrang depoliarizuoti (Tsutsui et al.,
1987b).

Ca*" kanaly blokatoriy (verapamilo, NED-19) sukeltg membranos
ramybés potencialo depoliarizacijg (4.2 pav., 4.17 pav.) galima paaiskinti
H*-ATPaziy blokavimu. Sj poveikj, stebéta ir Chara corallina
menturdumbliuose, méginta gristi dar ir membranos laidumo ramybés
biisenoje sumazéjimu (Tsutsui et al., 1987D). Sioje disertacijoje apradytuose
tyrimuose reik§mingo poveikio membranos laidumui ramybés biisenoje tirti
Ca?* kanaly blokatoriai nesukélé, nors nery$ki laidumo mazéjimo tendencija
verapamilo bei NED-19 poveikio tyrimuose ir buvo stebéta. Taip pat
membranos ramybés potencialo verte lemia ir K* kanaly, kuriuos taip pat
galéjo paveikti tirti blokatoriai, aktyvumas (Blatt, 2024).

Veikimo potencialy repoliarizacijos trukmés trep ir lci srovés
inaktyvacijos trukmiy pailgéjimas (3.3 pav., 4.2 pav., 4.5 pav., 4.17 pav.,
4.19 pav.) gali biti siejamas su blokatoriy jtaka Kou kanaly aktyvumui
(Kourie, 1994). Be to, kadangi uz repoliarizacijos faze atsakingos ir
H*-ATPazés, jy blokavimas, stebimas ir kaip ramybés potencialo
depoliarizacija (4.2 pav., 4.17 pav.), taip pat gali prisidéti prie minéty
parametry verciy didéjimo (Gyenes et al., 1980; Tsutsui et al., 1987b).
Kadangi Ca?*-ATPazés yra giminingos H*-ATPazéms (Garcia Bossi et al.,
2020), galima jtarti, kad kai kurie tirti Ca?* kanaly blokatoriai analogiskai
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veikia ir Ca?*-ATPazes: sutrikus Ca?* pasalinimui i§ citoplazmos, Cl- kanalai
lieka aktyvuoti ilgiau, taip membranos repoliarizacija yra apsunkinama.

Zinoma, kad verapamilas sumaZina atsaky j Zemos temperatiiros
stimulus baltaziedziame vairenyje, pupose (Vicia faba) ir saulégrazose
(Helianthus annuus) amplitudes (Krol et al., 2004), taip pat veikimo
potencialy amplitudes kerpsamanése Marchantia polymorpha (Koselski
etal.,, 2021). Sio tyrimo metu NED-19 ir La* mazino VP amplitudes
(4.17 pav., 4.21 pav.), tatiau verpamilas tokio poveikio neturéjo (4.2 pav.).
Taip pat nepakito ir visy suzadinimo metu stebéty sroviy amplitudés
(4.3 pav.). Kadangi $ie Ca®" kanaly blokatoriai ilgino ir VP repoliarizacijos
trukmes (4.2 pav., 4.17 pav.), galima jtarti, kad K* kanalai taip pat buvo
blokuoti. Zinoma, kad menturdumbliuose Chara inflata uzblokavus K*
sroves blokatoriumi tetractilamoniu (TEA), suzadinimo metu tekanciy
depoliarizuojanciy sroviy amplitudés gali padidéti keliskart (Kourie, 1994).
Taigi, blokuojant ir depoliarizuojancias, ir repoliarizuojancias sroves,
galima uzregistruoti tokios pacios amplitudés srovés signalg kaip ir
kontrolinémis salygomis.

Kadangi verapamilas ir NED-19 veiké ne tik Ca®* kanaly aktyvumg, bet
ir kitas jony pernasos sistemas (4.2 pav., 4.17 pav.), iy blokatoriy negalima
laikyti specifiniais, tiriant Nitellopsis obtusa tarpubamblines lasteles.
Verapamilo nespecifiskumg patvirtina ir lasteliy gyvybingumo tyrimas
(4.7 pav.): paaiskéjo, kad net ir nedidelés verapamilo koncentracijos
(0,1 mM) tirpaluose inkubuotos Nitellopsis obtusa lasteles galiausiai Zista,
taigi, veikiamos ne tik jony pernaSos sistemos. Tikétina, kad pakartojus
Igsteliy gyvybingumo tyrimg ir su tetrandrinu bei NED-19, bty galima
tikétis panasiy rezultaty.

I$ visy tirty Ca®* blokatoriy, panaSy inhibicinj poveikj pasiekti uzteko
maziausios NED-19 koncentracijos. NED-19 yra specifinis zinduoliy
endolizosomy TPC kanaly blokatorius (Naylor et al., 2009; Sakurai et al.,
2015). Kadangi $ie TPC kanalai yra homologiski augaly TPC kanalams
(Hedrich, Marten, 2011), naudojant §j blokatoriy, tikétasi atskleisti TPC
kanaly jtaka Characeae Seimos dumbliy elektriniy signaly generavimui,
taCiau remiantis surinktais duomenimis, nepanasu, kad $ie kanalai, net jei ir
yra ekspresuojami menturdumbliuose, savo aktyvumu atitinka aukstesniyjy
augaly TPC kanaly aktyvumg. Vis délto, NED-19 poveikis
elektrofiziologiniams parametrams i§ esmés nesiskyré nuo verapamilo
poveikio (4.2 pav., 4.17 pav.), taigi, $ios medziagos, nors ir pasiZymi
poveikiu ir kitoms jony perna3os sistemoms, Nitellopsis obtusa Ca?* kanalus
geba blokuoti. Netikétai, La®" jonai, prieSingai nei verapamilas ir NED-19,
nepasizyméjo tokiomis nespecifinémis savybémis (4.21 pav.), pavyzdZziui,
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neveiké membranos ramybés potencialo, nekeité VP trukmeés. Taigi, nors Sie
jonai nelaikomi specifiniais Ca?* kanaly blokatoriais, jie veiké specifiskiau
nei kiti Siame tyrime naudoti blokatoriai.

Sunku vertinti tetrandrino poveikj, nes visi i$ paziiiros $io Ca?* kanaly
blokatoriaus sukelti Nitellopsis obtusa elektrofiziologiniy parametry
poky¢iai reikSmingai nesiskyré nuo jo tirpiklio DMSO poveikio (4.9 pav.).
Galima pastebéti, kad net jei DMSO maskavo tetrandrino poveikj, kai kuriy
parametry verciy kitimo tendencijos atitiko stebétas lasteles veikiant kity
Ca?* kanaly blokatoriy verapamilo ir NED-19 tirpalais. PavyzdZiui, net jei
skirtumai tarp parametry verciy nebuvo reik§mingi, VP amplitudés verté
buvo mazesné paveikus lasteles tetrandrinu, 0 ne DMSO; analogiskos

tendencijos stebétos ir su kitais parametrais — membranos ramybés
potencialu, VP suzadinimo slenks¢iu, VP repoliarizacijos trukme (4.9 pav.).
Aukséiau minéti TPC kanalai pasizymi rektifikacija — lengviau

praleidziamos srovés, tekancios i§ citoplazmos j vakuolg (Jaslan et al.,
2019), todél vargu, ar Sioje disertacijoje aprasyty K* laidziy Nitellopsis
obtusa tonoplasto jony kanalai, per kuriuos tekancios srovés gerai
praleidziamos abiem kryptimis (4.6 pav., 4.15 pav., 4.20 pav.), yra
koduojami TPC geno, nebent funkciSkai Characeae Seimos TPC kanalai
reikSmingai skiriasi nuo aukstesniyjy augaly TPC kanaly. I visy Sioje
disertacijoje apraSyty Ca?* kanaly blokatoriy, NED-19 yra specifiskiausias
TPC kanalams (Kintzer, Stroud, 2016), ta¢iau didesniy skirtumy tarp $io ir
kity blokatoriy poveikio nepastebéta.

5.2. Tirpiklio DMSO poveikis Nitellopsis obtusa lasteléms

Tirpiklis dimetilsolfoksidas (DMSQ) daznai naudojamas tirpinti vandenyje
netirpias medziagas (Galvao et al., 2014). Tokias medziagas, iStirpusias
DMSO, jau galima skiesti vandeniniais tirpalais ir naudoti gyvy sistemy
tyrimams. Laikoma, kad nedidelés DMSO koncentracijos néra lgsteléms
toksiskos (Bulychev, Rybina, 2018), bet ne visada atsizvelgiama, kad
DMSO gali pralaidinti membranas, taip sukeldamas citotoksinius efektus
(Zhang et al., 2016; Tuncer et al., 2018). Taip pat zinoma, kad gyviininése
sistemose DMSO gali mazinti neselektyviy katijony kanaly ir CI~ kanaly
aktyvumg (Nakahiro et al., 1992; Nardid et al., 2013).

Siame tyrime stebéta, kaip DMSO reik$mingai sumazina VP amplitude;
Sis poveikis labiau pasireiské per VP smailés vertés sumazéjimg, nors §is
pokytis ir nebuvo statistiskai reikSmingas (4.9 pav.). VP smailés vertés
poky¢iai siejami su CI~ kanaly aktyvumu, Siuo atveju, jy blokavimu, kas
paaiskinty ir pailgéjusias VP depoliarizacijos trukmes bei suzadinimo metu
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tekancios srovés lci aktyvacijos trukmes (4.9 pav., 4.13 pav.). Taip pat
stebétas DMSO poveikis Ik srovéms (4.10 pav.), — ji galima sieti su
pailgéjusiomis VP repoliarizacijos trukmémis bei suzadinimo metu tekanciy
sroviy inaktyvacijos trukmiy pailgéjimu (4.9 pav., 4.14 pav.). Poveikio
vidinéms jony koncentracijoms taip pat negalima atmesti, nes stebétas
suzadinimo metu tekancios srovés lca reversijos potencialo pasislinkimas
(4.11 pav.).

5.3. Inozitolio fosfaty poveikis Nitellopsis obtusa lgsteléms
5.3.1. Inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) poveikis

Augaluose IP; ilga laikg sietas su jvairiy fiziologiniy procesy reguliavimu
(Krinke et al., 2007), spéjama, kad tam tikras signalas perduodamas
padidinant IP; koncentracijg citoplazmoje, tuomet IP3 aktyvuoja nezinomos
tapatybés Ca®" kanalus, per kuriuos j citoplazmg pliistantys Ca®" jonai
tiesiogiai aktyvuoja ar inhibuoja tam tikrus baltymus, pavyzdziui, fosfatazes
ar kinazes (Gilroy et al., 1990; Chen et al., 2008; Zhang et al., 2011). Nors
daugelis tyrimy atskleidé fiziologinj IPs poveikj, augalai neturi receptoriy,
homologisky gyviiny IP3 receporiams, geny, tad visas signalo perdavimo
kelias lieka neaiSkus (Krinke et al., 2007).

Tiriant Characeae Seimos dumblius aptikta, kad | citoplazma
mikroinjekuotas IPs gali Igsteles elektriskai suzadinti, aktyvuodamas Ca?*
kanalus (Zherelova, 1989a; Biskup et al., 1999). Remiantis $iais rezultatais,
sukurtas matematinis Thielio-Beilby modelis, aprasantis MP kitimg laike
veikimo potencialo generavimo metu (Biskup et al., 1999; Wacke, Thiel,
2001; Wacke et al., 2003; Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017; Kisnieriene et
al., 2019). Modelio Serdis — IP; aktyvuojami Ca?* kanalai, per kuriuos
suzadinimo metu i§ endoplazminio tinklo j citoplazma teka Ca?* srové.

Nors modelis geba tiksliai atkartoti empirinius elektrinio suzadinimo
duomenis ne tik kontrolinémis sglygomis, bet ir lasteléms sukélus stresg,
esama tyrimy, prieStaraujanciy IP; aktyvuojamy Ca?* kanaly hipotezei.
Chara corallina lgstelése IP; injekavimas nesukélé citoplazmos judéjimo
grei¢io poky¢iy, nors $is procesas stabdomas iSaugusios Ca?* koncentracijos
citoplazmoje (Tazawa, Kikuyama, 2003).

Siame tyrime Nitellopsis obtusa lasteles veikiant IPs tirpalais, jokio
poveikio elektrofiziologiniams parametrams neaptikta (4.22 pav.). Verta
paminéti, kad nors VP suzadinimo slenkstis nebuvo paveiktas statistiSkai
reik§mingai, stebéta Sio parametro hiperpoliarizacijos tendencija. Be to, kai
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kurios lastelés, paveiktos IP; tirpalais, generavo spontaniniy VP serijas
(4.23 pav.).

Fosfolipazés C (PLC) inhibitorius U73122 turéty veikti kaip Ca?*
kanaly blokatorius: neveikli PLC negeba sintetinti IPs, vadinasi, ir Ca®
kanalai negali bati aktyvuojami. Nors Chara corallina menturdumbliuose
stebétas neigiamas U73122 ir kito PLC blokatoriaus neomicino poveikis
suzadinimo metu tekan¢ioms srovéms (Biskup et al., 1999), Kkitos
mokslininky grupés tyrimai $iy efekty nepatvirtino (Tazawa, Kikuyama,
2003). Sioje disertacijoje apradyty tyrimy metu U73122 taip pat neturéjo
poveikio tirtiems Nitellopsis obtusa elektrofiziologinimas parametrams, tarp
jy ir VP suzadinimo slenks¢iui, kurj galima sieti su Ca?* kanaly aktyvumu
(4.24 pav.).

Apibendrinant, nors esama rezultaty, rodanéiy, kad IP3 turi potencialo
veikti Characeae Seimos dumbliy elektrofiziologinius parametrus, taiau
negalima vienareik§miSkai patvirtinti, kad §i molekulé aktyvuoja Nitellopsis
obtusa Ca?* kanalus.

5.3.2. Inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis

Keliuose tyrimuose parodyta, kad visiSkai fosforilinta inozitolio forma IPs
aukStesniuosiuose augaluose turi elektrofiziologinj poveikj — aktyvuoja
tonoplasto jony kanalus, blokuoja plazminés membranos K* kanalus.
Zinoma, kad tokj patj poveikj sukelia ir IPs, tadiau tokio paties intensyvumo
poveikj sukelia mazesnés IPs koncentracijos tirpalai (Lemtiri-Chlieh et al.,
2000, 2003). Iskelta teorija, kad ne IPs3, bet IPs gali bati veikli antriné
signaliné¢ molekulé, sukelianti fiziologinius atsakus augaluose. Literatiiroje
aprasyta IPs poveikj galima paaiskinti tariant, kad eksperimento metu j
lastelés citoplazma patekes IP3 gali biiti konvertuojamas j IPs, kuris ir sukelia
stebimus atsakus. (Munnik, Vermeer, 2010).

Sios disertacijos tyrimy metu nuspresta patikrinti, ar IPs veikia
menturdumbliy  Nitellopsis obtusa elektriniy signaly generavimo
parametrus, ypa¢ kreipiant démesj j galimg poveikj Ca?" kanalams.

Nitellopsis obtusa lasteles 30 min. paveikus IPg tirpalais, stebéta zenkli
veikimo potencialo slenks¢io hiperpoliarizacija (4.25 pav., 4.26 pav.).
Prisimenant, kad Ca?* kanaly blokatoriai VP slenkstj depoliarizavo (4.2
pav., 4.17 pav., 4.21 pav.)., galima teigti, kad IPs aktyvuoja Ca?* kanalus,
atsakingus uz Igsteliy elektrinj suzadinamuma.

Stebint Iasteliy, paveikty IPs, membranos potencialo kitimg laike, né
karto nebuvo stebétas spontaninis elektrinis aktyvumas. Ciklozés greicio
tyrimas $iuos rezultatus patvirtino (4.32 pav.): zinoma, kad §i0 proceso
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greitis atspindi citoplazming Ca?" koncentracija ir gali indikuoti jos
dinamika, pavyzdZiui, VP generavimo metu (Okazaki et al., 2002;
Shimmen, 2007). Taigi, nestebint ciklozés grei¢io pokycCiy lasteles
inkubavus IPs tirpale, galima teigti, kad vidulgsteliné Ca®" koncentracija
nepakito. Taigi, IPs savaime néra lgstele suzadinanti medziaga, kg patvirtina
pupos (Vicia faba) Ziotely varstomyjy lasteliy tyrimai (Levchenko et al.,
2005).

Pastebéta, kad, paveikus lgsteles 150 uM IPg koncentracijos tirpalu,
sumazéjo ir VP smailés verté, o VP amplitudés nepakito. Nepakito ir
maksimalus membranos laidumas suzadinimo metu (4.27 pav.), bei
suzadinimo srovés amplitudé lyans (3.3 pav.) Taip pat, nors suzadinimo metu
tekan¢ios Ca?" srovés lca amplitudés 1§ pazifiros sumazéjo, ties suzadinimo
slenksciu tekancios srovés amplitudé isliko panasi, tad IPs pakeité reversinj
§ios srovés potenciala (4.28 pav.). Sie rezultatai leisty teigti, kad IPs ne
papildomai atidaro Ca?* kanalus, leisdamas j citoplazma pritekéti daugiau
Ca®" jony, bet kei¢ia Ca?" kanaly priklausomybe nuo jtampos — kanalai
tampa aktyvuojami prie neigiamesniy MP ver¢iy, ta¢iau ir deaktyvuojasi
prie neigiamesniy jo verciy. Kita vertus, nors statistiskai reikSmingai minéty
parametry, susijusiy su Ca?* srovés amplitude, vertés nesiskiria nuo verdiy
kontrolinémis sglygomis, matoma tendencija parametry verciy vidurkiams
po IPs poveikio virSyti vidurkius kontrolinémis salygomis (4.27 pav.). Tali
galima sieti su CI- srovés aktyvavimu — nors maksimali Ca?* srovés
amplitudé nekinta, CI- srové aktyvuojama anksCiau, tad veikia didesné
elektrovaros jéga, nes kanalai aktyvuojami ties labiau nuo CI~ jony
pusiausvyrinio potencialo nutolusiu MP.

IPs taip pat ilgino suzadinimo metu tekanc¢ios Cl- srovés aktyvacijos ir
inaktyvacijos bei VP depoliarizacijos ir repoliarizacijos trukmes (4.25 pav.,
4.29 pav., 4.31 pav.). Pailgéjusias aktyvacijos trukmes galima sieti su VP
amplitudés iSaugimo tendencija — didesniam srautui pratekéti per membrana
uztrunka ilgiau. lca inaktyvacijos trukmiy bei VP repoliarizacijos trukmiy
pailgéjima paaiskinti sunkiau. Repoliarizacijos fazé priklauso nuo Ca®* jony
pasalinimo i§ citoplazmos, CI~ kanaly deaktyvacijos, K" kanaly bei
H*-ATPaziy aktyvumo. Verta paminéti, kad aminortigstys, kurios, manoma,
taip pat aktyvuoja Ca?*" kanalus, irgi sukelia VP repoliarizacijos fazes
ilgéjimg (Lapeikaité et al., 2019, 2020). Taigi, tikétina, kad tiek
aminoragsciy, tiek ir IPs poveikis VP repoliarizacijos fazei turéty buti susijes
su Ca?" pernaos sistemy aktyvumu. Citoplazmos grei¢io ramybés biisenoje
ir po elektrinio suzadinimo tyrimas parodé, kad IPs neveikia bent kai kuriy
su Ca* siejamy fiziologiniy procesy Iasteléje — Ca?* sgveikos su
aktomiozinu dinamikos (4.32 pav.). lca srovés reversinio potencialo pokytis
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indikuoja pasikeitusig vidulgsteling Ca?* koncentracija (4.28 pav.), tad
galima spéti, kad, kai VP suzadinimo slenkstis hiperpoliarizuotas ir Ca®*
koncentracijos pokyciai inicijuojami ties neigiamesniais MP, keiciasi
elektrovaros jégos ir Ca?*-ATPaziy veikla nebéra tokia efektyvi.

Verta prisiminti, kad Thielio-Beilby matematinio modelio, aprasancio
veikimo potencialy generavimg Characeae Seimos dumbliuose, centriné
prielaida teigia, kad Ca®" kanalus aktyvuoja IP; molekulés. Vis délto, patys
modelio autoriai teigia, kad i$ principo IP3 néra biitinas; modelis gali veikti,
kai Ca?* kanalus aktyvuoja kokia nors kita signaliné molekulé, kurios
metabolizmas panasus, kaip IP3 (Wacke et al., 2003). Taigi, remiantis Sioje
disertacijoje apraSytais tyrimais (4.26 pav.) bei faktu, kad modelis
sékmingai simuliuoja eksperimentinius duomenis, galima daryti prielaida,
kad ne IP3, o IPs veikia kaip signaliné molekulé, aktyvuojanti Ca?* kanalus
ir inicijuojanti griiting membranos depoliarizacija menturdumbliy lgstelés
suzadinimo metu.

5.4. Tyrimo ribotumas

Zinant, kad tiek IPe, tiek ir aminoriig&éiy poveikis Nitellopsis obtusa VP
parametrams panasus (Lapeikaité et al., 2019, 2020) — hiperpoliarizuojamas
VP suzadinimo slenkstis, — bet ne tapatus — IPg, prieSingai nei aminortigstys,
mazina VP smailés verte, — reikéty atlikti tyrimy, kartu veikiant lgsteles ir
IPg, ir aminoriigStimis, ir jvertinti, ar jy poveikis yra sinergetinis. Tai padéty
paaiSkinti, ar aminortgs¢iy ir IPs aktyvuojami Ca®* kanalai priklauso tai
paciai populiacijai, ar uz VP generavimo inicijavima atsakingi dviejy tipy
Ca?', valdomi skirtingy agonisty.

Zinant, kad IPs aukstesniuosiuose augaluose aktyvuoja tonoplasto FV
ir SV kanalus (Lemtiri-Chlieh et al., 2003), deréty issiaiskinti, ar K* kanalai
Nitellopsis obtusa tonoplaste yra irgi jautrais IPs. Tai, viena vertus, suteikty
daugiau ziniy apie IPs signalinius kelius augaluose; kita vertus, padéty geriau
charakterizuoti pacius tonoplasto K* kanalus.

Tyrimo metu neaptikta reikSmingo IP3 poveikio Nitellopsis obtusa
veikimo potencialy parametrams. Galbiit pasirinkus kitas koncentracijas ir
inkubavimo trukmes, biity galima tikétis kitokiy rezultaty. Taip pat verta
paminéti mazus imties dydzius, galimai trukdzius pasiekti statistiskai
reikSmingy rezultaty, ypac tais atvejais, kai duomenys nebuvo pasiskirste
pagal normalyjj skirstinj. Svarbu, kad $iame tyrime lgstelés IPs ir IPg tirpalais
buvo veiktos iSoriskai, 0 ne injekuojant tirpalus tiesiai j citoplazma (Thiel et
al., 1990; Biskup et al., 1999). Dél $ios prieZasties, atsizvelgiant j barjerines
lgstelés sienelés ir membranos funkcijas, Siame tyrime pasirinktos dviem
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eilémis didesnés koncentracijos. Pasirinktg eksperimenty schemg validuoja
jirodytas IPs poveikis, bet, sickiant galimybés korektiskiau palyginti tyrimus,
reikéty atlikti tyrimy injekuojant IPs (ir 1Ps) j Nitellopsis obtusa citoplazma.

DidZiausias $io tyrimo ribotumas — galimybés pasinaudoti genominiais
iStekliais nebuvimas. Nors Chara braunii genomas yra nusekvenuotas
(Nishiyama et al., 2018), Nitellopsis obtusa dumbliai sudaro atskirg rasj,
netgi priklauso kitai gendiai. Zinoma, kad Lenkijoje Chara braunii
aptinkama sekliuose dirbtiniuose tvenkiniuose (Urbaniak 2007), kai
Nitellopsis obtusa dumbliai gali gyventi eZeruose iki keliolikos metry gylyje
(Larkin et al., 2018). Chara braunii Svedijoje auga vandenyse su iki 3 %o
druskos koncentracija (Blindow 2000). Nitellopsis obtusa auga aplinkoje,
kurios druskingumas siekia iki 7 %o (Bucas et al. 2016), bent keletg savaiciy
gali iSgyventi 17 %o druskingumo aplinkoje (Winter et al. 1999). Galima
jtarti, kad abi riiSys uzima Siek tiek kitokig ekologine nisa, tad nattiralu tikétis
skirtumy $iy giminisky organizmy genomuose. D¢l Sios priezasties ViSOS
prielaidos apie joniniy kanaly molekuling tapatybe Siuose dumbliuose lieka
spekuliatyvios. Be to, kol kas dar néra pavyke sukurti Characeae $eimos
dumbliy mutanty, kuriy tam tikri baltymai buty iSveiklinti; tai, derinant
funkcinius elektrofiziologinius tyrimus su strukttiriniais molekuliniais
tyrimais, leisty atskleisti jony pernaSos sistemy, atsakingy uz elektriniy
signaly generavima, molekuling tapatybe.

Siekiant geriau iSaiskinti Ca?* bangy dinamika Nitellopsis obtusa
Igstelése, vertéty pritaikyti fluorescencinio Ca®* vaizdinimo metodikas. Tai
kur kas tiksliau uz elektrofiziologinius metodus leisty atskirti Ca?* sroves
nuo CI- sroviy, bei sekti jy dinamikg realiu laiku, taip pat atkreipiant démesj
ne tik j taskine dominancia sritj, bet | visa lastele, lasteliy kompleksa ar net
visg augalg.
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2)

3)
4)
5)
6)

7)

ISVADOS

Tirti Ca?" kanaly blokatoriai — verapamilas, NED-19 ir La%* —
depoliarizuoja N. obtusa veikimo potencialy suzadinimo slenkst;.
Tirti Ca?" kanaly blokatoriai verapamilas ir NED-19 taip pat
depoliarizuoja membranos ramybés potencialg, ilgina veikimo
potencialy ir suzadinimo metu tekanCiy Cl- sroviy laikiniy
charakteristiky vertes.

Ca?* kanaly blokatoriaus tetrandrino poveikis N. obtusa membrany
jony perna$os sistemoms nenustatytas.

Tirti Ca?* kanaly blokatoriai — verapamilas, tetrandrinas ir
NED-19 — neveikia tonoplasto K* kanaly aktyvumo.

Inozitolio 1,4,5-trisfosfatas (IPs) neveikia N. obtusa membrany jony
pernasos sistemy.

Inozitolio heksakisfosfatas (IPs) hiperpoliarizuoja N. obtusa
veikimo potencialy suzadinimo slenkst;.

Inozitolio heksakisfosfatas (IPs) paslenka suzadinimo metu tekanéiy
Ca®* sroviy reversijos potencialg link neigiamy membranos
potencialo veréiy, taip pat ilgina Cl- sroviy aktyvacijos ir
inaktyvacijos trukmes.
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PRIEDAI

P1 lentelé. 0,1 mM verapamilo poveikis elektriniy Nitellopsis obtusa signaly
parametrams, CC protokolas, n = 4. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. ,, T $alia p ver¢iy
reiSkia taikyta Studento t kriterijy priklausomoms imtims.

. Verapamilas,
Kontrolé 0.1 mM p

Membranos ramybés

. -221+8 -208+16 0,116 T
potencialas RP (mV)
Membranos laidumas
ramybés biisenoje Grp 0,39+0,12 0,40%0,13 0,952 T
(s:m?)
VP suzadinimo slenkstis -89+2 9245 0404 T
En (mV)
VP smailé (mV) 40£12 48+7 0,359 T
VP amplitudé (mV) 129+13 140+9 0,313T
VP depoliarizacijos trukmé 0,4£0.1 0,4£0,1 0,804 T
toep(S)
VP repoliarizacijos trukmé 10,1 10,1 0,280 T
trep (S)

P2 lentelé. 0,1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa liea srovei, VC3
protokolas, n = 5. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. ,, T $alia p ver¢iy reiskia taikytg

Studento t kriterijy priklausomoms imtims.

) Verapamilas,
Kontrolé 0.1 mM p
lieak (-120 mV) (UA-cm2) 2,310,7 3,5+1,4 0,249 T
lieak (-100 mV) (LA-cm?) 3,2+0,8 4,3+1,6 0,103 T
lieak (-80 mV) (LA-cm™2) 3,9+1,2 4,9+1,8 0,088 T
lieak (-60 mV) (WA-cm2) 4,6+1,3 5,5+1,9 0,143 T
lieak (-40 mV) (WA-cm2) 5,2+1,6 6,4+2,2 0,140 T
lieak (20 mV) (WA-cm2) 5,912,4 7,3£2,8 0,123 T
lieak (0 MV) (UA-cm2) 5,8+2,7 7,943 0,278 T
lieak (20 MV) (MA-cm?) 6,4+0,9 9,2+3,3 0,131 T
lieak (40 MV) (LA-cm2) 8,7+1,4 10,543 0215T
lieak (60 MV) (LA-cm2) 10,8+1,9 12,243,1 0,292 T
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P3 lentele. 0,1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa lca srovei, VC3
protokolas, n = 5. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. ,,W* §alia p ver¢iy reiskia taikyta
Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,, T — Studento t kriterijy
priklausomoms imtims.

