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SANTRUMPU SARASAS

AMPA — (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazol propionatas)

AP-5 — DL- aminofosfovalerijono riigstis

APW — kontrolinis tirpalas (ang. Artificial Pond Water)

AR — amino rigstys

AtGLR — baltaziedzio vairenio (Arabidopsis thaliana) genai,
koduojantys glutamato tipo receptorius.

DNQX — 6,7-Dinitrokvinoksalino-2,3(1H,4H)-dionas

Enm — membranos potencialas

= — veikimo potencialo suzadinimo slenkstis
(membranos potencialas, mV)

Gly —glicinas

GLR — (ang. glutamate receptor-like) augaly genai, koduo-
jantys i glutamato receptorius panasius baltymus

Glu — glutamatas

H*-ATPazé — protony siurblys

HEPES — 4-(2-hidroksietil)piperazinil-1-etansulfo riigstis
(buferis)

Hg:Cl — kalomelio standartinis pusiauelementis

iGIuRs — (ang. ionotropic glutamate receptors) jonotropiniai
glutamato receptoriai

IP3 — inozitolio trisfosfatas

MP — membranos potencialas

NMDA — N-metil-D-aspartatas

RP — membranos ramybés potencialas

tact, — jony srauto aktyvacijos trukmé

tinact. — jony srauto inaktyvacijos trukmé

TRIS — hidroksimetilaminometanas (buferis)

VP — veikimo potencialas



SANTRAUKA
1.JVADAS

Kaip ir visi organizmai, augalai, optimizuodami fiziologines
funkcijas, nuolat adaptuojasi prie besikeiciancios aplinkos — fiziniy,
cheminiy bei biologiniy veiksniy. Specifiniams ir grieztai
reguliuojamiems fiziologiniams pokyc¢iams reikalingas tikslus ir
efektyvus informacijos perdavimas tarp lasteliy, audiniy bei organy.
Informacija apie aplinkos bei vidinius pokycius augaluose gali biiti
perduodama keletu bidy: hidrauliniais svyravimais apytakiniuose
audiniuose, cheminiais bei elektriniais signalais. Bioelektriniai
signalai yra neatsiejama augaly fiziologijos dalis — bitent jie yra
greiCiausias baidas perduoti informacijg i§ lokaliai veikiamy j
distalines augalo dalis (Fromm ir Lautner 2007). Bioelektriniai atsakai
augaluose esti keleto tipy bei masty, nuo vietiniy membranos
potencialo pokyc¢iy iki sklindanciy sisteminiy signaly, perduodanciy
informacija ilgais atstumais (Trebacz et al. 2006). Elektriniai signalai
yra pirminiai atsakai ] apSvietimo intensyvumo, temperattiros
pokyc¢ius, mechaninius stimulus, bei tokius biologinius veiksnius kaip
patogenai, mikrobai, parazitai (Pyatygin et al. 2008, Fromm ir Lautner
2007). Nemaziau svarbu tai, kad elektriniy signaly charakteristikos
gali buti moduliuojamos atsizvelgiant | aplinkos salygas bei
endogenines ar iSorines chemines medziagas (Kisnieriene et al. 2018).
Patys universaliausi ir kol kas geriausiai apraSyti elektriniai signalai
augaluose yra veikimo potencialai (VP) — charakteringos formos,
,,viskas arba nieko* principu suzadinami, diskretis, ilgais atstumais
sklindantys membranos potencialo svyravimai (apzvelgta Sukhov et
al. 2019). Augaly karalystéje pirmi veikimo potencialai buvo
uzregistruoti menturdumbliuose (Umrath 1930, apzvelgta Beilby
2007), véliau — musékaute ar jautriojoje mimozoje, o0 pastaraisiais
deSimtmeciais ir agrariniuose augaluose, saulégraZose, bei
baltaziedziame vairenyje — iki Siol daugiausia tyrimy aprasytame
modeliniame aukstesniyjy augaly atstove. Elektriniai signalai yra



neatsiejama signaly transdukcijos grandis: nustatyta, kad veikimo
potencialy suzadinimas ir sklidimas augaly audiniuose gali sukelti
jvairias fiziologines adaptacijas, pradedant fotosintezés intensyvumo
bei Igsteliy augimo sumazéjimu, intensyvesniu kvépavimu; baigiant
geny ekspresijos bei fitohormony sintezés reguliavimu ir kt. (Sukhov
et al. 2019, Pyatygin et al. 2008).

Skirtingy augaly rasiy audiniuose generuojami veikimo potencialai
pasizymi savita trukme, amplitude bei refrakteriniu periodu.
Nepaisant to, veikimo potencialai yra diskretas vienaly¢iai signalai; juy
savybés nepriklauso nuo stimulo modalumo, pvz., tick elektros srove,
tiek mechaniniu stimulu standartinémis salygomis sukelti veikimo
potencialai pasizymi vienodomis charakteristikomis. Nepaisant to,
augaly veikimo potencialai yra variabilis — jy savybés gali buti
susijusios su aplinkos salygy poky¢iais bei cheminémis medziagomis
(Beilby ir Shepherd 2001, Sevriukova et al. 2014, Kisnieriene et al.
2009, Kisnieriene et al. 2018, Krol et al. 2007). Amino ragstys (AR)
— viena tokiy junginiy grupiy.

Amino ragstys (AR) ne tik tiesiogiai skatina augima (azoto
Saltinis), bet ir veikia kaip augaly signalinés molekulés, kuriy pagalba
yra reguliuojamos fiziologinés funkcijos (Miller et al. 2008).
Glutamato signaliné funkcija augaluose kol kas yra viena placiausiai
aprasSyty. Tiek Sakny augimas, tiek jy architektira priklauso nuo Glu
pasiskirstymo dirvoje (Vincill et al. 2013). Be to, nustatyta, kad
Arabidopsis Sakniaplaukiuose, priklausomai nuo iSorinés Glu
koncentracijos, sukeliamas citoplazminés Kkalcio koncentracijos
didéjimas ([Ca®*]et) bei plazminés membranos depoliarizacija
(Dennison ir Spalding 2000, Sivaguru et al. 2003). Vidulastelinés
kalcio  koncentracijos osciliacijos yra neatsiejama signaly
transdukcijos grandis augaluose. Elektrinis lasteliy suzadinamumas
taip pat yra neatsiejamas nuo [Ca®*]ey svyravimy. I3augusi [Ca®*]op
yra pirmas veikimo potencialy generavimo zingsnis ir salyga
augaluose (apzvelgta Fromm ir Lautner 2007). Parodyta, kad kai
kuriose augaly raSyse, iSoriSkai veikiant Glu, gali biti suZzadinami
spontaniniai veikimo potencialai. Tokie atsakai yra aprasyti



aukStesniuosiuose augaluose — saulégrgZose, mieziuose (Stolarz et al.
2010, Felle ir Zimmermann 2007) bei kerpsamanése. Kerpsamanése
glutamatas ne tik suzadina veikimo potencialus, bet ir moduliuoja jy
forma — audiniy aplinkoje esant glutamato, $viesos stimulo sukelti
veikimo potencialai pasizymi didesne amplitude bei ilgesne trukme
(Krol et al. 2007). Pastarieji atradimai paskatino glutamato ir kity AR
signalinés funkcijos tyrimus, ir, augaluose atradus glutamato tipo
receptorius, paaiskéjo AR poveikio transdukcijos mechanizmas.
Augaly glutamato tipo receptoriai (GLR) yra gyviininiy
jonotropiniy glutamato receptoriy (iGluR) homologai. Pastarieji
receptoriai atsakingi uz elektriniy signaly transdukcija centrinéje
nervy sistemoje. Prisijungiant neurotransmiteriams (Glu/Gly) iGIuRs
tampa laidiis Kkatijonams, tarp jy ir Kalciui, 0 Siy jony srautas
depoliarizuoja posinapting membrana, taip yra realizuojama elektriniy
signaly trasndukcija sinapsése (apzvelgta Rousseaux 2008). Sis
transdukcijos mechanizmas — membranos depoliarizacija ir kalcio
osciliacijos, priklausomai nuo veikian¢ios glutamato koncentracijos —
i§ dalies yra budingas ir augalams (Qi et al. 2006, Stephens et al.
2008). GLR genai rasti magnolijinuose, paparciuose, samanose bei
zaliadumbliuose, parodyta, kad augaly GLR agonistai gali biiti tiek
Glu, tiek kitos AA (apzvelgta Wudick 2018). Aprasius, kaip GLR
veikia [Ca®*]er, paaiskéjo vienas svarbiausiy transdukcijos
mechanizmy, sujungiantis iSorinj stimulg su sukeliamais elektriniais
signalais, ir per GLR reguliuojamais fiziologiniais atsakais. GLR,
greta kity kalciui laidziy kanaly, formuoja kalcio signalus augalinése
lastelése. Trumpalaikiai ar ilgalaikiai citoplazminés kalcio
koncentracijos svyravimai (calcium signatures) yra vienas
pagrindiniy transdukcijos mechanizmy koduojanciy ir dekoduojanéiy
iSorinius ar vidinius stimulus (Demidchik et al. 2018, Medvedev 2018,
Mousavi et al. 2013). Parodyta, kad bitent kalcio signalais GLR
reguliuoja tokias augalams budingas fiziologines funkcijas kaip
anglies ir azoto metabolizmas (Forde ir Roberts 2014, Kang ir Turano
2003), fitohormony sintezé (Kang et al. 2004), imuniniai atsakai
(Kwaaitaal et al. 2011), aktyviy deguonies formy generavimas (Choi
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et al. 2017) pazaidos sukelty elektriniy signaly sklidimas tarp augalo
daliy ir kt. (Mousavi et al. 2013).

Nors parodyta, kad GLR augaluose gali biiti veikiami daugelio
amino ragsciy (Glu, Gly, Asn, Asp, Met ir kt.) ir kity agonisty
(gliutationo), nustatyta, kad GLR medijuojami atsakai yra inhibuojami
klasikiniy iGluRs antagonisty - AP-5 ir DNQX. Bitent
farmakologiniais tyrimais jvairiuose augaluose patvirtinamas GLR
receptoriy dalyvavimas nuo amino rigSciy priklausanciose
fiziologinése adaptacijose (apzvelgta Weiland et al. 2016).

Nors aukstesniesiems augalams buidingi GLR, parodyta, kad Sios
grupés augaly GLR néra veikiami NMDA — NMDA tipo receptoriy
agonisto — bei kity sintetiniy iGluR agonisty (Dennison ir Spalding
2000, Qi et al. 2006). iGluRs receptoriuose NMDA jungiasi prie Glu
prisijungancio receptoriaus domeno, ta¢iau NMDA poveikis nuo Glu
priklausantiems atsakams apra$ytas tik viename baltaziedzio vairenio
tyrime (Sivaguru et al. 2003) bei kerpsamanése. Kerpsamanése tiek
Glu, tick NMDA sukélé tapacius atsakus — spontaninius veikimo
potencialus inhibuojamus AP-5 ir DNQX (Krol et al. 2007). Taigi
NMDA poveikis elektriniams signalas kol kas nustatytas tik vienoje
augaly grupgje.

Aktyvis sintetiniai GLR agonistai ir antagonistai leisty tikslingai
taikyti farmakologinius tyrimus ir i8skirti tik nuo GLR priklausancius
atsakus. Juolab, kad glutamaterginé sistema yra viena nedaugelio
tiesiogiai su elektriniais signalais susijusiy signaliniy kaskady
augaluose kur iSorinio signalo transdukcijos tarpininkas yra
nustatytas. Nors elektriniy signaly sklidimo ir jj lydinéiy fiziologiniy
adaptacijy reguliacijos mechanizmai néra aiskiis, glutamaterginé
sistema yra viena palankiausiy elektriniy signaly moduliacijai tirti.

Pastaryjy deSimtmeciy AR sukeliamy signaly tyrimai rémési
aukStesniaisiais augalais (apzvelgta Weiland et al. 2016) nors
elektriniy signaly tyrimai jy audiniuose yra keblis. VP sklindant
audiniu, nejmanoma iSskirti pavieniy lasteliy suzadinimo ir
charakterizuoti atskiry veikimo potencialy, todél néra zinoma, kaip ir
kokius elektriniy signaly parametrus veikia AR ar Kkiti GLR agonistali,



nors parodyta, kad AA gali juos moduliuoti (Krol et al. 2007).
Elektriniai signalai augaluose savo savybémis skiriasi tiek tarp augaly
risiy, tiek tarp audiniy, dél to, net veikimo potencialy parametrai ir jy
vertinimas yra beveik nestandartizuoti (pvz. suzadinimo slenkséio
charakterizavimas). Taip pat, aukStesniyjy augaly audiniuose keblu
taikyti fiksuotos jtampos metoda leidziantj iSskirti atskiras jony
pernasos sistemas ir jy moduliacijas suzadinimo metu. Taigi, detaliam
aplinkos poveikio sukelty augaly elektriniy signaly moduliacijos
tyrimui  reikalinga  tieck  metodiné  standartizacija,  tiek
daugiaparametriné veikimo potencialy charakteristiky analizé. Tai
leidzia atlikti modelinés sistemos — menturdumbliy — tyrimai.
Tarpubamblinés menturdumbliy Igstelés dél savo dydzio, iSreiksty ir
lengvai suZzadinamy veikimo potencialy (Beilby 2007) leidzia
atskiroje augalin¢je lasteléje tiksliai nustatyti veikimo potencialy
suzadinimo slenkstj, charakterizuoti veikimo potencialy parametrus ir
iSskirti atskiras jony pernasos sistemas pasitelkiant fiksuotos jtampos
metoda (Kisnieriene et al. 2018). Todél §i modeliné sistema tinkama
tirti esmines elektriniy signaly savybes ir jy moduliacijas veikiant
jvairiems aplinkos veiksniams (Sevriukova et al. 2014, Kisnieriene et
al. 2018, Kisnieriene et al. 2019). Menturdumbliai yra sausumos
augaly pirmtakai (Zhong et al. 2015), taciau nei AR, nei sintetiniy
iGluR agonisty poveikio tyrimy menturdumbliuose iki §iol atlikta
nebuvo, taigi néra zinoma, ar Siame taksone elektriniai signalai yra
veikiami GLR agonisty. Sis tyrimas skirtas pristatyti VP parametry
jvertinimo biidus bei detaliai jvertinti elektriniy signaly moduliacijas
veikiant AR ir NMDA.

Darbo tikslas:

Kiekybiskai jvertinant menturdumbliy augalinés lastelés elektriniy
signaly parametrus, nustatyti galimg glutamato tipo receptoriy
agonisty poveikj bei jo inhibicija jonotropiniy glutamato receptoriy
antagonistais.
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Darbo uzdaviniai:

1) Nustatyti Asn, Glu ir NMDA poveikj elektriniy signaly
parametrams:

a. membranos ramybés potencialui ir varzai,

b. veikimo potencialo suzadinimo slenks¢iui, amplitudei ir
trukmei,

c. istekancio chloro jony srauto amplitudei ir laikinéms
charakteristikoms suzadinimo metu.

2) Nustatyti, ar Glu, Asn ir NMDA poveikis grjztamas.