. Verapamilas,
Kontrolé 0.1 mM p
Ica (-80 mV) (MA-cm™2) -9,5+6,4 -8,9+3,2 0,623 T
lca (-60 MV) (MA-cm2) -10,66 7,7+2.3 0,199 T
lca (-40 mV) (MA-cm™?) -7,9+3,6 -6,8+2,7 0,070T
lca (-20 MV) (MA-cm™?) -5,9+3,3 -5,62,9 0,494 T
lca (0 MV) (LA-cm?) -3,8+3,9 -2,612,2 0,373 T
Ica (20 mV) (LA-cm?) -2,6%3,2 -1+2,5 0,166 W
Ica (40 mV) (LA-cm?) -0,4+1,8 -0,6+2,6 >0,999 W
lca (60 MV) (MA-cm™) 0,3+1,6 0,6+2 0,261 T

P4 lentelée. 0,1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa Ic srovei, VC3
protokolas, n = 5. Pateikti veréiy vidurkiai = SD. ,,T* alia p ver¢iy reiskia taikytg
Studento t kriterijy priklausomoms imtims.

) Verapamilas,
Kontrolé 0.1 mM p
lot (-80 mV) (WA-cm?) -28+12 -27+4 0,549 T
lot (-60 mV) (WA-cm?2) -26+10 -22+6 0,286 T
lot (-40 mV) (WA-cm?) -23+11 -1745 0,184 T
lar (-20 mV) (MA-cm?) -19+11 -14+4 0275 T
lci (0 mV) (LA-cm2) -17+9 -12+4 0,259 T
lci (20 mV) (LA-cm™2) -14+8 -12+4 0,659 T
lot (40 MV) (WA-cm?) -12+6 -12+4 0,922 T
lot (60 MV) (MA-cm?) -9+5 -10+4 0,908 T
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P5 lentele. 0,1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa Icaci srovei, VC3
protokolas, n = 5. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. ,,W* §alia p ver¢iy reiskia taikyta
Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,,T“ - Studento t kriterijy
priklausomoms imtims.

) Verapamilas,
Kontrolé 0.1 mM p
Icaci (-80 mV) (HA-cm2) -38+17 -36+7 0561T
Icaci (-60 mV) (LA-cm2) -36+15 -3017 0,224 T
Icact (-40 mV) (HA-cm™2) -31+14 -24+6 0,154 T
Icact (-20 mV) (HA-cm™2) -25+13 -2045 0,267T
Icact (0 mV) (MA-cm2) -21+12 -15+4 0,125 W
Icaci (20 mV) (UA-cm?) -17+11 -13+3 >0,999 W
Icaci (40 mV) (UA-cm?) -13+8 -13+5 0985T
Icact (60 mV) (LA-cm2) -1016 10+4 0,875 W

P6 lentelé. 0,1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa suzadinimo metu
tekanéiy sroviy aktyvacijos trukmei tar, VC3 protokolas, n = 5. Pateikti verciy
vidurkiai £ SD. ,W* Salia p verliy reiSkia taikyta Wilcoxono kriterijy
priklausomoms imtims, ,,T* — Studento t kriterijy priklausomoms imtims. Pilku fonu
iSskirti statistiSkai reikSmingi skirtumai (p<0,05).

i Verapamilas,
Kontrolé 0.1 mM p
tact (-80 mV) (s) 0,9+0,1 1+0,1 0,130 T
tact (|60 mV) (s) 0,9+0,1 1+0,2 0,042 T
tact (40 mV) (s) 0,9+0,1 1+0,2 0,050 T
tact (-20 mV) (s) 0,9+0,1 1,1+0,2 0,091 T
tace (0 MV) (s) 0,9+0,1 1,1+0,2 0,058 W
tact (20 MmV) () 1+0,1 1,2+0,1 0,025 T
tact (40 mV) (s) 1+0,1 1,3+0,2 0,120 T
tact (60 mV) (s) 1,140,1 1,4+0,2 0,208 T
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P7 lentelé. 0,1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa suZadinimo metu
tekanciy sroviy inaktyvacijos trukmei tinact, VC3 protokolas, n = 5. Pateikti veréiy
vidurkiai + SD. ,,W* S§alia p verciy reiskia taikyta Wilcoxono kriterijy
priklausomoms imtims, ,,T* — Studento t kriterijy priklausomoms imtims. Pilku fonu
iSskirti statisti$kai reikSmingi skirtumai (p<0,05)..

Kontrolé Ve(;?f a;;nl\l/llas, p
tinact (-80 mV) (s) 1,6+0,2 2,2+0,3 0,047 T
tinact (-60 MV/) (s) 1,603 2,3t0,5 0012T
tinact (-40 MV/) (s) 1,740,2 2,5+0,5 0,004T
tinact (-20 MV/) (s) 1,603 2,3£0,7 0018 T
tinact (0 MV) (5) 1,040,6 2,508 0,227T
tinact (20 mV) (s) 2,1+1,2 2,811 0,152 T
tinact (40 MV/) (5) 2,943 3,514 0,875 W
tinact (60 MV/) (5) 1,403 3,742 0,082T

P8 lentelé. 0,1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa Ik srovei, VC3
protokolas, n = 5. Pateikti ver¢iy vidurkiai £ SD. ,, T $alia p ver¢iy reiskia taikytg
Studento t kriterijy priklausomoms imtims.

i Verapamilas,
Kontrolé 0.1 mM p
Ik (-80 mV) (HA-cm?) -1,5%1 -1+1,3 0,902 T
Ik (-60 mV) (HA-cm?2) -1,1£1,2 -0,5+1,2 0,178 T
I (-40 mV) (HA-cm?2) 114 -0,5+1,7 0,368 T
Ik (20 mV) (LA-cm?) -1+1,4 -0,3+1,5 0,190T
Ik (0 mV) (MA-cm?) 0,5+2,9 0,4+1,7 0,956 T
Ik (20 mV) (PA-cm?) 1,243,4 0+2,3 0,266 T
Ik (40 mV) (pA-cm?) 2,4+2,7 0,9+1,8 0,140 T
Ik (60 mV) (MA-cm2) 2,2425 0,8+1,8 0,200 T
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P9 lentelé. 0,3 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa lea srovei, VC3
protokolas, n = 10. Pateikti veréiy vidurkiai + SD. ,,W* 8alia p ver¢iy reiskia taikyta

Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,,T“ - Studento t kriterijy
priklausomoms imtims.
) Verapamilas,
Kontrolé 0.3 mM p
lieak (-100 mV) (LA-cm?) 2,5+0,8 3,2¢1,1 0,399 T
lieak (-80 mV) (LA-cm2) 3,5¢1,1 3,6x1 0939 T
lieak (-60 MV) (LA-cm2) 4,2+1,3 4,211 0593T
lieak (40 mV) (MA-cm2) 5+1,4 4,714 0,384 T
lieak (20 mV) (HA-cm?) 5,6+1,6 5,6+1,7 0529 T
lieak (0 MV) (MA-cm??) 6,5+1,9 6,612 0,185T
lieak (20 MV) (MA-cm?) 8+2,7 8,4+1,9 0,547 W
lieak (40 mV) (LA-cm™2) 9,2+3,3 9,2+2,6 0,359 W
lieak (60 MV) (LA-cm2) 11,7+4,1 11,6+2,4 0,825T

P10 lentelé. 0,3 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa lca srovei, VC3
protokolas, n = 10. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. ,,W* §alia p ver¢iy reiskia taikyta

Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,, T — Studento t Kkriterijy
priklausomoms imtims.
) Verapamilas,
Kontrolé 0.3 mM p
lca (-100 mV) (HA-cm?) -11,625,1 -1316,4 >0,999 W
lca (-80 MV) (WA-cm?2) -9,7+4,6 -8,2+3,1 0,143 T
Ica (-60 mV) (UA-cm?) -9,745,9 -11,247,4 0,686 T
Ica (-40 mV) (UA-cm?) -8,4+45 -7,245,5 0,469 W
lca (-20 MV) (WA-cm?2) -5,622,4 -5,4+4,7 0,688 W
lca (0 MV) (HA-cm?) 2,835 -2,53,6 0,781 T
lca (20 mV) (HA-cm2) 0,1%3,1 -5+25 0,833 W
Ica (40 mV) (LA-cm?) 1,1+3,6 0,4+2,5 0,937 W
Ica (60 mV) (LA-cm?) 1,843,6 1,7+1,2 >0,999 W
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P11 lentelé. 0,3 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa lc srovei, VC3
protokolas, n = 10. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. ,, T §alia p ver¢iy reiskia taikyta
Studento t kriterijy priklausomoms imtims.

) Verapamilas,
Kontrolé 0.3mM p
lat (-100 mV) (HA-cm™?) -47+19 -41+25 0,760 T
lor (-80 mV) (PA-cm?) -37+13 -25+8 0,389 T
lor (-60 mV) (LA-cm?) -30+11 -23+9 0,175 T
lar (-40 mV) (LA-cm?) -25+10 -19+7 0,295 T
lar (-20 mV) (LA-cm?) -19+8 -166 0,682T
lai (0 mV) (LA-cm?) -15+6 -14+7 0,605T
lci (20 mV) (LA-cm™2) -13+7 -12+6 0,788 T
lor (40 mV) (HA-cm?2) -8+8 -1045 0,381 T
lot (60 mV) (LA-cm?2) -4+9 746 0,466 T

P12 lentelé. 0,3 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa lcaci srovei, VC3
protokolas, n = 10. Pateikti veréiy vidurkiai + SD. ,, T* §alia p ver¢iy reiskia taikytg
Studento t kriterijy priklausomoms imtims.

) Verapamilas,
Kontrolé 0.3 mM p
Icaci (-100 mV) (MA-cm?) -57+20 -47£19 0,390 T
Icaci (-80 mV) (MA-cm™2) -42+17 -3019 0,499 T
Icaci (-60 MV) (MA-cm™2) -37+14 -30£15 0,230 T
Icaci (-40 mV) (MA-cm2) -32+12 -25+11 0,261 T
lcact (-20 mV) (LA-cm?) -24+10 -21+10 0,799 T
Icaci (0 MV) (LA-cm?) -17+7 -17£10 0,639T
Icact (20 mV) (LA-cm?) -13+8 -12+8 0,740 T
Icaci (40 mV) (MA-cm?) -8+9 -11+7 0,368 T
Icaci (60 mV) (LA-cm?) -5+10 -7+6 0,466 T
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P13 lentelé. 0,3 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa suzadinimo metu
tekanciy sroviy aktyvacijos trukmei ta, VC3 protokolas, n = 10. Pateikti verdéiy
vidurkiai + SD. ,,W* S§alia p verciy reiskia taikyta Wilcoxono kriterijy
priklausomoms imtims, ,,T* — Studento t kriterijy priklausomoms imtims. Pilku fonu
iSskirti statisti$kai reikSmingi skirtumai (p<0,05)..

. Verapamilas,
Kontrolé 0.3mM p
tact (-100 mV) (s) 0,9+0,1 1,5+£0,3 0,002 T
tact (-80 mV) (s) 0,940,2 1,7£0,5 0,016 W
tact (-60 mV) (s) 1+0,3 2,1+1,1 0,013 T
tact (40 mV) (s) 1+0,3 2,240,8 0,002 T
tact (20 mV) (s) 1+0,2 2,4+0,8 0,003 T
tace (0 MV) (s) 1,2+0,4 2,4+0,8 0,023 W
tact (20 MV) (s) 1,1+0,2 2,50,7 <0,001 T
tact (40 MV) (s) 1,2+0,3 2,5+0,9 0,009 T
tact (60 MV) (s) 1,2+0,2 2+0,7 0,015T

P14 lentelé. 0,3 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa suzadinimo metu
tekanciy sroviy inaktyvacijos trukmei tinact, VC3 protokolas, n = 10. Pateikti ver¢iy
vidurkiai £ SD. ,W* S$alia p verCiy reiSkia taikyta Wilcoxono kriterijy
priklausomoms imtims, ,,T* — Studento t kriterijy priklausomoms imtims. Pilku fonu
iSskirti statistiskai reikSmingi skirtumai (p<0,05)..

. Verapamilas,

Kontrolé 0.1 mM p
tinact (-100 mV) (s) 1,340,2 3,9+1,5 0,010T
tinact (-80 mV) (s) 1,740,4 5,3+2,7 0,016 T
tinact (-60 mV) (s) 1,940,6 5,8+2,3 0,003 T
tinact (-40 mV) (5) 2,1+£0,7 8,116,1 0,014 W
tinact (-20 mV) (5) 2,1+£0,7 8,746,6 0,016 W
tinact (0 MV) (s) 2,310,8 7,1+2,7 0,004 T
tinact (20 mV) (s) 2,4+0,8 7,8+2,7 <0,001 T
tinact (40 mV) (s) 2,3+0,7 7,3+2,1 0,007 T
tinact (60 mV) (s) 2+0,8 7,13 0,016 T
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P15 lentelé. 0,3 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa Ik srovei, VC3
protokolas, n = 10. Pateikti veréiy vidurkiai + SD. ,,W* 8alia p ver¢iy reiskia taikyta
Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,, T — Studento t kriterijy
priklausomoms imtims. Pilku fonu i8skirti statistiSkai reikSmingi skirtumai
(p<0,05).

. Verapamilas,
Kontrolé 0.1 mM p
Ik (-100 mV) (LA-cm?) -1,741 -3,311,4 0,090T
Ik (-80 mV) (LA-cm™2) -1,1+1 -1,8+1,2 0,590 W
Ik (-60 mV) (LA-cm2) 0,4+1,3 -1,4%2,2 0,250 T
Ik (-40 mV) (LA-cm™2) 0,2£1,6 -1,7+2,6 0,024 T
Ik (-20 mV) (MA-cm?) 1,1+2,2 -1,9+3,3 0,024 T
Ik (0 mV) (LA-cm?) 2428 -1,643,4 0,009 T
I (20 mV) (LA-cm™2) 3,5%4,3 -1,1+2,7 0,017 T
Ik (40 mV) (LA-cm2) 2,9+2,7 -1,2+3,1 0,003 T
I (60 mV) (LA-cm2) 2,223 0£2,7 0,032 T

P16 lentele. 1 mM verapamilo poveikis elektriniy Nitellopsis obtusa signaly
parametrams, CC protokolas, n = 6. Pateikti ver¢iy vidurkiai £ SD. ,,W* $alia p
verdiy reifkia taikytag Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,, T — Studento t
kriterijy priklausomoms imtims. Pilku fonu iSskirti statistiskai reikSmingi skirtumai
(p<0,05).

Verapamilas,
K 1¢
ontrole 1mM p

Membranos ramybés

. -212+15 -112+21 <0,001 T
potencialas RP (mV)
Membranos laidumas
ramybés Dbiisenoje Ggre 0,35+0,09 0,36+0,06 0,552 T
(s:m?)
VP suzadinimo slenkstis 104412 79424 0,125 W
Eth (mV)
VP smailé (mV) 37+13 35+18 0,699 T
VP amplitudé (mV) 143+9 114+41 0,173 T
VP ‘ depoliarizacijos 11402 23405 <0001 T
trukmeé tgep(S)
VP . repoliarizacijos 3,840,9 43429 0,020 T
tmkme trep (S)
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P17 lentele. 1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa liea srovei, VC3
protokolas, n = 4. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. ,,W* §alia p ver¢iy reiskia taikyta

Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,, T — Studento t kriterijy
priklausomoms imtims.
. Verapamilas,
Kontrolé 1mM p
lieak (-100 mV) (LA-cm?) 2,9+08 2,4+0,8 0,500 W
lieak (-80 MV) (MA-cm2) 3,4%1 2,8+0,8 0,340 T
lieak (-60 MV) (LA-cm2) 3,914 3,8£0,5 0,684 T
lieak (40 mV) (MA-cm2) 4,6x1,5 4,9+0,3 0,675T
lieak (-20 mV) (LA-cm?) 5,3+1,6 6,3+0,4 0,759 T
lieak (0 MV) (MA-cm?) 6,4+1,4 7,6£0,5 0,500 W
lieak (20 MV) (LA-cm™2) 7,313 8,6x1,2 0,439T
lieak (40 mV) (LA-cm™2) 8,4+1,6 10,7£1,4 0,234 T
lieak (60 MV) (LA-cm™2) 9,8+1,4 10,7£0,5 >0,999 W

P18 lentele. 1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa lca srovei, VC3
protokolas, n = 4. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. ,,W* 8alia p verc¢iy reiskia taikyta
Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims.

) Verapamilas,
Kontrolé 1 mM p
Ica (-80 MV) (MA-cm™?) 7,117 -9,5+0,5 0,500 W
Ica (-60 MV) (MA-cm™?) -8,3+1,2 -6,30,3 0,500 W
Ica (-40 mV) (LA-cm?) -7+1,6 -3+1,6 0,500 W
Ica (20 mV) (MA-cm™?) -5,1+1,3 -2,9+1,1 0,500 W
Ica (0 MV) (HA-cm™) -2,4+2.6 -2,3+2 0,500 W
Ica (20 MV) (MA-cm™?) -1,5+2,7 -1,7+1,7 0,500 W
Ica (40 mV) (HA-cm?) 0,242,9 -1,241,1 >0,999 W
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P19 lentele. 1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa Ici srovei, VC3
protokolas, n = 4. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. ,,W* §alia p ver¢iy reiskia taikyta
Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,, T — Studento t kriterijy
priklausomoms imtims.

) Verapamilas,
Kontrolé 1 mM p
I (-80 mV) (LA-cm?) -30+7 -24+3 0,274 T
lai (-60 mV) (LA-cm?) -23+7 -20+3 0,749 T
I (40 mV) (LA-cm?) -19+5 -10+5 0,190T
I (20 mV) (LA-cm?) -15+4 -85 0,152T
lai (0 mV) (WA-cm?) -12+4 -7+3 0,002 T
lci (20 mV) (MA-cm™?) -8+3 -5+2 0,250 W
lci (40 mV) (LA-cm™?) -4+3 -4+2 0556 T
I (60 mV) (LA-cm?) -1+4 -3+2 0,500 W

P20 lentele. 1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa lcaci srovei, VC3
protokolas, n = 4. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. ,,W* Salia p ver¢iy reiskia taikyta
Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,, T — Studento t Kkriterijy
priklausomoms imtims.

) Verapamilas,
Kontrolé 1mM p
lcac (-80 mV) (HA-cm?) -38+7 -3145 0,500 W
lcac (-60 mMV) (HA-cm?) -317 -24+7 0541 T
lcact (-40 mV) (HA-cm?) -2615 -1245 0,113 T
Icact (-20 mV) (LA-cm?) -20+4 -10+5 0,151 T
Icaci (0 mV) (MA-cm?) -1445 -8+4 0,192T
lcact (20 MV) (HA-cm™?) -10+4 -6+3 0,529 T
lcact (40 MV) (HA-cm™?) -545 -5+3 0,500 W
lcac (60 MV) (HA-cm?) -2+5 -3+2 >0,999 W

134



P21 lentele. 1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa suzadinimo metu
tekanciy sroviy aktyvacijos trukmei tat, VC3 protokolas, n = 4. Pateikti veréiy
vidurkiai + SD. ,,W* S§alia p verciy reiskia taikyta Wilcoxono kriterijy
priklausomoms imtims, ,,T* — Studento t kriterijy priklausomoms imtims. Pilku fonu
iSskirti statisti$kai reik§mingi skirtumai (p<0,05).

Verapamilas, 1
Kontrolé
mM P

tact (-80 mV) (s) 0,940,1 3,6+2,6 0,215T

tact (-60 mV) (s) 0,9+0,1 6,1+3,6 0,122 T

tact (40 mV) (s) 0,9+0,1 4,6%2,2 0,103 T

tact (20 mV) (s) 0,9+0,1 4,2+1,2 0,047 T

tace (0 MV) (s) 1+0,1 3,5+0,4 0,005T

tact (20 mV) (s) 1+0,1 3,2+0,4 0,007 T

tact (40 MV) (s) 1,1+0,2 3,3%0,7 0,045 T

tact (60 MV) (s) 1,1+0,3 2,709 0,500 W

Kontrolé \"E;;p:ﬁas' P Kontrolg \.‘c;p:;iai o

I (-120mV) (pA) | 68207 | -77=06 | 0.02T P, (-120mV) 0232029 006=007 |0121 W
I (-100mV) (pA) | -6,1207 | -7.1=06 |0014 W P, (-100mV) |016=015| 008013 |0152W
I(-80mV) (pA) | -52206| -62=08 |oo04T P, (-80 mV) 0,15%0,12| 003%003 |0016 W
I(-60mV) (pA) | 41209 | -47=08 |o206T P, (-60 mV) 0,18£0,15| 0.04=007 |0018 W
I (-40mV)(paA) | -3zx09 | -36z11 |o210w P, (-40mV) 0124012 003003 |0.018 W
7 (-20mV) (pA) | -1.6208 | -26x14 |o0172T P, (-20mV) 0.17=0.11| 0062006 | 0.027T
I (0mV)(pA) | -L1207| -132135 |oss0T P, (0mV) 022+0,10] 010£008 | 0,155 T'
I (20mV) (pA) | 12=09 0.8=1 0420T P, (20mV) 021£015| 006=008 |0101 W
I (40mV) (pA) | 2.4=09 2409 0514 T P, (40 mV) 025+0,18] 0142018 |[0190W"
I (60 mV) (pA) 3,61 3,551 0858 T P, (60 mV) 0292020 013=011 [ 0061T
I (80mV) (pA) | 4.7=1.1 3751|0088 W P, (80 mV) 0282021 0112010 [ 0064T
I (100 mV) (pA) | 54=15 | 47513 |o3wT P, (100 mV) 0332020 0142013 [ 0,066 T
I (120 mV) (pA) | 5715 518 0463 T P, (120 mV) 028019 020=021 | 0476 T

P1 pav. 0,3 mM koncentracijos verapamilo tirpalo poveikis Nitellopsis obtusa
citoplazminiy la§y membrany K* kanaly aktyvumui: sroviy, tekanciy per pavienius
kanalus (kairéje) ir kanaly atsidarymo tikimybéms (desinéje) ties skirtingomis MP
vertémis. n = 8-9. W Salia p verCiy reiskia taikyta Wilcoxono kriterijy
nepriklausomoms imtims, ,,T“ — Studento t kriterijy nepriklausomoms imtims.
Pilku fonu i8skirti statistiSkai reik§mingi skirtumai (p<0,05).
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P22 lentelé. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis elektriniy
Nitellopsis obtusa signaly parametrams, CC protokolas, n = 5. Pateikti ver¢iy
vidurkiai £ SD. Pilku fonu iSskirti statistiS8kai reik§mingi skirtumai, palyginus su

kontrole (p<0,05).
Kontrolé Tetrandrinas, DMSO, 0,75
ontrote 0,1 mM %

Membranos ramybés

. -201+22 -169+25 -163+15
potencialas RP (mV)
Membranos laidumas
ramybés busenoje Grp 0,42+0,11 0,33%0,06 0,35%0,07
(S:m?)
VP suzadinimo slenkstis 7145 -82+8 92413
En (mV)
VP smailé (mV) 30+4 26x5 3319
VP amplitudé (mV) 1017 10710 12715
VP . depoliarizacijos 16£03 21403 1803
trukmé tgep(S)
VP . repoliarizacijos 31405 10,745 6,925
tl"ukme trep (S)
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Tetrandrinas 0,1 mM

Membranos ramybés potencialas RP
Anova, F(2,8) =7,72, p=0,014

Kontrole |Tetrandrinas 0,1 mM |DMSO 0,75%
Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMS0 0,75%

Membranos laidumas ramybés biisenaje G a»

Anova, F(2,8) =5,2, p=0,074

Kontrolé |Tetrandrinas 0,1 mM |DMSO 0,75%

Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMS0 0,75%

VP suadinimo slenkst's E

Anova, F(2.8) = 7,52, p=0,015

Kontrolé |Tetrandrinas 0,1 mM |DMSO 0,75%

Kontrel&

Tetrandrinas 0,1 mM| 0,04
DMSO 0,75%

VP smaile
Anova, F(2,8) = 3,13, p=0,08%

Kontrole |Tetrandrinas 0,1 mM |DMSO 0,75%
Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMS0 0,75%

VP amplitudé
Anova, Fi2,8) = 6,4, p+0,041

Kontrolé |Tetrandrinas 0,1 mM |DMSO 0,75%
Kontrolg
Tetrandrinas 0,1 mM)|
DMSO 0,75%

Tetrandrinas 0,2 mM

Membranos ramybés potencialas FP
Anova, F(2,18) =747, p=0,004
Kontrole iTetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM 0,018

DMS0 1,5% -

Membranos laidumas ramybés biitenoje G z»
Friedman test, x'(2) =98, p=0,007
Kontrole |Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM 0,006

DMS0 1,5% -

VP suiadinimo slenkstis E .,
Anova, F{2,18) = 8,02, p=0,003
Kontrole Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kantrole
Tetrandrinas 0,2 mM 0,004

DMSO 1,5% -

VP smailé
Anova, F(2,18) =453, p=0,026
Kontrole Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM 0,011

DMS0 1,5% -

VP amplitudé
Anova, F(2,18) = 14,39, p<0,001
Kontrolé Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrol& <0,001 0,033
Tetrandrinas 0,2 mM [<0,001
DMSO 1,5% 0,033

VP depoliarizacijos trukmeé t .,

Anova, F(2,8) = 1,2, p=0,549

Kontrolé |Tetrandrinas 0,1 mM |DMSO 0,75%
Kantrale
Tetrandrinas 0,1 mM,
DMS0 0,75%

VP repoliarizacijos trukmé t ..,

Friedman test, x°(2) #10, p=0,007

Kontrolé |Tetrandrinas 0,1 mM |DMS0 0,75%

Kantrolg
Tetrandrinas 0,1 m|
DMSO0 0,75%

VP depoliarizacijos trukme t 4,
Friedman test, ¥'(2) =7.8, p=0,02
Kontrole !Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrole 0,041 0,029
Tetrandrinas 0,2 mM 0,041
DMS0 1,5% 0,029

VP repoliarizacijos trukmé t .,

Friedman test, x’(2) =16,8, p<0,001

Kontrelé Tetrandrinas 0,2 mM|DMSQ 1,5%
Kontrol& 0,006 0,006
Tetrandrinas 0,2 mM 0,006
DMSO 1,5% 0,006

P2 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (n = 5) bei 0,2 mM
tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio elektriniy Nitellopsis
obtusa signaly parametrams (CC protokolas) statistiné analizeé.
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P23 lentelé. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis Nitellopsis
obtusa liea srovei, VC3 protokolas, n = 5. Pateikti verciy vidurkiai + SD.

Kontrolé Tetrandrinas, DMSO,
0,1 mM 0,75 %
lieak (-100 mV) (LA-cm?) 3,5+1,4 3,5+1,2 2,5+0,7
lieak (-80 mV) (WA-cm2) 4,3+1,3 4,2+1,3 3,31
lieak (-60 mV) (WA-cm2) 4,7+1,4 4,5+1,7 3,7+1
leak (-40 mV) (LA-cm2) 5,3+1,6 5,242 4,3+1
leak (-20 mV) (LA-cm2) 5,9+1,7 5,9+2,3 4,8+1
lieak (0 MV) (UA-cm?) 6,4+1,7 6,7£2,5 5,6+1,3
lieak (20 MV) (LA-cm™) 7,2+1,8 7,4%2,6 6,4+1,3
lieak (40 mV) (MA-cm?) 8,1+2 8,4+2,8 7,716
leak (60 MV) (LA-cm2) 9+2 9,3+2,8 8,5+1,8
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Tetrandrinas 0,1 mM

Tetrandrinas 0,2 mM

I_leak (-100 mV)
Anova, F(2,6) =175, p=0,251

Kontrole Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%
Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM
DMS0O 0,75%

I_leak (-80 mV)
Anova, F(2,8) = 2,47, p=0,146

Kontrol& ITetrandrinas 0,1 mM|DMSO0 0,75%
Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM
DMS0 0,75%

I_leak (-60 mV)
Friedman test, y'(2) =2,8, p=0,247

Kontrole 'Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%
Kontrolg
Tetrandrinas 0,1 mM
DMS0 0,75%

I_leak (-40 mV)
Anova, F{2,8) =197, p=0,202

Kontrole 'Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%
Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM
DMSO 0,75%

I_leak (-100 mV)
Friedman test, xEIZJ =7,19, p=0,028
Kontrole  Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrolé
Tetrandrinas 0,2 mM |0.047

DMS0 1,5% -

I_leak (-80 mV)
Anova, F(2,18) = 12,21, p<0,001

Kontrolé Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%
Kontrole 0,006 0,019
Tetrandrinas 0,2 mM 0,006
DMS0 1,5% 0,019
I_leak (-60 mV)

Friedman test, x'{2) =56, p=0,061
Kontrole Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrolg
Tetrandrinas 0,2 mM
DMSO 1,5%

I_leak (-40 mV)
Friedman test, '{2) =7.4, p=0,045

Kontrolé 'Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrole

Tetrandrinas 0,2 mM 0,029

DMSO 1,5% -

I_leak (-20 mV)
Anova, F(2,8) = 1,78, p=0,227

Kontrole | Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%
Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM
DMS0 0,75%

1_leak (0 mV)
Friedman test, x°(2) =0.45, n.s

I_leak (-20 mV)
Friedman test, ’{2) =5,6, p=0,061

Kontrolé | Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%

Kentrale
Tetrandrinas 0,1 mM
DMS0 0,75%

I_leak (20 mV)
Friedman test, (' (2) =16, 0,449

Kontrole | Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

1_leak (0 mV)
Friedman test, ¥’(2) =2.4, p=0,301

Kontrolé Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%
Kentrole
Tetrandrinas 0,2 mM

Kontrolé  Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%
Kontrale
Tetrandrinas 0,1 mM
DMS0 0,75%

I_leak (40 mV)
Anova, F{2,8) =0,34 p=0721

DMS0O 1,5%

I_leak (20 mv)
Anova, F(2,20) = 0,64, p=0,539

Kontrolé | Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%
Kentrale

Tetrandrinas 0,1 mM
DMS0 0,75%

I_leak (60 mV)
Anova, Fi2,8) = 0,36, 0,707

Kontrolé Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%
Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0O 1,5%

I_leak (40 mV)
Anova, F(2,20) =0,75, 0,487

Kontrolé Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0O 0,75%
Kontrole

Tetrandrinas 0,1 mM
DMS0 0,75%

Kontrolé 'Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%
Kentrole

Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0O 1,5%

I_leak (60 mV)
Friedman test, ¥'(2) =0,25, 0,882

Kontrolé Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0O 1,5%
Kontrole

Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0O 1,5%

P3 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (n = 5) bei 0,2 mM
tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio Nitellopsis obtusa ljeax

srovei (VC3 protokolas) statistiné analizé.




P24 lentelé. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis Nitellopsis
obtusa Ica srovei, VC3 protokolas, n = 5. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. Pilku fonu
iSskirti statisti§kai reik§mingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05).

Kontrolé Tetrandrinas, DMSO,

0,1 mM 0,75 %

lca (-80 MV) (HA-cm?) 7,9+18 7.1%25 -6,7%2
lca (-60 MV) (HA-cm?) -6+1,3 -4,6+1,7 -5,3+1,8
Ica (-40 mV) (LA-cm?) 4.7+14 -3,3%1 4542 4
Ica (-20 MV) (LA-cm?) 3,616 1,915 3,7+1,9
Ica (0 mV) (LA-cm?) -2+1,6 -0,4+1,5 -1,4%1,6
Ica (20 mV) (LA-cm?) -1,3%£1,6 0,8+1,8 -0,2+1,6
Ica (40 mV) (LA-cm?) -0,6+1,7 1,8+2,1 1+0,8
Ica (60 MV) (LA-cm?) 01,6 2,5+2,4 1,640,9
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Tetrandrinas 0,1 mM

1_Ca (-80 mV)
Anova, F(2,6) = 0,29, p=0,286
Kontrolé | Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0.75%

Kontrolé
Tetrandrinas 0,1 mW|
DMSO 0.75%

1_Ca (-60 mV)
Anova, FI2,8] = 1,29, p=0,326
Kontrolg |Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0.75%

Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMSO 0.75%

1_Ca (-40 mV)
Friedman test, }°(2) =1,6, p=0,449
Kontrolé | Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0.75%

Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMSO 0.75%

1_Ca (-20 mv)
Anova, F(2,8) = 3,12, p=0,1
Kontrolg |Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0.75%

Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMSO 0.75%

Tetrandrinas 0,2 mM

1_Ca (-100 mV)
Anova, F12,4) = 1,17, p=0,399

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM|
DMSO 1.5%

1_Ca (-80 mV)
Anova, F(2,16) = 2,12,

Kontrolé Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1.5%

Kentrolé
Tetrandrinas 0,2 mM|

DMSO 1.5%

1_Ca (-60 mV)

Friedman test, x'(2) =

Kontralé | Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1.5%

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM|

DMSO 1.5%

1_Ca (-40 mV)
Anova, F(2,18) = 3,8,

Kontrolé | Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1.5%

=0,039

Kontrolé | Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1.5%

Kontrole

Tetrandrinas 0,2 mM|

DMSO 1.5% [ oos2

1_Ca (-20 mV)
Anova, F(2,16) = 6,5,

0,049

=0,028

Kontrolé Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1.5%

Kontrole

Tetrandrinas 0,2 mM|

DMSO 1.5% -

0,001

1_Ca (0 mV)
Anova, Fi2,8) =3,12, p=0,1
Kontrol | Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0.75%

Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMSO 0.75%

I_Ca (20 mV)
Anova, F(2,8) = 8,11, p=0,012

Kontrole |Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0.75%

Kontrolé
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMS0 0.75%

0,014

I_Ca (40 mV)
Anova, F(2,8) = 10,08, p=0,007
Kontrolé |Tetrandrinas 0,1 mM[DMS0 0.75%

Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM| 0,013

DMSO 0.75% [ o147

1_Ca (60 mV)
Friedman test, x'(2) =5,2, p=0,074
Kontrolé (Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0.75%

Kontrole

Tetrandrinas 0,1 mM|
DMSO 0.75%

1_Ca (0 mV)
Anova, F(2,18) = 8,45, p=0,003

Kontrole | Tetrandrinas 0,2 mM|DMs0 1.5%
Kontrole 0,002 0,024]
Tetrandrinas 0,2 mM|_ 0,002
DMS0 1.5% 0,024
I_Ca (20 mV)

Friedman test, 3(2) =16,55, p<0,001

Kontrole 'Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1.5%

Kontrolé

0, 0,

Tetrandrinas 0,2 mM|

0,003

DMSO 1.5%

I_Ca (40 mV)

0,003

i

Friedman test, 3(2) =16,55, p<0,001

Kontrole |Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1.5%

Kontrole 0,003 0,003]
Tetrandrinas 0,2 mM| 0,003

DMSO 1.5% 0,008

1_Ca (60 mV)

Friedman test, x'(2) =7, p=0,03

Kontrole | Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1.5%

Kontrole

0,047 0,047]

Tetrandrinas 0,2 mM|

0,047

DMSO 1.5%

0,047

P4 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (n = 5) bei 0,2 mM
tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio Nitellopsis obtusa lca
srovei (VC3 protokolas) statistiné analizé.
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P25 lentelé. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis Nitellopsis
obtusa I¢ srovei, VC3 protokolas, n = 5. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD.

Kontrolé Tetrandrinas, DMSO,

0,1 mM 0,75 %

lci (-80 mV) (MA-cm?) -11+4 -12+4 -12+6
lci (-60 mV) (MA-cm?) -1145 -11+2 -11+4
lci (-40 mV) (MA-cm?) -11+4 -10+2 -1143
lci (-20 mV) (MA-cm?) -10+4 -9+2 -9+2
Ici (0 mV) (LA-cm™?) -8+3 -8+1 -8+2
lci (20 mV) (WA-cm™2) -7+2 -6+1 -7+2
lci (40 mV) (LA-cm™2) -5+3 -3+1 -6+2
lci (60 mV) (WA-cm™2) -2+3 -2+1 -4+1
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Tetrandrinas 0,1 mM

1_Cl (-80 mV)
Friedman test, y'(2) =0,5, p=0,779
Kontrolé Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%

Kontrolé

Tetrandrinas 0,1 mM)
DMS0 0,75%

1_Cl{-60 mV)
Anova, F(2,8) =0,15,

Kontrolé Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%

Kontrolé
Tetrandrinas 0,1 mM)
DMS0 0,75%

1_CI (-40 mv)
Anova, F{2,8)=0,19, p=0,831
Kontrolé ' Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%

Kontrolé

Tetrandrinas 0,1 mM)|
DMS0 0,75%

1_Cl (-20 mV)
Anova, Fi2,8) = 0,26,

Kontrolé Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%

Kontrolé
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMS0 0,75%

Tetrandrinas 0,2 mM

1_C1 (-100 mV)
Anova, F[24)=27,79,

p=0,005

Kontrele Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kentrole

Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

1_Cl (-80 mV)
Anova, F(2,16) = 9,36,

0,025

p=0,002

Kontrele ‘Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrole

Tetrandrinas 0,2 mM

DMS0 1,5% -

1_Cl{-60 mV)
Friedman test, }(2) =

0,029

14,6, p<0,001

Kontrolé ' Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrole

Tetrandrinas 0,2 mM

101 (-40 mV)

DMS0 1,5% -

0,006

Friedman test, xEEZ) =14 6, p<0,601

Kontrolé 'Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kentrole

Tetrandrinas 0,2 mM

0,006

DMS0 1,5%

101 (-20 my)
Anova, F(2,16) = 12,47,

p<0,001

Kontrele | Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrolg

Tetrandrinas 0,2 mM

DMS0 1,5% -

0,002

1_C1 {0 mV)
Anova, F(2.8) =

Kontrolé Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%
Kontrale

Tetrandrinas 0,1 mM|
DMSO0 0,75%

1_C1 {20 mv)
Anova, F(2,8) =191, p=0,21
Kontrolé Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%

Kontrale
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMSO0 0,75%

1_CI (40 mV)
Anova, F2,8) = 1,89, p=0,213
Kontrolé Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%

Kontrale
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMSO0 0,75%

1_CI (60 mV)
Anova, F[2,8) = 1,42, p=0,296
Kontrolé Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%

Kontrole

Tetrandrinas 0,1 mM|
DMSO0 0,75%

1_CI{0 mV)
Anova, F(2,18) = 8,9, p:

=0,002

Kontrolé Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrolé

Tetrandrinas 0,2 mM

1_CI {20 mV)
Anova, F(2,20) =7,04,

DMS0 1,5% -

0,002

=0,005

Kontrolé Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrolé

Tetrandrinas 0,2 mM

1_CI {40 mV)
Anova, F(2,20) =422,

DMS0 1,5% -

0,012

=0,03

Kontrolé Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrolé

1_CI (60 mV)
Anova, F(2,14) = 3,38,

Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

=0,063

Kontrolé Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrolé

Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

P5 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (nh = 5) bei 0,2 mM
tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio Nitellopsis obtusa Ic; srovei
(VC3 protokolas) statistiné analizé.
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P26 lentelé. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis Nitellopsis
obtusa Icaci srovei, VC3 protokolas, n = 5. Pateikti veréiy vidurkiai = SD.

Kontrolé Tetrandrinas, DMSO,

0,1 mM 0,75 %

lcac (-80 mV) (HA-cm?) -1945 -19+3 1947
Icact (-60 MV) (HA-cm?) -1745 -1622 -17+6
Icact (-40 mV) (LA-cm™2) -16x5 -13+2 -15+5
Icact (-20 mV) (LA-cm™2) -14+5 -11+1 -13+4
Icact (0 mV) (UA-cm?) -10+3 -8+1 -10+3
Icact (20 mV) (UA-cm?) -8+3 -6+1 -8+3
Icaci (40 mV) (UA-cm?) -6+3 -4+1 -6+2
Icaci (60 mV) (UA-cm?) -3+4 -2+1 -4+2
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Tetrandrinas 0,1 mM

1_CaCl (-80 mV)
Friedman test, 3(2) =0,5, p=0,779

Kontrole 'Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%
Kontrolé
Tetrandrinas 0,1 mW|
DMS0 0,75%

1_CaCl (-60 mV)
Anova, F{2,8] = 0,15, p=0,865

Kontrolé 'Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%
Kontrole
Tetrandrinss 0,1 mM|
DMSO 0,75%

1_Cacl (-40 mV)
Anova, F(2,8)

0,64, p=0,552

Kontroleé Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%
Kontrolé
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMS0 0,75%

1_CaCl (-20 mV)
Anova, F(2,8] = 1,16, p=0,363

Kontrolé Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%
Kontrolé
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMSO 0,75%

Tetrandrinas 0,2 mM

1.€aCl (-100 mv)
Anova, F2,4) = 1265, p<0,001
Kontrol# Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%
Kontrole 0,025| 0,017]
Tetrandrinas 0,2mM| 0,025
DMSO 1,5% 0,017
1_CaCl (-80 mV)
Anova, F[2,16) = 7,64, p=0,005

Kontrole ‘Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

Kontrolé

Tetrandrinas 0,2 mM
DMSO 1,5%

1_CaCl (-60 mV)
Friedman rest, x'{2) =

0,043

14,6, p<0,001

Kontrolé ‘Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

Kontrole

Tetrandrinas 0,2 mh

DMS0 1,5%

1_CaCl (-40 mV)

Friedman test, (2] =:

16,2, p<0,001

Kontrole 'Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

Kontrolé

0,005] 0,041/

Tetrandrinas 0,2 mM
DMSO 1,5%

1_CaCl {-20 mV)
Anova, Fi2,16) = 12,77,

0,006
0,041

p<0,001

Kontrolé | Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

Kontrolé

Tetrandrinas 0,2 mM

DMS0 1,5% -

0,001

1_CaCl (0 mV)
Anova, F(2,8) = 1,02, p=0,401

Kontrolé Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%

Kontrole

Tetrandrinas 0,1 mM)|
DMSO 0,75%

1_Cacl (20 mV)
Anova, F(2,8) = 1,54, p=0,271

Kontrele Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%
Kontrolé
Tetrandrinas 0,1 mM)|
DMS0 0,75%

1_Cacl (40 mV)
Anova, FI2,8) = 1,35, p=0,513

Kontrolé Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%
Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMS0 0,75%

1_CaCl (60 mV)
Anova, F(2,8) = 1,21, p=0,346

Kontrele Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%
Kontrole

Tetrandrinas 0,1 mM|
DMS0 0,75%

1.€acl (0 mV)
Anovs, F{2,18) = 11,27,

p<0,001

Kontrolé Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

Kontrole

Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

1.€aCl (20 mV)
Anova, F[2,20) = 8,67,

<0,001

p=0,002

Kontroleé Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrolé

Tetrandrinas 0,2 mM

1.CaCl (40 mV)
Anova, FI2,200 =472,

0,008

DMS0 1,5% -

Kontrole

Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

1.€aCl (60 mV)
Anova, F[2,14) = 3,62,

Kontrolé Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

0,054

Kontrole

Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

Kontrolé Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

P6 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (n = 5) bei 0,2 mM
tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio Nitellopsis obtusa lcaci
srovei (VC3 protokolas) statistiné analizé.
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P27 lentelé. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis Nitellopsis
obtusa suzadinimo metu tekanc¢iy sroviy aktyvacijos trukmei taci, VC3 protokolas,
n = 5. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD.

Kontrolé Tetrandrinas, 0,1 DMSO,

mM 0,75 %

tact (-80 mV) () 1,540,1 1,7+0,4 1,6%0,2

tact (-60 mV) (s) 1,6+0,2 2,1+0,2 1,740,1

tact (-40 mV) (s) 1,6£0,2 2,1+0,3 1,840,1

tact (-20 mV) (s) 1,7£0,2 2,240,3 1,940,1
tact (0 mV) (s) 1,840,2 2,240,3 240,2

tact (20 mV) (s) 1,9+0,3 2,4+0,4 2,1+0,1

tact (40 mV) (s) 2+0,3 2,7+0,5 2,1+0,2

tact (60 mV) (s) 2,2+0,4 2,610,6 2,2+0,2
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Tetrandrinas 0,1 mM

t_act (-80 mV)
Friedman test, x°[2) =3,5, p=0,174

Kentrole Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%

t_act (-60 mV)
Anova, F{2,8) = 5,69, p=0,029

Kontrolé ' Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%
Kontrolé
Tetrandrinas 0,1 mM
DMSO0 0,75%

t_act (-40 mv)
Anova, F{2,8) = 4,48, p=0,05

Kontrolé Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%
Kontrolé
Tetrandrinas 0,1 mM
DMSO0 0,75%

t_act (-20 mv)
Anova, F[2,8) = 4,08, p=0,06

Kontrole Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%

DMS0 0,75%

Tetrandrinas 0,2 mM

t_act (-100 mV)
Anova, F[2,4) = 1,23, p=0,383
Kontrol# Terandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM
DMSO 1,5%

t_act (-80 mv)
Anova, F{2,16] = 10,88, p=0,001
Kontrole Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%
Kontrole 0,01 0,003/
Tetrandrinas 0,2 mM 0,01

0,003

h

t_act (-60 mv)
Anova, F{2,18] = 7,84, p=0,004

Kontrolé ' Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

Kontrolé 0,029] 0,002]
Tetrandrinas 02 mM [ 0,029

DMS0 1,5% 0,002

t_act (-40 mv)

Anova, F(2,18] = 7.58, p=0.051
Kontrol# Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrol& 0.032 <0.001
Tetrandrinas 0,2 mM (0,032

DMS0 1,5% <0.001

t_act (-20 mv)

Anova, F[2,16] = 12,04, p<0,001
Kontrolé i Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%
kontrole 0,011]
Tetrandrinas 0,2 mM 0,011

0,001

o
g

_act (0 mV)
Anova, FI2,8) =2,79, p=0,121
Kontrole Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%

Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMS0 0,75%

_act (20 mV)
Anova, F(2,8) = 2,83, p=0,118

Kontrolé Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO0 0,75%

Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMSO 0,75%

_act (40 mV)
Friedman test, x'(2) =3.5, p=0,174

Kontrole Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%
Kontrolé
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMS0 0,75%

_act (60 mV)
Anova, FI2,6) = 0,14, p=0,873

Kontrole Tetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%
Kontrole

Tetrandrinas 0,1 mM|
DMS0 0,75%

t_act (0 mV)
Anova, F(2,18] = 12,53, p<0,001

Kontrolé ' Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%
Kontrole 0,003]
Tetrandrinas 02mW [ 0,008

DMS0 1,5% 0,007

g

t_act (20 mv)
Anova, F{2,20] = 11,97, p<0,001

Kontrol# Tewrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%
Kontrolé 0,003|<0.001
Tetrandrinas 02 mM [ 0,003
DMSO 1,5% <0.001
t_act (40 mv)

Anova, F{2,12) = 8,04, p=0,006
Kontrole | Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrol&
Tetrandrinas 02 mw [ 0,011
DMS0 1,5%

t_act (60 mV)
Friedman test, }'(2) =7, p=0,03

Kontrolé | Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

P7 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (n = 5) bei 0,2 mM

tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio Nitellopsis obtusa
suzadinimo metu tekanciy sroviy aktyvacijos trukmei tact (VC3 protokolas) statistiné
analizé.
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P28 lentelé. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis Nitellopsis
obtusa suZadinimo metu tekanéiy sroviy inaktyvacijos trukmei tinac, VC3
protokolas, n = 5. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. Pilku fonu iSskirti statistiSkai
reik8mingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05).

Kontrolé Tetrandrinas, DMSO,
0,1 mM 0,75 %
tinact (-80 mV) (s) 1,7+0,4 3,2+1,3 2,7+1
tinact (-60 mV) (s) 2,1+0,4 4,6£1,8 3,411
tinact (-40 mV) (s) 2,7+0,3 5,412 3,7+0,9
tinact (-20 mV) (s) 3,2+0,4 6,3+2,3 4+1
tinact (0 MV) () 4,1+14 6,4+1,8 4,9+14
tinact (20 mV) (s) 4,241 .4 6,419 5,4£2,1
tinact (40 mV) (s) 4,7£1,7 5,2+1,3 4,1+1,6
tinact (60 MV) (s) 3,7+3,9 2,2+0,9 3,3+1,9
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Tetrandrinas 0,1 mM

1_inact (-80 mV)
Friedman test, x°(2) =65, p
Kontrolé  Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%

Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM
DMS0O 0,75%

t_inact (-60 mV)
Anova, F2,8) = 12,87, p=0,003
Kontrole iTetrandrinas 0,1 mM|DMSO 0,75%

Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM
DMS0 0,75%

1_inact (-40 mV)
Anova, Fi2,8) =13,53, p=0,003
Kontrolé ' Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%

Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM
DMSO 0,75%

t_inact (-20 mV)
Anova, F(2,8) =12, p=0,026

Kontrole ' Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%

Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM
DMSO 0,75%

Tetrandrinas 0,2 mM

t_inact (-100 mV)
Anova, F(2,4) = 1,04, p=0,433
Kontrole Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrol&
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

1_inact (-80 mV)
Anova, F[2,16) = 2,86, p=0,087
Kontrolé  Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrolé

Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

t_inact (-60 mV)
Anova, F(2,18) = 4.2, p=0,032
Kontrole  Tetrandrinas 0,2 mM[DMSO 1,5%

Kontrol&
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

1_inact (-40 mV)
Anova, F[2,18) = 6,32, p=0,008
Kontrolé Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

Kontrolé
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

_inact (-20 mV)
Anova, F(2,16) = 4,6, p=0,026
Kontrole ITetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

Kontrol&
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

1_inact (0 mV)
Friedman test, x'(2) =8, p=0,018
Kontrole 'Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%

Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM
DMSQ 0,75%

t_inact (20 mV)
Anova, F{2,6) = 4,64, p=0,06
Kontrole | Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%

Kontrale
Tetrandrinas 0,1 mM
DMS0O 0,75%

t_inact (40 mV)
Anova, Fi2,4) = 7,38, p=0,045
Kontrolé 'Tetrandrinas 0,1 mM|DMS0 0,75%

Kontrole

Tetrandrinas 0,1 mM
DMSQ 0,75%

1_inact (0 mV)
Anova, F2,12) = 2,08, p=0,167
Kontrole 'Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrolé

Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

1_inact (20 mV)
Anova, F{2,8) = 1,78, p=0,229
Kontrole | Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

t_inact (40 mV)
Anova, F(2,6) =4,2, p=0,072
Kontrolé ' Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

Kontrolé
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

P8 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (nh = 5) bei 0,2 mM
tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio Nitellopsis obtusa
suzadinimo metu tekan¢iy sroviy aktyvacijos trukmei tinae (VC3 protokolas)

statistiné analizé.
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P29 lentelé. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis Nitellopsis
obtusa Ik srovei, VC3 protokolas, n = 5. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. Pilku fonu
iSskirti statisti$kai reik§mingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05).

Kontrolé Tetrandrinas, DMSO,
0,1 mM 0,75 %
Ik (-80 mV) (UA-cm?) -1+£0,4 -2+1,2 -1,3+0,6
Ik (-60 mV) (UA-cm?) -0,9+0,4 -1,7+£1 -1,241,2
Ik (-40 mV) (UA-cm?) -0,9+0,7 -1,4+1,1 -1,1+1,4
Ik (-20 mV) (MA-cm?) -1+1,3 -0,8+1,4 -1,1+2,2
Ik (0 mV) (LA-cm™?) -1+1,9 -0,5+1,5 -0,6+2,1
I (20 mV) (MA-cm™?) -0,7+1,8 -0,1+1,1 -0,742,5
Ik (40 mV) (LA-cm?) -0,3+2,1 0,6+0,9 -0,2+2,3
Ik (60 mV) (LA-cm?) 0,1+2 1,6+0,7 0,612

150



Tetrandrinas 0,1 mM

1K (-80 mV)
Anova, F(2,6) = 7,34, p=0,024

Kontrolé 'Tetrandrinas 0,1 mM |DMS0 0,75%
Kontrolé
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMSO 0,75%

LK (-60 mV)
Anova, F(2,6) = 4,36, p=0,068

Kentrole |Tetrandrinas 0,1 mM |DMSO 0,75%

Tetrandrinas 0,1 mM|
DMS0 0,75%

1_K (-30 mV)
Anova, F(2,6) =2,25, p=0,187

Kontrole |Tetrandrinas 0,1 mM |DMSQO 0,75%
Kontrale
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMSO 0,75%

1K (-20 mV)
Anova, F(2,8) = 0,82, p=0,483

Kontrolé ' Tetrandrinas 0,1 mM |DMSO 0,75%

Tetrandrinas 0,1 mM|
DMSO 0,75%

Tetrandrinas 0,2 mM

1_K (-100 mV)
Friedman test, x'(2) =067, p
Kentrole ‘Tetrandrinas 0,2 mi |DMSO 1,5%

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

1K (-80 mV)
Friedman test, ;°(2) =282, p={
Kontrolé ‘Tetrandrinas 0,2 mM [DMSO 1,5%

Kontrolé
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

I_K (-60 mV)
Friedman test, (2] =14, p=0,497
Kentrole Tetrandrinas 0,2 mi |DMSO 1,5%

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

I_K (-40 mV)
Anova, F(2,18) = 0,42, p=0,661
Kontrole ITetrandrinas 0,2 mM |DMSO 1,5%

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

I_K (-20 mV)
Anova, F(2,16) = 1,82, p=0,193
Kontrole ‘Tetrandrinas 0,2 mM |DMSO 1,5%

Kontrolé
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

1_K (0 mV)
Anova, F(2,6) = 0,4, p=0,685

Kontrolé Tetrandrinas 0,1 mM |DMSO 0,75%
Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mi|
DMS0 0,75%

1_K (20 mV)
Anova, F[2,6) = 0,27, p=0,769

Kontrolé Tetrandrinas 0,1 mM |DMS0 0,75%
Kontrolé
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMS0 0,75%

1_K (40 mV)
Anovs, F[2,4) = 0,27, p=0,771

Kontrole iTetrandrinas 0,1 mM |DMSO0 0,75%
Kontrole
Tetrandrinas 0,1 mM|
DMS0 0,75%

1_K (60 mV)
Anova, F(2,6) = 0,66, p=0,549

Kontrolé 'Tetrandrinas 0,1 mM |DMSO0 0,75%
Kontrole

Tetrandrinas 0,1 mi|
DMS0 0,75%

LK (0 mV)
Anova, F(2,18] = 5,68, p=0,012

Kontrolé 'Tetrandrinas 0,2 mM
Kontrole 0,047
Tetrandrinas 0,2 mM

DMS0 1,5%

1K (20 mV)
Frisdman test, (2} =17,64, p<0/001

Kontrol |Tetrandrinas 0,2 mM |DMSO 1,5%
Kontrole 0,003] 0,003
Tetrandrinas 0,2 mM| 0,008
DMS0 1,5% 0,003
LK (40 mV)
Anova, F(2,20) = 9,5, p=0,001

kontrolé |Tetrandrinas 0,2 mM | DMSO 1,5%
Kontrole 0,013 0,044]
Tetrandrinas 0,2 mM| 0,013
DMS0 1,5% 0,044

1K (60 mV)
Anova, F(2,14) =4,77, p=0,026
Kontrolé |Tetrandrinas 0,2 mM |DMS0 1,5%

Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

P9 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (n = 5) bei 0,2 mM
tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio Nitellopsis obtusa Ik srovei

(VC3 protokolas) statistiné analizé.
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P30 lentelé. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis
obtusa lieak srovei, VC3 protokolas, n = 10. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. Pilku
fonu isskirti statistiskai reikSmingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05).

Kontrolé Tetrandrinas, DMSO,
0,2 mM 1,5%
lieak (-100 mV) (LA-cm?) 2,3+0,5 1,9+0,7 1,9+0,6
lieak (-80 mV) (WA-cm2) 3,1+0,8 2,310,6 2,4+0,8
lieak (-60 mV) (LA-cm2) 3,5+0,9 2,840,7 2,940,7
leak (-40 mV) (LA-cm2) 4,1+1 3,3£0,8 3,4+0,7
lieak (-20 mV) (LA-cm2) 4,81 40,9 4,1+1
lieak (0 MV) (UA-cm?) 5,4%1,2 4,8+1,4 4,9+13
lieak (20 MV) (LA-cm™) 6,4+1,6 6+1,8 6,1+1,7
lieak (40 MV) (LA-cm?) 7,4+1,8 7,1£2,1 7,642,2
leak (60 MV) (LA-cm2) 8,9+1,7 8,3+2,9 8,8+2,8

P31 lentelé. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis
obtusa lca srovei, VC3 protokolas, n = 10. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. Pilku fonu
i8skirti statistiSkai reikSmingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,5).