3) Nustatyti jonotropiniy glutamato receptoriy antagonisty poveikj
elektriniy signaly parametrams.

4) Nustatyti, ar galimas NMDA poveikis yra inhibuojamas
jonotropiniy glutamato receptoriy antagonisty.

Darbo naujumas ir aktualumas:

tyrimas pirma kartg apraso:

a) koreliacijas tarp elektriniy signaly parametry, uZregistruoty
fiksuotos srovés ir jtampos metodais pavienéje menturdumbliy
lasteléje standartinése salygose;

b) kriterijy veikimo potencialo suzadinimo slenks¢iui augaluose
nustatyti;

c) istekancio chloro jony srauto laikines charakteristikas kaip
elektrofiziologinius parametrus, veikiamus glutamato tipo
receptoriy agonisty;

d) Glu ir Asn sukelty elektriniy signaly moduliacijy atskiroje
augalinéje lasteléje pobid;;

e) NMDA poveikj menturdumbliy Igsteliy elektriniams parametrams,
kurio pobiidis yra tapatus amino riagsciy poveikiui. Nustatyta, kad
NMDA efektas nestebimas lgsteles veikiant NMDA kartu su
NMDA ir ne NMDA tipo jonotropiniy glutamato receptoriy
antagonistais.
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Ginamieji teiginiai:
1) Multiparametriné elektrinio suzadinimo analizé leidzia detaliai

jvertinti glutamaterginés sistemos moduliuojamus elektriniy
signaly pokycius pavien¢je augalingje lasteléje.
2) Glu ir Asn didina menturdumbliy lasteliy suzadinamumg ir

moduliucja  veikimo  potencialy  parametrus,  poveikio
intensyvumas priklauso nuo koncentracijos.

3) Sintetinis iGluRs agonistas NMDA moduliuoja menturdumbliy
elektriniy signaly parametrus, $io poveikio pobiidis yra tapatus tirty
amino rag8¢iy poveikiui, taciau NMDA veikia intensyviau.

4) NMDA poveikis nestebimas Igsteles veikiant NMDA kartu su
NMDA bei ne NMDA tipo jonotropiniy glutamato receptoriy
antagonistais AP-5 ir DNQX.
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2. METODIKA

Objektas

Tyrimams naudotos subrendusiy zvaigzdétyjy mauraSakiy Nitellopsis
obtusa (Devs.) J. Gr. (Characeae) tarpubamblinés Igstelés (Pav. 2.1).

|

Pav. 2.1 Zvaigzdétojo maurasakio (Nitellopsis obtusa) tarpubambliné
lastelé (apacioje) ir talomo segmentas (virSuje) sudarytas i§ dviejy
trapubambliniy lasteliy sujungty daugialgsteliniais bambliais (paZyméta
rodyklémis), nuo kuriy $akojasi menturiai.

Zvaigzdétasis mauragakis (Nitellopsis obtusa) — Eurazijoje augantis
gély ir pusiau siiriy vandeny dumblis, vienintelis Nitellopsis genties
atstovas (McCourt et al. 1999). Nitellopsis priskiriami
menturdumbliams (Charophyta), maurabraginiy (Characeae) Seimai
(Lewis ir McCourt 2004). Characeae yra vieni pirmyjy daugialas¢iy
dumbliy, pasizyminc¢iy daugeliu sausumos augalams buidingy bruozy,
bei laikomi jy pirmtakais (Boot et al. 2012, Zhong et al. 2015).
Maurabraginiy talomas sudarytas i§ daugiabranduoliy, ilgy (iki 30 cm
ilgio ir 0,5 mm storio), tarpubambliniy lgsteliy, sujungty bambliais.
Augalas prie telkinio dugno tvirtinasi bespalviais rizoidais, sujungtais
zvaigzdés  formos  vegetatyvinio  dauginimosi  organais —
zvaigzdutémis. Didzioji lastelés ttrio dalis uzimama vakuolés (iki
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95%), endoplazmos storis tarp sienelés ir tonoplasto esti ~10 um; ji
nuolat spiraliskai juda aplink vakuole iki 100 pm/s greic¢iu (Beilby ir
Casanova 2014). D¢l savo dydzio, morfologiniy ir fiziologiniy
savybiy menturdumbliy tarpubamblinés Igstelés leidzia taikyti jvairias
elektrofiziologines metodikas.

UZzauge Zvaigzdétyjy mauraSakiy gniuzulai rugséjo — lapkri¢io
ménesiais buvo surinkti Stankos ez. (Vilniaus apsk. Traky r.), i§ 4 — 8
m gylio, ir transportuoti ezero vandenyje. Laboratorijoje laikyti
stikliniuose akvariumuose, krano vandenyje, kambario temperattiroje
(20£1 °C), apsviesti standartiniu apSvietimu 12 wval. per parg
(950,19 pmol m?s?).

Pries eksperimentus, antra arba trecia tarpubambliné lastelé nuo
talomo virSiinés budavo atskiriama nuo gretimy tarpubambliniy
lasteliy ir apSviesta per naktj laikyta kontroliniame tirpale (APW).

Mikroelektrodiné technika

Pav. 2.2 Registravimo kameros principiné
0 schema ir elektrody iSdéstymas:

e a — organinio stiklo kamera

b — tarpubambliné Igstelé

a

¢ - centring kameros dali (5 mm)
izoliuojantys vazelino tilteliai

d,e — perfuziné sistema (peristaltiné pompa it
siurbliukas)

1 — vidulastelinis stiklinis elektrodas
I 2 — referentinis stiklinis elektrodas

3 — iSoriniai stimuliuojamieji elektodai

— (Ag/AgCI).

Tarpubamblinés lgstelés biolelektriniams signalams registruoti buvo
naudojama vidulasteliné mikroelektrodiné technika, taikyti dviejy
elektrody pory fiksuotos srovés ir fiksuotos jtampos metodai.
Registravimo kameros schema ir elektrody iSdéstymas vaizduojami
Pav. 2.2. Vidulasteliniai mikroelektrodai buvo gaminami i$
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borosilikatiniy stiklo kapiliary (vidinis @ 0,84 mm, World Precision
Instruments) naudojant stakles (Sutter Instrument P-1000), i§gaunant
1-3 um (8 — 20 MQ) galiuko diametra. Referentinio elektrodo galiuko
diametras ~100 pm. Vidulastelinis elektrodas pildytas 3 M KCI
tirpalu, referentinis — agar-agaro (2,5 %) 3 M KCl tirpalu. Elektrody
laikikliai gaminti i§ kalomelio (Hg.Cl) ir taip pat pildyti 3 M KCI
tirpalu. Nuolatiné elektros srové tarp atskiry kameros daliy leista
iSoriniais chlorsidabriniais elektrodais. Registavimui naudotas
fiksuotos jtampos/srovés stiprintuvas TEC-10CX (NPI Electronic),
analogas-kodas keitiklis Digidata 1440A (Molecular Devices),
kontroliuojamas pCLAMP 10.2 (Molecular Devices) programine
jranga. Naudotas diskretizavimo daznis: 100-1000 Hz, signalo
stiprinimas 10x. Tirpaly pratekéjimas (~1 ml/min) centrinéje kameros
dalyje realizuotas naudojant peristalting pompa ir vakuuminj siurblj
(Scientifica PPS). Mikroelektrodas j Igstele jvestas manipuliatoriumi
(PatchMan, Eppendorf), stebint binokuliaru (7x didinimas). Dél
didelio vakuolés tario (~95%, Beilby ir Casanova 2014),
mikroelektodas paprastai jvedamas j vakuole, taigi, registuojami
veikimo potencialai atspindi tiek plazminés membranos, tiek
tonoplasto  suzadinimg.  Mikroelektrodo  galiuko  pozicija
identifikuojama pagal VP forma (Kisnieriene et al. 2019).

Eksperimento eiga

Eksperimentai atlikti kambario temperattroje (20=1 °C), dienos metu,
esant  standartiniam  ap$vietimui  (95+0,19 pmol m%™?).
Tarpubambliné Igstelé guldoma registravimo kameroje, centrine
kameros dalis (5 mm) izoliuojama vazelinu, visos kameros dalys
uzpildomos APW tirpalu, centriné kameros dalis perfuzuojama.
Centringje kameros dalyje greta lastelés tvirtinamas referentinis
elektrodas, vidulgstelinis elektrodas jvedamas j lastelg. Po elektrodo
ivedimo perfuzuojant kontroliniu tirpalu laukiama maziausiai valanda.
Nusistovéjus ramybés potencialui (RP), pradedama Pav. 2.3
apibudinta registravimy serija. Eksperimentai atlikti tik su lastelémis,
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kuriy RP po elektrodo jvedimo buvo neigiamesnis nei -175 mV. Tokiu
RP pasizymi lgstelés, esancios aktyvios protony pompos biisenos,
biadingos lgstelémis aplinkos pH esant ~7 pH, 0 [K'Jout ~0,1 mM.
Plazminéje membranoje protony pompos aktyviai pernesa protonus |
uzlasteling erdve, taip hiperpoliarizuojamas membranos potencialas
(angl. pump state, Beilby ir Casanova 2014). Elektrofiziologiniai
matavimai  atlikti ~ kaip nurodyta Pav. 2.3: trumpais
hiperpoliarizuojancios sroveés stimulais vertinama membranos varZza,
tuomet 3 VP suzadinami tolydziai kylancia nuolatine srove (0,02
nA/s); kai VP suzadinamas, DC nutraukiama (Pav. 2.4). Po 30 min
ramybés periodo taikomas fiksuotos jtampos metodas (VC), po kurio

1907 &) ivedimas

50 |
o

50 |

-100

-150 -] |"| Poveikis ||”

-200 M| LV uLL_l

2504 _ oo _.NC__ .

-300 —— ' — 1 — 1 ' T

0 1 2 3 4 5
Laikas, val.

MP, mV

Pav. 2.3 Nitellopsis obtusa tarpubamblinés lastelés elektriniy signaly
registravimo protokolas. Po elektrodo jvedimo laukiama maziausiai
valandg, tuomet kartojamos identiskos registravimo serijos. Viena
registravimo serija susideda i§ veikimo potencialy stimuliavimo tolygiai
kylancios srovés stimulais (CC) 5 min. intervalais, 30 min ramybés
periodo ir po jo sekancio registravimo fiksuotos jtampos metodu (VC):
centrinégje kameros dalyje MP fiksuojamas ties -180 mV ir 5 min.
intervalais zadinama 10 s trukmés sta¢iakampiais jtampos stimulais kas
10-20 mV. Po VC seka 30 min. ramybés periodas, tuomet centringje
kameros dalyje tirpalas keiiamas | pasirinktg ir lastelé ramybés
btsenoje veikiama 30 min. Iliustracijoje raudonas segmentas Zymi
kartojama registravimy serijg ir poveikj pasirinkta medziaga. Vieno
eksperimento metu atliekamos 2-3 registravimy serijos.
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taip pat seka 30 min ramybés periodas, tuomet lgstelé centrinéje
kameros dalyje veikiama pasirinktu tirpalu 30 min, ir registravimy
serija kartojama.

Lastelés buvo veikiamos $iais tirpalais ir jy koncentracijomis:

o Galimi GLR agonistai:
— L-Glu (0,1 mM ir 1 mM),
— L-Asn (0,1 mM ir 1 mM),
— NMDA (0,01; 0,1 ir 1 mM),
— L-Glu + NMDA (kiekvieno po 0,1 mM);
o NMDA tipo iGIuR receptoriy antagonistu AP-5 (0,1 mM);
o AMPA/Kainato tipo iGluR receptoriy antagonistu DNQX (0,1

mM).

AP-5 ir DNQX inhibicinis efektas buvo vertinamas lastele
pirmiausia veikiat antagonisto tirpalu, tuomet antagonisto ir agonisto
miSiniu (pretreatment): APW — APW + antagonistas — APW +
antagonistas + agonistas.

Taip pat inhibicinis efektas tirtas lgstele veikiant antagonisto ir
agonisto tirpaly miSiniu (co-tretment). Tokie eksperimentai buvo
atlikti naudojant NMDA ir AP-5 miSinj (kiekvieno po 0,1 mM), bei
Glu ir AP-5 misinj (kiekvieno po 0,1 mM). Visoms tyrimy grupéms
buvo taikyti identiski registravimy protokolai.

Naudoti tirpalai

Kontrolinis tirpalas: APW (0,1 mM KCI, 1,0 mM NacCl, 0,1 mM
CaCly, 3 mM TRIS, pH iki 7,2 sureguliuotas naudojant HEPES).
APW’ (APW + 1 mM HCI, pH 7,2) buvo naudotas kaip kontrolé 1
mM Glu(Cl) tyrimams. Visi agonisty ir antagonisty tirpalai buvo
gaminti APW pagrindu, iSlaikant kontrolinio tirpalo pH ir jony
koncentracijas.  Naudotos = medziagos:  Asn  (L-asparagino
monohidratas), Glu (Kalio L-glutamatas arba L-Glutamato
hidrochloridas); NMDA (N-metil-D-asparto r.), AP-5 (DL-2-Amino-
5-fosfopentanoniné r.), DNQX (6,7-Dinitrokvinoksalino-2,3(1H,4H)-
dionas) (Sigma Aldrich).
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Vertinti elektrofiziologiniai parametrai

Elektrofiziologiniai parametrai buvo vertinti kaip apraSyta Kisnieriene
et al. (2018) ir Lapeikaite et al. (2019). Fiksuotos srovés metodu (Pav.
2.4):

O

RP vertintas 2 s trukmés hiperpoliarizuojanciais srovés stimulais
pries sukeliant VP, pries ir po veikimo pasirinktomis medziagomis.
Membranos varza vertinama stimuliuojant keliais 2 s trukmes
hiperpoliarizuojanéios srovés stimulais prie$ sukeliant VP, pries ir
po veikimo pasirinktomis medziagomis. Membranos varza
skai¢iuojama Q/m? pagal:

AU

" Imdl
kur AU - MP skirtumas (V), I — srovés stipris (A), | — Igstelés ilgis
centrinéje kameros dalyje (0,005 m); d — lastelés diametras (m), ©
— jprastiné konstanta.

Ewn — VP suzadinimo slenkstis — MP, kai depoliarizacijos greitis
vir§ija 60 mV/s.

VP smailé (MP, mV).

VP amplitudé — skirtumas tarp Ew ir VP smailés potencialy.
Repoliarizacijos trukmé — laikas, per kurj MP repoliarizuojasi 100
mV nuo VP smailés potencialo.
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Pav. 2.4 Nitellopsis obtusa trapubamblinés lgstelés veikimo potencialas
(VP), sukeltas tolydziai didéjancios srovés stimulu. Vertinti
elektrofiziologiniai parametrai: Ei — suzadinimo slenkstis - MP, Kai
depoliarizacijos greitis virSija 60 mV/s; VP amplitudé — MP intervalas nuo
Ewn iki VP smailés MP; Repolarizacijos trukmé — laikas, per kuri MP
repoliarizuojasi 100 mV nuo smailés MP; Membranos varza vertinta
stimuliuojant staciakampiais hiperpoliarizuojanciais srovés stimulais.

Fiksuotos jtampos metodu vertinta jtekancios srovés amplitudé ir
laikinés charakteristikos suzadinimo metu. Nitellopsis obtusa didelés
amplitudés jtekancios krypties srové buvo identifikuota kaip chloro
jony srautas (Lunevsky et al. 1983). Sio srauto pradzia Siame darbe
laikomas srautas, vir§ijantis -5 pAcm?s. Tyrimy metu buvo
pastebéta, kad GLR agonistai veikia ne tik chloro jony srauto
amplitude, bet ir trukme, todél jvesti du laikiniy charakteristiky
parametrai. Visi fiksuotos jtampos metodu vertinti chloro jony srauto
parametrai (Pav. 2.5):
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o lmax — maksimali iStekancio jony srauto amplitudé (skirtumas
tarp srauto vertés kur dl/dt mazesné nei -5 pA-cm™@s™ ir
maksimalios vertés).

o lgo —iStekancio jony srauto amplitudé ties -90 mV fiksuotu
MP.

o ta — chloro jony srauto aktyvacijos trukmé — laiko atkarpa
nuo srauto pradzios iki maksimalios vertés.

O tinact. - chloro jony srauto inaktyvacijos trukmé — laiko
atkarpa, per kurig srautas sumazéja 63% maksimalios vertés.

-90 1
-120 L
-180

di/dt < -5 pAcm’s”

MP, mV
I
o

l, !,u'\/cm2

:0,63% |
: max

-60 4 tac:t_ t inact.

4 6 8 10 12 14
Laikas, s

Pav. 2.5 Istekantis chloro jony srautas, registruotas fiksuotos jtampos
metodu ties -90 mV MP. Vertinami parametrai: Imax — maksimalaus
srauto amplitudé (pAfcm?) (skirtumas tarp srauto vertés, kur dl/dt
mazesné nei -5 uA~cm'ZS'l ir maksimalios vertés); tat - Srauto
aktyvacijos tukmé; tinact, — srauto aktyvacijos tukmé — laiko atkarpa,
per kurig srautas sumazéja 63% nuo maksimalios vertés.
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Kiekvieno parametro poky¢iai nuo verciy kontroliniame tirpale (A)
veikiant jvairiomis agonisty koncentracijmis buvo aproksimuoti
Michaelis-Menten kinetika:

_ Amax " [X]
Ky +[X]

kur Amax — maksimalus galimas parametro pokytis, [X] — agonisto
koncentracija. Km - Michaelis-Menten konstanta — koncentracija,
sukelianti parametro pokytj, lygy pusei Amax.

Statistiniai metodai

Eksperimentai tiriant konkreCig —medziaga/koncentracija buvo
kartojami 3-9 kartus. Ar statistinei analizei naudotos imtys
pasiskirs¢iusios pagal normalyjj skirstinj vertinta Shapiro-Wilk‘o
testu. Parametry vertés po poveikio pasirinktomis medziagomis buvo
lyginamos su vertémis kontroliniame tirpale toje pacioje lasteléje.
Vertinti pirmi fiksuotos srovés metodu stimuliuoti veikimo
potencialai. Pokyciams jvertinti buvo naudojamas porinis dvipusis
Stjudento t-testas. Poveikiams tarp skirtingy koncentracijy ir
medziagy palyginti  buvo naudojamas  Stjudento  t-testas
nepriklausomoms imtims. Visais atvejais skirtumai laikyti statistiSkai
reik§mingais, kai p<0,05, rezultatuose zyméti zvaigzdutémis.
Koreliacijoms tarp parametry vertinti naudotas Pearson‘o koreliacijos
koeficientas normaliai pasiskirs¢iusioms imtims, Kitu atveju —
Spearman‘o koreliacijos koeficientas. Duomenys pateikiami kaip
vidurkis + standartiné¢ paklaida (jei nenurodyta kitaip). Duomeny
apdorojimas ir statistiné analiz¢é atlikta naudojantis:

— Clampfit (Molecular Devices Corporation),

— Excel (Microsoft Office Corporation),

— OriginPro (OriginLab Corporation),

— R programine kalba (R Core Team),

— Statistica (TIBCO Software).
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3. REZULTATAI
Kontroliniy eksperimenty apzvalga

Norint jsitikinti, kad ramybés periodai tarp pakartotiniy lgsteles
suzadinimy yra pakankami, taip pat, kad naudoty Nitellopsis lasteliy
elektrofiziologiniai parametrai nekinta laike, dienos metu, buvo atlikti
laikinés kontrolés eksperimentai. EKsperimenty metu registruotos 3 i$
eilés serijos kontroliniame tirpale (APW). Pirmoje serijoje
uzregistruoti elektrofiziologiniai parametrai buvo palyginti su
uzregistruotais paskutingje (5,5 val skirtumas). Gauti rezultatai rodo
(n=5), kad standartinése salygose dienos metu Nitellopsis obtusa
lasteliy elektrofiziologiniai parametrai yra stabillis. Statistiskai
reikSmingy skirtumy negauta vertinant ramybés potencialg (p=0,6),
membranos varzg (p=0,7), VP amplitude (p=0,3), suzadinimo slenkstj
(p=0,2), smailés verte (p=0,6) ir VP trukme (p=0,5). Fiksuotos srovés
metodu gauti duomenys taip pat rodo, kad istekan¢io chloro jony
srauto Imax verté nekinta (p=0,6), Kaip ir tact if tinaet. trukmés (p=0,6 ir
p=0,5 atitinkamai). Vidutinés elektrofiziologiniy parametry vertés
pristatytos Lenteléje 3.1.

Tiriant 1 mM Glu(Cl) poveikj, naudotas APW’ kontrolinis
tirpalais ([Cl]o 2,3 mM vietoj jprastos 1,3 mM koncentracijos). Tai
leidzia i8skirti Glu poveiki nuo galimos didesnés chloro
koncentracijos jtakos. Prie§ lgstele veikiant 1 mM Glu tirpalu, buvo
atlikta dviguba kontrolé (APW—APW?’) ir palygintos el. parametry
vertés tarp kontroliniy tirpaly. Rezultatai rodo, kad pakitusi chloro
koncentracija Igstelés aplinkoje nedaro statistiSkai reikSmingo
poveikio membranos RP (p=0,7) ir varzai (p=0,2), taip pat neveikia
VP Eun (p=0,7) ir smailés potencialo (p=0,1) bei VP trukmés (p=0,9),
taciau reikSmingai padidina VP amplitude: ji iSaugo nuo 125+4 mV
APW tirpale iki 132+4 mV APW’ tirpale, A 6,7£1,6 mV, p=0,01,
n=5). Fiksuotos jtampos metodu nustatyta, kad padidéjusi iSrorinio
chloro koncentracija neveikia laikiniy chloro srauto charakteristiky:
ties -90 mV fiksuotu MP tac ir tinact. trukmés nepasikeité (p=0,8 ir p=0,9
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atitinkmai), kaip ir visame jtampy ruoze, ta¢iau nustatyta, kad
maksimalus chloro jony srautas iSauga (nuo -44+3 pA/cm? (-90 mV
MP) iKki -50+3 pA/cm?® (A6+2 pA/em?, 15+5%, p=0,02, n=9), Taip pat
pasikeité chloro srauto reversinis potencialas- nuo ~88+6 mV APW
tirpale iki ~74+7 mV APW’ tirpale. Sis poslinkis atitinka Nernsto
potencialo pokytj padidinus iSoring CI” koncentracija, todél daroma
prielaida, kad vidulasteliné chloro koncentracija nekinta.
Apibendrinant, galima teigti, kad tiriant AR drusky poveikj, biitina
atsizvelgti jony, tarp jy ir chloro, koncentracijos pokyc¢ius, todél ir
siame darbe 1 mM Glu(Cl) poveikio tyrimui tinkamai kontrolei buvo
pasirinktas APW’.

Elektrofiziologiniai parametrai standartinése salygose

Eksperimentai buvo atlikti su 93-mis Nitellopsis obtusa tarpu-
bamblinémis Igstelémis. Visy vertinty elektrofiziologiniy parametry
vidutinés vertés standartinése salygose pateiktos 3.1 Lenteléje.
. ) Kadangi vertinti jvairts
Lentelé 3.1 Nitellopsis obtusa .. L. .
- . elektrofiziologiniai parametrai,
tarpubambliniy lasteliy =7 ) o
elektrofiziologiniy ~ parametry  iskaitant chloro jony srauto laikines
vidutinés vertés standartinése  charakteristikas, buvo jvertintos
salygose (APW), n=93. parametry tarpusavio koreliacijos

Parametras  |Vidurkis+SD | Iasteléje (Pearson’o arba
RP, mV -211+17 | Spearman‘0). Nustatyta, kad tirtoje
Eth, mV -97 £ 13

lasteliy, esanciy aktyvios protony
pompos biisenoje (pump state),
imtyje nei VP amplitudé, nei Eu, ar
VP trukmé nekoreliuoja su RP,
pavyzdziui, Ew ir RP r=0,001,
tar (A -90 MV), s | 1,43+0,2 p=0.99, l_dtuf minéty parametry
tcl (@90 MV), 5| 2204 p>0,4. Tf:l_l rgdo, kad RP varlaC|'Ja
R, Q/m? 18204 néra susijusi su VP parametrais.
Taip pat nustatyta, kad VP

VP smailé, mV 30+ 14
VP amplitudé, mV | 128+ 19
Rep. (A100 mV), s 38+1

Imax, LA/cm? 48 £ 11
g0, pA/cm? -41+10
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parametrai nekoreliuoja

2,0 . tarpusavyje,  pavyzdziui VP

| o @ 00 o amplitudés ir  repoliarizacijos
@45 °° o?%%c’oooo °o trukmés r=-0,08, p>0,4. Itekantis
X o0 o 003, CI" jony srautas yra VP
% @ ®o 3 depoliarizacinés fazés prieZastis,

101 ;-g,g? °. 8 taigi, kaip galima tikétis, nustatyta,
e 0 0 kad VP amplitud¢ koreliuoja su

| g HATCT? maksimaliu CI" srautu suzadinimo

metu - lmax (r=-0,62, p<0,001),
tacCiau nustatéme, kad laikiniai $io
srauto parametrai nekoreliuoja su
srauto amplitude. lg vertés su
atitinkamomis ta: (ties —90 mV)
vertémis vaizduojamos Pav. 3.1 (r=-0,07, p=0,5). Srauto inaktyvacijos
trukmeé taip pat nekoreliuoja su srauto amplitude (r=0,04, p=0,7), bet
tact iF tinact, KOreliuoja tarpusavyje (r=0,3, p<0,001). Siais rezultatais
remiantis, chloro srauto amplitudé ir laikinés charakteristikos
vertinami kaip atskiri parametrai. tac. ir tinact. taip pat vertinami atskirai,
nes jy priklausomybés nuo fiksuoto membranos potencialo turi savitas
formas (Pav. 3.4 ir Pav. 3.5).

Pav. 3.1 Koreliacija tarp CI
srauto ties -90 mV MP ir jy
aktyvacijos trukmiy (tact) Visose
tirtose lastelése, standartinése
salygose (APW), n=93.

GLR agonisty — Glu ir Asn — poveikis VP parametrams
Asparagino poveikis VP parametrams

0,1 mM (n=7) ir | mM (n=7) Asn tirpaly poveikis buvo tiriamas kaip
nurodyta metodikos skyriuje. Nors auks$tesniuosiuose augaluose
parodyta, kad GLR agonistai sukelia membranos depoliarizacija
(Stephens et al. 2008), nei 0,1 mM nei 1 mM Asn tirpalas nesukélé
Nitellopsis obtusa lasteliy membranos RP ir varZos pokyc¢iy (n=7
abiems koncentracijoms) ar spontaniniy VP generavimo, taiau,
elektriskai suzadinus VP, buvo stebéti reikSmingi jy parametry
poky¢iai, priklausantys nuo Asn koncentracijos (Pav. 3.2).
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Pav. 3.2 Vidutinés VP repoliarizacijos trukmés ir suzadinimo slenkscio
(Ew) vertés kontroliniame tirpale (APW) ir veikiant 0,1 ir 1 mM Asn
tirpalu. Linijos atspindi vidutines repoliarizacijos kreives, permatomi
plotai — SE. Punktyrai Zymi vertintas 100 mV repoliarizacijos trukmes
vaizduojamas virSutiniame grafike, n=7. Zvaigzdutés Zzymi statistiskai
reikSmingus skirtumus.

Asn statistiSkai reik§mingai hiperpoliarizavo VP Ew. Veikiant 0,1 mM
Asn Eq hiperpoliarizuotas 9+3 mV (10+4%), veikiant 1 mM Asn -
21+3 mV (22+£5%), sie poky¢iai reik§mingai skyrési tarpusavyje. Kaip
matoma Pav. 3.2, VP smailés vertés veikiant Asn nekito.
Hiperpoliarizuotas suzadinimo slenkstis 1émé VP amplitudés
iSaugimg nuo 132+6 mV APW tirpale iki 1436 mV (A9+3%) veikiant
0,1 mM Asn ir iki 153+3 mV (A 16+3%) veikiant ImM Asn. Be VP
amplitudés isaugimo, buvo stebéta ilgesné VP repoliarizacijos trukmé.
APW tirpale viduting rep. trukmé buvo 3+0,3 s. Veikiant 0,1 mM Asn
§i trukmé pailgéjo iki 3,7+0,4 s (A0,9+0,2 s, 32+11%), o veikiant 1
mM Asn iki 5,1+0,6 s (A 2,2+0,5 s, 74+16%). Taigi, priklausomai nuo
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Asn koncentracijos iSoriniame tirpale, VP amplitudé iSauga, o
repoliarizacijos trukmé pailgéja.

Fikuostos jtampos metodu buvo nustatyta, kad, kaip ir VP atveju,
suzadinimo metu, veikiant Asn, iSauga Imax Verté bei aktyvacijos ir
inaktyvacijos trukmeés ties -90 mV MP, todél vertés ties Sia jtampa
buvo naudotos statistinei analizei tiek aktyvacijos, tiek inaktyvacijos
trukméms vertinti. Vidutiné voltamperiné chloro jony srauto
charakteristika su atitinkamomis tact. ir tina. trukmémis pavaizduota
Pav. 3.3, Pav. 3.4, Pav. 3.5. APW tirpale Ima buvo -53+2 pA/cm? (ties
~-100 mV MP), veikiant 0,1 mM pirmas suzadinimas buvo stebimas
ties neigiamesniu nei -100 mV potencialu ir viduting Imax verté buvo -
62+4 pA/em? (A9+4 nA/cm?, 17+6%, n=7), tuo tarpu veikiant 1 mM
Asn Imax Stebétas ties neigiamesniu potencialu (<-110 mV), o vidutiné
Imax verté iSaugo iki -76+9 pA/cm? (A24+6 pA/cm?, 41+16%, n=7)
(Pav. 3.3).