Kontrolé Tetrandrinas, DMSO,
0,2 mM 15%

Ica (-100 MV) (pA-cm?) 72431 -4,642,9 -9,65,3
Ica (-80 mV) (LA-cm?) -7,6%4.2 -45+2,1 7,644
lca (-60 mV) (LA-cm?) 6,744 -3,1£3,4 5,243
Ica (-40 mV) (LA-cm?) -4,7+2,8 -2,5+1,8 -2,8+3,8
Ica (-20 mV) (LA-cm?) -3,1+2,2 -0,8+1,8 -0,1+3,8
lca (0 MV) (LA-cm?) -1,3+1,9 1,142 2,1£3,7
lca (20 MV) (LA-cm?) -0,1+1,7 3,242,7 3,624,1
lca (40 mV) (LA-cm?2) 1+15 4,8+4 6,3%5,6
Ica (60 mV) (LA-cm?) 2+1,4 6,6+5,7 8,1+7,4
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P32 lentelé. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis
obtusa ¢ srovei, VC3 protokolas, n = 10. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. Pilku fonu
iSskirti statistikai reik§mingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05). Pabrauktos
vertés, rodancios statistiskai reik§minga skirtuma (p<0,05) tarp tetrandrino ir DMSO

grupiy.

Kontrolé Tetrandrinas, DMSO,

0,2 mM 1,5%

Ici (-100 mV) (LA-cm?) -30£12 -17+11 -16+10

I (-80 mV) (MA-cm?) -29+13 -14+8 -18+11
I (-60 mV) (MA-cm?) -25%10 -11+5 -16+9
I (-40 mV) (MA-cm?) -23%10 -9+4 -14+47
lai (20 mV) (LA-cm?) -18+7 -7+4 -12+8
lai (0 mV) (WA-cm??) -14+6 -4+4 -0+8
Ici (20 mV) (MA-cm™) -1015 -1+4 -5+7
I (40 mV) (LA-cm™?) -516 215 148
I (60 mV) (LA-cm™) 0+5 516 4+9

P33 lentelé. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis
obtusa Icaci srovei, VC3 protokolas, n = 10. Pateikti veréiy vidurkiai + SD. Pilku
fonu isskirti statistiSkai reikSmingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05).

Kontrolé Tetrandrinas, DMSO,
0,2 mM 15%
l)CaC' (100 mV) (WA-em™ | 4g413 -20+12 26411
Icac (-80 mV) (HA-cm™?) -36+15 -19+8 -25+14
Icact (-60 mV) (LA-cm™2) -31+13 -14+7 -21+12
lcac (-40 mV) (HA-cm™?) -27+12 -1145 -17+10
Icact (-20 mV) (LA-cm™2) -21+8 -8+4 -14+10
cact (0 mV) (WA-cm?) -16+6 -4+4 -9+8
lcaci (20 MV) (HA-cm™) -11+6 -1+4 -5+7
Icact (40 mV) (UA-cm2) -5+6 245 1+8
Icaci (60 MV) (LA-cm?) 016 5+6 419
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P34 lentelé. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis
obtusa suzadinimo metu tekanéiy sroviy aktyvacijos trukmei tac, VC3 protokolas, n
= 10. Pateikti verciy vidurkiai + SD. Pilku fonu iSskirti statistiSkai reik§mingi
skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05).

. Tetrandrinas,

Kontrolé 0.2 mM DMSO, 1,5 %
tact (100 mV) (s) 1,240,2 2,4+0,8 1,9+0,7
tact (-80 mV) (s) 1,3+0,2 2,3+0,8 1,9£0,7
tact (-60 mV) (s) 1,4+0,3 2,4+0,8 1,9+0,7
tact (40 mV) (s) 1,4+0,3 2,4+0,8 2,1+0,7
tact (20 mV) (s) 1,5+0,3 2,3+0,6 2,2+0,6
tact (0 MV) (3) 1,6£0,4 2,3x0,5 2,3£0,8
tact (20 mV) (s) 1,740,4 2,2+0,5 2,4+0,8
tact (40 mV) (s) 1,8+0,6 2,3+0,5 2,4+0,9
tact (60 MmV) (s) 1,8+0,6 2,3+0,6 2,6+1,2

P35 lentelé. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis
obtusa suZzadinimo metu tekanéiy sroviy inaktyvacijos trukmei tinact, VC3
protokolas, n = 10. Pateikti veréiy vidurkiai + SD. Pilku fonu isskirti statistiskai
reik§mingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05).

Kontrolé Tetrandrinas, DMSO,
0,2 mM 1,5%

tinact (-100 mV) (s) 1,7£0,3 2,7+0,8 2,415
tinact (-80 mV) (s) 1,9+0,4 2,8+1,2 2,715
tinact (-60 mV) () 2,2+0,4 3,115 3,1£1,2
tinact (-40 mV) () 2,4+0,5 3,3+1,2 3,5+1,2
tinact (-20 mV) (s) 2,7+0,8 3,1+1,2 3,714
tinact (0 MV) (s) 3,1+1,3 2,9+1,1 3,81
tinact (20 mV) (5) 3,1+1 3+0,8 3,4+1,8
tinact (40 mV) (s) 3,1£1 2,4+0,8 2,8+1,9
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P36 lentelé. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis
obtusa Ik srovei, VC3 protokolas, n = 10. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. Pilku fonu
iSskirti statisti$kai reik§mingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05).

Kontrolé Tetrandrinas, DMSO,
0,2 mM 15%
Ik (-100 mV) (MA-cm?) -1,1+0,6 -1+0,9 -1+0,8
Ik (-80 mV) (UA-cm?) -1,1+0,6 -0,9+1,3 -1+1,9
Ik (-60 mV) (UA-cm?) -1,743,5 0,5+1,1 -0,3+2,1
Ik (-40 mV) (MA-cm?) -0,6+1,3 0,5+1,8 0,2+2,8
Ik (-20 mV) (MA-cm?) -0,1+1,6 1,742,1 1+3,5
I« (0 mV) (HA-cm?) 0,3+1,8 3,3x2,7 2+3,7
Ik (20 mV) (UA-cm?) 1,2+1,6 5,1+3,6 4+4.8
I (40 mV) (MA-cm™?) 1,518 6,7+4,8 5,96,1
Ik (60 mV) (LA-cm?) 2+2.1 8+5,8 7,848,4
K ¢ Tetrandrinas | DMSO, K " Tetrandrinas, | DMSO,
I o mM | 15% ool oommM | 15%
I1(-120mV) (pA) | 68207 | 7121 [ 9116 P, ((120mVv) |0232029] 0282020 |0.1720.16
I(-100mV) (pA) | 61207 | -6321 | -83+13 P, (-100mV) |0.1620.15] 0462027 |0.1020.11
I1(-80mV) (pA) | -32506 | -53+12 | -67+12 P, (80mV)  |0.1520.12] 0372033 [0.09£0.09
I(-60mV)(pA) | -41208 | -42+14 | -51+17 P, (-60mV)  |0.18=0.15] 035%030 |0.06=0.06
I(-40mV) (pA) | 3209 | -3215 | 35211 P, (40mv)  |0.122012] 052£033 [0.10=0.11
I(20mV)(pA) | -16=08 | 2721 | -22+12 P, (20mv)  |0.17=0.11] 039=028 |0.08=0.06
I(0mV)(paA) | -11207 | -02:17 | -07215 P, (0mV) 022=0.10] 033£024 [0.10=0.12
1(20mV)(pA) | 12#09 | o09:18 | 07213 P, (20mV) 021£0.15] 031=027 [0.11=0.08
1(30mV) (pA) | 24209 | 23214 | 7208 P, (40mV) 02550,18] 0285023 [02250.13
I(60mV)(pA) | 3.6%1 36511 | 3.6509 P, (60mV) 0265020} 026=040 |0.08£0.06
I1(80mV)(pA) | 47211 4507 | 44£12 P, (S0mV) 028=021] 031=011 |0.05=0.02
I(100mV) (pA) | 54215 | 47209 | 5208 P, (100mv)  |033=020] 035=034 |0.12£0.10
1(120mV) (pA) | 57415 5.3£1 59509 P, (120mV)  |02820.19] 0362014 |0.1020.10

P10 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO bei 0,2 mM tetrandrino
ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis obtusa citoplazminiy lasy
membrany K* kanaly aktyvumui: sroviy, tekan¢iy per pavienius kanalus (kairéje) ir
kanaly atsidarymo tikimybéms (desinéje) ties skirtingomis MP vertémis. n = 5-9.
,,Pilku fonu i§skirti statistiskai reik§mingi skirtumai nuo kontrolés (p<0,05).
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1(-120 mv)

Anova, F(2,16) = 7,74, p=0,004
Kontrolé |Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kontrole 0,005
Tetrandrinas 0,2 mM| 0,023
DMSO 1,5%
1(-100 mV)

Kruskal-Wallis test, (2) =9,55, p=D,008
Kontrole |Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

Kentrolé

Tetrandrinas 0,2 mh|
DMSO 1,5%

<0,001

1(-80 mV)
Anova, F(2,17) = 5,06, p=0,019

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM|
DMSO 1,5%

1(-60 mV)
Anova, F(2,16) = 0,38, p=0,345
Kontrole [Tetrandrinas 0,2 mM[DMS0 1,5%

Kentrale
Tetrandrinas 0,2 mM|
DMSO 1,5%

1(-40 mV)
Anova, F[2,16) = 0,32, p=0,73
Kontrolé  |Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

P, (120 mV)

Kruskal-Wallis test, xEEZJ =1,27, p=0,531
Kontrolé|Tetrandrinas 0,2 mM|{DMSO 1,5%

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

P, (-100 mV)
Kruskal-Wallis test, °(2) =5,85, p=0,054
Kontrole|Tetrandrinas 0,2 mM|{DMSO 1,5%

Kontrol&
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

P, (-80 mV)

Kruskal-Wallis test, xELZJ =438, p=0,112
Kontrolé|Tetrandrinas 0,2 mM|{DMS0O 1,5%

Kontrolé
Tetrandrinas 0.2 mM
DMS0 1,5%

P, (-60 mV)
Kruskal-Wallis test, ('(2) =4,38, p=0,112
Kontrolé |Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%

Kentrale
Tetrandrinas 0,2 mM
DMS0 1,5%

P, (-40 mV)
Kruskal-Wallis test, [2) =5,55, p=0,062
Kontrolé|Tetrandrinas 0,2 mM|{DMSO 1,5%

Kentrolé Kontrol&
Tetrandrinas 0,2 mh| Tetrandrinas 0,2 mh
DMSO 1,5% DMS0 1,5%

1 (-20 mV) P, (-20 mV)

Anova, F(2,14) = 1,36, p=0,289

|Kontro|e Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%
Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM|
DMSO 1,5%

1 (0 mv)
Anova, F(2,8) = 0,39, p=0,691

Kentrolé  |Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%
Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM|
DMSO 1,5%

Anova, Fi2,13) = 4,34, p=0,036
[kentrole|Tetrandrinas 0,2 mm[oMs0 1,5%

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM
DMSO 1,5%

P, (0 mV)
Anova, F(2,8) = 1,55, p=0,27

Kontrolé |Tetrandrinas 0,2 mM|{DMSO 1,5%

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM
DMSO 1,5%

P11 pav. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 5-9) poveikio
Nitellopsis obtusa citoplazminiy lay membrany K* kanaly aktyvumui: sroviy,
tekanciy per pavienius kanalus (kairéje) ir kanaly atsidarymo tikimybéms (deSinéje)
ties skirtingomis MP vertémis statistiné analizé (tgsinys kitame puslapyje).
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1 (20 mv)
Anova, F(2,15) = 0,24, p=0,793
Kentrole

Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

Kontrolé
Tetrandrinas 0,2 mM)|
DMSO 1,5%

1 (40 mv)
Kruskal-Wallis test, 12(1) =1,32, p=0,516

P, (20 mv)

Kruskal-Wallis test, (2) =2,86, p=0,24

Kontrole |Tetrandrinas 0,2 mM|{DMS0 1,5%

Kentrolé
Tetrandrinas 0,2 mM
DMSO 1,5%

P (40 mV)
Anova, F(2,14) = 0,08, p=0,911

Kruskal-Wallis test, 12(1) =2,39, p=0,303
Kentrolé |Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM|
DMSO 1,5%

1 {100 mV)
Anova, F(2,11) = 0,24, p=0,661
Kentrolé

Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0O 1,5%
Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM|
DMSO 1,5%

1 (120 mv)
Kruskal-Wallis test, 3'{2) =0,12, p=0,943
Kentrolé  |Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5%

Kontrolé
Tetrandrinas 0,2 mM|
DMSO 1,5%

Kontrolé |Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0 1,5% Kontrolé |Tetrandrinas 0,2 mM|DMSO 1,5%
Kontrale Kantrale
Tetrandrinas 0,2 mM| Tetrandrinas 0,2 mM
DMSO 1,5% DMSO 1,5%
1 (60 mV) P, (60 mV)
Anova, Fi2,14) = 0,004, p=0,996 Kruskal-Wallis test, ’(2) =2,32, p=0,115
Kentrolé  |Tetrandrinas 0,2 mM|DMS0O 1,5% Kontrole |Tetrandrinas 0,2 mM|{DMS0 1,5%
Kontrolé Kentrolé
Tetrandrinas 0,2 mM| Tetrandrinas 0,2 mM
DMSO 1,5% DMSO 1,5%
1 (80 mV) P, (80 mV)

Anova, F(2,13) = 2,3, p=0,14

Kontrolé |Tetrandrinas 0,2 mM|{DMS0 1,5%

Kontrole
Tetrandrinas 0,2 mM
DMSO 1,5%

P11 pav. (tesinys) 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 5-9) poveikio
Nitellopsis obtusa citoplazminiy la§y membrany K* kanaly aktyvumui: sroviy,
tekanciy per pavienius kanalus (kairéje) ir kanaly atsidarymo tikimybéms (deSinéje)
ties skirtingomis MP vertémis statistiné analizé.
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P37 lentele. 50 pM NED-19 poveikis elektriniy Nitellopsis obtusa signaly
parametrams, CC protokolas, n = 7. Pateikti ver¢iy vidurkiai £ SD. ,,W* $alia p
veriy reikia taikytg Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,, T — Studento t
kriterijy priklausomoms imtims.

. NED-19,
Kontrolé 50 UM p

Membranos ramybés

. -214+14 -207+17 0,245T
potencialas RP (mV)
Membranos laidumas
ramybés Dbusenoje  Grp 0,29+0,07 0,27+0,05 0,306 T
(s:m?)
VP suzadinimo slenkstis 9048 81418 0.340 T
En (mV)
VP smailé (mV) 30£10 22+13 0,219 W
VP amplitudé (mV) 120+11 104423 0,136 T
VP . depoliarizacijos 14+03 1502 0214 T
trukmé tgep(S)
tVP(;;:poharlzacuos trukme 35411 45418 0136 T
rep

P38 lentelé. 50 UM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa liea srovei, VC3
protokolas, n = 8. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. ,, T $alia p ver¢iy reiskia taikyta
Studento t kriterijy priklausomoms imtims. Pilku fonu i$skirti statistiskai reik§mingi
skirtumai (p<0,05).

) NED-19,
Kontrolé 50 UM p
lieak (-100 mV) (HA-cm??) 2+0,6 20,4 0,254 T
licak (-80 MV) (HA-cm™) 2,5+0,8 2,1+0,5 0310T
licak (-60 MV) (HA-cm™) 2,80,9 2,5¢0,5 0321 T
lieak (-40 mV) (HA-cm??) 3,310,9 2,9%0,7 0,150 T
lieak (-20 mV) (HA-cm??) 3,7£1 3,4%08 0,098 T
lieak (0 MV) (HA-cm?) 4,6£1,3 3,9+1 0,065 T
lieak (20 mV) (UA-cm2) 5,4+1,4 4,6+1,1 0,037 T
lieak (40 mV) (UA-cm2) 6+1,1 5,3+1,2 0,005 T
lieak (60 MV) (HA-cm?) 7+12 6,115 0,002 T
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P39 lentelé. 50 uM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa Ica srovei, VC3
protokolas, n = 8. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. ,,W* §alia p ver¢iy reiskia taikyta

Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,, T — Studento t kriterijy
priklausomoms imtims.
. NED-19,
Kontrolé 50 UM p
Ica (-100 mV) (MA-cm?) -7,242,2 - -
Ica (-80 mV) (MA-cm?) -5,9+1,7 -5,7+1,5 0,444T
Ica (-60 mV) (MA-cm2) -5,1+1,2 -4,3+1,4 0,157 T
Ica (40 mV) (MA-cm2) -4x0,9 -3,1+1,6 0,223 T
Ica (20 mV) (MA-cm?) -3+0,9 -2,2+1,3 0,260 T
Ica (0 mV) (LA-cm?) -1,3+1,7 -0,7£1,1 0,389 T
Ica (20 mV) (MA-cm?) 0,1+1 0,3+0,8 0,742 W
Ica (40 mV) (LA-cm™2) 1,2+0,8 1+0,9 0,748 T
Ica (60 mV) (LA-cm™2) 2,313 2+0,6 0,599 T

P40 lentelé. 50 UM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa Ic| srovei, VC3
protokolas, n = 8. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. ,,W* §alia p ver¢iy reiskia taikyta
Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,, T — Studento t Kkriterijy
priklausomoms imtims. Pilku fonu i3skirti statistiSkai reik§mingi skirtumai

(p<0,05).

) NED-19,

Kontrolé 50 UM p
lor (-100 mV) (HA-cm?2) 206 - -
lcr (-80 mV) (MA-cm2) -17+5 -14+6 0,116 T
lci (-60 mV) (MA-cm?) -14+6 -13+6 0,375 W
lai (40 mV) (LA-cm?) -13+5 -11+5 0,195 W
lor (-20 mV) (LA-cm?) -11#5 -8+3 0,025 T
lor (0 MV) (HA-cm??) 627 -7+3 0,742 W
lai (20 mV) (LA-cm?) -6+3 -5+2 0,093 T
lor (40 mV) (HA-cm?) 5+3 312 0,056 T
I (60 mV) (LA-cm?) =242 -1+2 0,065T
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P41 lentelé. 50 uM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa lcaci srovei, VC3
protokolas, n = 8. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. ,,W* §alia p ver¢iy reiskia taikyta

Wilcoxono kriterijy priklausomoms

imtims,

»1“ — Studento t kriterijy

priklausomoms imtims. Pilku fonu i$skirti statistiSkai reik8mingi skirtumai

(p<0,05).
. NED-19,

Kontrolé 50 UM p
Icaci (-100 mV) (MA-cm2) -27+7 - -
Icact (-80 MV) (HA-cm?) -23+6 -19+7 0,156 T
Icact (-60 MV) (HA-cm?) -19+6 -17+6 0,219 T
lcact (-40 mV) (HA-cm?) 1745 -14+5 0,078 W
Icact (-20 mV) (WA-cm™2) -1445 -10+3 0,023 W
Icaci (0 mV) (UA-cm?) -8+7 -7+2 0,195T
lcac (20 MV) (PA-cm?) 743 -5+2 0,162T
lcac (40 MV) (PA-cm?) -5+3 -3+1 0,083 T
lcact (60 MV) (PA-cm?) 242 12 0,065 T

P42 lentelé. 50 pM NED-19 poveikis Nitellopsis obtusa suzadinimo metu tekan¢iy
sroviy aktyvacijos trukmei taq, VC3 protokolas, n =
vidurkiai + SD. ,,T* 8alia p ver¢iy reiskia taikytg Studento t kriterijy priklausomoms

8. Pateikti verciy

imtims.
) NED-19,

Kontrolé 50 UM p
tact (-100 mV) (s) 1,1+0,2 - -
tact (-80 mV) (s) 1,2+0,3 1,5+0,3 0,113 T
tact (-60 mV) (s) 1,3+0,3 1,5+0,3 0,332 T
tact (40 mV) (s) 1,4+0,3 1,5+0,3 0,393 T
tact (20 mV) (s) 1,4+0,3 1,6+0,3 0,080 T
tact (0 MV) (3) 1,6+0,4 1,7+0,4 0,441T
tact (20 mV) (s) 1,7+0,5 1,7£0,4 0,840 T
tact (40 mV) (s) 1,8+0,5 1,9+0,6 0,293 T
tact (60 mV) (s) 1,9+0,4 1,8+0,5 0,466 T
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P43 lentelé. 50 uM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa suzadinimo metu
tekanciy sroviy inaktyvacijos trukmei tinact, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti veréiy
vidurkiai + SD. ,,W* S§alia p verciy reiskia taikyta Wilcoxono kriterijy
priklausomoms imtims, ,, T* — Studento t kriterijy priklausomoms imtims. Pilku fonu
iSskirti statisti$kai reik§mingi skirtumai (p<0,05).

) NED-19,

Kontrolé 50 UM p
tinact (100 mV) (s) 1,3+0,3 - -
tinact (-80 mV) (s) 1,7+0,5 1,9+0,3 0,521 T
tinact (-60 mV) () 2+0,7 2,2+0,5 0,461 T
tinact (-40 mV) (s) 2,2+0,8 2,5+0,8 0,335T
tinact (-20 mV) () 2,1+0,7 2,8+1 0,079 T
tinact (0 MV) (s) 2,5+1 3,812 0,021 T
tinact (20 mV) (S) 32,4 3,9+2,1 0,078 W
tinact (40 mV) (S) 2,823 3,3£1,9 0,055 W
tinact (60 MV) (S) 1,9+0,9 2,4+0,9 >0,999 W

P44 lentelé. 50 uM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa Ik srovei, VC3
protokolas, n = 8. Pateikti ver¢iy vidurkiai £ SD. ,,T“ $alia p ver¢iy reiskia taikyta
Studento t kriterijy priklausomoms imtims. Pilku fonu i$skirti statistiskai reik§mingi

skirtumai (p<0,05).

. NED-19,

Kontrolé 50 UM p
Ik (100 mV) (MA-cm?) -1,4+0,6 - -
Ik (-80 mV) (UA-cm?) -0,9+0,6 -1,3+0,3 0,846 T
Ik (-60 mV) (UA-cm?) -0,7+0,6 -1+0,5 0,426 T
Ik (-40 mV) (UA-cm?) -0,3+1 -0,8+0,5 0,643 T
Ik (20 mV) (MA-cm?) 0,3+0,9 -0,3+0,5 0,045 T
Ik (0 mV) (LA-cm?) 0,8+1,3 0+0,6 0,045 T
Ik (20 mV) (LA-cm?) 1,5+1,8 0,5+0,6 0,119T
Ik (40 mV) (LA-cm?) 1,9+1,6 1+0,5 0,116 T
Ik (60 mV) (LA-cm?) 2,711 1,5+0,4 0,027 T
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P45 lentelé. 75 uM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa liea srovei, VC3
protokolas, n = 8. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. ,,W* §alia p ver¢iy reiskia taikyta

Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,, T — Studento t kriterijy
priklausomoms imtims.
. NED-19,

Kontrolé 75 uM p
lieak (100 mV) (LA-cm2) 2,3+0,6 2,5+0,5 0515T
lieak (-80 mV) (LA-cm?) 3+0,9 3,3+0,7 0,844 W
lieak (-60 mV) (LA-cm?) 3,5%1,2 4+0,8 0,469 W
lieak (40 mV) (LA-cm?) 41,5 4,511 0,296 T
lieak (-20 mV) (LA-cm?) 4,9+1,6 6+2,1 0,375 W
lieak (0 MV) (LA-cm?) 5,8+1,7 6,4+1,5 0,461 W
lieak (20 mV) (HA-cm™2) 6,8+1,9 7,619 0,148 W
lieak (40 mV) (HA-cm2) 8+2 9,1£25 0,313 W
lieak (60 MV) (HA-cm2) 9,242,2 10,1£3,1 0,563 W

P46 lentelé. 75 uM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa Ica srovei, VC3
protokolas, n = 8. Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. ,,W* §alia p ver¢iy reiskia taikyta
Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,, T — Studento t Kkriterijy
priklausomoms imtims. Pilku fonu i3skirti statistiSkai reik§mingi skirtumai

(p<0,05).

) NED-19,

Kontrolé 75 uM p
lca (-100 MV) (pA-cm?) -6,1£3,6 - -
Ica (-80 mV) (LA-cm?) -8+3,1 -7,6%3,8 0,498 T
Ica (-60 mV) (LA-cm?) -7,1425 -5,7+3 0,031 T
Ica (-40 mV) (HA-cm™) -5,7+1,8 -4,4+1,8 0,094 T
lca (-20 MV) (LA-cm?) -4.3t1,5 2,9+2 0,089 T
Ica (0 MV) (HA-cm?) -2,5+1,9 -0,2+2,7 0072T
Ica (20 mV) (UA-cm™?) -1,3+1,9 1,742,9 0,046 T
Ica (40 MV) (HA-cm?) 0£2,2 3,2433 0,039 W
Ica (60 MV) (HA-cm?) 1,2+1,7 5,3+4 0,071 T
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P47 lentelé. 75 UM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa Ic| srovei, VC3
protokolas, n = 8. Pateikti ver¢iy vidurkiai £ SD. ,,T“ $alia p ver¢iy reiskia taikyta

Studento t kriterijy priklausomoms imtims.

) NED-19,

Kontrolé 75 UM p
lai (100 mV) (LA-cm?) -30+11 - -
lor (-80 mV) (WA-cm?) 2648 26211 0,590 T
lot (-60 MV) (LA-cm?) -23+6 -23+7 0,702 T
lor (-40 mV) (LA-cm?) -1945 -18+8 0,661 T
lor (-20 mV) (LA-cm?) -16+4 -14+5 0,408 T
ler (0 mV) (HA-cm™?) -13+4 -1245 0,878 T
lai (20 mV) (LA-cm2) -9+2 -9+4 0,716 T
lci (40 mV) (LA-cm™?) -6+2 -415 0,330T
lor (60 mV) (LA-cm?) -3+3 1#5 0,112T

P48 lentelé. 75 uM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa lcaci srovei, VC3
protokolas, n = 8. Pateikti veréiy vidurkiai £ SD. ,, T* Salia p ver¢iy reiskia taikyta

Studento t kriterijy priklausomoms imtims.

) NED-19,

Kontrolé 75 UM p
Icact (-100 mV) (UA-cm?) -37+12 - -
Icact (-80 mV) (HA-cm?) -34+11 -34+10 0,389 T
Icact (-60 mV) (HA-cm?) -30+9 -29+8 0527T
Icact (-40 mV) (HA-cm™?) -25+7 -22+9 0435T
Icact (-20 mV) (LA-cm™2) -20+6 -17+7 0,245T
Icact (0 MV) (MA-cm?) -15+5 -13+6 0,449 T
Icaci (20 mV) (HA-cm™?) -11+3 -9+5 0,293 T
Icact (40 mV) (LA-cm™?) -7+3 -4+5 0,207 T
Icact (60 mV) (LA-cm?) -4%3 15 0112T
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P49 lentelé. 75 uM NED-19 poveikis Nitellopsis obtusa suzadinimo metu tekanciy
sroviy aktyvacijos trukmei ta, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti veréiy
vidurkiai £ SD. ,,W*“ 8alia p veriy reiskia taikyta Wilcoxono kriterijy
priklausomoms imtims, ,, T* — Studento t kriterijy priklausomoms imtims. Pilku fonu
iSskirti statisti$kai reik§mingi skirtumai (p<0,05).

) NED-19,

Kontrolé 75 UM p
tact ('100 mV) (5) 1+0,1 - -
tact (-80 mV) (s) 1+0,1 1,2+0,2 0,156 W
tact (-60 mV) (s) 1+0,1 1,3+0,2 0,006 T
tact (-40 mV) () 1+0,1 1,4+0,2 0,001 T
tact (-20 mV) (s) 1,1+0,1 1,4+0,2 0,003 T
tact (0 MV) (s) 1,1+0,2 1,5+0,2 0,008 W
tact (20 mV) () 1,1+0,2 1,5+0,2 0,014 W
tact (40 mV) () 1,3+0,2 1,8+0,3 0,004 T
tact (60 mV) (s) 1,6+0,3 2,3+0,5 0,102T

P50 lentelé. 75 uM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa suzadinimo metu
tekanéiy sroviy inaktyvacijos trukmei tinact, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti verciy
vidurkiai + SD. ,,T* 8alia p ver¢iy reiskia taikytg Studento t kriterijy priklausomoms
imtims. Pilku fonu i$skirti statistiSkai reik§mingi skirtumai (p<0,05).