' U256 1100 75 50 25 | 25 50  7g.400
MP, mV !
-20
- - c [=4
t -20 1 E
g -40 s
01 % e
_E
-80
‘ * — *
-80 4
e
—e—APW . g
—4— 0.1 mM Asn 3
—v—1mMAsn _100d —

Pav. 3.3 Chloro jony srauto priklausomybé nuo fiksuoto membranos
potencialo kontroliniame tirpale (APW) ir veikiant 0,1 ir 1 mM Asn. MP
buvo fiksuotas ties -180 mV ir 10 s depoliarizuojamas 10 — 20 mV
zingsniais. Imax vertés vaizduojamos histogramoje, zvaigzdutés zymi
reik§mingus skirtumus, n=7 Kiekvienai koncentracijai.
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Vidutiné Lgo verté APW tirpale buvo -45+3 pA/cm?. Nors Cl srauto
amplitudé iSaugo ties visomis MP vertémis, statistiskai reikSmingy
skirtumy ties -90 mV veikiant abiem Asn koncentracijomis nebuvo
stebéta.

Chloro jony srauto aktyvacijos trukmé ties -90 mV veikiant 0,1mM
Asn iSaugo nuo 1,4+0,1 s (APW) iki 1,7+0,1 s (A0,3+0,1 s, 18+5%);
veikiant 1 mM Asnh — iki 2+0,1 s (A0,7+0,2 s, 48+11%) — statistiskai
reik§mingai (Pav. 3.4 histograma). Viduting tinact. trukmé ties -90 mV
kontroliniame tirpale buvo 2+0,1 s ir veikiant 0,1 mM Asn iSaugo iki
2,6+0,1 (A0,5+£0,1 s 28+5%), tuo tarpu veikiant 1 mM Asn — iki
3,4+0,2 s (1,3£0,1 s, 67£10%). Taigi, tiek chloro jony srauto
aktyvacijos, tiek inaktyvacijos trukmés pailgéjo priklausomai nuo Asn
koncentracijos, o jy priklausomybiy nuo MP pobidis tapo rySkesnis,
nors pati srauto amplitudé ties -90 mV statistiskai reikSmingai nekito.
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1=4—0.1 mM Asn 1= 0.1 mM Asn E
2,7 -—8—APW s 20 c 6.0 |—®—APW S 3 5 -
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Pav. 3.4 Vidutinés CI- srauto  Pav. 3.5 Vidutinés CI~ srauto
aktyvacijos trukmés (toq) ties  inaktyvacijos trukmeés (tinact) ties
fiksuotomis MP vertémis fiksuotomis MP vertémis

kontroliniame tirpale (APW) ir  kontroliniame tirpale (APW) ir

veikiant Asn. ta vertés ties -90
mV (pilkame fone) vaizduojamos
histogramoje, n=7 kiekvienai
koncentracijai, zvaigzdutés zymi
reik§mingus skirtumus.

veikiant Asn. tinat. vertés ties -90
mV (pilkame fone) vaizduojamos
histogramoje, n=7 kiekvienai kon-
centracijai, zvaigzdutés Zzymi
reik§mingus skirtumus.
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Apibendrinant, galima teigti, kad Asn moduliuoja VP parametrus
— didina VP amplitud¢ hiperpoliarizuodamas suzadinimo slenkstj,
prailgina repoliarizacing VP faze, didina maksimaly iStekantj chloro
jony srautg bei ilgina jo aktyvacijos ir inaktyvacijos trukmes ties -90
mV. Visi apibtdinti poky¢iai priklausé nuo Asn koncentracijos, ¢ia, ir
tolimesniuose rezultatuose, tokia poveikiy visuma jvardinama kaip
poveikio pobudis.

Glutamato poveikis VP parametrams

Kaip ir Asn, buvo tirtas 0,1 mM (n=9) ir 1 mM (n=8) glutamato
poveikis. Tiriant 0,1 mM Glu naudotas APW kontrolinis tirpalas,
tiriant 1 mM Glu(Cl) — APW* (APW+1 mM HCI).

50 o 8] -
S 7]
' €
s 6
0" ‘_O_ 54 *
A = 4
E & 3--
> 504 |8 E
E, ':> APW 0,1 mMGlu APW' 1mMGlu
o J
= -100 - 4
Eﬁh
-150 -
—e— APW
2004 ——0.1mMGlu
—— 1 mM Glu

T ¥ T ¥ T ¥ T
0 10 20 30
Time, s

Pav. 3.6 Vidutinés VP repoliarizacijos kontroliniame tirpale (APW) ir
veikiant 0,1 ir 1 mM Glu. Linijos zymi vidutines repoliarizacijos kreives,
permatomi plotai — SE, punktyrai — vertintas 100 mV repoliarizacijos
trukmes, vaizduojamas virSutiniame grafike. Zvaigzdutés Zymi
reik§mingus skirtumus nuo ver¢iy kontroliniuose tirpaluose (APW/APW?),
n=8-9 kiekvienai koncentracijai.
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Nustatyta, kad Glu ir Asn poveikio pobtidZiai tapatiis, 0 poveikio
priklausomybé nuo koncentracijos yra palyginama (placiau 3.3
skyriuje). Kaip ir Asn, abi Glu koncentracijos nesukélé spontaniniy
veikimo potencialy, abi koncentracijos nepakeité membranos varzos,
tac¢iau 1 mM Glu per 30 min. statistiskai reik§Smingai depoliarizavo
membranos RP vidutiniskai 26+4 mV nuo -219+5 mV iki -193+9 mV
(12£2%, n=9). Sukélus VP, kaip ir Asn atveju buvo stebéti nepakite
VP smailiy potencialai, iSaugusi amplitudé dél Ew hiperpoliarizacijos
ir ilgesné repoliarizacijos trukmé. VP amplitudé veikiant 0,1 mM Glu
iSaugo 14+2 mV, (11+£1%, n=9), veikiant 1 mM Glu 21+4 mV,
(16+3%, n=9) — reik§mingai daugiau nei 0,1 mM Glu. Vidutinis En
veikiant 0,1 mM Glu — -101£2 mV, veikiant I mM Glu —-114+6 mV.
VP repoliarizacijos trukmé pailgéjo nuo 3,4 s APW iki 4,2+0,3 s (A
0,8+0,2 s, 25+6% n=9) veikiant 0,1 mM Glu. 1 mM Glu

1 mM Glu

-75

—— APW
——0,1mM Glu
—— 1 mM Glu

1, pAlem’

-100 -

Pav. 3.6 Chloro jony srauto priklausomybé nuo fiksuoto membranos
potencialo kontroliniuose tirpaluose (APW/APW”) ir veikiant 0,1 ir I mM
Glu. MP buvo fiksuotas ties -180 mV ir 10 s depoliarizuojamas 10 - 20 mV
zingsniais. Imax vertés vaizduojamos histogramoje, zvaigzdutés zymi
reik§mingus skirtumus, n=8-9 kiekvienai koncentracijai.
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repoliarizacijos trukme prailgino nuo 4,7 s (APW’) iki 6,9+0,4 s (A
2,1£0,4 s, 45+8% n=8) (Pav. 3.6). Fiksuotos jtampos metodu
nustatyta, kad Glu reik§mingai didina Imax, 0 jy suzadinimy potencialai
kaip ir Asn atveju slenkasi j neigiamg puse (APW ~-90 mV, 0,1 mM
Glu ~-100 mV, 1 mM Glu ~-100 mV). 0,1 mM Glu Imax padidino nuo
-45+3 pA/em? iki -56+3 pA/em? (A 11£2 pA/em?, 25+5%), tuo tarpu
1 mM Glu — nuo -50+3 pA/cm? (APW”) iki -73+6 pA/cm? (A 23+4
nA/cm?, 45+7%) — reik$mingai daugiau nei 0,1 mM Glu sukelto
pokycio atveju (Pav. 3.7). Kaip ir Asn, abi Glu koncentracijos pailgino
istekencio chloro jony srauto trukme, o ilgiausios tat trukmés irgi
stebétos tiek -90 mV membranos potencialu.

3.0 —— 1 mM Glu
1 —<—0,1 mM Glu
2,7 —e—APW

2,44 *

® 2,14
g
Hﬂ)
1,84
1,54

1,24
L L B B B B B S B B |
-120-100-80 -60 -40 -20 0 20 40 60

MP, mV

Pav. 3.7 Vidutinés CI~ srauto
aktyvacijos trukmés (tat) ties
fiksuotomis MP vertémis
kontroliniame tirpale (APW) ir
veikiant glutamatu (Glu). tinact.
vertés ties -90 mV isskirtos pilku
fonu. n=8-9 kiekvienai
koncentracijai, zvaigzdutés Zymi
reik§mingus skirtumus.

6 —4— 1 mM Glu
|1 —<—0,1 mM Glu
—e— APW

-120-100-80 60 -40 20 0 20 40 60
MP, mV

Pav. 3.8 Vidutinés CI~ srauto
inaktyvacijos trukmés (tinact) ties
fiksuotomis MP vertémis
kontroliniame tirpale (APW) ir
veikiant glutamatu (Glu). tinact.
vertés ties -90 mV isskirtos pilku
fonu. n=8-9 kiekvienai
koncentracijai, zvaigzdutés Zymi
reik§mingus skirtumus.

Kontroliniame tirpale (APW) ta. trukmé buvo 1,4+0,1 s, veikiant
0,1 mM Glu -1,8+0,1 s (A 0,4+0,1 s, 27+3%). Veikiant 1 mM GIU tac.
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trukmé pailgéjo nuo 1,5+0,1 s (APW’) iki 2,1+0,1 s (A 0,7+0,1 s,
51+13%) — reikSmingai daugiau nei veikiant 0,1 mM Glu (Pav. 3.7).
tinact. Kaip ir Asn atveju pailgéjo visame jtampy ruoze. Ties -90 mV.
Kontroliniame tirpale (APW) tinact truko 2,2+0,1 s, veikiant 0,1 mM
Glu si verté pailgéjo iki 2,8+0,1 s (A 0,6+0,1 s, 30+£5%), tuo tarpu 1
MM Glu §j parametra prailgino nuo 2,14+0,1 s (APW’) iki 3,14+0,2 s (A
1,1£0,2 s, 56+10%) (Pav. 3.8) — reik§mingai daugiau nei 0,1 mM Glu.

Apibendrinant galima teigti, kad Nitellopsis lasteles veikiant Glu
ir Asn tirpalais, stebimas tapatus poveikio pobidis, kurio iSreikStumas
priklauso nuo AR koncentracijos.

Sintetinio iIGIuRs agonisto NMDA poveikis VP parametrams

Isitikinus, kad tiek 0,1 mM Asn, tiek 0,1 mM Glu reikSmingai veikia
elektrinio suzadinimo parametrus, tokia pacia tyrimy eiga tirtas 0,1
mM sintetinio iGIUR agonisto NMDA poveikis (n=8). Gauti
duomenys palyginti su nustatytais 0,1 mM Glu sukeltais parametry
pokyc¢iais. Taip pat iStirtas 0,01 mM (n=9) ir 1 mM NMDA (n=3)
poveikis.

0,1 mM NMDA neveiké VP smailés potencialo, hiperpoliarizavo
VP E nuo -89+3 mV iki -109+3 mV (A20+£3 mV, 23+4%, n=8) (Pav.
3.10 virsutinis grafikas). Sis pokytis reik§mingai didesnis nei sukeltas
0,1 mM Glu (A12+2 mV, 13+£2%). VP repoliarizacin¢ faz¢ veikiant
0,1 mM NMDA pailgéjo nuo 4,2+0,4 s iki 7,3£0,8 s (A3,0£1 s,
72+13%, n=8) - taip pat reikSmingai daugiau nei repoliarizacijos
trukmé veikiant 0,1 mM Glu (4,2+0,3 s, A0,8+0,2 s, 25+6%, n=9)
(Pav. 3.10 apatinis grafikas). Gauti rezultatai indikuoja, kad 0,1 mM
NMDA sukelia reikSmingai didesnj poveikj VP suzadinimo slenks¢iui
ir repoliarizacijos trukmei nei tos pacios koncentracijos Glu.

Lyginant tirty NMDA koncentracijy poveikius tarpusavyje,
nustatyta, kad 0,01 mM NMDA reikSmingai hiperpoliarizavo VP E
—Nuo -944+4 mV iki -105£4 mV (A10£2 mV, 10+2%, n=9). Veikiant
1 mM NMDA Ew verté pakito nuo -89+1 mV iki -113£6 mV (A24+7
mV, 27+7%, n=3). 0,01 mM ir 0,1 mM NMDA sukelti Ex pokyciai
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reikSmingai skyrési vienas nuo kito, tuo tarpu 1 mM sukelta Ew
hiperpoliarizacija nebuvo reiksmingai didesné nei sukelta 0,1 mM
NMDA (A20+£3 mV). Kaip Glu ir Asn atveju, VP smailés verté
nepasikeité veikiant visomis NMDA koncentracijomis, taigi VP
amplitudés augimas buvo salygotas slenkstinio potencialo pokyciy.

-80 ®
1 ol¢ * *
0 E -100 3
50 | 1Lz :
T |e : 38 8
4 = = s §
2 E
€ = =
= -100 — s E
= 1 Etn &
-150
-200 —
i * |% -=- 0,1 mM NMDA
x < 0,1 mM Glu
o APW

I T
0 10 20 30

Laikas, s

Pav 3.9 Vidutinés VP repoliarizacijos kontroliniame tirpale (APW) ir
veikiant 0,1 mM Glu ir 0,1 mM NMDA tirpalais. Linijos atspindi
vidutines repoliarizacijos kreives, permatomi plotai — SE. Punktyrai zymi
vertintas 100 mV repoliarizacijos trukmes vaizduojamas apatinéje
histogramoje. Atitinkamos  vidutinés  En  vertés  vaizduojamos
virSutiniame grafike. Zvaigzdutés Zzymi statistiSkai reikSmingus
skirtumus, n=8-9 kiekvienai medZiagai.

VP repoliarizacijos trukmé veikiant 0,01 mM NMDA pailgéjo
0,8+0,3 s (26+9%), veikiant 0,1 mM — 3,0+0,7 s (72+13%), o veikiant
1 mM NMDA - 3,240,7 s (83£20%). 1 mM NMDA sukeltas pokytis
reik§mingai nesiskyré nuo 0,1 mM NMDA sukelto poky¢io.

Fiksuotos jtampos metodu nustatyta, kad kaip ir VP suZadinimo
slenkstis, Imax Slenksinis potencialas veikiant 0,1 mM NMDA
pasislinko j neigiama jtampy pusg, Imax Kontroliniame tirpale stebétas
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Fig 3.10 Istekancio chloro jony
srauto amplitudziy (c) Dbei
laikiniy charakteristiky, tat. () ir
tiac. (D) priklausomybés nuo
membranos potencialo (VC).
Statistinei  analizei  naudotos
laikinés charakteristikos (ties —
90 mV) Zzymimos pilku fonu.
Zvaigzdutés zymi reik§mingus
skirtumus tarp NMDA ir Glu
sukelty poky¢iy, n=8-9
kiekvienai medziagai.

ties -90 mV, veikiant 0,1 mM Glu
ties -100 mV, o veikiant 0,1 mM
NMDA — ties -110 mV. lmax
iSaugimas veikiant 0,1 mM NMDA
(nuo -45+3 pA/em?® iki -70+6
nA/cm?, A25+5 pA/em?, 64+17%,
n=8) buvo reik§mingai didesnis nei
veikiant 0,1 mM Glu (Al1142
nA/em?, 25+5%) (Pav. 3.10 c).
Taip pat, priesingai nei naudotos
Glu koncentracijos, 0,1 mM
NMDA reik$§mingai padidino l.g
verte: nuo -44+6 pA/cm?, iki -62+7

nA/cm? (A17+£5 nA/cm?,
40+13%).

0,01 mM NMDA, kaip ir VP
amplitudés atveju, reikSmingai

padidino Imax vertg: nuo -44+5
nA/cm? iKi -55+8 pA/ecm? (A11+£5
22+13%, n=9), bet
reik§mingai neveiké l.go: vidutiné
registruota l.go verté APW tirpale
buvo -41+5 pA/cm? veikiant 0,01
mM NMDA - -47+6 pA/cm?
(p=0,2).

I mM NMDA reikSmingai
padidino Imax verte nuo -45+3
nA/cm? iki -73+8 pA/cm? (A28+5
uA/cm?, 64+11%, n=3), bei l.g:
nuo -44+3 pA/ecm?® iki -66+4
pA/cm? (A21£2 pA/cm?, 48+6%).
1 mM NMDA poveikis tiek Inax,
tiek 1o nebuvo reikSmingai

nA/cm?,

didesnis nei 0,1 mM NMDA (Pav. 3.11).
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Pav 3.11 Chloro jony srauto priklausomybé nuo fiksuoto membranos

potencialo kontroliniame tirpale (APW) ir veikiant 0,01-1 mM NMDA.

MP buvo fiksuotas ties -180 mV ir 10 s depoliarizuojamas 10 — 20 mV

zingsniais. Imax vertés vaizduojamos histogramoje, zvaigzdutés zZymi

reik§mingus skirtumus, n=3-9 kiekvienai kocentracijai.

Tokia pati tendencija stebéta ir analizuojant NMDA koncentracijy
poveikj laikinémis iStekancio chloro jony srauto charakteristikoms.
0,1 mM NMDA sukelti tact. i tinact. trukmiy (ties -90 mV) poky¢iai buvo
reikSmingai didesni nei sukelti tos pacios koncentracijos Glu (Pav.
3.10 a, b).

0,1 mM NMDA ty verte padidino nuo 1,4+0,1 s iki 2,24+0,2 s
(A0,8+0,1s, 53+9%) — reikSmingai daugiau nei 0,1 mM Glu (A 0,4+0,1
s, 27+3%). Veikiant NMDA pastebima iSrySkéjusi AR poveikiui
blidinga ta:. priklausomybés nuo MP forma - ilgiausias ta. stebimas
ties -90 mV, 0 tiae priklausomybé nuo MP taip pat islaiko
charakteringg forma.

0,1 mM NMDA ftinaet verte pailgino nuo 2,1+0,2 s iki 3,3+0,3s
(A1,2+0,2 s, 58+12%) — reikSmingai daugiau nei ta pati Glu
koncentracija (A 0,6+0,1 s, 30+5%) (Pav. 3.10 b).
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Kity NMDA koncentracijy poveikio laikinéms chloro jony srauto
charakteristikoms tendencija buvo tokia pati kaip ir VP parametry ar
Imax: 0,01 ir 0,1 mM NMDA poveikis tarpusavyje skyrési reik§mingai,
o 1 mM sukelti poky¢iai nebuvo reik§mingai didesni nei 0,1 mM (Pav.
3.12 ir Pav 3.13). ta verté veikiant 0,01 mM NMDA pakito nuo
1,4+0,1 s iki 1,640,1 s (A0,2+0,1 s, 13+4%, n=9); 0,1 mM NMDA —
iki 2,24+0,2 s (A0,8+0,1 s, 53+9%, n=7) ir veikiant 1 mM — iki 2,5+0,3
s (A1£0,1 s, 7411%, n=3). Inaktyvacijos trukmé tinact. Veikiant 0,01
mM NMDA pailgéjo nuo 2,2+0,2 s iki 2,5+0,1 s (A0,3£0,1 s, 16+6%);
0,1 mM NMDA - iki 3,3+0,3 s (A1,2+0,2 s, 58+12%), ir veikiant 1
mM NMDA — iki 4+0,4 s (A 1,640,3 s, 66£10%).

3.0 —o— 1 mM NMDA
] —=— 0,1 mM NMDA

2,7 —o— 0,01 mM NMDA
J —e— APW

2,44

2,14

1,8

1,54

1,24

6 —0— 1 mM NMDA
—a&— 0,1 mM NMDA
—0— 0,01 mM NMDA
5 —e— APW

-120100-80 60 -40 20 0 20 40 60
MP, mV

Pav. 3.12 Vidutinés CI~ srauto
aktyvacijos trukmés (tat) ties
fiksuotomis MP vertémis
kontroliniame tirpale (APW) ir
veikiant 0,01-1 mM NMDA. tq
vertés ties -90 mV isskirtos pilku
fonu, zvaigzdutés Zymi
reikSmingus  skirtumus. n=3-9
kiekvienai koncentracijai.

-120100-80 -60 40 20 0 20 40 60
MP, mV

Pav. 3.13 Vidutinés CI~ srauto
inaktyvacijos trukmés (tinact) ties
fiksuotomis ~ MP  vertémis
kontroliniame tirpale (APW) ir
veikiant 0,01-1 mM NMDA.
tinact. Vertes ties -90 mV isskirtos
pilku fonu, Zvaigzdutés Zymi
reikSmingus skirtumus. n=3-9
kiekvienai koncentracijai.

Apibendrinant, visos tirtos NMDA koncentracijos (0,01-1 mM)
sukeélé reik§mingus Glu ir Asn poveikiui budingus elektrofiziologiniy
parametry pokyéius — pasizyméjo AR-ims budingu poveikio
pobuidziu. Kaip ir natiiraliy AR atveju, nei viena i§ naudoty NMDA
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koncentracijy nesukélé spontaniniy VP, reikSmingos MP
depoliarizacijos ar membranos varzos pokyciy. 0,01 mM NMDA
koncentracijos poveikis reik§mingai skyrési nuo 0,1 mM NMDA, tuo
tarpu 1 mM NMDA poveikis reik§mingai nesiskyré nuo 0,1 mM, todél
didesnés nei 0,1 mM NMDA koncentracijos laikomos jsotinan¢iomis.
Tirty elektriniy signaly moduliacijos, sukeltos visomis tirtomis
medziagomis ir koncentracijomis, palygintos tolimesniame skyrelyje.

Galimy GLR agonisty poveikio palyginimas

Vidutiniy elektrinio suzadinimo parametry poky¢iy (A lyginant su
vertémis kontroliniame tirpale) priklausomybés nuo tirtos medziagos
koncentracijos buvo aproksimuotos Michaelis-Menten kinetika. Visi
Zemiau pristatyti atskiros medziagos sukelti pokyciai yra reikSmingi,
zvaigzdutémis iliustracijose zymimi reik§mingi skirtumai tarp
medziagy.

Kaip minéta, galimi GLR agonistai menturdumbliuose moduliuoja

] VP amplitude, veikdami Ew. En

] l poky¢iai, sukelti tirty Asn, Glu ir
- ‘10‘_ i ? NMDA koncentracijy,
E -15- S w vaizduojami  Pav. 3.14, o
uj 20 ,} atitinkami VP amplitudziy

] poky¢iai — Pav. 3.15.
254 .m- NMDA Ly o
{ & Gl Apskaic¢iuotos VP amplitudziy
_30__ A Asn poky¢iy  priklausomybés nuo
001mM 01mM 1mM  koncentracijos Ky vertés veikiant

Pav. 3.14 Vidutines VP Ew  Glu ir Asn buvo ~0,1 mM, o
hiperpoliarizacijos sukeltos

veikiant 0,1-1 mM Glu, Asn ir

0,01-1 mM NMDA. Zvaigzdutés

zymi reikSmingus skirtumus tarp

NMDA ir kiekvienos AA sukelty

poky¢iy. n=3-9.
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Pav. 3.15 Vidutinai VP
amplitudés pokyciai veikiant
0,1-1mM Glu, Asnir 0,01 -1
mM NMDA. Zvaigzdutés zymi
reikSmingus  skirtumus tarp
NMDA ir kiekvienos AA
sukelty poky¢iy. n=3-9.

4]~ NMDA
-4 Glu
A Asn

A Repolarization, s
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0-
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Pav. 3.16 Vidutinés VP
repoliarizacinés fazés trukmeés
(A100 mV) poky¢iai veikiant
0,1-1 mM Glu, Asn ir 0,01-1
mM NMDA. Zvaigzdutés zymi
reik§mingus  skirtumus tarp
NMDA ir kiekvienos AA

sukeltu nokvéiu. n=3-9.

veikiant NMDA, eile mazesnés — ~0,02 mM. 0,1 mM NMDA sukeltas
VP amplitudés pokytis buvo reik§mingai didesnis tiek uz Asn, tiek uz
Glu sukelta poveikj. Amplitudziy pasikeitimai tarp Asn ir Glu
sulyginami, ir reik§mingai nesiskyré tarpusavyje. 1 mM Glu, Asn ir

54 1

NE -10+ { f

O -15- £

< oF N

= 204

—E .25 *

< —
30 A&~ Asn T
-35- - m- NMDA

001mM 01mM 1mM

Pav 3.17 Vidutinai Imax poky¢iai
veikiant 0,1-1 mM Glu, Asn ir
0,01-1 mM NMDA. Zvaigzdu-
tés zymi reikSmingus skirtumus
tarp NMDA ir kiekvienos AA
sukelty pokyciy. n=3-9.

NMDA  poveikiai taip pat
reikSmingai  neissiskyre,  kaip
minéta 1 mM NMDA nesukélé
reikSmingai didesnio pokycio nei
0,1 mM NMDA. Tokie poveikio
skirtumai tarp Glu, Asn ir NMDA
nustatyti ~ ir  lyginant VP
repoliarizacijos trukmes.
Apskaiciuotas Glu ir Asn Ky Siam
parametrui — ~0,2 mM, tuo tarpu
NMDA - ~0,03 mM. Taip pat
stebétas ir jsotinantis 1 mM
NMDA poveikis (Pav. 3. 16).
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Pav. 3.18 Istekan¢io chloro
jony srauto laikiniy
charakteristiky ties -90 MV, tac.
(@) tinaet. (b) trukmiy pokydiai
veikiant 0,1-1 mM Glu, Asn ir
0,01-1 mM NMDA. Zvaigzdu-
tés Zymi reikSmingus skirtumus
tarp NMDA ir kiekvienos AA
sukelty poky¢iy. n=3-9.

Lentelé 3.2 Vertinty elekto-
fiziologiniy parametry pri-

klausomybiy nuo  koncen-
tracijos Km vertés, taikant
Michaelis-Menten kinetika.
Km, mM
Parametras Asn | Glu TNMDA
Eth 0,16 | 0,095 | 0,016
AP ampl. | 0,107 | 0,07 | 0,018
Rep. 0,209 | 0,22 | 0,025
Imax 0,221 | 0,135 | 0,016
tact. 0,119 | 0,092 | 0,048
tinact. 0,182 | 0,086 | 0,042

Maksimalaus iStekanc¢io chloro

jony srauto priklausomybés nuo
tirty medziagy koncentracijos
vaizduojamos Pav. 3. 17. Veikiant
Glu  apskaiCiuotas Km  Imax
parametrui — ~0,14 mM, Ash —~0,2
mM, o NMDA -~0,02 mM.
tact. I tinact trukmiy ties -90 mV MP
poky¢iai vaizduojami Pav. 3.18.
Apskaiciuotas srauto aktyvacijos
pokyciy Kwm vertés veikiant Glu -
~0,09 mM, Asn — ~0,11 mM, ir
veikiant NMDA - ~0,05 mM.
Srauto inaktyvacijos poky¢iy Km
vertés veikiant Glu — ~0,09 mM,
Asn — ~0,18 mM, ir veikiant
NMDA - ~0,04 mM.
Elektrinio suzadinimo parametry
moduliacijos, nustatytos fiksuotos
jtampos metodu, pasizymi panasia
priklausomybe nuo tirty medziagy
koncentracijos  kaip ir VP
parametrai: 0,01 mM NMDA
poveikis sulyginamas su eile
didesnés Asn ir Glu koncentracijos
poveikiu, o 0,1 mM NMDA
poveikis visy tirty chloro jony
srauto  parametry  pokyciams
reik§mingai didesnis nei Asn ir Glu.
1 mM NMDA, kap ir VP
parametry pokyciuose, nesukelia
reikSmingai  didesnio  poveikio
chloro jony srauto parametrams nei
0,1 mM NMDA.
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Visy elektrofiziologiniy parametry pokyc¢iy priklausomybiy nuo tirty
medZziagy koncentracijos Ky apibendrintos Lenteléje 3.2.

Apibendrinant pateiktus rezultatus nustatyta, kad visy tirty galimy
GLR agonisty poveikis pasizymi tapaCiu poveikio pobudziu bei
priklausomybe nuo koncentracijos. Asn ir Glu poveikio stipriai yra
sulyginami, o NMDA  sukelia  reikSmingai  didesnius
elektrofiziologiniy parametry pokycius nei natiiralios AR.

NMDA ir Glu poveikio inhibicija iGIUR antagonistais

Nustacius, kad NMDA veikia menturdumbliy elektriniy signaly
parametrus, buvo tiriama, ar NMDA sukeltas poveikis yra
inhibuojamas tieck NMDA, tiek ne NMDA tipo iGIuR antagonisty —
AP-5 ir DNQX. Elektrofiziologiniai parametrai Igsteléje vertinti
kontroliniame tirpale, veikiant pasirinktu antagonisto (0,1 mM)
tirpalu, ir paskui veikiant agonisto ir antagonisto misiniu (po 0,1 mM).
Vidutinés parametry vertés lasteliy imtyje (n=8) palygintos
tarpusavyje.
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Pav 3.19 Vidutinés VP amplitudés (a) ir VP repolarizacijos trukmés
(b) kontroliniame tirpale (APW), veikiant 0,1 mM AP-5 arba 0,1 mM
DNQX, tuomet Igsteles veikiant 0,1 mM NMDA kartu su antagonistu,
AP-5 arba DNQX (n=8 abiems antagonistams). Reik§mingy skirtumy
tarp parametry nenustatyta.