. NED-19,

Kontrolé 75 uM p
tinact (-100 MV) () 1,5+0,4 - -
tinact ('80 mV) (S) 1,5+0,4 2,1+0,6 0,013 T
tinact (-60 MV) (5) 1,704 2,3+0.4 0,015 T
tinact (-40 MV) (5) 1,8+0,4 2,7+05 <0,001T
tinact (-20 MV) (5) 21205 3+0,4 0,006 T
tinaet (0 MV) (5) 2,7+0.8 4+1,2 0,019 T
tinact (20 MV) (5) 3+1,3 4,642 0,031 T
it (40 MV) (5) 36517 45428 0,100 T
tinact (60 MV) (5) 1,5+0,4 - -
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P51 lentelé. 75 uM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa Ik srovei, VC3
protokolas, n = 8. Pateikti veréiy vidurkiai + SD. ,,W* $alia p verciy reiskia taikyta
Wilcoxono kriterijy priklausomoms imtims, ,, T — Studento t kriterijy
priklausomoms imtims.

Kontrolé NED-19,
75 uM P

Ik (-100 mV) (LA-cm?) -1,241,2 - -

Ik (-80 mV) (A-cm?) 1,414 -0,8+2,4 0,578 W

Ik (-60 mV) (LA-cm?) 2+1,9 1517 0212T

Ik (-40 mV) (HA-cm?) 2,242 17426 0,611 T

Ik (-20 mV) (UA-cm?) -2,5+2,3 -0,6+4,4 0170T

Ik (0 mV) (LA-cm™?) -2,242,2 -1,1£3,6 0,355 T

I (20 mV) (HA-cm?) 1,6+18 -0,3£3,7 0,233 T

Ik (40 mV) (LA-cm?) 12+18 0,8+4,4 0,185T

Ik (60 mV) (LA-cm?) -0,8+1,1 2,845 0,118 T

Kontrolé h?ES]::;IQ : P Kontrolé h?TSI:J; 19 : p

I (-120mV) (pA) | 68207 | -63:12 |o2siT P, (-120mv)y 0232029 0332032 |os2w
I (-100mV) (pA) | 61207 | -57205 [o3erw P, (-100mv) |016015| 033028 |0175T
7 (-80mV) (pA) | -52206| -49=05 [o306T P, (-80mV) 0155012} 028031 |0541 W
T (-60mV) (pA) | 41209 37204 [o3m2T P, (-60 mV) 0.18+0,15| 0242032 [0837 W
I (40mV) (pa) | 3209 | 24205 |ot0sT P, (-40 mV) 0.12+0.12] 0312032 0321 W
I (20mV) (pA) | 16208 | 12204 |01 T P, (-220mV) 0172011 0312034 [ 0380T
I (0mv)(pa) | -11207] o501 |0056T P, (0mV) 022£010] 0.8 -

I omvy(pa) | 12x09 | 1603 |o219T P, (20mV) 0212015 027029 |o0659T
I 40mV)(pA) | 24209 | 29203 [osT P, (40mV) 025+0.18| 0362032 | 0432T
7 (60mV)(pA) | 3.621 41205 | 0243 T P, (60 mV) 029+020 025%0,17 | 0.630T
I (s0mv)(pa) | 47=11 | 51212 [o260 wr P, (80mV) 0282021 028015 | 0992°T
I(100mV) (pA) | 5415 | s3s16 | 0933 T P, (100mV) |0332020] 0132017 | 0316 T
I(120mV) (paA) | 57215 | 52516 | 0714T P, (120mV) 0282019 0112015 | 0294 T

P12 pav. 75 pM koncentracijos NED-19 tirpalo poveikis Nitellopsis obtusa
citoplazminiy la§y membrany K* kanaly aktyvumui: sroviy, tekanciy per pavienius
kanalus (kairéje) ir kanaly atsidarymo tikimybéms (desinéje) ties skirtingomis MP
vertémis. n = 8-9. W Salia p verCiy reiskia taikyta Wilcoxono kriterijy
nepriklausomoms imtims, ,,T““ — Studento t kriterijy nepriklausomoms imtims.
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P52 lentelé. 150 uM inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) poveikis elektriniy Nitellopsis
obtusa signaly parametrams, CC, VCI ir VC2 protokolai, n = 4. Pateikti verciy
vidurkiai £ SD. Pilku fonu i8skirti statistiSkai reik§mingi skirtumai, palyginus su
Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos vertés, rodancios statistiskai reik§mingg skirtuma
(p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolés-2 grupiy.

Kontrolé-1 IP3, 150 pM Kontrolé-2

Membranos ramybés

. -207+25 -200+27 -189+40
potencialas RP (mV)
Membranos laidumas
ramybeés biisenoje 0,33%0,07 0,3+0,14 0,53+0,4
Grp (S-m'z)
VP suzadinimo slenkstis -93+14 10129 -80+11
En (mV)
VP smailé (mV) 258 2615 45+4
VP amplitudé (mV) 118+21 126+13 125+15
VP depollarlzacuos 15:03 1602 15:0,3
trukmé tgep(S)
VP repoliarizacijos 39405 58419 43419

trukmé trep (S)
Maksimalus membranos
laidumas suzadinimo 3,7¢1,3 3,9+t14 5+1,6
metu Gpax (S:m?)
Membranos laidumas ties

+ +i +
-250 MV G.zs0 my (S-m2) 0,39+0,07 0,38+0,1 0,85+0,91
Membranos laidumas ties

+ +i +
50 MV Gsomy (S-m?) 0,830,34 0,860,2 0,98+0,57
Suzadinimo sroves 4048 49401 60230

amplitudé lyrans (LA-cM2)
Suzadinimo srovés
aktyvacijos trukmé 1,2+0,2 1,4+0,4 1,240,1
tact_trans (S)
Suzadinimo srovés
inaktyvacijos trukmé 2,3+0,8 2,3+0,7 2,2+0,6

tinact_trans (S)
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IP5 75 puM

Membranos ramybés potencialas RP
Anova, F(2,10) = 1,37, p=0,298
Kontrolé-1 |1P; 75 uM

Kontrolé-2

Kontrolé-1
IP, 75 uM
Kontrolé-2

Membranos laidumas ramybés biisenoje G z»
Anova, F(2,10) = 5,89, p=0,020
Kontrolé-1 |1P; 75 uM

Kontrolé-2

Kontrolé-1
IP, 75 uM
Kontrolé-2

0,025

0,025

VP sufadinimo slenkstis E
Anova, F(2,10) = 7,21, p=0,011
Kontrolé-1 |1P; 75 uM

Kontrolé-2

Kontrolé-1
IP; 75 pM
Kontrolé-2

VP smailé
Anova, F{2,10) = 6,28, p=0,017
Kontrole-1 |1P; 75 pM

Kontrolé-2

Kontrolé-1
IP, 75 uh
Kontrolé-2

0,038

i

VP amplitudé
Anova, F{2,10) = 10,17, p=0,004

Kontrolé-1 |1P: 75 pM |Kontrole-2
0,043

0,016

Kontrolé-1
IP, 75 uM
Kontrolé-2

0,016

IP; 150 uM

Membranos, ramybés potencialas RP

Anova, F(2,5) =0,9, p=0,456

Kontrolé-1
IP, 150 uM
Kontrolé-2

Kontrole-1 |IP; 150 pM |Kontrole-2

Membranos laidumas ramybés biisenoje G g

Friedman test, x°(2) =15, p=0,472

Kontrolé-1
IP, 150 uM
Kontrolé-2

Kontrole-1 |IP; 150 pM |Kontrole-2

VP suadinimo slenkstis E .,

Friedman test, y°(2) =6, p=0,05

Kontrolé-1
IP; 150 pM
Kontrolé-2

Kontrole-1 |IP; 150 pM |Kontrole-2

VP smailé
Anova, F{2,5) = 26,01, p=0,001

Kontrolé-1

Kontrole-1 |1P; 150 pM (Kontrole-2

IP; 150 uM

Kontrolé-2

VP amplitudé
Friedman test, x'(2) =0.,5, p=0,772

Kontrolé-1
IP, 150 uM
Kontrolé-2

Kontrole-1 |IP; 150 pM |Kontrole-2

P13 pav. 75 uM (n = 6-8) ir 150 uM (n=4) inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) poveikio
elektriniy Nitellopsis obtusa signaly parametrams (CC, VCI1 ir VC2 protokolas)
statistiné analizé (tesinys kitame puslapyje).
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IP; 75 vl I3 150 puv

VP depoliarizacijos trukme g, VP depoliarizacijos trukmé t .,
Anova, F{2,10) = 2,97, p=0,057 Friedman test, xE(ZJ =2, p=0,368
Kontroleé-1 |IP; 75 uM |Kontrolé-2 Kontrolgé-1 |IP; 150 pM (Kontrole-2

Kontrole-1
IP2 75
Kontrole-2

Kontrole-
IP; 150 pM
Kontrole-2

VP repoliarizacijos trukme t,., VP repoliarizacijos trukme t .,
Friedman test, ¥'(2) =533, p=0,068 Anova, F(2,3) = 3,34, p=0.106
Kontrolé-1 |IP; 75 pM [Kontrolé-2 Kontrolé-1 |1P; 150 pM |Kontrolé-2
Kontrolé-1 Kontrole-1
IP; 75 uM 1P; 150 uM
Kontrolé-2 Kontrol

membranos metu G ., Maksimalus membranos laidumas sufadinimo metu G

Anova, F(2,14) = 0,66, p=D,534 Anova, F2,5) = 3,6, p=0,084
Kontrolé-1 [IP; 75 pM [Kontrolé-2 Kontrolé-1 |1P; 150 pM |Kontrolé-2

Kontrol
1P, 150 pM
Kontrole-2

Kontrole-1
IP, 75 ph
Kontrole-2

Membranos laidumas ties -250 mV G 25y Membranos laidumas ties -250 mV G ey oy
Anova, F(2,14) = 1.34, p=0,282 Anova, F(2,9) =0, p~0,93%
Kontrolé-1 IP; 75 pM [Kontrolé-2 IP; 150 pM |Kontrole-2

Kontrole-1

Kontrole-1
1P, 75 ph
Kontrolé-2

Kontrole-1
1P 150 pM
Kontrol

Membranos laidumas ties 50 mV 6 o oy Membranos laidumas ties 50 mV G o
Anova, F(2,14) = 0.97, p=0,404 Anova, F(2,5) = 0,18, p=0.830
Kontrolé-1 |IP; 75 pM [Kontrolé-2 Kontrolé-1 |1P; 150 pM |Kontrolé-2

Kontrole-1
1P; 150 uM

Kontrole-1
IP; 75 uM
Kontrolé-2

Kontrol

Sufadinimo srovés amplitudé f ;... Suiadinimo srovés amplitude [, ..
Friedman test, xE(Z Anova, F(2,3) = 2,42, p=0,17
Kontro Kontrol | 50 uM |Kontrolé-2
Kontrole-1
1P; 150 uM
Kontrole-2
Sufadinimo srovés aktyvacijos trukmeé .. ¢ o. Suiadinimo srovés aktyvacijos trukme . pan

Friedman test, ¥'(2) =1.74, p=0,419
Kontrolé-1 IP; 75 pM [Kontrolé-2 Kontrolé-1

Anova, F(2,8) = 0,62, p=0,57
IP, 150 pM

Kontrole-2
Kontrole-1 Kontrolé-1
IP, 75 ph 1P, 150 pM
Kontrolé-2 Kontrole-2

Sufadinimo srovés inaktyvacijos trukme £ o gams SrOVés i yvacijos trukme f . tgns
Friedman test, ¥'(2) =0.25, p=0,883 Friedman test, x'(2) =05, p=0,779
Kontrolé-1 [IP; 75 pM [Kontrole-2 Kontrolé-1 |1P; 150 pM |Kontrolé-2

Kontrole-1
IP; 75 M
Kontrole-2

Kontrole-1
IP; 150 pM
Kontrolg-2

P13 pav. (tesinys) 75 UM (n = 6-8) ir 150 uM (n=4) inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3)
poveikio elektriniy Nitellopsis obtusa signaly parametrams (CC, VCI ir VC2
protokolas) statistiné analizé.
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P53 lentelé. 25 uM fosfolipazés C blokatoriaus U73122 ir jo tirpiklio 1 % DMSO
poveikis elektriniy Nitellopsis obtusa signaly parametrams, CC, VC1 ir VC2
protokolai, n = 4. Pateikti ver¢iy vidurkiai + SD. Pilku fonu i8skirti statistiskai
reik8mingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05).

tinact_trans (S)

Kontrole u73122, DMSO,
25 uM 1%

Membranos ramybés
potencialas RP (mV) -205£23 -172+31 -188+39
Membranos laidumas
ramybés biisenoje Grp 0,35%0,17 0,34+0,11 0,3+0,09
(S:m?)
VP suzadinimo slenkstis 100413 10046 100210
En (mV)
VP smailé (mV) 29+10 14+15 13+17
VP amplitudé (mV) 129416 115411 114416
VP depollarlzacuos 15:03 1806 1403
trukmé tgep(S)
VP repohanzacuos 42419 8.244.9 5.2+2.9
trukmé trep (S)
Maksimalus membranos
laidumas suzadinimo 4,98+2 93 3,94+3,24 3,74+2,79
metu Gpax (S:m?)
Membranos laidumas ties 0.4+0 14 0.4+0 08 0.370.09
-250 mV G_z50 mv (S-m'z) e e T
gf)em\blrg‘:oilva'(guzag ties 1+0,44 1,540,81 1,240,55
Suzadinimo srovés
amplitudé lyans (WA-Cm?) -56+33 -35+12 -38+27
Suzadinimo srovés
aktyvacijos trukmé 1,1+0,2 1,8+0,7 0,8+0,4
tact_trans (S)
Suzadinimo srovés
inaktyvacijos trukmé 1,9+0,1 3,319 2,2+0,8
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U73122 25 uM

U73122 25 uM

Membranos ramybés potencialas RP
Anova, F(2,6) = 3,62, p=0,013
Kontrolg [U73122 25 uM|DMSO 1%

Kontrole
U73122 25 UM

0,043

Membranos Isidumas ramybes bisencie G s
Anovs, F(2,6) =0,7, p=0,534
Kontrolé |U73122 25 pM|DMSO 1%

Kontrole

DMSO 1%

VP suiadinimo slenkstis .,

Friedman test, x('(2) =0, p>0,993
Kontrole [U73122 25 uM|DMSO 1%

Kontrole
U73122 25 UM
DMSO 1%

VP smaile
Anova, F(2,6) = 3,24, p=0,111
Kontrole |U73122 25 uM| DMSO 1%

Kontrolé
U73122 25 UM
DMSO 1%

VP amplitude:
Anova, FI2,6) =279, p=0,13%
Kontrole [U73122 25 uM|DMSO 1%

Kontrole
U73122 25 UM
DMSO 1%

VP depoliarizacijos trukmeé t .,

Anova, F(2,6) = 3,62, p=0,0,083

Kontrole |U73122 25 uM|DMSO 1%|

Kontrole
U73122 25 pM
DMSO 1%

P repoliarizacijos trukmé t,.,
Anova, F(2,6) = 5,11, p=0,051
Kontrolé (U73122 25 uM|DMSO 1%|

Kontrolé
U73122 25 uM
DMSO 1%

Maksimalus membranos laidumas suzadinime metu G ma

Friedman test, y'(2) =4,5,0=0,105

Kontrole |U73122 25 uM|DMSO 1%|

DMSQ 1%

Membranas laidumas ties -250 MV G 1z my
Anova, F(2,6) = 0,44, p=0,665

Kontrole |U73122 25 uM|DMSO 13|
Kontrolé
U73122 25 uM
DMSO 1%

Membranos laidumas ties 50 mV G so
Anova, F(2,6) = 6, p = 0,037

Kontrole |U73122 25 uM|DMSO 1%|
Kentrole

DMSQ 1%

U73122 25 uM

Sutadinimo SIOVEs ampIitude 1.,

Anova, F(2,6) = 3,38, p=0,104

Kontrolg |U73122 25 uM|DMSO 1%
Kontrole
U73122 25 pM
DMSO 1%

Sufadinimo sravés aktyvacijos trukmeé € o riae:

Anova, F(2,6) = 5,76, p=0,04

Kontrole |U73122 25 M| DMSO 1%|

Kontrole
U73122 25 pM
DMSO 1%

Sufadinimo srovés iNakEyvacios truKIMe i pow
Anova, FI2,6) = 1,88, p=0,233
Kontrole [U73122 25 uM|DMSO 1%

Kontrole
U73122 25 uM
DMSO 1%

P14 pav. 25 uM fosfolipazés C blokatoriaus U73122 ir jo tirpiklio 1 % DMSO
poveikio (n = 4) elektriniy Nitellopsis obtusa signaly parametrams (CC, VC1 ir VC2

protokolas) statistiné analizé.
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IP5 75 uM

Membranos ramybés potencialas RP
Anova, F(2,12) = 2,84, p=0,098

Kontrole-1 [IP; 75 pM |Kontrole-2

Kontrole-1
IP; 75 uM
Kontrolé-2

Membranos laidumas ramybés bisenoje G ge

Friedman test, xE(ZJ =156, p=0,45%

Kontrole-1 [IP; 75 pM (Kontrole-2

Kontrolé-1

IP, 75 uM
Kontrolé-2

VP sufadinimo slenkstis E

Anova, Fi2,16) = 15,67, p<0,001

Kontrole-1 (IP; 75 pM Kontrole-2

Kontrolée-1 0,046

IP, 75 uM 0,046 <0,001
Kontrole-2 <0,001

VP smailé

Anova, F(2,16) = 3,74, p=0,047

Kontrole-1 [IP; 75 pM 'Kontrole-2
Kontrole-1

IP; 75 pM 0,001
Kontrolé-2

VP amplitudé
Anova, F(2,16) = 2,89, p=0,085

Kontrole-1 [IP; 75 pM 'Kontrole-2
Kontrolé-1

IP; 75 uM 0,006

Kontrolé-2

1P 150 uM

Membranos ramybés potencialas RP
Friedman test, ¥'(2) =7, p=0,03
Kontrole-1 1P; 150 pM

Kontrole-2

Kontrole-1
IP; 150 pM
Kontrolé-2

Membranos laidumas ramybés bisenoje G ge
Anova, F(2,14) = 4.24, p=0,036
Kontrole-1 1P; 150 pM

Kontrole-2

Kontrolé-1
1P 150 uM
Kontrolé-2

0,025

0,025

VP sufadinimo slenkstis E

Anova, Fi2,14) = 70.38, p<0,001

Kontrole-1 |IP; 150 pM |Kontrole-2
Kontrole-1 <0,001

IP; 150 uM [<0,001 <0,001

Kontrolé-2 _ﬂﬂ,ﬂﬂl

VP smailé
Anova, F{2,14) = 26,33, p<0,001

Kontrole-1 (IP; 150 pM |Kontrole-2
Kontrole-1 0,001

IP, 150 0,001 <0,001

kontrole-2 |[NONEE|<0,001

VP amplitudé
Anova, F(2,14) = 7,95, p=0,005
Kontrole-1 (IP; 150 pM |Kontrole-2

Kontrolé-1
1P 150 uM
Kontrolé-2

0,027

P15 pav. 75 uM (n =9) ir 150 uM (n=3-8) inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikio
elektriniy Nitellopsis obtusa signaly parametrams (CC, VC1 ir VC2 protokolas)
statistiné analize (tgsinys kitame puslapyje).
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IP; 75 uvi IP; 150 pm

VP depoliarizacijos trukme t ., VP depoliarizacijos trukme t .,
Anova, F{2,16) = 1,55, p=0,242 Friedman test, x=l2] =7,75, p=0,021
IP; 75 uM Kontrole-2 Kontrole-1 |1P; 150 pM
Kontrolé-1 0,047
1Pz 150 uM 0,047
Kontrole-2

Kontrole-1 Kontrole-2

Kontrole-1
IP. 75 uM
Kontrole-2

VP repoliarizacijos trukme t .., VP repoliarizacijos trukme t .,

Anova, F(2,16) = 5,41, p=0,16 Friedman test, x'(2) =5,75, p=0,034

IP; 75 uM 'Kontrolé-2 Kontrolé-1|1P; 150 pM |Kontrolé-2
Kontrolé-1 0,047
0,002 IP; 150 uM 0,047 0,047

0,002 kontrole-2 |EORGSNNNN 0,047

Kontrole-1

Kontrole-1
IP; 75 uM
Kontrole-2

Maksimalus membranes laidumas sufadinimo metu G
Anova, F(2,6) = 5,89, p=0,038
Kontrolé-1|1P; 150 pM |Kontrolé-2

Kontrolé-1
IP. 150 pM
Kontrole-2

Membranos laidumas ties -250 mV G 2o my
Anova, F(2,6) =0,21, p=0,818
Kontrole-1|1P; 150 pM |Kontrolé-2

Kontrole-1
1P 150 uM
Kontrole-2

Membranos laidumas ties 50 mV G s
Anova, F(2,6) = 3,32, p=0,107
Kontrolé-1 |1P; 150 uM [Kontrole-2

Kontrolé-1
1P, 150 uM
Kontrole-2

Sufadinimo srovés amplitudé /..
Anova, F(2,4] = 13,83, p=0,016
Kontro IP; 150 uM |Kontrol

Kontrol
IP: 150 M | oo
Kontrole-2 0,049 |

Suiadinimo sroves aktyvacijos trukme . e
Anova, F(2,4) = 4,2, p=0,104
Kentrolé-1|I1P, 150 pM |Kontrolé-2

Kontrole-1
P, 150 M
Kontrole-2

Suiadinimo srovés inaktyvacijos trukme t . ra.
Anova, F(2,4) = 472, p=0,088
Kontrole-1|1P; 150 pM |Kontrolé-2

Kontrole-1

1P 150 pM
Kontrole-2

P15 pav. (tesinys) 75 UM (n =9) ir 150 uM (n=3-8) inozitolio heksakisfosfato (1Ps)
poveikio elektriniy Nitellopsis obtusa signaly parametrams (CC, VC1 ir VC2
protokolas) statistiné analizé.
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P54 lentelé. 75 UM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis Nitellopsis obtusa ljeax
srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti veréiy vidurkiai + SD.

Kontrolé-1 IPg, 75 uM Kontrolé-2
lieak (-120 mV) (WA-cm?) 2,413 2,2+0,9 2,6£1,7
lieak (-100 mV) (LA-cm?) 3,4+1,3 2,911 3,4+2,1
lieak (-80 mV) (WA-cm2) 4,1+1,6 3,7£1,3 4,242,2
lieak (-60 mV) (LA-cm™2) 5+2,2 4,5+1,7 5,2+3,2
leak (-40 mV) (LA-cm2) 5,8£2,6 51+2,1 6,2+3,7
lieak (-20 mV) (LA-cm?) 6,613 6+2,4 6,8+4,3
lieak (0 MV) (UA-cm?) 7,7£3,5 7+2,6 7,745,2
lieak (20 mV) (UA-cm?) 9,1+4,2 7,7£2,7 8,6+4,9
leak (40 mV) (LA-cm2) 10,4+4,5 9,2+3,1 9,954
leak (60 MV) (LA-cm2) 11,845,2 10,3£3,3 10,945,9
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1P, 75 M

I_leak (-120 mV)
Friedman test, '(2) =1,33,

kontrole-1|1P, 75 M| Kontrole-2

Kantrole-1
1P, 75 M
Kontrole-2

I_leak (-100 mV)
Anova, F(2,16) = 0,9, p=0,427

Kontrole-1 1P, 75 M| Kontrole-2
Kontrole-1

1P, 75 M

Kontrole-2

I_leak (-80 mV)
Friedman test, }'(2) =2, p=0,368

Kontrole-1 1P, 75 M| Kontrole-2
Kontrole-1

1P, 75 uM

Kontrole-2

I_leak (-60 mV)
Anova, F(2,16) = 0,42, p=0,661

Kentrolé-1|1P; 75 pM|Kontrole-2
Kontrole-1
1P, 75 uM
Kontrole-2

I_leak (-40 mV)
Anova, F(2,16) = 0,85, p=0,446

Kentrolé-1|1P; 75 pM|Kontrole-2
Kontrole-1
1P, 75 uM
Kontrole-2

1P, 150 uM

1_leak (-120 V)
Anova, F(26) = 1,25, p=0,351

Kantral
1P, 150 pM
Kontrole-2

1_leak (-100 mv)
Anova, F2,32) = 2,41, p=0,132

Kontrols
1P, 150 pMm
Kontrole

1_leak (-80 niv)
Anova, F(2,34) = 2,4, p=0,127

Kontrolé-1

1P, 150 pMm

Kontrol

1_leak (-60 mv)
Anova, F(2,14) = 1,48, p=0,262

Kontrol
1P, 150 uM
Kontrol

1

Lleak {-40 mV)
Anova, F(2,14) = 0,63, p=0,545

Kontrole-1

1P, 150 M

Kontrol

Lleak (-20 mV)
Friedman test, {2 =0, p>0,933

Kontrole-1
1P 75 M
Kontrolé&-2

I_leak (0 mV)
Friedman test, x'(2) =0, p>0,999

Kontrole-1
1P 75 uM
Kontrole-2

Lleak (20 mV)
Friedman test, x'(2) =1,35, p=0,508

Kentrolé-1IP. 75 pM|Kontrole-2
Kontrole-1
IP, 75 uM

Kontrolg-2

I_leak (40 mV)
Anova, F(2,16) = 0,48, p=0,628

Kontrole-1
IP; 75 uM
Kontrole-2

I_leak (60 mV)
Anova, F(2,16) = 0,54, p=0,501

Kontrole-1

IP. 75 uM

1_leak (-20 mV)
Anova, Fi2,14) = 0,87, p=0,441

Kontrolé-1(IP; 150 uM Kontrolé-2

Kontrole-1

IP; 150 uM

Kontrols

I_leak (0 mV)
Anova, F(2,14) = 1,66, p=0,226

Kontrolé-1{IP; 150 uM (Kontrolé-2

Kontrole-1

IP; 150 uM

Kontrol

Lleak (20 my)
Anova, F(2,12) = 1.15, p=0,35

Kontrolé-1

Kontrole-2

Kontrole-1]1P; 150 uM|Kontrol&-2

IP, 150 uM

I_leak (40 my)
Anova, F(2,12) = 1,15, p=0,385

Kontrolé-1(IP; 150 pM Kontrolé-2

Kontrole-1
IP; 150 uM
Kontrol

I_leak (60 mV)
Anova, F(2,12) =0,77, p=0,484

Kontrolé-1{IP; 150 pM (Kontrolé-2

Kontrole-1

IP, 150 uM

Kontrol

P16 pav. 75 uM (n = 8) ir 150 uM (n=8) inozitolio heksakisfosfato (IPg) poveikio
Nitellopsis obtusa lieak srovei (VC3 protokolas) statistiné analizeé.
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P55 lentelé. 75 UM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis Nitellopsis obtusa lca
srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti veréiy vidurkiai + SD. Pilku fonu iSskirti
statistiS§kai reik8mingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos
vertés, rodancios statistiskai reik§mingg skirtuma (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolés-2

grupiy.
Kontrolé-1 IPs, 75 pM Kontrolé-2

Ica (-120 mV) (MA-cm?) - -9,2+2,7 -

Ica (-100 mV) (UA-cm?) -10,8+2,6 -5,9+1,1 -8,7+3,4
Ica (-80 mV) (MA-cm™?) -8,3+2,2 -5,2+1,7 -6,5+2,2
Ica (-60 mV) (UA-cm™?) -6,1+1,7 -4,2+1.8 -5,2+1,5
lca (-40 mMV) (HA-cm?) -45+1.4 -4+1.,6 -5,1+2,1
Ica (-20 mV) (LA-cm?) -3,6+1,9 -3,7+2 -4,3+2,3
Ica (0 MV) (MA-cm™2) -2,3+2 -1,5+2,6 -3,4£2,7
Ica (20 mV) (UA-cm™2) -0,7£2,7 0+2,9 -1,443
Ica (40 mV) (UA-cm™?) 0,7£3,1 1,5+3.4 0,24
Ica (60 mV) (LA-cm?) 2,4+3,7 2,739 1,8+4,9
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1P, 75 pM 1P; 150 uM
|_Ca (-100 mV)
Friedman test, ’(2) =3, p=0,223
Kontrole-1|IP, 75 uM|Kontrole-2
Kontrole-1
IP; 75 uM
Kontrole-2
I_Ca {-80 mV) I_Ca (-80 m\)
Anova, F(2,12) = 4,9, p=0,028 Anova, F(2,12) =12,22, p=0,001
Kontrole-1(IP; 75 uM|Kontrole-2 Koentrole-1|IP; 150 uM|Kontrole-2
Kontrolé-1 0,05 Kontrolé-1 0,008
1P, 75 uM 0,05 1P, 150 uM 0,008
Kontrole-2 Kontrole-2
I_Ca (-60 mV) I_Ca (-60 m\)