Nustatyta, kad nei 0,1 mM AP-5, nei 0,1 mM DNQX patys
neveikia vertinty parametry, bet inhibuoja NMDA poveikj.
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Pav Vidutinés
maksimalaus iStekanc¢io chloro
jony srauto Imax vertés (C),
aktyvacijos ta. () inactivacijos
tinact. (B) trukmeés ties -90 mV
MP  kontroliniame tirpale
(APW), veikiant 0,1 mM AP-5
arba DNQX, ir tuomet lgsteles
veikiant 0,1 mM NMDA Kkartu

su antagonistu, AP-5 arba
DNQX (n=8  kiekvienam
antagonistui). ReikSmingy
skirtumy  tarp  parametry
nenustatyta.

a

Eksperimenty, naudojant tiek AP-5,
tieck DNQX, eigoje reikSmingai
nekito nei VP amplitude, nei
repoliarizacijos trukmé (Pav. 3.19).
Tiriant AP-5 poveiki, vidutinis E
kontroliniame tirpale buvo -107+5
mV, VP amplitudé¢ — 135£5 mV, o
repoliarizacija truko 4,2+0,2 s.
Veikiant AP-5 vidutiné Eu verté
buvo -111£6 mV (p=0,4 lyginant su
vertémis APW), AP amplitudés — -
13946 mV (p=0,3), o repoliarizacija
truko 4,5+0,3 s (p=0,2). Sias lasteles
veikiant NMDA kartu su AP-5,
nepakito VP Ew (-111+£5 mV, p=0,9
lyginant su Eg vertémis veikiant
AP-5), amplitud¢e  (142+4mV,
p=0,6) ir repoliarizacijos trukmé
(4,7+0,3, p=0,6).

Tiriant DNQX poveikj, vidutinis
VP Ew kontroliniame tirpale buvo -
109£3 mV, AP amplitudé — 146+3
mV, o repoliarizacija truko 4,5+ 0,5
s. Veikiant DNQX vidutiné Ey, verté
buvo -105+4 (p=0,3 lyginant su
vertémis APW), VP amplitudée —
144+8 mV (p=0,5), o repoliarizacija
tuko 4,8+0,6 s (p=0,4). Sias Iasteles
veikiant NMDA Kkartu su DNQX,

taip pat nepakito VP Ew (-102+3 mV, p=0,6 lyginant su E vertémis
veikiant DNQX), VP amplitudé (146+£8 mV, p=0,6) ir repoliarizacijos

trukmé (4,9+0,6, p=0,6).

Parametrai, matuoti fiksuotos jtampos metodu, taip pat nekito Siy
eksperimenty eigoje (Pav 3.20). Vidutiné Imax verté kontroliniame
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tirpale buvo -48+4 pA/cm?, veikiant AP-5 — -48+2 pA/cm? (p=0,8), 0
veikiant NMDA Kartu su AP-5 — -52+4 pA/cm? (p=0,3). MP ties,
kuriuo buvo stebétas Imax, Siuose tyrimuose taip pat nekito (~-100 mV).
Tiriant DNQX inhibuojantj poveikj, vidutiné Imax verté
kontroliniame tirpale buvo -52+3 pA/cm?, veikiant DNQX — -55+7
nA/cm? (p=0,7), o veikiant NMDA Kartu su DNQX — -51+4 pA/cm?
(p=0,2). MP, ties kuriuos buvo stebétas Imax, taip pat nekito (-100 mV).
Siuose eksperimentuose istekan¢io chloro jony srauto laikinés
charakteristikos taip pat nekito. Chloro jony srauto aktyvavimo

Z 160, a  trukmé tar ties -90 mV MP
g 10 kontroliniame tirpale buvo 1,4+0,1
g 0] s, veikiant AP-5 — 1,5+0,1 s
g 100 (p=0,8), ir veikiant NMDA Kartu su
AP-5 - 1,5+0,1 s (p=0,9) (Pav 3.20
= g a). Tiriant DNQX poveikj, tac
§ 4] kontroliniame tirpale buvo 1,5+0,1
2 2 s, veikiant DNQX — 1,5+0,1 s
& (p=0,8), ir veikiant NMDA Kartu su
5 d : g DNQX — 1,5+0,1 s (p=0,5) (Pav.

é % 3.20 b).
2 Apibendrinus rezultatus
Pav. 321 Vidutines Vvp Nustatyta, kad NMDA poveikis
amplitudziy (a) ir visiems tirtiems elektrofiziolo-

repoliarizacijos  (b) trukmiy  ginjams parametrams yra inhibuo-

er;:/) konlt;‘s)g:fefme orpale - jamas tiek NMDA, tiek ne NMDA

NMDA ir AP-5 misiniu, bei Glu  tip0 iGIuRs antagonisty.
ir AP-5 miginiu (n=9, n=5 Papildomi eksperimentai buvo
atitinkamai). Reiksmingy  atlikti po kontroliniy matavimy
ilélnrltllgz?vm tarp - parametry lasteles veikiant NMDA ir AP-5 (po
0,1 mM, n=9) misiniu (co-
treatment). Taip pat lasteles veikiant Glu ir AP-5 misiniu (n=5), buvo
jvertinta AP-5 inhibicija Glu sukeltoms elektrofiziologiniy parametry
moduliacijoms.
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Pav. 22 Vidutinés maksimalios
chloro jony srauto vertés (c),
srauto actyvacijos t. (a) ir
inaktyvacijos tinact (b) trukmés
tiek -90 mV MP kontroliniame
tirpale (APW), lasteles veikiant
NMDA ir AP-5 misiniu, bei Glu
ir AP-5 misiniu (n=9, n=5
atitinkamai). Reiksmingy
skirtumy tarp parametry nenus-
tatyta.

Tiriant AP-5 ir NMDA poveikj
kartu, vidutiné VP amplitudé
kontroliniame tirpale buvo 143+5
mV, o repoliarizacija truko 4,5+0,3
s, veikiant AP-5 ir NMDA miSiniu,
AP amplitudé buvo 149+4 mV
(p=0,3 lyginant su verte APW), o
repoliarizacijos trukmé — 4,8+0,3 s.
(p=0,2). Vidutinis Imax
kontroliniame tirpale buvo -49+4
nA/cm?, veikiant AP-5 ir NMDA
misiniu — -50+5 pA/cm? (p=0,9).
Abiem atvejais Imax stebétas ties ~-
100 mV. Chloro jony srauto ta
kontroliniame tirpale ties -90 mV
truko 1,5+0,1 s, 0 tinact — 2,3%0,1 s.
Veikiant AP-5 ir NMDA  tu:
trukmé buvo 1,5+0,1 s (p=0,4), o
2,4£0,1 s (p=0.4).
skirtumy tarp
parametry nestebéta, taigi,
Nitellopsis obtusa lastelése AP-5
inhibuoja NMDA poveikj net
veikiant agonistu ir antagonistu
kartu.
Galimas  AP-5  inhibicinis
poveikis Glu buvo jvertintas

tinact.

ReikSmingy

lasteles veikiant agonistu ir antagonistu kartu (0,1 mM Glu ir 0,1 mM
AP-5, n=5). Kontroliniame tirpale vidutiné VP amplitudé buvo 13145
mV, repoliarizacija truko 3,6+0,5 s, veikiant Glu ir AP-5 AP
amplitudé reikSmingai neisaugo (129+7 mV, p=0,6), VP
repoliarizacijos trukmé taip pat reikSmingai nepakito (3,9+0,3 s,
p=0,3) (Pav. 3.21).
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Siuose eksperimentuose fiksuotos jtampos metodu registruoti
parametrai iliustruojami Pav. 3.22. Imax kontroliniame tirpale buvo -
49+5 uA/cm? (ties ~-100 mV), veikiant Glu ir AP-5 — - 52+5 pA/cm?
(p=0,4), Imax taip stebétas ties ~-100 mV. Chloro jony srauto laikinés
charakteristikos ties -90 mV taip pat nepakito: kontroliniame tirpale
tact. truko 1,4+0,1 s, O tinact. — 2,4+0,1 s. Veikiant medZziagy miSiniu tac,
vidutini§kai truko 1,5+0,1 s, (p=0,6), 0 tinae. 2,5£0,2 (p=0,7).
Reiksmingy skirtumy nebiita nei tarp fiksuotos sroves, nei fiksuotos
jtampos metodais registruoty elektrofiziologiniy parametry —
nustatyta, kad lasteles veikiant Glu kartu su AP-5 yra inhibuojamas
Glu poveikis elektriniy signaly parametrams.

Apibendrinant rezultatus daroma i$vada, kad Nitellopsis obtusa
lastele veikiant sintetiniu NMDA tipo iGIuRs antagonistu AP-5 yra
inhibuojamas tiek Glu, tieck NMDA budingas poveikis elektriniy
signaly parametrams.

Galimy GLR agonisty poveikio grjztamumas

Norint jvertinti, ar galimy GLR agonisty Asn, Glu ir NMDA poveikis
elektriniams signalams yra grjztamas, elektrofiziologiniai parametrai
registruoti lasteles pakartotinai veikiant kontrolinu tirpalu (APW?2) po
veikimo agonistu. Pastebéta, kad parametrai pakartotinai veikiant
kontrolinu tirpalu grjzta j vertes, registruotas pirmoje matavimy
serijoje (APW). Pav. 3.23 ir Pav. 3.24 pristatomi parametrai
uzregistruoti po 1 val. pakartotinio veikimo kontrolinu tirpalu
(APW?2), kai lastelés jprasta registravimo seka buvo veiktos 0,1 mM
Glu, Asn ir NMDA. Parametry vertés palygintos tarp APW ir APW2
(n=5 kiekvienam agonistui).

Vidutiné VP amplitudé ir repoliarizacijos trukmé prie§ veikiant
0,1 mM Asn buvo 128+3 mV ir 3,1+0,2 s, po pakartotinio veikimo
kontrolinu tirpalu (APW2) — 133+6 mV (p=0,3 lyginant su APW) ir
3,4+¢0,4 s (p=0,4). Tiriant 0,1 mM Glu poveikio grjztamuma, VP
amplitudé ir rep. trukmé kontroliniame tirpale buvo 120+4 mV ir
3,3+0,2 s, veikiant APW2 — 12544 mV (p=0,2) ir 3,4+0,3 s (p=0,83).
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Pav. 3.23 Vidutinés VP

amplitudés ir repoliarizacijos
trukmés kontroliniame tirpale
prie§ (APW) ir po veikimo
0,1 mM galimais GLR
agonistais (APW2). APW?2
lastelés  veiktos  valanda
(kiekvienai medziagai n=5).

Tiriant 0,1 mM NMDA grjZtamuma,
VP amplitudé ir rep. trukmé buvo
108+5 mV ir 4+0,2 s, pakartotinai
veikiant kontrolinu tirpalu — 112+7
mV (p=0,6) ir 4,3+0,1 (p=0,4) (Pav.
3.23), taigi VP parametrai grjzta |
kontrolinéms salygoms biidingas
vertes net po intensyvaus NMDA
poveikio (veikiant 0,1 mM NMDA
VP amplitudé padidéja iki 132+5
mV, o rep. trukmé iki 7,3+0,8 s).
Istekancio chloro jony srauto
charakteristikos taip pat sugrizta |
kontrolinéms salygoms budingas
vertes. Imax pries veikiant 0,1 mM
Asn stebétas ties ~-100 mV MP,
vidutiné verté — -53+4 pA/em? . tac

ReikSmingy skirtumy tarp

ties -90 mV MP truko 1,5+0,1 s, 0
parametry nenustatyta.

tinact. 2,2+0,2. Po pakartotinio

veikimo kontrolinu tirpalu nustatyta
Imax verté — -48+2 pA/cm? (stebéta irgi ties ~-100 mV MP) (p=0,2), tact
—1,320,1 s (p=0,4), tinact. — 2,2£0,1 s (p=0,9).

Prie§ veikiant 0,1 mM Glu In.x stebétas ties ~-90 mV MP,
vidutiniskai -47+4 pA/cm? vertés, taet truko 1,420,1 s, tinact. —2,1£0,2
s. Po pakartotinio veikimo kontrolinu tirpalu Imax taip pat stebétas ties
-90 mV MP, vidutiniskai -49+5 pA/cm?vertés (p=0,6), ties -90mV ta
truko 1,4+0,1 s (p=0,9), tinact. — 2,2£0,1 s (p=0,7).
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Pav. 3.24 Vidutinés

maksimalios iStekancio chloro
jony srauto vertés (c), ir
laikinés charakteristikos ties -
90 mV MP: aktyvavimo
trukmé ta: (a), inaktyvavimo
trukmé tinaet. (b) kontroliniame
tirpale pries (APW) ir po
veikimo 0,1 mM galimais GLR
agonistais (APW2). APW2
lasteles  veiktos  valanda
(kiekvienai medziagai n=5).
ReikSmingy  skirtumy tarp
parametry nenustatyta.

Tiriant 0,1 mM NMDA poveikio
griztamuma, Imax verteé
kontroliniame tirpale buvo -44+3
pA/cm? (ties ~-90 mV MP), ta
truko 1,4+0,1 s, tact — 2,2+0,1 s. Po
pakartotinio veikimo kontrolinu
tirpalu Imax stebétas taip pat ties ~-
90 mV MP, vidutiniS§kai -50+5
pA/cm? vertés (p=0,2), tat truko
1,5+0,1 s (p=0,8), O tinact. —2,2+0,1 s
(p=0,4) (Pav. 3.24).

Apibendrinus rezultatus galima
teigti, kad
parametry poky¢iai, sukelti Asn,
Glu ir NMDA, yra griztami.
Nitellopsis obtusa tarpubambliniy
lasteliy elektrofiziologiniai
parametrai po 2,5 val. veikimo
GLR agonistais ir grazinus lasteles
j kontrolinéms sglygas valandos
eigoje atsistato.

elektrofiziologiniy
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4. DISKUSIJA
Elektriniy signaly parametrai kontrolinése salygose

Augaly lasteliy suzadinimo metu, iStekanéio chloro jony srauto
laikinés charakteristikos ir jy priklausomybés nuo membranos
potencialo ar srauto amplitudés néra apraSytos literatiiroje, todél buvo
nustatytos tiek jy, tiek kity elektrofiziologiniy parametry tarpusavio
koreliacijos standartinése salygose (n=93). Svarbiausi pasteb¢jimai
yra $ie: Nitellopsis obtusa tarpubambliy lgsteliy VP amplitudé
koreliuoja su maksimalia iStekancio chloro jony srauto verte (Ima), O
laikiniai chloro jony srauto parametrai — aktyvacijos trukmé (tact), bei
inaktyvacijos trukmé (tinact) — nekoreliuoja su srauto amplitude
(vertinta ties -90 mV) (Pav. 3.1), todél tikétini atskiri Siy Srauto
parametry reguliavimo mechanizmai. Veikimo potencialy parametrai
(amplitud¢ ir reploliarizacijos trukmé) nekoreliuoja tarpusavyje, taip
pat nekoreliuoja su membranos RP verte lastelése, pasizyminciose
hiperpoliarizuotu MP (lemiama aktyvios protony pompos veiklos -
pump state). Sie pastebéjimai sutampa su rezultatais gautais tiriant VP
amplitudes ir chloro jony srautus veikiant AR ir NMDA: §iy medziagy
sukelty VP amplitudés ir maksimalaus chloro jony srauto pokyciy
priklausomybés nuo medziagos koncentracijos Kwm vertés yra
sulyginamos (Lentelé 3.2). Taip pat, Iasteles veikiant APW* (1 mM
didesné iSoriné chloro jony koncentracija nei APW), isaugo tiek VP
amplitudeé, tiek Imax verte.

VP parametry priklausomybé nuo [Cl]o

3.1 skyrelyje aprasyta, kaip padidéjusi iSoriné chloro jony
koncentracija [Cl ], veikia VP parametrus. Nustatyta, kad tarp tirty VP
parametry reik§mingai padidéja tik VP amplitudé ir Imax — bet ne
laikinés chloro srauto charakteristikos.