Anova, F(2,14) = 4,34, p=0,06
Kontrole-1(IP; 75 pM|Kontrole-2
Kontrole-1
1P, 75 uM
Kontrole-2

Anova, F(2,14) = 8,51, p=0,004

Kontrolé-1

IP; 150 uM|Kontrole-2

Kontrole-1

0,014

Kontrolé-2

IP, 150 M 0,014

1_Ca (-40 mV) I_Ca (-40 m\)
Anova, F{2,14) = 1,45, p=0,267 Anova, F(2,4] = 10,57, p=0,002

Kontrol&-1(IP; 75 pM[Kontrolé-2 Kontrolé-1[IP; 150 pM|Kontrolé-2
Kontrole-1 Kontrole-1 0,023

IP; 75 uM IP; 150 pM 0,023
Kontrole-2 Kontrolé-2
1_Ca (-20 mV) 1_Ca (-20 m\)

Anova, Fi2,14) = 0,65, p=0,535

Kontrolé-1|(IP, 75 uM|Kontrole-2
Kontrole-1
IP; 75 uM

Kontrole-2

Anova, F(2,14) = 15,37, p<0,001

Kontrole-1

IP; 150 uM|Kontrole-2

Kontrole-1

IP; 150 pM 0,012

0,017

Kontrole-2 _

I_Ca (0 mV)
Anova, F(2,14) = 7,47, p=0,006

1_Ca (0 mV)

Friedman test, xzﬁlj =12,25, p=0,002

Kontrole-1 Kontrolé-1 1P, 150 pM|Kontrole-2
Kontrole-1 Kontrole-1 0,023
IP; 75 uM IP; 150 pM 0,023 0,023
Kontrolé-2 Kontrole-2 0,023
I_Ca (20 mV) I_Ca (20 mV!
Anova, F(2,14) = 8,17, p=0,004 Anova, F{2,12) = 11,92, p=0,001

Kontrole-1|1P; 150 uM|Kentrole-2

Kontrolg-1 Kontrole-1
1P, 75 uM IP; 150 pM 0,019 0,017

Kontrole-2

I_Ca (40 mV)
Friedman test, x'{2) =6,25, p=0,044

Kontrolg-1
IP; 75 uM
Kontrole-2

|_Ca (60 mV)
Friedman test, xE(ZJ =471, p=0,035

Kontrole-2 -

1_Ca (40 mV;

Anova, F(2,12) = 6,54, p=0,012

Kontrolé-1

Kontrole-1

IP; 150 pM

Kontrole-2

1_Ca (60 mV]

IP; 150 pM|Kontrole-2

Anova, Fi2,10) = 17,44, p<0,001

Kontrolé-1|1P; 150 uM|Kentrole-2
Kontrol&-1 Kontrole-1 0,01
1P, 75 pM 1P, 150 M 0,029
Kontrole-2 Kontrole-2 0,0.29| |

P17 pav. 75 uM (n = 8) ir 150 uM (n=8) inozitolio heksakisfosfato (IPg) poveikio
Nitellopsis obtusa Ica srovei (VC3 protokolas) statistiné analizé.
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P56 lentelé. 75 UM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis Nitellopsis obtusa Ic;
srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti veréiy vidurkiai + SD. Pilku fonu iSskirti
statistiS§kai reik8mingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos
vertés, rodancios statistiskai reik§mingg skirtuma (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolés-2

grupiy.
Kontrolé-1 IPg, 75 uM Kontrolé-2

lai (120 mV) (LA-cm?) - -27+8 -

let (-100 mV) (HA-cm?2) -22+1 -24+9 -33+13
lor (-80 mV) (MA-cm?) 227 -21+8 267
lot (-60 mV) (LA-cm?) 2146 -19+6 -22+8
lai (40 mV) (LA-cm?) -19+5 -14+4 -18+7
lai (20 mV) (LA-cm?) -1615 -12+4 -15+7
ler (0 MV) (HA-cm?) -13+3 -10+3 -13+7
lor (20 mV) (HA-cm?2) -103 -84 -10+6
lor (40 mV) (LA-cm?2) 64 434 74
I (60 mV) (LA-cm?) -2+6 -145 -415
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IP; 75 uM

1_Cl (-100 mV)
Friedman test, '(2) =4, p=0,135

Kontrole-1
IP; 75 uM
Kontrole-2

1_Cl (-80 mv)
Friedman test, y'(2) =3,71, p=D,135

Kontrolé-1
1P, 75

Kontrole-2

1_Cl (-60 mV)
Friedman test, 3°(2] =4,75, p=0,093

Kontrolé-1
1P, 75 M

Kontrole-2

1_Cl (-40 mV)
Friedman test, y'(2) =7,75, p=0,021
Kontrole-1

Kontrolé-1
1P, 75 M 0,023
Kontrole-2

1_Cl {-20 mV)

Anova, F(2,14) = 4,18, p=0,037
Kontrole-1

Kontrolé-1 0,044

1P, 75 M 0,044

Kontrol&-2

IP; 150 uM

I_Cl (-80 mV)
Anova, F(2,19) = 1,31, p=0,313
Kontrolé-1]IP; 150 pM |Kontrole-2

Kontrole-1
1P, 150 pM
Kontrole-2

1_Cl {-60 mV)
Friedman test, x°'[2) =0,25, p=0,882
Kontrolé-1|IP; 150 uM [Kontrol&-2

Kontrole-1
1P, 150 pM
Kontrole-2

1_CI {-40 mV)
Friedman test, x;lZJ =1,
Kontrolé-1|IP; 150 uM |Kontrole-2

Kontrole-1
1P, 150 pM
Kontrole-2

1_Cl (-20 mV)
Friedman test, ¥'(2) =3,25, p=0,197
Kontrole-1|IP; 150 uM |Kontrole-2

Kontrale-1
1P, 150 pM
Kontrole-2

1_C1 (0 mV)
Anova, F(2,14) =25, p:
Koentrole-1|1P; 75 uM |Kontrole-2
Kontrolé-1
1P, 75 M

Kontrole-2

1_C1 (20 mV)
Anova, F(2,14) = 1,78 p= 0,204
Kontrole-1|1P; 75 puM|Kontrole-2

Kontrole-1
1P 75 uM

Kontrolé-2

1_CI (40 mV)

Anova, F(2,14) = 11,57, p=0,001
Kontrole-1|1P, 75 uM (Kontrol&-2
Kontrolé-1 0,004

1P, 75 uM 0,004 0,003

Kontrole-2 |[BUISSENNN 0,003 |

101 (60 mV)
Anova, F(2,14) = 2,03, p=0,168
Kontrole-1|1P; 75 puM Kontrole-2

Kontrolé-1

1P, 75 pM

Kontrole-2

1_Cl (0 mV)
Friedman test, x'(2) =175, p=0,417
Kontrole-1]1P; 150 puM|Kontrole-2

Kontrole-1
1P, 150 pM

Kontrole-2

1_C1 {20 mV)
Friedman test, '12) =7,71, p=0,021
Kontrol&-1]1P; 150 pM[Kontrole-2

Kontrole-1
IP; 150 pM
Kontrole-2

1_C1 (40 mV)
Friedman test, y'(2) =6, p=0,05
Kontrole-1]1P; 150 pM |Kontrol&-2

Kontrolé-1
1P, 150 pM
Kontrole-2

1_C1 {60 mV)
Anova, F(2,12) = 16,76, p<0,001

Kontrole-1]1P; 150 pM |Kontrole-2
Kontrole-1 0,025
1P, 150 pM 0,025 0,008

Kontrole-2 JRNNNBIEH  0,008| |

P18 pav. 75 uM (n = 8) ir 150 uM (n=8) inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikio
Nitellopsis obtusa Ic srovei (VC3 protokolas) statistiné analizé.
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P57 lentelé. 75 uM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis Nitellopsis obtusa lcaci
srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti veréiy vidurkiai + SD. Pilku fonu iSskirti
statistiS$kai reik8mingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos
vertés, rodancios statistiskai reik§mingg skirtuma (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolés-2

grupiy.

Kontrolé-1 IPg, 75 uM Kontrole-2
lcact (-120 mV) (MA-cm™?) i 3611 -
Icaci (-100 mV) (HA-cm?) -33+3 -30+9 -42+16
Icact (-80 mV) (HA-cm?) -31+7 -26+8 -32+8
Icact (-60 mV) (HA-cm?) -27+6 -23+7 -27+9
Icact (-40 mV) (LA-cm™2) -2315 -18+5 -23+9
Icact (-20 mV) (WA-cm™2) -1945 -15+5 -20+9
Icaci (0 MV) (MA-cm?) -15+4 1245 1649
Icact (20 mV) (LA-cm™2) -11+4 -945 1247
Icact (40 mV) (LA-cm2) -7+5 544 815
Icaci (60 MV) (LA-cm?) 246 145 245
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1P; 75 uM

I_CaCl (-100 mV)
Friedman test, x;lZJ =3, p=0,223
Kontrol&-1|1P; 75 pM|Kontrole-2

Kontrole-1
1P, 75 M
Kontrole-2

I_CaCl (-80 mV)
Friedman test, (2 =6, p=0,05
Kontrol&-1|1P; 75 pM|Kontrole-2

1P, 150 pM

1_CaCl {-80 mV)

Anova, F(2,10) = 0,08, p=0,924

Kontrole-1 Kontrolé-1
1P, 75 1P, 150 M
Kontrole-2 Kontrole-2
1_CaCl (-60 mV) 1_CaCl (-60 m\)

Friedman test, (2] =7, p=0,03
Kontrol&-1]1P; 75 pM |Kontrole-2
0,047

Kontrole-1
IP; 75 uM
Kontrole-2

0,047

I_CaCl (-30 mV)
Friedman test, xE(ZJ =7,75, p=0,021

Kontrole-1]1P; 75 pM |Kontrole-2

Kontrole-1
1P, 75 uM
Kontrole-2

0,023

I_CaCl (-20 mv)
Anova, F(2,14) = 4,01, p=0,042

Kontrole-1]1P; 75 pM |Kontrole-2
0,043

Kontrole-1
1P, 75 uM
Kontrale-2

0,043

Friedman test, }'[2) =2,25, p=0,325

Kontrol
IP; 150 uM

Kontrole-2

1_CaCl (-40 m¥)

Friedman test, x'(2) =2,25, p=0,325

Kontrole-1
IP; 150 pM

1_Cacl (-20 mv)

Friedman test, X'(2) =6,25, p=0,044

Kontrole-1

Kontrole-1

0,023

IP; 150 pM
Kontrole-2

0,023

1_CaCl (0 mV)
Anova, F(2,14) = 3,6, p=0,055

Kontrolé-1
IP; 75 uMl
Kontrole-2

1_CaCl (0 mV/]

Friedman test, (2] =7, p=0,03

Kontrole-1
Kontrolg-1
IP; 150 uM

Kontrole-2

IP; 150 puM (Kontrole-2

1_CaCl (20 mV) 1_CaCl (20 mV)
Anova, F(2,14) = 3 68, p=0,052 Friedman test, x;[lj =10.57, p=0.005
Kontrole-1 (1P, 150 pM|Kontrole-2
Kontrole-1 Kontrole-1 0,047
IP; 75 uMl IP; 150 uM 0,047 0,047

Kontrole-2

1_Cacl (40 mv)
Anova, F[2,14] = 13,32, p<0,001

Kontrol&-2 -

0,047

1_CaCl (40 mW)

Friedman test, y'(2) =6, p=0,05

Kontrole-1]1P; 75 pM|Kontrole-2 Kontrole-1|1P; 150 pM|Kontrole-2
Kontrole-1 0,029 Kontrole-1
IP; 75 uM 0,029 0,002 IP; 150 uM
Kontrole-2 [RUSSSRNNN 0,002 Kontrolé-2

1_CaCl (60 mV) 1_CaCl (60 mV)
Anova, F(2,14) = 3,52, p=0,058 Anova, F{2,12) = 11,97, p<0,001

Kontrole-1 (1P, 150 pM|Kontrole-2
Kontrole-1 Kontrole-1 0,008
IP; 75 uMl IP; 150 uM 0,008 0,004
Kontrole-2 Kontrolg-2 0,004] |

P19 pav. 75 uM (n = 8) ir 150 uM (n=8) inozitolio heksakisfosfato (IPg) poveikio
Nitellopsis obtusa Icaci srovei (VC3 protokolas) statistiné analizé.
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P58 lentelé. 75 UM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis Nitellopsis obtusa
suzadinimo metu tekanéiy sroviy aktyvacijos trukmei taer, VC3 protokolas, n = 8.
Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. Pilku fonu iSskirti statistiSkai reikSmingi skirtumai,
palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos vertés, rodancios statistiskai
reik§minga skirtumga (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolés-2 grupiy.

Kontrole-1 IPs, 75 pM Kontrolé-2
tact (-120 mV) (s) - 1,2+0,2 -
tact (-100 mV) (s) 0,9+0,3 1,3+0,2 1,101
tact (-80 mV) (s) 1,1+0,3 1,3+0,1 1,10,1
tact (-60 mV) (s) 1,1+0,2 1,3+0,2 1,2+0,2
tact (-40 mV) (s) 1,2+0,2 1,3+0,2 1,2+0,1
tact (-20 mV) (s) 1,2+0,2 1,3+0,2 1,2+0,1
tact (0 MV) (s) 1,2+0,2 1,4+0,2 1,2+0,2
tact (20 mV) (s) 1,3+0,2 1,4+0,2 1,3+0,2
tact (40 mV) () 1,4+0,3 1,5+0,3 1,3+0,2
tact (60 mV) (s) 0,440,2 1,5+0,3 1,4+0,3
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IP; 75 uM

t_act (-100 mV)
Friedman test, 3°(2) =3, p=0,223
Kontrole-1]1P; 75 pM|Kontrole-2

Kontrole-1
IP; 75 uM
Kontrole-2

t_act (-80 mV)
Anova, F(2,12) = 3,68, p=0,057

1P 150 uM

t_act (-80 mV)

Anova, F(2,10) = 25,39, p<0,001

Kontrole-1]IP; 75 pM|Kontrole-2 Kontrole-1 (1P, 150 uM|Kontrole-2
Kontrole-1 Kontrole-1 0,005
1P 75 M IP; 150 uM 0,005 0,007]
Kontrole-2 Kontrole-2 _ 0,007
t_act (-60 mV) t_act (-60 mV)
Anova, F{2,14) = 5,22, p=0,02 Friedman test, x;EZJ =12, p=0,002

Kontrole-1]IP; 75 pM|Kontrole-2

Anova, F(2,14) = 6,21, p=0,012

Anova, F(2,12) = 2,59, p=0,110
Kontrole-1]IP; 75 pM|Kontrole-2

Kontrole-1
1P 75 pM
Kontrole-2

Kontrole-1

Kontrole-1 0,046 Kontrole-1

IP; 75 uM 0,046 IP; 150 uM 0,023 0,042
Kontrolé-2 Kontrolé-2 0,042

1_act (-40 mV) t_act (-40 mV)

Anova, F(2,34) =17,84, p<0,001

Kontrolé-1]1P; 75 pM|Kontrole-2 Kontrolé-1 (1P, 150 pM|Kontrolé-2
Kontrole-1 Kontrolé-1 0,006 0,044
IP; 75 uM IP; 150 uM 0,006 0,022
Kontrole-2 Kontrole-2 0,044 0,022
t_act (-20 mV) t_act {-20 mV)

Friedman test, }'[2) =13, p=0,002

Kontrole-1

IP; 150 uM|Kontrole-2

Kontrole-1

0,023

IP; 150 uM

0,023

Kontrole-2_ [NONIESI0.025

t_act (20 mV)
Anova, Fi2,14) = 3,68, p=0,081

t_act (0 mV) t_act (0 mV)

Anova, F{2,14) = 11,62, p=0,001 Friedman teést, )(;ll) =12.45, p=0.002
Kontrole-1(1P; 75 pM|Kontrolé-2 Kontralé-1|1P; 150 pM|Kontrolé-2

Kontrolé-1 Kontrolé-1 0,042

IP; 75 pM 10,004 0,021 IP; 150 uM 0,042 0,023

Kontrole-2 |BOMSSINNN 0,021 Kontrole-2 BUSSSNNN 0023

t_act (20 mv)

Friedman tést, (2) =11,18, p=0,004

Kontrole-1(1P; 75 pM|Kontrole-2 Kontrale-1(1P; 150 pM|Kontrole-2
Kontrolé-1 Kontrolé-1
IP; 75 pM IP; 150 uM
Kontrole-2 Kontrole-2
t_act (40 mV) t_act (40 mV)

Anova, F2,14) = 10,62, p=0,002

t_act (60 mV)
Anova, Fi2,10) = 4,97, p=0,032

Kontrole-1(IP; 75 pM|Kontrole-2

Kontrole-1
IP; 75 pM
Kontrole-2

Friedman test, x=12) =7, p=0,03

Kontrole-1(IP; 75 pM|Kontrole-2 Kontralé-1|IP; 150 pM|Kontrole-2
Kontrolé-1 0,01 Kontrolé-1
IP; 75 pM 0,01 0,02 IP; 150 uM
Kontrole-2 |RNNNNNONS] 002 Kontrole-2

P20 pav. 75 uM (n = 8) ir 150 uM (n=8) inozitolio heksakisfosfato (IPg) poveikio
Nitellopsis obtusa suzadinimo metu tekanciy sroviy aktyvacijos trukmei tact (VC3
protokolas) statistiné analize.
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P59 lentelé. 75 uM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis Nitellopsis obtusa
suzadinimo metu tekanciy sroviy inaktyvacijos trukmei tinact, VC3 protokolas, n = 8.
Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. Pilku fonu iSskirti statistiSkai reikSmingi skirtumai,
palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos vertés, rodancios statistiskai
reik§minga skirtumga (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolés-2 grupiy.

Kontrole-1 IPs, 75 pM Kontrolé-2
tinact (-120 mV) (s) - 2+0,6 -
tinact (-100 mV) (s) 1,3+0,3 2,220,7 2,311
tinact (-80 mV) (s) 1,6+0,4 2,5£0,8 1,9+0,7
tinact (-60 mV) (s) 1,8+0,4 2,7+0,8 2,2%0,9
tinact (-40 mV) () 2,1+0,4 2,8+1 2,2+0,9
tinact (-20 mV) () 2,240,6 2,6+0,8 2,31
tinact (0 MV) (s) 2,4+0,8 3,2+1,1 2,3£0,8
tinact (20 mV) (s) 2,3+0,9 3,7+3,2 2,311
tinact (40 mV) (s) 1,5+0,8 2,9+15 2,6£1,2
tinact (60 mV) (s) 1,6+0,8 2+0,4 1,9+0,5
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IP; 75 uM

t_inact (-100 mV)
Friedman test, X'(2) =4,

p=0,135

Kontrolé-1
Kontrole-1
1P; 75
Kontrolé-2

1_inact (-80 mV)

IP; 75 uM|Kontrolé-2

Friedman test, x‘[:.) =10,57, p=0,005

Kontrolé-1

IP; 75 uM|Kontrole-2

Kontrole-1

0,047

IP; 75 puM 0,047

0.047

Kuntru\é-l_

0.047

t_inact (-60 mV)

Friedman test, x'(2) =13, p=0,002

Kontrolé-1

IP; 75 uM|Kontrole-2

Kontrolé-1

0,023

IP; 75 uM 0,023

0,023

Kuntru\é-l-

0,023

t_inact (-40 mV)

Friedman test, x;[?.) =12,25, p=0,002

Kontrolé-1

Kontralé-1

IP; 75 uM 0,023

Kuntru\é-l-

t_inact (-20 mV)

Anova, F(2,14) = 1,09, p=0,362

IP; 150 uM

1_inact (-80 mV)
Anova, F(2,30) = 6,38, p=0,016

Kontrol&-1
IP; 150 p
Kontrole-2

Kontrol&-1|IP; 150 uM|Kontrole-2

t_inact (-60 mV)
Friedman test, xEEZ) =12,45, p=0,002

Kontrolé-1

Kontrale-1

IP; 150 uM 0,023

Kontrole-2 BUSSSNNNN 0042

t_inact (-40 mV)
Friedman test, x;EZ) =12,25, p=0,002

Kontrolé-1|1P; 150 pM|Kontrole-2

Kontrole-1 0,023
IP. 150 M 0,023 0,023
Kontrole-2 BUSSSNNN 0025

t_inact (-20 mV)
Friedman test, '(2) =12, p=0,003

Kontrolé-1|1P; 150 pM|Kontrole-2

Anova, F(2,14) = 4,25, p=0,036

Kontrole-1
1P, 75 UM
Kontrole-2

1_inact (20 mv)

Friedman test, x'(2

Kontrolé-1
1P, 75
Kontrole-2

t_inact (40 mV)

Anova, Fi2,8) = 1,02, p=0,402

Kontrolé-1
IP; 75 pM
Kontrolée-2

t_inact (60 mV)

Anova, F(2,4) =0,22, p=0,808

Kontrolé-1
Kontrole-1
1P, 75 pM
Kontrole-2

IP; 75 uM |Kontrole-2

Kontrolé-1 Kontrolé-1 0,042

IP; 75 uM IP; 150 pM 0,042 0,023
Kontrole-2 Kontrole-2 0,023

t_inact (0 mV) t_inact (0 m¥)

Friedman tést, x'(2) =8,75, p=0,008

Kontralé-1|1P; 150 pM|Kontrole-2

Kontrolé-1 0,047
1P, 150 M 0,047 0,023
Kontrole-2 [NNOEE] 0,025

T_inact (20 mV)
Friedman tést, x'(2) =11,18, p=0,004

Kontrole-1|IP; 150 uM|Kontrole-2

Kontrol&-1

1P, 150 uh1 0,047,

Kontrolé-2 _

t_inact (40 mV)
Anova, F(2,€) = 21,86, p=0,002

Kontrale-1(1P; 150 pM|Kontrole-2

Kontrolé-1 0,042
1P, 150 M 0,042 0,033
Kontrole-2 SUSSSNNN 0083

P21 pav. 75 uM (n = 8) ir 150 uM (n=8) inozitolio heksakisfosfato (IPg) poveikio
Nitellopsis obtusa suzadinimo metu tekanciy sroviy aktyvacijos trukmei tinact (VC3

protokolas) statistiné an

alizé.
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P60 lentelé. 75 UM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis Nitellopsis obtusa Ik
srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti veréiy vidurkiai + SD.

Kontrolé-1 IPg, 75 uM Kontrolé-2

Ik (-120 mV) (LA-cm?) c -1,8+1,4 -

Ik (-100 mV) (HA-cm™?) -2,242,5 -1,8+1,5 -2,61£3,3
Ik (-80 mV) (UA-cm?) -1,842,3 -1,6£1,7 -1,742,7
Ik (-60 mV) (UA-cm?) -1,442,7 -1,542 -1,7£3,4
Ik (-40 mV) (UA-cm?) -1,143,1 -1,242,1 -0,6£1,7
Ik (-20 mV) (UA-cm?) -0,143 -0,5+£2,1 -0,1+1,9
Ik (0 mV) (LA-cm™?) 0,5+3,4 0+3,1 0,6+2,3
Ik (20 mV) (UA-cm?) 1,4+4,2 0,6£3,6 2,1+3,3
Ik (40 mV) (LA-cm?) 1,5+4,9 1,244,1 1,8+4,3
Ik (60 mV) (LA-cm?) 1,745,2 1,5+4,8 2,215,2
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IP; 75 pM

I_K (-100 mV)
Friedman test, x'(2) =3, p=0,223
Kontrole-1 [1P; 75 pM |Kontrole-2

Kontrole-1
1P, 75 it
Kontrole-2

I_K (-80 mV}
Anova, F(2,12) = 0,04, p=0,857
Kontrolé-1 [1P; 75 pM |Kontrol&-2

Kontrole-1
1P, 75
Kontrolé-2

I_K {-60 mV)
Anova, F(2,14) = 0,04,
Kontrole-1 [1P; 75 pM |Kontrolé-2

Kontrolé-1
1P, 75 pM
Kontrolé-2

I_K {-40 mV)
Anova, F(2,14) = 0,47, p=0,634
Kontrole-1 (1P, 75 pM |Kontrole-2

Kontrolé-1
I1P; 75 uM
Kontrole-2

I_K {-20 mV)
Anova, F(2,14) = 0,62, p=0,551
Kontrole-1 [1P; 75 pM |Kontrole-2

Kontralé-1
1P; 75 uM
Kontrole-2

IP; 150 pM

I_K (-80 mv]
Friedman test, '(2) =4,33, p=0,115
Kontralé-1 |1P; 150 pM |Kontrole-2

Kontrole
1P; 150 M
Kontrole-2

I_K (-60 mV}
Friedman test, x;ll =9, p=0,011
Kontralé-1 |1P; 150 pM |Kontrole-2

Kontrole-1
1P; 150 pM

Kontrolé

I_K (-40 mV}
Friedman test, x;IZ) =3, p=0,011
Kontrale-1 |1P; 150 pM |Kontrole-2

Kontrolé-1
IP; 150 pM
Kontrole-2 0,047

I_K (-20 mv)
Friedman test, X'(2) =14,25, p<0,001
Kontrole-1 |IP; 150 pM |Kontrole-2

Kontrole-1
IP; 150 pM
Kontrole-2

I_K (0 mV)
Friedman test, xi[zl =5,25, p=0,072

Kontrole-1
IP; 75 pM

Kontrole-2

_K {20 mV)
Friedman test, x;[?.) =4,75, p=0,093

Kontrole-1
IP; 75 uM
Kontrole-2

LK (40 mV)
Friedman test, XEEZ) =1,75, p=0,417

Kontrole-1

IP; 75 uM
Kontrole-2

I_K {60 mV)
Friedman test, '(2) =1,75, p=0,417

Kontrolg-1 |IP; 75 uM |Kontrolé-2

Kontrole-1
1P, 75 M
Kontrole-2

I_K (0 mV)
Anova, F(2,12) = 3,88, p=0,05
Kontralé-1 |IP; 150 pM |Kontrole-2
Kontrole-1
IP; 150 uM
Kontrolé

_K {20 mV)
Anova, F(2,12) = 2,83, p=0,088
Kontrolé-1 |1P; 150 pM |Kontrole-2
Kontrole-1
IP; 150 uM
Kontrole:

I_K (40 mV)
Anova, F(2,12) = 0,74, p=0,297
Kontrolé-1 |IP; 150 pM |Kontrole-2
Kontrole
IP; 150 uM
Kontrole-2

I_K {60 mV)
Anova, F(2,12) = 0,78, p=0,482
Kontralé-1 |1P; 150 pM |Kontrole-2

Kontrole-1
IP; 150 uM
Kontrole-2

P22 pav. 75 uM (n = 8) ir 150 uM (n=8) inozitolio heksakisfosfato (IPgs) poveikio
Nitellopsis obtusa Ik srovei (VC3 protokolas) statistiné analizé.
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P61 lentelé. 150 uM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis Nitellopsis obtusa ljeax

srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti veréiy vidurkiai + SD.

Kontrolé-1 IPg, 150 pM Kontrolé-2
lieak (-120 mV) (WA-cm?) 1,8+0,5 1,9+0,4 2,4+0,7
lieak (-100 mV) (LA-cm?) 2,4+0,6 2,6+0,8 2,7+0,8
lieak (-80 mV) (WA-cm2) 3,1+0,8 3,41 3,4+0,9
lieak (-60 mV) (LA-cm™2) 3,811 4,1+14 4,2+1,2
leak (-40 mV) (LA-cm2) 46114 4,9+£1,6 48+1,1
lieak (-20 mV) (WA-cm2) 5,317 5,7£1,6 5,8+15
lieak (0 MV) (UA-cm?) 5,6+1,5 6,9+2 7,243
lieak (20 mV) (UA-cm?) 6,4+1,7 7,9+2.4 7,8+£3,9
leak (40 mV) (LA-cm2) 7,4£1,8 9,1+2,8 9,545,3
leak (60 MV) (LA-cm2) 8,7£2,1 10,4£3,3 11,5475

P62 lentelé. 150 uM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis Nitellopsis obtusa Ica
srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti veréiy vidurkiai = SD. Pilku fonu i$skirti
statistiSkai reikSmingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos
vertés, rodancios statistiSkai reik§minga skirtuma (p<0,05) tarp 1Pz ir Kontrolés-2

grupiy.

Kontrolé-1 IPg, 150 uM Kontrolé-2

lca (-120 mV) (pA-cm?) - -7,6+1,8 -

lca (-100 MV) (pA-cm?) -9,4+37 -5,2+1,8 -

Ica (-80 mV) (LA-cm?) -8,4+2.4 -4,6%1,7 -5,8+1,3
Ica (-60 mV) (LA-cm?) -6,4+1,9 -4+1,6 -5,8+1,4
lca (-40 mV) (LA-cm?) -5,5+1,4 2,8+2,4 -4,8+0,9
lca (-20 MV) (LA-cm?) -43+18 1421 -3,7+1,2
Ica (0 MV) (LA-cm?) -2,8+1,9 0,316 -2,6%1,3
Ica (20 mV) (LA-cm™?) -1,1+1,6 1,1+1.7 -1+15
Ica (40 mV) (LA-cm?) 0,3+1 1,7+1,9 -0,3+1,4
Ica (60 mV) (MA-cm?) 0,7£1,2 2,5+1,7 0,6+1,2
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P63 lentelé. 150 UM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis Nitellopsis obtusa I¢;
srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti veréiy vidurkiai + SD. Pilku fonu iSskirti
statistiS§kai reik8mingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos
vertés, rodancios statistiskai reik§mingg skirtuma (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolés-2

grupiy.

Kontrole-1 IPs, 150 pM Kontrolé-2

lai (120 mV) (LA-cm?) - -37+8 -

lai (100 mV) (LA-cm?) -29+8 -37£17 -

lci (-80 mV) (LA-cm™?) -27%11 -31£12 -25%7
lci (-60 mV) (LA-cm™2) -23+8 -24x10 -25%13
lci (-40 mV) (LA-cm?) -20£7 -19+9 -20£11
lai (20 mV) (LA-cm?) -17+6 -15+7 -17+9
lcr (0 mV) (LA-cm?) -13+5 -12+7 -13+7
lci (20 mV) (LA-cm?) -10+4 -7%5 -12+6
lci (40 mV) (LA-cm?) -4+8 -2%5 -9+5
lci (60 mV) (LA-cm?) -3+4 34 -5+3

P64 lentelé. 150 uM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis Nitellopsis obtusa
Icaci srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti veréiy vidurkiai + SD. Pilku fonu isskirti
statistiSkai reikSmingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos
vertés, rodancios statistiskai reik§mingg skirtuma (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolés-2

grupiy.

Kontrolé-1 I1Pg, 150 uM Kontrolé-2

!)Caq (-120 mV) (HA-cm” i 4548 ]
Sau (100 mV) (wA-em -38+10 -42+18 ]
Icact (-80 mV) (LA-cm™2) -35+11 -35+13 -30+8
Icaci (-60 mV) (UA-cm™2) -2948 -28+11 -31+14
Icact (-40 mV) (WA-cm™2) -26+7 -22+10 -25+11
Icact (-20 mV) (LA-cm™2) -21+7 -16+7 -20+10
Icact (0 mV) (MA-cm?) -16+6 -12+7 -16+8
Icact (20 mV) (UA-cm2) -11+5 -85 -13+5
Icact (40 mV) (UA-cm2) -4+8 -246 -10+4
Icact (60 mV) (HA-cm™?) -3+4 3+4 -5+3
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P65 lentelé. 150 uM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis Nitellopsis obtusa
suzadinimo metu tekanéiy sroviy aktyvacijos trukmei taer, VC3 protokolas, n = 8.
Pateikti ver¢iy vidurkiai = SD. Pilku fonu iSskirti statistiSkai reikSmingi skirtumai,
palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos vertés, rodancios statistiskai
reik§mingg skirtumg (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolés-2 grupiy.

Kontrole-1 I1Pg, 150 uM Kontrolé-2
tact (-120 mV) (s) - 1,5+0,3 -
tact (-100 mV) (s) 1,2+0,3 1,4+0,3 -
tact (-80 mV) (s) 1,1+0,3 1,5+0,3 1,2+0,2
tact (-60 mV) (s) 1,2+0,3 1,5+0,4 1,2+0,3
tact (-40 mV) (s) 1,2+0,3 1,5+0,4 1,3+0,3
tact (-20 mV) (s) 1,3+0,3 1,6+0,4 1,3+0,3
tact (0 MV) (s) 1,4+0,3 1,7+0,5 1,4+0,3
tact (20 mV) (s) 1,4+0,4 1,8+0,7 1,4+0,4
tact (40 mV) (s) 1,5+0,4 1,8+0,8 1,4+0,4
tact (60 mV) (s) 1,5%0,2 1,6+0,5 1,4+0,2

P66 lentelé. 150 uM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis Nitellopsis obtusa
suzadinimo metu tekanciy sroviy inaktyvacijos trukmei tinact, VC3 protokolas, n = 8.
Pateikti verciy vidurkiai = SD.

Kontrolé-1 IPg, 150 pM Kontrolé-2
tinact (-120 mV) (s) - 2,8+£1,6 -
tinact (-100 mV) (s) 1,6+0,5 2,712 -
tinact (-80 mV) (s) 1,5+0,6 3,3£2,5 1,7+0,5
tinact (-60 mV) () 1,8+0,8 3,8£2.9 1,8+0,6
tinact (40 mV) (s) 2,1+1 5+4.6 2,1+0,9
tinact (20 mV) (s) 2,4+1,1 5,5+£4,7 2,3t1,2
tinact (0 mV) (s) 2,8+1,7 6+4,5 2,614
tinact (20 mV) (5) 3,3£1,8 6,9+4,3 2,614
tinact (40 mV) (s) 3,8+2,7 57419 3,9+4,1
tinact (60 mV) (s) - 2,8+1,6 -
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P67 lentelé. 150 uM inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikis Nitellopsis obtusa Ik
srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti veréiy vidurkiai + SD. Pilku fonu iSskirti
statistiSkai reik8mingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos
vertés, rodancios statistiskai reik§mingg skirtuma (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolés-2

grupiy.
Kontrolé-1 I1Pg, 150 uM Kontrolé-2

Ik (-120 mV) (LA-cm?) - -2,4+2.3 -

Ik (-100 mV) (LA-cm?) -1,8+1,7 -2,2+2,3 -

Ik (-80 mV) (HA-cm2) -1,3+1,4 -2,7+3 -1,7£15
Ik (-60 mV) (HA-cm2) -1,6+1,6 -3,8£3,9 -1,4%£15
Ik (-40 mV) (HA-cm?) -1,8+1,6 -3,4£3,3 -1,4+1,8
Ik (-20 mV) (MA-cm™2) -1,8+1,9 -2,742.5 -0,8+2,3
Ik (0 mV) (HA-cm2) -1,1+1,8 -1,9+2,2 -0,9+1,8
Ik (20 mV) (LA-cm2) -0,2+1,7 -0,7£2,1 -0,1+1,8
Ik (40 mV) (LA-cm2) 0£1,3 0+2,1 0,1£1,6
I (60 mV) (LA-cm2) 0,1£1,3 0,1+£2,3 0,3£1,1
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1P 150

V(-3 min)
Anova, F(2,6) = 0,31, p

Kontrole-1
1P, 150 pht
kontrole-2

vi-2 min)
Anova, F(2,6) =0,19, p

Kontrole-1
1P, 150 pht
kontrole-2

vi-1 min)
Anova, F(2,6) = 0,001, p=0,999
Kontrole-1|1P; 150 uM|Kontrol&-2

Kontrole-1
1P 150 uM
Kontrole-2

vi0 min)
Anova, F(2,6) = 5,72, p=0,041

Kontrolé-1
1P 150 uM
Kontrole-2

V(L min)
Friedman test, ¥'(2) =0,5, p=0,779.

Kontrole-1
1P, 150 p
Kontrole-2

w7 min)
Anova, FIZ6) = 2,64, p=0,15

Kontrole-1

1P 150 i
kontrole-2

(8 min)
Anova, F2,6) = 0,11, p=0,9

kontrole-1|IP, 150 M |Kontrolé-2
Kentrole-1
1P, 150
Kentrole-2

{9 min)
Anova, F(2,6) = 0,73, p=0,522

Kontrolé-1|IP; 150 uM|Kontrol&-2
Kontrolé-1
1P5 150 uM
Kontrolé-2

v(10 min)
Anova, F{2,6) = 8,54, p=0,018

Kontrolg-1
1P, 150 uM
Kontrolg-2

V(11 min)
Anova, Fi2,6) = 0,18, p=0,838

kontrole-1
1P, 150
kontrole-2

T
Anova, FI2,6) =0,27,

V(2 min)
Anova, F(2,6) = 1,02, p=0,413
Kentrole-1|IP, 150 uM|Kontrole-2

Kontrole-1
IP; 150 uM
Kontrale-2

V(3 min)
Anova, F(2,6) = 0,58, p=0,591

Kontrolé-1]1P; 150 uM|Kontrole-2

Kontrole-1
1P, 150 pM
Kontrole-2

{4 min)
Friedman test, x'(2) =0,5, p=0,772
Kontrole-11P; 150 uM|Kontrol&-2

Kontrole-1
1P, 150 pM
Kontrole-2

(5 min)
Anova, F(2,6) = 0,42, p
Kontrole-11P; 150 uM|Kontrol&-2

Kontrole-1
1P, 150 pM
Kontrole-2

(6 min)
Anova, F(2,6) = 0,62, p=0,568
Kontrole-1 1P, 150 uM|Kontrole-2

Kontrole-1
1P, 150 uM
Kontrole-2

(12 min)
Anova, F(2,6) = 0,14, p=0,868

Konrole-1
1P, 150
Kontrole-2

V{13 min)
Anova, F{2,6) = 0,46, p=0,652

Kontrolé-1
1P; 150 uM
Kontrolé-2

V(14 min)
Anova, F(2,6) = 0,19, p=0,829

Kontrol&-1|IF, 150 uM|Kontrol&-2
Kontrole-1
1P 150 uM
Kontrole-2

V(15 min)
Anova, F{2,6) = 0,95, p=0,44

Kontrole-1
1P, 150 M
kontrole-2

v_max
Anova, FI26) = 0,07, p=0,929

Kontrole-1
1P, 150
Kontrole-2

Kontrol&-1
P, 150 uM
Kontrole-2

P23 pav. 150 uM (n=4) inozitolio heksakisfosfato (IPs) poveikio Nitellopsis obtusa

ciklozés greiCio parametrams statistiné analize.
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SUMMARY

ABBREVIATIONS

AP — action potential

APW — Artificial pond water — control solution
DMSO - dimethyl sulfoxide, solvent

E: — action potential excitation threshold

HEPES — (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, buffer
IP; — inositol 1,4,5-trisphosphate

IPs — inositol hexakisphosphate

MP — membrane potential

NED-19 — Ca?* channel blocker

PLC — phospholipase C

RP — membrane resting potential

TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethane, buffer
U73122 — inhibitor of phospholipase C
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1. INTRODUCTION

To survive in a constantly changing environment, plants must perceive
alterations in external conditions and respond by adapting to them (Conde et
al., 2011). For example, owing to changes in lighting, plants activate or
inhibit their photosynthetic processes at various levels (Velez-Ramirez et al.,
2011). Certain external stimuli, such as injuries caused by herbivores,
salinity stress, and desiccation, require a systemic response from the entire
organism (Fromm, Lautner, 2007). Thus, it is imperative to transmit
information from the locally affected locus to other parts of the plant body
and initiate appropriate responses, including modulation of photosynthetic
activity, respiration, gene expression, and stress hormone synthesis. (Sukhov
et al., 2019). Chemical signals are diffusion-limited and cannot ensure high
velocity of signal transmission (Pyatygin, 2008). To combat this issue, plants
employ electrical signals — propagating waves of transient membrane
potential (MP) polarisation. (Sukhov et al., 2019). If an external stimulus is
harmful, a variation potential is generated, if not —a plant generates an action
potential (AP) — a spike-like propagating wave of transient membrane
depolarisation characterised by its constant shape (Vodeneev et al., 2016).

Despite a long history of research on plant electrical signalling
(Burdon-Sanderson, 1873), the generation mechanism of plant APs has not
been completely deciphered at the molecular level. In contrast to animals,
the depolarisation phase in plants is governed by the activity of Ca?* and CI-
channels, while repolarisation is ensured by K* efflux (Beilby, 2007).

While some genes responsible for the production of ion channels
governing plant electrical excitation are already known (Cuin et al., 2018),
the complete molecular mechanism of plant AP generation has been
proposed only recently in Venus flytrap (losip et al., 2020; Scherzer, Béhm,
et al., 2022; Hedrich, Kreuzer, 2023). However, APs generated by this
peculiar plant are distinct by their physiological implications from those of
other species, implying differences in the mechanism of electrogenesis.
There is a particular lack of knowledge about the initiation phase: the initial
depolarisation of the MP is caused by Ca?* influx into the cytoplasm
(Lunevsky et al., 1983), however, the molecular identity of these Ca?*
channels is unknown (Kisnieriene et al., 2022). In higher plants, this
function is attributed to plant glutamate receptors (GLR) (Mousavi et al.,
2013; Salvador-Recatala, 2016; Hedrich, Kreuzer, 2023). In contrast, the
genome of Characean algae Chara braunii does not possess GLR genes,
despite other algae of the same family showing prominent excitability and
modulation by amino acids (Lapeikaité et al., 2019, 2020).
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A mathematical Thiel-Beilby model was constructed to explain MP
dynamics during the electrical excitation of Characean cells. The model is
based on the paradigm of animal systems, where membrane depolarisation
is initiated by Ca?" channels which are activated by a second messenger,
inositol 1,4,5-trisphosphate (IPs) (Biskup et al., 1999; Wacke, Thiel, 2001;
Wacke et al., 2003; Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017; Kisnieriene et al.,
2019). While the model replicates the empirical data well, some of the core
experimental results justifying the involvement of IP; have not been
reproduced (Tazawa, Kikuyama, 2003). Moreover, none of the sequenced
plant genomes possess homologues of the animal IPs receptor genes (Krinke
etal., 2007; Edel, Kudla, 2015). It has been hypothesised that the true second
messenger in plants is not I1P3 but its fully phosphorylated form, IPs (Lemtiri-
Chlieh et al., 2000, 2003; Munnik, Vermeer, 2010). However, it remains
unknown whether this molecule is involved in plant electrical excitability.

The role of Ca?* in plant electrogenesis is firmly established; however,
the characteristics of Characean Ca2* channels responsible for the initiation
of AP generation are still scarcely documented, particularly their
susceptibility to certain ion channel blockers, as well as the identity and role
of potential activating second messengers such as 1Pz or IPs.

1.1. Aim and objectives

The aim of this study was to determine the role of Ca?* transport systems in
the electrophysiological responses of the Characean macroalga Nitellopsis
obtusa by modulating the activity of these systems.

The objectives:

e to characterise the effect of Ca?* channel blockers verapamil,
tetrandrine, NED-19 and La** on the electrophysiological
parameters of Nitellopsis obtusa;

o to describe the effect of potential second messengers inositol 1,4,5-
trisphosphate (IPs) and inositol hexakisphosphate (IPs) on the
initiation and generation of Nitellopsis obtusa action potentials.
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1.2. Statements to be defended

e Ca?" channel blockers verapamil and NED-19 depolarise Nitellopsis
obtusa action potential excitation threshold, but also exhibit non-
specific effects.

e Inositol hexakisphosphate (IPg) hyperpolarises Nitellopsis obtusa
action potential excitation threshold.

¢ Inositol hexakisphosphate (IP¢) better fits the role of the hypothetical
second messenger in the mathematical Thiel-Beilby model of the
Characean algae action potential generation than inositol
1,4,5- trisphosphate (IP3).
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2. METHODS

2.1. Characean macroalgae Nitellopsis obtusa

Mature Nitellopsis obtusa (N.A. Desvaux) J. Groves macroalgae were
collected during autumn months from lake Stanka (Trakai district). Thalii of
the macroalgae were kept in glass aquaria in controlled conditions
(temperature 21+1 °C, illumination with 9,5 + 0,2 umol m2 s intensity
white light, 12 / 12 h photoperiod).

Before the experiments, internodal cells were mechanically cut from a
thallus without damaging the nodes and kept overnight in the control APW
solution under white light (illumination intensity 9,5 + 0,2 pmol m2s%).

2.2. Solutions

Acrtificial pond water (APW) was used as the control solution. It consisted
of 0,1 mM KCI, 1 mM NacCl, 0,1 mM CacCl,, pH 7,2 was ensured with the
buffer system consisting of 3 mM HEPES and 1,5 mM TRIS.

Substances of interest and their concentrations:
e potential Ca?* channel blockers:
o verapamil (0,1 mM, 0,3 mM, 1 mM);
o tetrandrine (0,1 mM and 0,2 mM), dissolved in dimethyl
sulfoxide (DMSO) (0,75 % and 1,5 %, respectively);
o NED-19 (50 uM and 75 uM), dissolved in DMSO (0,09 %
and 0,13 %, respectively);
o LaCls3 (0,5 mM);
e potential Ca?* channel activators:
o D-myo-inositol 1,4,5-trisphosphate (IPs) trisodium salt (75
KM and 150 pM);
o D-myo-inositol hexakisphosphate (IPs) dodecasodium salt
(75 uM and 150 pM);
e phospholipase C (PLC) inhibitor U73122 (25 puM), dissolved in 1 %
DMSO.
The substances were dissolved in the control solution APW.
When investigating the effect of LaCls, the additional CI- in the solution
(0,5 mM LacCls; results in additional 1,5 mM CI- ions) was not taken into
account since it should not affect the selected electrophysiological
parameters (including the action potential excitation threshold) considerably
(Katsuhara, Tazawa, 1986; Lapeikaité et al., 2020).
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Na* ions in the vicinity of Characean algae affect their
electrophysiological parameters (Winter et al., 1999; Kisnieriene et al.,
2019). Since IP3 and IPs sodium salts were used, the solutions were prepared
by adjusting the final Na* concentration to be standard (1 mM). CI-
concentration was adjusted by adding HCI, while maintaining pH at 7,2. One
exception was the preparation of the 150 UM IPs solution, since dissolving
its sodium salt results in a 1,8 mM Na* concentration in the solution. In this
case, a modified control solution was employed, in which Na* concentration
was 1,8 mM, while other ion concentrations as well as pH were kept
standard. No differences were observed between the selected
electrophysiological parameters in the modified and standard control
solutions.

The substances were purchased from Sigma Aldrich.

2.3. Electrophysiological investigation of the internodal cells

Electrophysiological investigation of the single internodal Nitellopsis obtusa
cells was carried out according to the literature (Lapeikaité et al., 2019,
2020) employing two-electrode current clamp / voltage clamp modes.

An internodal cell was immobilised in the plexiglass recording chamber
and filled with the control solution. The electrical stimulation was ensured
via a separate pair of external Ag/AgCl electrodes. The electrodes also were
used to clamp the voltage in the central part of the recording chamber, which
was isolated with vaseline.

Micropipettes were made from borosilicate glass capillaries (WPI,
Sarasota, FL, USA) using a puller ,,P-1000° (Sutter Instrument, Co., Novato,
CA, USA). The micropipettes were filled with a 3 M KCI solution. A
microelectrode using a micromanipulator ,,PatchMan* (Eppendorf) was
inserted into the vacuole of the cell in the central part of the recording
chamber. The reference electrode, filled with 1 % agar in a 3 M KCl solution,
was placed in the vicinity of the cell. The signal was amplified by ,,TEC-
10CX“amplifier and digitized by ADC ,,Digidata 1440A*, controlled by PC
with ,,pCLAMP 10.2° software (Molecular Devices, San Jose, CA, USA).
The isolated central cell region (5 mm in length) was constantly perfused
with a perfusion pump (~1 ml/min; Scientifica PPS).

1,5 h after the cell impalement, the current clamp mode was employed
to carry out the CC protocol and evaluate the dynamics of the MP. 1 kHz
discretization frequency was used to electrically excite the internodal cell
twice in 5 min interval by passing a ramp current (0,02 pA/s) via the external
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electrodes. The stimulation was ceased once the AP excitation threshold was
reached. The parameters investigated were as follows:

e membrane resting potential RP (mV): evaluated before each
stimulated AP;

e membrane conductance at rest Grp (S/m?): the cell was stimulated
by a short rectangular hyperpolarising current stimulus (2 s,
50 nA\), Gre was calculated according to the Ohm’s law;

e AP excitation threshold Ey (mV) was evaluated as the MP value,
when the depolarisation velocity exceeded 60 mV/s (Lapeikaité et
al., 2020);

o AP peak (mV);

e AP amplitude (mV) was calculated as the difference between the
AP peak and the AP excitation threshold;

e AP depolarisation duration tgp (S) was evaluated as a time period
required for the MP to depolarise from the AP excitation threshold
to the AP peak value;

e AP repolarisation duration t.p (S) was evaluated as a time period
required for the MP to repolarise 90 mV from the AP peak.

When the investigation employing the current clamp mode was
completed, the experiments were continued using the voltage clamp mode:
the MP was clamped at -180 mV (unless stated otherwise) and depending on
the objectives, one or several protocols (described below) were initiated.

VC1 protocol is suitable for determining the membrane conductance
in the desired range of MP values (Tsutsui et al., 1987a; Tsutsui, Ohkawa,
1993). Using 1 kHz discretisation frequency, the MP was ramped from
- 300 mV to 150 mV at a velocity of 3 mV/s. The MP was modulated by
short rectangular impulses (50 ms, 10 mV), which allowed the determination
of the membrane conductance according to the Ohm‘s law in all the
investigated MP range. Statistical analysis was employed to evaluate three
parameters — maximal membrane conductance during excitation Gmax
(S/m?), as well as membrane conductance values at -250 mV (G_zs0 my) and
at 50 mV (Gso mV)-

VC2 protocol was used to evaluate CI- and Ca?* current dynamics
during excitation when MP was clamped at the resting potential (Zherelova
etal., 2009). Using 10 kHz discretisation frequency, the cell MP was initially
clamped at the resting potential. The cell was then excited employing a
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400 ms duration rectangular impulse by clamping the MP at 50 mV and
subsequently reclamping it at the resting MP (Zherelova et al., 2009). For
the statistical analysis, several parameters were chosen: the amplitude of the
excitation transient lyans (MA/mM?) and its activation and inactivation
durations, tact trans () and tinact trans (S), respectively. tact wans (5) Was evaluated
as a time period between the initiation of the stimulation until the maximal
value of the excitation current was reached; tinact wans (S) Was evaluated as a
time period required for the current to decrease by 63 % from its maximal
value.

VC3 protocol was employed to evaluate the dynamics of the excitation
transient, while the MP was clamped at selected values. Using 100 Hz
discretisation frequency, the MP was clamped at -180 mV. In 3 min
intervals, the MP was clamped at selected MP values from -120 mV to 60
mV in 20 mV steps using rectangular 15 s duration impulses. Subsequently,
I/V curves of the excitation transient components were constructed. The
parameters investigated were as follows:

e non-selective leak current liea, (MA/M?), observed several tens of
milliseconds after the stimulation start (Lunevsky et al., 1983);

e inward Ca? current Ica (MWA/m?), observed several hundreds of
milliseconds after the stimulation start; it activates the CI- current.

e inward CI- current Ic; (MLA/m?): activated by the lca current;

e ¢ activation duration tac (S) which corresponds to the VC2 protocol
parameter tact trans.

e ¢ inactivation duration tinaet (S) Which corresponds to the VC2
protocol parameter tinact_trans.

e total Ca?* and CI- current lcaci (MA/mM?);

e Ik current (WA/m?), evaluated before the end of the stimulus impulse
(Lunevsky et al., 1983; Kourie, 1994).

After the CC protocol in the current clamp mode and one or several
protocols in the voltage clamp mode (VC1, VC2, VC3) were carried out, the
central cell region was incubated in a solution containing the desired
substance for 30 min, ensuring constant perfusion. The same protocols were
then followed.

During the experiments with higher DMSO concentrations (=0,75 %),
at first, the cell was incubated in DMSO solution for 30 min, and the protocol
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set was carried out (double control). Only then the cell was incubated in a
solution containing the desired substance dissolved in DMSO.

After the protocol set investigating the effect of IP; and IPs was
employed, the cell was incubated in the control solution for 30 min, and the
protocol set was repeated.

2.4. Internodal cell viability assay

Cell viability was determined according to the turgor pressure — a cell was
considered dead if it was no longer turgid.

During the investigation, the cells in groups of 15 were placed in the
control solution as well as in verapamil solutions of 0,1 mM, 0,3 mM and
1 mM in the recording chamber. The cell turgidity was mechanically
determined every 30 min. Each experiment was repeated four times. The
temporal dynamics of the viable cell percentage were approximated using
the Boltzmann function to determine the parameter t1;» (min) which signifies
the time period after which half of the cells die.

2.5. Statistical analysis

Data were analysed using software pClamp 10.2 (Molecular Devices, San
Jose, CA, USA), MicroCal OriginPro 2018 (OriginLab, Northampton, MA,
USA), and programming language R (library rstatix 0.7.2). The sample sizes
are presented in Table 2.1. n denotes the number of investigated internodal
cells.
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Table 2.1. Sample sizes. n denotes the number of investigated internodal

cells.
Substance Protocols
and CC VC1 VC2 VC3
concentration | protocol protocol protocol protocol
Verapamil,
0,1 mM 4 5
Verapamil,
0.3 mM 10 10
Verapamil, 1
mM 6 4
Tetrandrine,
0,1 mM 5 5
Tetrandrine,
0.2 mM 10 10
NED-19,
50 uM ! 8
NED-19,
75 UM 8 8
LaCI3,
0,5 mM > 6 6
IP3, 75 uM 6 8 8
IP3, 150 pM 4 4 4
IPs, 75 UM 9 8
IPs, 150 uM 8 4 3 8
uU73122, 4 4 4
25 uM

During the internodal cell viability assay, each group (control; 0,1, mM,

0,3 mM, 1 mM verapamil concentrations) consisted of 15 cells.

Specific statistical tests were used to determine the statistical
significance of the differences between the groups.

Each experiment (excluding the viability assay) was carried out by
determining selected parameters under control conditions, and then the same
cell was exposed to a desired substance; thus, paired tests were selected.
Data analysis of the effect of tetrandrine, IPs, IPs and U73122 employed
repeated-measures ANOVA and the post-hoc Bonferroni test. Alternatively,
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Friedman test and the post-hoc Bonferroni test were used, as determined by
the distributions of the data (Shapiro-Wilk test). The analysis of the effect of
other substances required Student paired t-test or paired Wilcoxon test,
according to the data distributions (Shapiro-Wilk test).

Data from the cell viability test were analysed using Student two sample
t-test (dispersion was evaluated using Student t-test for dispersion), or
Wilcoxon test for independent samples, according to the data distributions
(Shapiro-Wilk test).

In all cases, the differences were considered significant at p<0,05. The
data are represented as means + SD.
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3. RESULTS

3.1. Investigation of the effect of Ca?* channel blockers

Four Ca?" channel blockers — verapamil, tetrandrine, NED-19 and La%" —
were selected to investigate the role of Ca?* channels in the electrical
excitability of Nitellopsis obtusa.

3.1.1. Investigation of the effect of verapamil

Internodal cells of Nitellopsis obtusa were incubated for 30 min in either 0,1
mM, 0,3 mM, or 1 mM verapamil solution.
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Fig. 3.1. A representative example of the effect of 0,3 mM verapamil on the
electrically-elicited APs of Nitellopsis obtusa. The inset shows a typical case
of the temporal MP alterations when after an electrically-elicited AP the cell
generated several spontaneous APs before complete and irreversible MP
depolarisation.

The application of the CC protocol in the current clamp mode did not
reveal any electrophysiological effects caused by 0,1 mM verapamil.
Nonetheless, higher concentrations were effective in modulating the selected
parameters (Fig. 3.1). 0,3 mM verapamil depolarised membrane resting
potential RP by 40 mV, while 1 mM concentration — by 100 mV. 0,3 mM
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verapamil depolarised the AP excitation threshold Ew by 10 mV, but the
effect of the larger concentration (depolarisation by 20 mV) was not
significant owing to the variability of the parameter values and small sample
size. Despite the effect on the AP excitation value, verapamil did not alter
the AP amplitude, regardless of the concentration applied. Verapamil
prolonged APs by lengthening both their depolarisation and repolarisation
durations. 0,3 mM concentration prolonged the AP depolarisation duration
by 30 %, whereas 1 mM concentration caused a twofold prolongation.
Similarly, 0,3 mM concentration prolonged the AP repolarisation duration
by almost twofold, while 1 mM concentration caused more than a tenfold
prolongation. No effect on the membrane conductance at rest was observed.