Ankstesniuose tyrimuose nustatyta, kad [Cl], reik§mingai neveikia
menturdumbliy VP smailés (koncentracijg padidinus eile), bet gali
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pailginti repoliarizacijos trukme (Findlay 1970). Toks poveikis
nebuvo stebétas Siame tyrime, taciau salyginai nedidelis (1 mM) [CI
Jo pokytis reik§mingai padidino Imax verte. Sis rezultatas
kontraintuityvus, nes chloro jony elektocheminis gradientas
nukreiptas j 1astelés iSore. Ankstesniuose augaly tyrimuose nustatyta,
kad padidinus [CI]o, dél H'/CI" simporto j lgstele gali iSaugti
citoplazminé chloro jony koncentracija ([Cl]eyt ), kaip aprasyta
baltosios garstyCios Sakniaplaukiuose (Felle 1994).
Menturdumbliuose 2H*/CI simporto veikla pastebima lgsteles laikant
mazai chloro turin¢ioje aplinkoje (Beilby ir Walker 1981). Stiriame
vandenyje augancio menturdumblio Lamprothamnium atsaky |
druskinguma matematiniu modeliavimu nustatyta, kad [ClTey
padidéjimas galéty padidinti iStekantj chloro jony srautg suzadinimo
metu (Beilby ir Shepherd 2001), taip pat lemti badingg padidéjusj
Lamprothamnium  jautrumg mechaniniams stimulams sirioje
aplinkoje (Shepherd et al. 2008). Vis délto Nitellopsis obtusa tyrimai
rodo, kad citoplazmos ir vakuolés [CI] nesikeicia veikiant NaCl (1
val. 100 mM) (Katsuhara ir Tazawa 1986). Siame darbe pristatyti
rezultatai taip pat neindikuoja pasikeitusios [Cl7]cy, (remiantis chloro
srauto reversiniu potencialu).

Nustatyta, kad augaluose ] iSor¢ rektifikuojanciy anijony kanaly
aktyvumas gali biiti inversiSkai valdomas iSorinés chloro
koncentracijos — kaip parodyta pach-clamp metodu tiriant GCACI
(jtampos valdomas anijony kanalas) aktyvuma baltaziedZio vairenio
zioteliy lgstelése — didéjant [C1]o (nuo O iki 300 mM), didéja ir anijony
srové per kanalg (Hedrich 1994). Taigi, neatmestinas ir panasus VP
metu aktyviy nuo kalcio priklausomy chloro jony kanaly
reguliavimas. Apibendrinant, maksimalios chloro jony srauto vertés
iSaugimo esant didesnei chloro jony koncentracijai aplinkoje
mechanizmas néra zinomas. Vandens telkiniuose chloro jony
koncentracija esti jvairi, Nitellopsis gali augti pusiau siiriuose
vandenyse, kuriuose NaCl koncentracija nevirsija 50 mM. Tuo tarpu
chloro koncentracija net mazai druskinguose ezeruose gali siekti ~15
mM (Winter et al. 1999). Taigi, nuo chloro jony koncentracijos

47



priklausomi prisitaikymo mechanizmai, tarp jy ir elektriniy signaly
parametry pokyciai, yra neatmestini, o elektrofiziologiniuose AR
poveikio tyrimuose biitina atsizvelgti ir | iSorinés chloro jony
koncentracijos pasikeitimus dél naudojamy amino raigséiy drusky.

VP parametry poky¢iai veikiant AR ir NMDA

Glu, Asn ir NMDA reik§mingai nedepoliarizavo Nitellopsis obtusa
membranos potencialo (iSskyrus 1 mM Glu), reikSmingai nekeite
membranos varzos ramybés biisenoje ir nesukélé spontaniniy VP
generavimo. AR sukelta MP depoliarizacija dél GLR yra gausiai
aprasyta baltaziedziame vairenyje (apzvelgta Weiland et al. 2016).
MP depoliarizacija veikiant AR taip pat galéty vykti dél AR ir protony
simporto (Ortiz-Lopez et al. 2000). Kita vertus, Nitellopsis
tarpubambliniy lgsteliy ramybés potencialas yra lemiamas ne tik
pasyvios difuzijos, bet ir aktyvaus protony transporto plazmalemoje:
dél aktyvios protony pompos membranos RP menturdumbliuose gali
siekti -255 mV (Tsutsui et al. 1987). Kadangi Siame darbe buvo tirtos
lastelés, kuriy RP buvo neigiamesnis nei -175 mV (pump-state),
depoliarizuojantis AR ir NMDA poveikis galé¢jo buti
kompensuojamas  protony  pompos  Vveiklos.  Reik$§mingas
depoliarizuojantis AR poveikis galimai isryskéty lastelése, kuriy
membranoje dominuoja laidumas kaliui ir pasizyminciose ne tokiu
neigiamu RP (potassium-state) — artimesniu VP suzadinimo slenksc¢io
potencialui Ex (Beilby, 2007). Neatmestina, kad AR poveikio pobidis
galéty skirtis tarp lasteliy, esaniy skirtingose biisenose. Siame darbe
aprasytuose tyrimuose spontaninis aktyvumas veikiant AR buvo
stebétas  tik  keliose lastelése, todél galima teigti, kad
hiperpoliarizuotos biisenos Nitellopsis Igsteliy atsakams j iSorines AR,
kai jy koncentracija nevirSija 1 mM, néra budingas spontaninis VP
generavimas. Ankstesniuose tyrimuose parodyta, kad Nitellopsis gali
buti budingas spontaninis aktyvumas veikiant signalinémis
molekulémis, pvz., 5 mM acetilcholino sukelia MP depoliarizacijg ir
spontaninius VP (Kisnieriene et al. 2012).
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Glu sukeltas spontaninis VP generavimas apraSytas mieZiuose:
panardinus lapg j 1 mM Glu tirpala, stebéti spontaniniai VP (Felle ir
Zimmermann 2007). Kerpsamanése, iSoriskai veikiant 5 mM Glu arba
Gly, taip pat buvo suketi VP (Krol et al. 2007). Saulégrazoje tiesioginé
5 mM Glu injekcija | stiebg sukélé VP, taip pat registruotas jy
sklidimas stiebu j abi puses (Stolarz ir Dziubinska 2017).
Menturdumbliuose spontaniniai VP nestebéti galimai dél per mazo
veikiamo pavirsiaus ploto (5 mm lastelés ilgio, <5% lastelés pavirSiaus
ploto), nepakankamos koncentracijos, arba depoliarizuojancio AR ir
NMDA sukelto laidumo (pvz. Ca®*, per GLR) kompensacijos protony
pompos veikla. Kita vertus, AR ir NMDA poveikiui gali biti
nebiidingas toks atsakas Siame taksone.

Glu, Asn ir NMDA poveikis Nitellopsis lasteléms pasireiské
pakitusiais elektriniu stimulu sukelty VP parametrais. Aprasytame
darbe parodyta, kad 0,1-1 mM Glu, Asn bei 0,01-1 mM NMDA
priklausomai nuo koncentracijos moduliuoja VP parametrus:
hiperpoliarizuoja VP Ew, padidina VP amplitudg, prailgina VP
repoliarizacinés fazés trukme, padidina maksimalig i$tekancio chloro
jony srauto vertg, bei prailgina chloro jony srauto aktyvacijos ir
inaktyvacijos trukmes ties -90 mV (registruota fiksuotos jtampos
metodu). PanaSus glutamaterginiy junginiy poveikio pobidis
(padidéjusi VP amplitudé ir repoliarizacijos trukme) buvo apraSytas
kerpsamanése (Krol et al. 2007). Glu ir Gly sukélé spontaninius VP,
pasizymin¢ius didesne amplitude bei iki trijy karty ilgesne
repoliarizacinés fazés trukme, o kerpsamanes laikant Glu ar Gly
tirpaluose padidéjo kitais stimulais sukelty VP amplitudé (iki pusantro
karto). Aprasytame darbe Nitellopsis Iastelése 1 mM Glu
repoliarizacijos trukme pailgino 2 s (44%), o 1 mM NMDA 3 s (66%).
VP amplitudés veikiant 1 mM Glu padidéjo 16%, ir 26% veikiant 1
mM NMDA. Galimybé tiksliai jvertinti VP E, leido prieiti iSvada, kad
Sis amplitudés iSaugimas yra lemiamas slenkscio hiperpoliarizacijos.
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VP suzadinimo slenkscio hiperpoliarizacija veikiant AR ir NMDA

Veikimo potencialy suzadinimo slenkstis yra vienas pagrindiniy
parametry, lemianciy lasteliy elektrinj suzadinamuma - VP
generavimg veikiant jvairiais stimulais (Stolarz et al. 2010). VP yra
generuojamas tik kai MP yra depoliarizuojams iki Ew potencialo,
taciau $io parametro reguliavimo mechanizmai augaluose néra aiskas.
Tarp atskiry lasteliy Ew verté skiriasi, priklausomai nuo vidulgstelinés
kalcio koncentracijos [Ca®*]ey ir kalciui laidziy pernaSos sistemy
aktyvumo (Beilby, 2007) bei kalcio aktyvuojamy chloro kanaly
priklausomybés nuo membranos potencialo (Thiel et al. 1997).
[Ca® eyt laikinai padidéja VP metu, Sis pokytis yra grieztai
reguliuojamas ir vyksta viskas-arba-nieko principu (Wacke et al.
2003). Kalcio homeostazés pokyciai atsispindi VP generacijoje, kuri
paremta ne tik anijony kanaly, sukelian¢iy MP depoliarizacija,
priklausomybe nuo membranos potencialo, bet, kaip manoma, ir iki
Siol neaiSkiomis signaly transdukcijos kaskadomis (Beilby ir Al
Khazaaly 2016). Augaluose iStekancio chloro jony srauto verte
suzadinimo metu yra tiesiogiai susijusi su [Ca®"]er: menturdumbliuose
parodyta, kad depoliarizuojan¢io chloro jony srauto amplitudé
proporcinga [Ca?']e,: kvadratui (Berestovsky ir Kataev 2005). Taigi,
Siame darbe stebéta Ew hiperpoliarizacija (Pav. 3.14) ir VP amplitudés
iSaugimas (Pav. 3.15) veikiant Glu, Asn ir NMDA galéty bati lemtas
padidéjusio kalciui laidziy membranos kanaly laidumo ir iSaugusios
[Ca® ey, kaip sitilyta interpretuojant Ey ir VP amplitudés poky¢ius
kerpsamanése ir jautriajame musékaute (Krol et al. 2007, Krol et al.
2006).

Sio darbo metodika neleidzia tiesiogiai nustatyti Ew pokygio
priezasties, tatiau [Ca’‘]e padidéjimas salygoty didesnj istekancio
chloro jony srauta ir to nulemtg didesng VP amplitud¢ nepakintant
smailés vertei (Pav. 3.2, Pav. 3.6). Pastebétina, kad veikiant AR ir
NDMA suzadinimo metu nesikei¢ia chloro jony srauto reversinis
potencialas.
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Priesingai rezultatams, gautiems tiriant kerpsamanes (Krol et al.
2007), kur VP amplitudés priklausomybé nuo AR koncentracijos
nebuvo nustatyta, Nitellopsis atsakai | AR ir NMDA priklauso nuo
medziagy koncentracijos (Pav. 3.14 — 3.18). Tai galéjo biiti lemta
mazesnés Siame darbe naudotos AR koncentracijos (0,1 mM veikiant
menturdumblius ir 5-15 mM - Kkerpsamanes), ir skirtingy AP
amplitudés vertinimo metodiky. Jprasta augaly VP amplitude vertinti
nuo RP iki smailés, toks vertnimo metodas j VP amplitudés parametra
jtraukia itin variabily membranos RP ir su elektriniu suzadinimu
nesusijusias membranos transporto sistemas. VP amplitude vertinant
nuo Ew S$is variabilumas atmetamas. Tikslus Ew vertinimas yra
kritiSkas, kai norima detaliai vertinti VP parametrus bei augaliniy
lasteliy suzadinamuma.

Galima Ewn poky¢io, veikiant AR ir NMDA, priezastis galéty buti
antrinés signalinés molekulés aktyvumo ar jos trasndukcijos kaskady
moduliavimas. Menturdumbliuose nustatyta, kad kalcis suzadinimo
metu gali patekti j citoplazma i$ uzlastelinés erdvés per TRP (transient
receptor potential) tipo kanalus, bei i§ vidulasteliniy saugykly
(vakuolés ir endoplazminio tinklo) per antrinés signalinés molekulés
(IP; —inozitolio 1,4,5-trisfosfatas ar kt.) aktyvuojamus kalcio kanalus.
Aukstesnieji augalai neturi IP3 receptoriy, taciau antrinés signalinés
molekulés dalyvavimas suzadinant VP augaluose yra stipriai
remiamas matematinio modeliavimo. Pasak esamy matematiniy
modeliy, viskas-arba-niecko suzadinimo pobudis augaluose yra
realizuojamas antrinei signalinei molekulei griiitiSkai aktyvuojant
kalciui laidzius kanalus (Wacke et al. 2003, Munnik ir Vermeer 2010,
Beilby ir Al Khazaaly 2016, Kisnieriene et al. 2019). Jei veikiant AR
padidéty antrinés signalinés molekulés koncentracija suzadinimo
metu, iSaugty ir kalcio srautas ] citoplazma i$ vidulasteliniy saugykly,
tokiu budu, galéty bati hiperpoliarizuojamas ir Ey potencialas bei
iSaugti VP amplitudé, tiesiogiai nedalyvaujant plazmalemos pernasos
sistemoms.
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VP repoliarizacinés fazés trukmé

Siame darbe nustatyta, kad be Ey hiperpoliarizacijos, Glu, Asn ir
NMDA pailgina VP repoliarizacinés fazés trukme (Pav. 3.2, Pav. 3.6,
Pav. 3.16), minétame kerpsamaniy tyrime Glu ir Gly taip pat
reik§mingai prailgino VP trukme (Krol et al. 2007). Tokios signalinés
molekulés kaip acetilcholinas taip pat reikSmingai prailgina VP
repoliarizacing fazg¢ Nitellopsis lastelése (Kisnieriené et al. 2009).
Nors Siame darbe apraSyta VP repoliarizacijos trukmé pailgéja ne
daugiau 66%, $io parametro pokytis priklauso nuo AR ar NMDA
koncentracijos. VP repoliarizacijos trukmés pailgéjimas gali buti
aiSkinamas keleto pernasos sistemy reguliavimu.