The effect of verapamil was investigated in the voltage clamp mode
using the VC3 protocol. Regardless of the applied concentration, verapamil
did not alter any of the amplitudes of the components of the excitation
transient at any of the selected MP values. Although 0,3 mM verapamil
decreased K* current I values at several MP values, the results obtained
after the cells were challenged with 1 mM verapamil did not confirm this
trend.

Despite not having a significant effect on the amplitudes of the
components of the excitation transient, verapamil altered its kinetics by
prolonging both the current I¢ activation duration ta: and the inactivation
duration tinact. 0,1 mM verapamil prolonged t,: values only at certain MP
values (at -60 mV, -40 mV, and at 20 mV), while 0,1 mM concentration
affected the parameter in the entire investigated MP range (from -100 mV to
60 mV) — the ta: duration was prolonged twofold. The highest used
concentration of verapamil significantly prolonged the parameter at the MP
values from -20 mV to 40 mV. At other voltages, significance was hindered
by the variability of the parameter values and small sample size; however,
at all MP values, tac: On average was prolonged by at least 2,5-fold.

Similarly, verapamil prolonged the Ic current inactivation values tinac.
The effect of 0,1 mM verapamil was significant at a MP range from -80 mV
to 20 mV, while 0,3 mM verapamil prolonged the parameter values in the
entire investigated MP range (from -100 mV to 60 mV) — in this case, the
tinact Values were prolonged 3,5-fold. Owing to the slowed dynamics of the
excitation transients, the employed VC3 protocol was not suitable for
adequate evaluation of the tinact (s well as Ix) values, when the Nitellopsis
obtusa cells were exposed to 1 mM verapamil solution. The selected
stimulus duration was too short to allow the excitation transient to reach its
steady-state value. Preliminary observations suggest that the effect of the
1 mM verapamil is qualitatively similar to the effect of its lower
concentrations.
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It must be stressed that verapamil not only affected the parameters of
the electrical signalling but was also toxic to Nitellopsis obtusa cells. The
membrane potential of the majority of the cells (10 out of 12), affected by
the 0,3 mM verapamil solution, completely and irreversibly depolarised after
several hours of exposure. To quantify this cytotoxic effect, a cell viability
assay was performed. All Nitellopsis obtusa cells, placed in the control
solution, survived during the observation period of 5 hours. All the cells
incubated in verapamil solutions died, but the effect depended on the
verapamil concentration. On average, half of the internodal cells, exposed to
0,1 verapamil, died after 2,57+0,63 h, exposition to 0,3 mM verapamil was
half-lethal after 1,57+0,2 h, and exposition to 1 mM verapamil was half-
lethal after 0,25 h.

In summary, 0,1 mM verapamil affected only certain parameters,
0,3 mM concentration was effective, and after cell exposition to 1 mM
concentration,  cytotoxic effects were more apparent than
electrophysiological alterations of the selected parameters. Verapamil
depolarises the AP excitation threshold but does not affect its amplitude. The
amplitudes of the components of the excitation transient are not altered, but
the kinetics of the lIg current are prolonged together with the temporal
characteristics of APs.

3.1.2. Investigation of the effect of tetrandrine

Internodal cells of Nitellopsis obtusa were incubated for 30 min in either
0,1 mM tetrandrine (dissolved in 0,75 % DMSO), or 0,2 mM tetrandrine
(dissolved in 1,5 % DMSO) solutions. As tetrandrine is a hydrophobic
substance, it was dissolved in a solvent DMSO.

Although the initial analysis of the current clamp data (CC protocol)
pointed to tetrandrine affecting the parameters of Nitellopsis obtusa
electrical signalling, further examination revealed that these effects were
caused by DMSO. For instance, even when compared to the control, 0,1 mM
tetrandrine depolarised the membrane resting potential by 30 mV, the effect
was caused by 0,75 % DMSO, which, compared to the control, depolarised
the membrane resting potential by more than 30 mV.

While the initial analysis indicated that 0,2 mM tetrandrine solution
affected all of the selected parameters determined by the CC protocol, the
parameter values did not differ from the values acquired after cells were
incubated in 1,5 % DMSO (Fig. 3.2).
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Fig. 3.2. A representative example of the effect of 0,2 mM tetrandrine and
its solvent 1,5 % DMSO on the electrically-elicited APs of Nitellopsis
obtusa. The inset shows AP excitation threshold Ew values under different
conditions. Asterisks indicate a statistically significant difference (p<0,05).
n=10.

Compared to the control, the AP amplitude was reduced by 25 mV in
the presence of 1,5 % DMSO. Exposure to 0,2 mM tetrandrine decreased the
AP amplitude even further by 15 mV, but the effect between the substances
was not different. AP depolarisation and repolarisation durations were
increased by 1,5 % DMSO treatment. The same pattern was observed after
cell incubation in 0,2 mM tetrandrine solution, although there was no
difference between this effect and the one caused by 1,5 % DMSO.

Investigation of the alterations in the parameters of the excitation
transients employing the voltage clamp mode (VC3 protocol) did not reveal
any consistent effect of either 0,1 mM tetrandrine, or 0,75 % DMSO
solutions at any of the selected MP values.

All the effects on the excitation transients induced by cell exposure to
0,2 mM tetrandrine solution can be attributed to the effect of 1,5 % DMSO.
DMSO increased the amplitudes of the K* current Ik at 20 mV and at 40 mV,
but tetrandrine had no effect. A similar trend was observed when the leak
current lieax Values were analysed.
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A more robust effect, which was significant at a wider MP range, was
observed for Ca?* and CI- current amplitudes as well as on the CI- current
temporal characteristics. 1,5 % DMSO induced reversal potential of the Ca?*
current lca, CI™ current Ici as well as their resultant current lcaci shifts to the
negative MP direction. However, this effect did not differ between
tetrandrine and DMSO. Similarly, the activation durations of the I¢ current
tac Were prolonged by DMSO, but tetrandrine was no more effective than
DMSO. Cell exposure to 1,5 % DMSO but not 0,2 mM tetrandrine increased
lci current inactivation durations tinae in an MP range from -80 mV
to -20 mV.

In summary, the results do not support tetrandrine as a substance
altering the electrophysiological parameters of Nitellopsis obtusa: all the
observed effects were induced by cell exposure to DMSO. 1,5 % DMSO
decreases the AP amplitude, prolongs AP depolarisation and repolarisation
durations, as well as the activation and activation durations of the excitation
transients. In addition, DMSO increases the K* component of the excitation
transients and shifts the reversal potential of the Ca?* and CI- currents in the
negative direction.

3.1.3. Investigation of the effect of NED-19

Internodal cells of Nitellopsis obtusa were incubated for 30 min in either 50
UM, or 75 uM NED-19 solutions. Before dissolving NED-19 in the control
solution, it was dissolved in DMSO. Since DMSO concentrations used were
low (<0,15 %), the effect of DMSO on the electrophysiological parameters
was not considered.

Experiments employing the current clamp mode (CC protocol) did not
reveal any effect of 50 UM NED-19 on the selected electrophysiological
parameters, however, 75 puM NED-19 was sufficient (Fig. 3.3). Cell
incubation for 30 min in 75 pM NED-19 solution depolarised the membrane
resting potential by more than 30 mV without affecting the membrane
conductance at rest. This concentration of NED-19 also depolarised the AP
excitation threshold by 25 mV, which also decreased the AP amplitude. The
AP depolarization duration was not affected, but the repolarization duration
was prolonged by one third.
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Fig. 3.3. A representative example of the effect of 75 uM NED-19 on the
electrically-elicited APs of Nitellopsis obtusa. Insert shows AP excitation
threshold Ew values under different conditions. Asterisks indicate a
statistically significant difference (p<0,05). n=8.

The effect of NED-19 in the voltage clamp mode was investigated by
employing the VC3 protocol. No consistent effect was observed on the
amplitudes of the excitation transient components. While 50 uM NED-19
decreased the leakage current lieac amplitudes in the MP range from 20 mV
to 60 mV, the effect was absent when the cells were incubated in the higher
concentration of NED-19.

While 50 uM NED-19 concentration was not potent enough to affect
the temporal dynamics of the excitation transient, 75 uM NED-19 increased
both the ¢ current activation duration (MP range from -60 to 40 mV) and
its inactivation duration (MP range from -80 mV to 20 mV) by 30 % for both
parameters.

In summary, 50 pM NED-19 concentration was not effective in altering
the electrophysiological parameters of Nitellopsis obtusa. In contrast, 75 UM
NED-19 depolarised the membrane resting potential and AP excitation
threshold, thus decreasing AP amplitude. NED-19 also prolonged the
temporal characteristics of both APs and excitation transients.
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3.1.4. Investigation of the effect of lanthanum

Internodal cells of Nitellopsis obtusa were incubated for 30 min in 0,5 mM
LaCls solution to examine the effects of this classical Ca?* channel blocker
on the selected electrophysiological parameters.

La** decreased the maximal membrane conductance during excitation
Gmax as well as the AP amplitude (Fig. 3.4). The AP peak value was not
affected; however, the AP excitation threshold was depolarised by 20 mV.
None of the other selected parameters, including the membrane resting
potential, were altered.
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Fig. 3.4. A representative example of the effect of 0,5 mM LaCls on the
electrically-elicited APs of Nitellopsis obtusa. Insert shows AP excitation
threshold Ew values under different conditions. Asterisk indicates a
statistically significant difference (p<0,05). n=>5.

3.2. Investigation of the effect of inositol phosphates

To investigate whether inositol phosphates are involved in Nitellopsis obtusa
electrical ~signalling, the cells were challenged with inositol
1,4,5-trisphosphate (IPs) and inositol hexakisphosphate (IPg). In addition,
U73122 - a blocker of phospholipase C (PLC) which synthesises IP; - was
applied. To examine whether an inositol phosphate can fulfil the second
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messenger function, cells affected by the substances were re-incubated in the
control solution.

3.2.1. Investigation of the effect of inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3)

Internodal cells of Nitellopsis obtusa were incubated for 30 min in either
75 uM or 150 uM inositol 1,4,5-phosphate (IP3) solutions as well as in
25 uM U73122 (dissolved in 1 % DMSO) solution to examine their effects
on the electrophysiological parameters.

Neither of the selected concentrations of IP; affected any of the selected
electrophysiological parameters (Fig. 3.5). However, some of the internodal
cells displayed a slightly hyperpolarised AP excitation threshold after
incubation with IP3, although this effect was not significant. Under control
conditions, Nitellopsis obtusa internodal cells virtually never generate
spontaneous AP trains. After incubation in IP3, 1 cell out of 9 (75 uM IP;
concentration) and 1 cell out of 4 (75 UM IP; concentration) generated a train
of spontaneous APs.
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Fig. 3.5. A representative example of the effect of 75 uM inositol 1,4,5-
trisphosphate (IPs) on the electrically-elicited APs of Nitellopsis obtusa.
Insert shows AP excitation threshold E values under different conditions.
n=6.
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While U73122 seemingly depolarised the membrane resting potential
by 30 mV, the same effect was achieved by DMSO. An investigation
employing the voltage clamp mode VC2 protocol revealed that 1 % DMSO
diminished the excitation transient amplitude by 30 %.

In summary, despite some implications, IP; cannot be confirmed as a
bioactive substance, which enhances Nitellopsis obtusa excitability.

3.2.2. Investigation of the effect of inositol hexakisphosphate (IPs)

Internodal cells of Nitellopsis obtusa were incubated for 30 min in either
75 UM, or 150 uM IPs solutions.

In contrast to the same concentrations of IP3, both 75 uM and 150 pM
IPs solutions hyperpolarised the AP excitation threshold (Fig. 3.6). The
effect depended on the concentration because the lower concentration
induced a depolarisation by 15 mV, while the higher — by 40 mV. Regardless
of the concentration, this effect was reversible.
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Fig. 3.6. A representative example of the effect of 75 pM inositol
hexakisphosphate (IPs) on the electrically-elicited APs of Nitellopsis obtusa.
Insert shows AP excitation threshold Eu values in different conditions.
Asterisks indicate a statistically significant difference (p<0,05). n=9.
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While the cells affected by 75 puM 1P exhibited a trend of AP peak
reduction by 10 mV, 150 pM IPs decreased the parameter by 20 mV.
Regardless of the concentration, AP amplitudes and the maximal membrane
conductance during excitation were not altered. While the cell incubation in
the lower IPs concentration did not affect the AP repolarisation duration, the
higher concentration reversibly prolonged this parameter twofold.

Further investigations in voltage clamp mode VC3 protocol revealed
that IPs does not affect the amplitudes of the leak current liea and K* current
I«. While 75 uM IPs was not effective, 150 UM IPg solution shifted the Ca?*
current lca reversal potential in the negative direction. Although IPs also
affected the CI- current I and the combined Ca?* and CI- current lcaci
current amplitudes at some MP values, this effect was not prominent.

IPs reversibly prolonged the temporal characteristics of the excitation
transient. 75 UM IPg increased the lci current activation duration tae: only at
certain MP values, the higher concentration was effective in a range
from -80 mV to 0 mV. Similarly, cell incubation in 150 uM IPs solution
prolonged the inactivation duration tinae in a range of MP values
from -60 mV to 40 mV.
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4. DISCUSSION

Ca?" ions are vital for a number of plant physiological processes, including
the generation of electrical signals which transmit information to distal parts
of the plant body (White, 2000). Investigations of the electrical signalling of
Characean algae have revealed that the first component of the inward
excitation transient represents Ca?* current (Beilby, Coster, 1979; Lunevsky
et al., 1983; Shiina, Tazawa, 1987; Zherelova, 1989b).

However, electrophysiological research on plant Ca?* channels is
complicated by the necessity to distinguish Ca?* current from the CI- current
which flows in the same direction (Beilby, Coster, 1979; Lunevsky et al.,
1983). Investigations via the patch clamp technique have revealed several
ion channel populations, however, Ca?* channels have not been
unequivocally distinguished. (Katsuhara et al., 1991; Laver, Walker, 1991,
Homann, Thiel, 1994; Berecki et al., 1999). The genome of the Characean
Chara braunii has been sequenced relatively recently, thus, research is no
longer limited by the inability to utilise comparative genomic data and
employ genomic editing techniques (Nishiyama et al., 2018; Beilby, 2019).

Since structural data of the Characean Ca?* channels are not available
yet, functional techniques must be employed to characterise the role of these
channels in the generation of plant electrical signals.

4.1. The effect of Ca?* channel blockers on the Nitellopsis obtusa cells

One of the strategies for ion channel characterisation is the utilisation of ion
channel blockers. Characean Ca?* channels are blocked by metal ions such
as Mn?*, Co?*, Ni?* (Lunevsky et al., 1983), however, side-effects on other
ion transport systems can also be observed. (Kisnieriené et al., 2016).
Organic Ca?* channel blockers, such as nifedipine, may exert a similar
electrophysiological effect. However, some substances that target specific
ion channels in animals, may display both specific and non-specific effects
on plant systems (Tester, MacRobbie, 1990; Zherelova et al., 1994). Thus,
the identification of specific plant Ca?* channel blockers would allow a more
in-depth description of these channels, while offering means to explore the
effect of Ca?* currents on a variety of physiological processes.

In this study, four Ca?* channel blockers were employed: verapamil,
tetrandrine, NED-19, and La*".
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Verapamil, NED-19 and La®*" after 30 min incubation depolarised
Nitellopsis obtusa AP excitation threshold Ew. Since during the AP
generation, Ca?" channels are activated first (Lunevsky et al., 1983); also,
Ca?* channel activators hyperpolarise the Es, (Lapeikaité et al., 2019, 2020),
this parameter can be seen as an indicator of the Ca?* channel activity.

The AP depolarisation phase is linked to the activity of Ca?* and CI-
channels, thus, when Ca?* channels are partially blocked, the increase in the
AP depolarisation duration tgep as well as in the excitation transient activation
duration ta: is expected because more time is needed to depolarise the
membrane (Tsutsui et al., 1987b).

The depolarisation of the membrane resting potential by Ca?* channel
blockers (verapamil, NED-19) can be explained by their action on
H*-ATPases. This effect, observed also in Chara corallina, has been linked
to a decrease in the membrane conductance at rest (Tsutsui et al., 1987b). In
this dissertation, the used blockers had no effect on the membrane
conductance at rest, however, such a trend was noted.

The increase in the AP repolarisation duration tre, as well as in the I
current inactivation duration can be linked to the inhibition of the Kou
channels (Kourie, 1994). In addition, since H*-ATPases are also responsible
for the repolarisation phase, their inhibition observed as the depolarisation
of the membrane resting potential, should also be considered (Gyenes et al.,
1980; Tsutsui et al., 1987b). Ca*-ATPases are structurally similar to
H*-ATPases (Garcia Bossi et al., 2020), thus, the blockers may inhibit them
as well: when Ca?* pumping from the cytoplasm is hindered, CI- channels
may remain activated for longer periods, thus obstructing the repolarization.

Verapamil diminishes the amplitudes of electrical signals in various
plant species (Krol et al., 2004; Koselski et al., 2021). While in this research
AP amplitudes were decreased by NED-19 and La®**, verapamil displayed no
such effect; also, Ici amplitudes during excitation were not affected. Since
the blockers also prolonged the AP repolarization durations, K* channels
may also have been blocked. In Chara inflata, once K* channels are blocked
by a blocker tetraethylammonium (TEA), current transient amplitudes
increase severalfold (Kourie, 1994). Thus, if both depolarising and
repolarising currents are inhibited the overall observed current amplitude
may remain unchanged.

Because verapamil and NED-19 affected not only Ca?" channels but
also other ion transport systems, they cannot be considered specific for
Nitellopsis obtusa model system. The non-specificity of verapamil was
confirmed by the viability test: the internodal cells lost their turgidity after
incubation in even low concentrations (0,1 mM) of this substance.
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Comparing the effects of the employed blockers, a similar inhibitory
effect was achieved by the lowest concentration of NED-19, which is a
specific blocker of animal TPC channels. However, the effect pattern of this
blocker was not dissimilar from that of verapamil. Surprisingly, although
La%" is not considered a specific Ca** channel blocker, it exerted no non-
specific effects. La®** alone did not affect either the membrane resting
potential or the AP duration.

None of the effects initially prescribed for the action of tetrandrine were
different from the effects of its solvent DMSO. In some cases, tetrandrine
acted similarly to other Ca?* channel blockers: for example, while DMSO
diminished the AP amplitude, there was a trend of tetrandrine diminishing it
more. Such trends were observed while analysing other parameters,
including the membrane resting potential, AP excitation threshold, and AP
repolarization duration.

4.2. The effect of the solvent DMSO on the Nitellopsis obtusa cells

The solvent dimethylsulfoxide is used to dissolve bioactive hydrophobic
substances in aqueous media (Galvao et al., 2014). Low concentrations of
DMSO are considered harmless (Bulychev, Rybina, 2018). However, it
should be considered that DMSO may disrupt cellular membranes and act
cytotoxically (Zhang et al., 2016; Tuncer et al., 2018). In animal model
systems, DMSO is known to inhibit non-selective cation channels as well as
ClI- channels (Nakahiro et al., 1992; Nardid et al., 2013).

In this study, DMSO diminished the AP amplitude by lowering the AP
peak, although this effect was not significant. AP peak value is linked with
the CI- channel activity, thus, its inhibition may lead to increased AP
depolarisation durations and Ici current activation durations. DMSO also
affected Ik currents, which can be considered the cause of increased AP
repolarization durations and Ic current inactivation durations. DMSO may
have changed the internal ion concentrations, as can be deduced from the
shifted reversal potential of the Ica current.

4.2. The effect of inositol phosphates on the Nitellopsis obtusa cells
4.3.1. The effect of inositol 1,4,5-trisphosphate (1P3)
In plants, IPs has been linked with the regulation of various physiological
processes (Krinke et al., 2007). Usually, it is hypothesised that a certain

signal increases the intracellular IP3; concentration which activates specific
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Ca?" channels. Thus, an increase in cytoplasmic Ca?* concentration is
enabled, allowing modification of the activity of various proteins, such as
kinases or phosphatases (Gilroy et al., 1990; Chen et al., 2008; Zhang et al.,
2011). Despite a plethora of evidence of the action of IPs, plants do not
possess homologues of the animal IP; receptor genes, thus raising questions
about the whole signal transduction cascade (Krinke et al., 2007).

Injection of IPs into the cytoplasm of Characean cells has been reported
to electrically excite them by activating their Ca** channels (Zherelova,
1989a; Biskup et al., 1999). Based on these results, a mathematical Thiel-
Beilby model describing the temporal MP alterations during the electrical
excitation was developed (Biskup et al., 1999; Wacke, Thiel, 2001; Wacke
et al., 2003; Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017; Kisnieriene et al., 2019). The
core of the model is the idea that Ca?* channels in the endoplasmic reticulum
are activated by the increased cytoplasmic IP3; concentration.

The model is capable of reproducing empirical data of cell excitation
not only under control conditions but also after the cells are challenged by
various stressors. Despite this, there is evidence contradicting the IP3
involvement in the electrical excitation: injection of IP3 in the cytoplasm of
Chara corallina did not affect the velocity of the cytoplasmic streaming,
which is known to depend on the intracellular Ca?* concentration (Tazawa,
Kikuyama, 2003).

In the present study, Nitellopsis obtusa electrophysiological parameters
were not affected by IPs. It should be noted that, while the effect was not
significant, the AP excitation threshold was slightly hyperpolarised after
incubating the cells in the IP; solution. Additionally, some cells exhibited
spontaneous AP generation.

The inhibitor of the phospholipase C, U73122, should act similarly to
the Ca?" channel blockers. If PLC is inhibited, it should be unable to
synthesise 1P3, which in turn should not be able to activate Ca?* channels.
While one group of researchers demonstrated that PLC inhibitors U73122
and neomycin hinder cell excitation (Biskup et al., 1999), there are reports
showing no such effect (Tazawa, Kikuyama, 2003). The data reported in this
dissertation cannot confirm the excitatory effect of U73122 on Nitellopsis
obtusa cells.

In summary, while some results hint at the potential of 1Pz involvement
in the Characean electrical excitability, its role in activating Ca?* channels
cannot be unequivocally confirmed.
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4.3.2. The effect of inositol hexakisphosphate (1Ps)

Several reports have stated that the fully phosphorylated inositol form
inositol hexakisphosphate (IPs) exerts an electrophysiological effect in
higher plants — it activates tonoplast ion channels and blocks K* channels in
the plasma membrane. A similar effect is also caused by IPs, however, a
lower concentration of IPs is required to achieve an effect of the same
magnitude (Lemtiri-Chlieh et al., 2000, 2003). It is hypothesised that in
plants, it is not IPs, but IPs that is the second messenger responsible for
inducing various physiological effects. It has been suggested that when IP3
is artificially introduced into a plant cell, it is converted to IPs which initiates
the observed responses (Munnik, Vermeer, 2010).

In the present study, Nitellopsis obtusa cells were incubated for 30 min
in IPs solutions. APs of such cells exhibited hyperpolarised AP threshold
values. Considering that Ca?* channel blockers induced depolarisation of the
parameter, it is suggested that IPg activates Ca?* channels responsible for the
electrical excitation.

150 UM IPs solution decreased the AP peak, but did not affect the AP
amplitude. The maximal membrane conductance during excitation was also
unaffected as well as the amplitude of the excitation transient amplitude lirans.
In addition, although the amplitudes of the lca current were visibly
decreased, the current amplitude at the excitation threshold did not change.
These results suggest that IPs does not activate Ca?* channels by increasing
Ca?" influx into the cytoplasm but shifts their voltage dependence. The
channels are activated at more negative MP values, and deactivated at more
negative MP values as well.

However, while no significant changes in the above-mentioned
parameters connected with the amplitude of the Ca?* current were observed,
these parameters tended to display increased values compared to the control.
These observations can be explained by considering the activation of the CI-
current — even though the maximal CI- current amplitude is not affected, the
current is activated earlier, at more negative MP values which are farther
from the CI- reversal potential, thus, the electromotive force is increased.

IPs also prolonged the durations of the Ic current activation and
inactivation. Increased activation duration can be linked to the trend of
increased AP amplitude — to move a larger ion flux through the channels,
more time may be needed. Prolonged Ica inactivation durations as well as
AP repolarisation durations suggest a more complicated mechanism.
Repolarisation of the AP depends on the exclusion of Ca?* from the
cytoplasm, the deactivation of CI- channels, and the activity of K* channels
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and H*-ATPases. Notably, that amino acids that are known to activate Ca?*
channels also prolong the AP repolarisation phase (Lapeikaité et al., 2019,
2020). It is likely that both the effect of amino acids and of IPg is connected
with the activity of Ca?* transport systems. It can be suggested that when the
AP threshold is hyperpolarised and Ca?" concentration alterations are
introduced at lower MP values, the electromotive force is changed and the
efficacy of the Ca?*-ATPases is not as high.

The core idea behind the Thiel-Beilby mathematical model involves a
second messenger IP; which activates Ca?* channels. The authors of the
model noted that IP3 per se is not essential for the model to function — any
molecule capable of activating Ca?* channels with metabolic properties
similar to those of IPs is sufficient (Wacke et al., 2003). Based on the results
reported in this dissertation and the fact that the model is capable of
simulating empirical data it can be supposed that in Characean cells it is not
IP; but IPs that acts as a second messenger which activates Ca?* channels
responsible for the electrical excitation.
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CONCLUSIONS

Ca?" channel blockers verapamil, NED-19 and La* depolarise
N. obtusa action potential excitation threshold.

Ca?* channel blockers verapamil and NED-19 depolarise membrane
resting potential and increase the wvalues of the temporal
characteristics of action potential and CI- current.

No effect of the Ca?* channel blocker tetrandrine on the N. obtusa
electrophysiological parameters was observed.

Ca?* channel blockers verapamil, tetrandrine and NED-19 do not
affect the activity of tonoplast K* channels.

Inositol 1,4,5-trisphosphate (IPs) does not affect N. obtusa
membrane transport systems.

Inositol hexakisphosphate (IPs) hyperpolarises N. obtusa action
potential excitation threshold.

Inositol hexakisphosphate (IPs) shifts the reversal potential of the
Ca?" currents to more negative membrane potential values; also,
prolongs CI~ current activation and inactivation durations.
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PADEKA

Tai dékui.

Dékui gynimo Komisijai ir ypa¢ Recenzentams, sumususiems visus
greito, bet vis tiek kruopstaus ir atidaus disertacijos skaitymo rekordus.

Dékui Vadovei uz rupestj, skatinima ir laisve nuo pat pirmyjy bakalauro
studijy kursy; dékui Indrei uz nuosirduma, atvirumg ir gyvenimo iSmintj; uz
mokymasi kartu, kaip veikia mokslas, dékui visiems kitiems buvusiems,
esamiems ir biisimiems Augaly elektrofiziologijos laboratorijos nariams,
ypa¢ Eglei, Juliui, Juditai ir AuSrinei (ir uz patj geriausig dumblio
paveiksliuka).

Dékui Neurobiologijos ir biofizikos katedrai uz galimybe jaustis kaip
namie tiek ne darbo metu sprendZiant vietinius elektros instaliacijos
klausimus, tiek murkdantis pelkése, tick apkalbant Lietuvos mokslo politika,
ar net i§ tikryjy retkarciais ir dirbant.

Dékui visiems studentams, su kuriais teko susidurti ir, matant tick daug
skirtingy perspektyvy, tobulinti mokslo komunikacijos ir teisingo vertinimo,
atsizvelgiant j retkarCiais buitent pusmecio gale gendancius kompiuterius,
igudzius.

Dékui draugams ir kolegoms i§ Fizikos fakulteto, Nacionalinio véZzio
instituto ir apskritai visai Lietuvos biofiziky bendruomenei — kur paZzitirési —
gudris, §ilti ir maloniis Zmonés.

Dékui artimiausiems draugams ir Seimynyksciams — kg ¢ia daugiau ir
pridursi.

Dékui  Kinijos valdovui  Senongui, kuris, pasak legendos,
2737 m. pr. m. e. (?) atsitiktinai iSrado arbatg.

Na ir dékui visiems dumbliams, paaukotiems mokslo vardan!
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