VP trukmé gali ilgéti suzadinimo metu sulétéjus kalcio pasalinimui
i§ citoplazmos, kaip sitilyta Krol (et al. 2007). Toks mechanizmas
paaiskinty tiek pailgéjusia VP, tiek Siame darbe fiksuotos jtampos
metodu aprasytg, iSaugusig chloro jony srauto aktyvavimo trukme.
Literattroje teigiama, kad nuo kalcio priklausomi ir jtampos valdomi
chloro kanalai inaktyvuojasi mazéjant [Ca*"]y: (Berestovsky ir Kataev
2005). Chloro kanaly laidumo mazéjimas biitinas MP repoliarizacijai
VP metu (Beilby 2007). Létesnis kalcio pasalinimas i§ citoplazmos
galéty paaiskinti ilgesnes chloro jony srauto trukmes, iSaugusig
maksimalia chloro jony srauto amplitude, bei pailgéjusia
repoliarizacija. Parodyta, kad menturdumblyje Chara australis
druskingumo sukeltas VP trukmés iSaugimas yra lemiamas ilgesnio
kalcio aktyvuojamy chloro kanaly aktyvumo (Shepherd et al. 2008).
Nitellopsis obtusa ir Chara australis VP formos esant padidéjusiam
aplinkos druskingumui matematinis modeliavimas (Thiel-Beilby
modelis) rodo, kad Nitellopsis riisiai biidinga ilgesné VP trukmé
(lyginant su Chara) yra lemiama mazesnio kalcio pompos, aktyviai
pernesancios kalcj i§ citoplazmos j endoplazminj tinkla VP metu,
aktyvumo dél stechiometriniy skirtumy (Kisnieriene et al. 2019).

Kadangi AR veikiamos molekulinés struktiiros Nitellopsis néra
Zinomos, apraSyti rezultatai gali buti aiSkinami ir kalio K*oy kanaly
aktyvumo moduliavimu. Menturdumbliuose nustatyta, kad Sie j iSore
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rektifikuojantys kanalai saglygoja MP repoliarizacijag VP metu (Thiel et
al. 1997). Kaip ir kalcio aktyvuojamy chloro kanaly atveju, Kou"
kanaly aktyvacija/inaktyvacija priklauso nuo [Ca®*]ey (Katsuhara ir
Tazawa 1992, Homann ir Thiel 1994, Thiel et al. 1997).
Baltaziedziame vairenyje parodyta, kad VP forma tiesiogiai
priklauso nuo GORK kanaly aktyvumo (Gated Outwardly-Rectifying
K* channels - j iSore rektifikuojantys kaliui selektyviis jony kanalai).
GORK geno mutantai (knock-out) pasizyméjo didesnés amplitudés
(dél teigiamesnés smailés) ir ilgesniais VP (Cuin et al. 2018). Taigi,
nuo kalcio nepriklausoma kalio kanaly reguliacija yra neatmestina.

Padidéjusi iStekandio chloro jony srauto amplitudé ir trukmé

Kaip minéta, iSaugusi chloro jony srauto amplitudé suzadinimo metu
ir pailgéjusi Sio srauto aktyvacijos ir inaktyvacijos trukmé veikiant
Glu, Asn ir NMDA, gali biiti siejama su kalcio kiekio citoplazmoje
pasikeitimais: padidéjusia [Ca®*]e arba sulétéjusiu jo pasalinimu
suzadinimo metu — iStekantis chloro jony srautas tiesiogiai priklauso
nuo citoplazminés kalcio koncentracijos (Berestovsky ir Kataev
2005). Vis délto, taip pat galimas chloro jony srauto reguliavimas
dalyvaujant antrinei signalinei molekulei. Chara corallina tyrimai
parodé, kad inhibitorius neomicinas (neomycin, fosfolipazés C
inhibitorius, uzkertantis kelig IP; sintezei) sukélé chlory kanaly
laidumo sumazéjimg ir laikinj aktyvumo sulétéjima stimuliuojant
elektriskai (Biskup et al. 1999). Deja, IP; dalyvavimas augaly VP
generacijoje yra diskutuotinas dél vienas kitam prieStaraujanciy
rezultaty (Tazawa ir Kikuyama 2003). Nepaisant to, matematinis
neomicino poveikio modeliavimas atskleid¢, kad Iétesnis chloro jony
srauto aktyvavimas ir mazesné maksimali srauto verté yra lemiama
mazesnés greicio konstantos, aprasancios nuo IP3 priklausomg kalcio
srauto aktyvavimag i§ vidulasteliniy saugykly. Toks mechanizmas
galéty paaiskinti Siame darbe aprasytg pailgéjusig tac trukme, ties En
budingu MP, bet ne lygiagreciai iSaugusia srauto amplitude
suzadinimo metu. Kadangi AR ir NMDA sukelia [max iSaugima, galima
biity svarstyti apie padidéjusia chloro kanaly atsidarymo tikimybe arba
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padidéjusj laiduma chloro jonams. [Cl]cy: poky¢iai mazai tikétini, nes
veikiant AR ir NMDA chloro srauto reversiniai potencialai nekinta.
Remiantis Biskup (et al. 1999) jzvalgomis, galima diskutuoti, kad
ilgesné chloro jony srauto trukmé yra lemiama laike atsiskyrusiy
dideliy chloro kanaly populiacijy aktyvavimo, dél kvantuoty ir
Suolisky kalcio srauty i§ vidulasteliniy saugykly. Apibendrinant, iki
Siol néra nei eksperimentiniy duomeny, nei matematinio modelio,
aiskinancio padidéjusia chloro jony srauto amplitude kartu su ilgesne
srauto trukme.

Nitellopsis lastelése, Glu ir NMDA pasizymi tapaéiu poveikio
pobiidziu, bet NMDA sukelti elektrofiziologiniy parametry poky¢iai
yra reikSmingai didesni: veikiant Glu, visy tirty parametry pokyciy
priklausomybés nuo koncentracijos Kw yra bent du kartus didesnis nei
NMDA. Nitellopsis atsaky j Glu priklausomybé nuo koncentracijos
yra sulyginama su baltaziedzio vairenio Sakniaplaukiuose aprasyty
Glu sukelty katijony srauty priklausomybe nuo Glu koncentracijos,
kur pusé maksimalaus poveikio buvo sukelta 0,2-0,5 mM Glu
(Demidchik et al. 2004). Dél tapataus poveikio pobudzio galima
manyti, kad Glu, Asn ir NMDA veikia tas pacias jony pernasos
sistemas — galimai GLR receptorius. Nepaisant aprasyty rezultaty ir
tiesioginio evoliucinio rySio tarp menturdumbliy ir sausumos augaly
(Lewis ir McCourt 2004), GLR homologai nebuvo rasti Chara braunii
genome. Chara braunii yra vienintelis menturdumbliy atstovas, kurio
genomas yra nustatytas (Nishiyama et al. 2018). Sio tyrimo rezultatai
netikeéti, nes GLR homologai yra identifikuoti tiek rudadumbliuose,
tick Zaliadumbliuose (De Bortoli et al. 2016), kerpasamése ir
samanose (Wudick et al. 2018). Remiantis sekoskaita, nustatyta, kad
augaly GLR yra panasiis tick ] NMDA, tiek | ne NMDA tipo
jonotropinius glutamato receptorius — manoma, kad GLR divergavo
dar pries i$siskiriant $iy receptoriy kladams (Weiland et al. 2016).

Keleta desimtmeciy (Dennison ir Spalding 2000) NMDA buvo
laikomas neaktyviu augaly GLR agonistu. Baltaziedziame vairenyje
NMDA nesukelia glutamato poveikiui biidingo [Ca®*]cyt padidéjimo.
Dél siy rezultaty NMDA poveikis buvo retai tiriamas analizuojant
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glutamaterging sistemg augaluose — NMDA poveikis elektriniams
signalams aprasytas tik kerpsamanése (Krol et al. 2007). Siame darbe
nustatyta, kad evoliuciskai paprastesniame Nitellopsis NMDA taip pat
moduliuoja elektrinius signalus. Apibendrinant, nors kol kas néra
nustatyta GLR homology menturdumbliuose, Nitellopsis pasizymi
jautrumu NMDA, pasireiSkianciu elektriniy signaly parametry
moduliacija, prieSingai nei tirtos aukStesniyjy augaly rasys. Taigi,
galimas ir specifiniy receptoriy egzistavimas Siuose dumbliuose, tiek
ir nejprastas GLR tipas.

NMDA poveikio inhibicija iGIuR antagonistais

Siame darbe nustatyta, kad AP-5 ir DNQX neveikia tirty
menturdumbliy lasteliy elektrofiziologiniy parametry, todél galima
diskutuoti, kad Sie antagonistai neveikia membranos pernaSos sistemy,
atsakingy uz ramybés potencialo palaikymg ir VP generavima. Tiriant
baltaziedzio vairenio Sakny augima veikiant Glu bei Sio poveikio
inhibicija nustatyta, kad AP-5 ir DNQX neveikia Sakny morfogenezés
(Walch-Liu et al. 2006). Medicago truncatula (liucerna) embiogenezé
taip pat neveikiama 1 mM AP-5 bei DNQX (Philippe et al. 2019).
Glutamato poveikio inhibicija AP-5 yra pla¢iai apraSyta
baltaziedziame vairenyje (Sivaguru et al. 2003, Walch-Liu et al. 2006,
Vatsa et al. 2011), bei pademonstruota kerpsamanése, Kur $iuo
antagonistu buvo inhibuojamas ir NMDA poveikis (Krol et al. 2007).
NMDA inhibicija aukstesniuosiuose augaluose néra zinoma, nes $is
junginys yra neveiklus (apzvelgta Weiland et al. 2015) arba
nenaudojamas tiriant GLR antagonisty poveikj. Siame tyrime
parodyta, kad menturdumbliuose, prieSingai nei baltaziedziame
vairenyje ir kerpsamanése, NMDA poveikis yra inhibuojamas ir
DNQX — ne NMDA tipo iGIuR antagonistu. Glu inhibicija DNQX
placiai aprasyta aukstesniuosiuose augaluose tiriant Glu poveikj tiek
elektrofiziologiniams, tiek fiziologiniams atsakams, pvz.: DNQX
inhibuoja Glu sukelta VP generavimg kerpsamanése (Krol et al.
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2007), taip pat, Glu (ir Gly) sukeliama Ca?* jtekéjima baltaziedzio
vairenio audiniuose (Dubos et al. 2003).

Galima GLR agonisty sukelty moduliacijy reikSmé

AR ir NMDA poveikio griztamumas remia idéja, kad Sios medziagos
veikia receptorius. Kadangi galimy GLR agonisty efektas stebimas
visg poveikio laikg, mazai tikétina, kad galimi GLR receptoriai
desensitizuojasi, kaip apraSyta tiriant kai kuriy baltaziedzio vairenio
GLR veikima: parodyta, kad vairenio hipokotilio lastelés veikiant Glu
bent 2 min. yra desensitizuojamos pakartotiniam Glu veikimui
(Stephens et al. 2008). Siame darbe apragytame tyrime poveikis buvo
stebimas Igsteles nuolat veikiant galimais GLR agonistais, o poveikio
griztamumas nurodo tiesioginj ry$j tarp medziagos aplinkoje ir
stebimy elektriniy signaly moduliacijy be ilgalaikio poveikio signaly
parametrams.

NMDA yra sintetiné medziaga, nesutinkama natiiralioje aplinkoje,
ta¢iau AR tiek dirvoje (Young ir Ajami 2000), tiek vandens
telkiniuose (Yao et al. 2012, Feng et al. 2019) yra natiiralus aplinkos
junginys, sukeliantis fiziologines adaptacijas ir, kaip parodyta Siame
darbe, elektriniy signaly moduliacijas. Elektriniy signaly parametry
poky¢iai reaguojant tiek j iSorinis, tiek j vidinius veiksnius galéty biiti
informacijos perdavimo biidas specifi$kai nediferencijuotose augaly
lastelése. Informacija veikimo potencialais galéty buiti koduojama jy
charakteristiky pasikeitimais, nulemtais atskiry pernasos sistemy
aktyvumo ar VP generavimo daZnio poky¢iy (Fromm ir Lautner
2007). Padidéjusi citoplazminio kalcio koncentracija savaime yra
signalas augaluose, o pasikeitusi §io signalo trukmé ar intensyvumas,
lydimas elektrinio lasteliy suzadinimo galéty lemti savitas fiziologines
adaptacijas. Saulégrazose pademonstruota, kad spontaniniy VP
generavimo daznis Sio augalo stiebe priklauso nuo poveikio
(druskingumo) intensyvumo ir yra tiesiogiai susijes su nastiniy judesiy
intensyvumu (Stolarz ir Dziubinska 2017). Kalcio osciliacijos
augaluose yra itin variabilios tiek savo amplitude, tiek intensyvumu —
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Mmanoma, kad laikinés ir erdvinés $iy osciliacijy charakteristikos lemia
specifinio fiziologinio atsako pobiidj ir mastg augaluose (McAinsh ir
Pittman 2009, Medvedev 2018), taip pat, VP pasizymintys savita
trukme ir forma (priklausanc¢ia nuo poveikio intensyvumo), galéty
koduoti informacijg laikinémis signalo charakteristikomis.

AR signaliné funkcija augaluose atsiskleidzia apzvelgus
fiziologinius atsakus | AR jvairiuose augaluose ir jy audiniuose. AA
reguliuoja Sakny augima, zioteliy varstymasi, veikia atsakus j §viesos
pasikeitimus ir kt. (Sivaguru et al. 2003, Vincill et al. 2013, Forde ir
Roberts 2014, Weiland et al. 2016, Yoshida et al. 2016). Kaip Sie
sisteminiai atsakai yra susije su atskiros lgstelés suzadinamumu ir jos
elektriniy Signaly parametrais, néra aisku, taciau remiantis pristatytais
duomenimis akivaizdu, kad atskiros lastelés elektriniai signalai yra
moduliuojami AR (ir NMDA). Taigi Sios transdukcijos grandys vis
dar lieka neisaiSkintos. Platesni, evoliuciskai artimy auks$tesniesiems
augalams, Menturdumbliy elektriniy signaly moduliacijos tyrimai
galéty paaiSkinti sudétingus informacijos kodavimo mechanizmus
augaluose.

Metodiniai tyrimo apribojimai ir ateities perspektyvos

Darbe apraSyti rezultatai atspindi tik lasteliy, esanciy
hiperpoliarizuotoje biisenoje atsakus. Pilnam menturdumbliy atsako }
AR ir NMDA pobudziui apraSyti reikéty apibudinti ir atsakus, kity
elektrofiziologiniy biiseny lastelése.

Naudota darbo metodika neleidzia tiesiogiai nustatyti VP
parametry poky¢iy, pvz.: VP suzadinimo slenkscio hiperpoliarizacijos
ar chloro jony srauto amplitudés iSaugimo, priezasties. Vidulgstelinio
kalcio vaizdinimas menturdumbliy lgstelése suzadinimo metu leisty
jvertinti kalcio vaidmenj aprasytose elektriniy signaly moduliacijose.

Pristatytuose rezultatuose atsispindi tiek plazmines membranos,
tiek tonoplasto elektrinis suzadinimas. Atskiras $iy membrany
suzadinimo tyrimas biity tikslingas siekiant jvertinti galimg tonoplasto
suzadinimo moduliacijg ir jo svarbg. Tokius tyrimus leisty realizuoti
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vienalaikis elektrody jvedimas tiek j citoplazmg, tiek j vakuole.
Menturdumbliuose pana$iis metodai jau yra taikyti (Kikuyama 1986,
Kisnieriene et al. 2019)

ApraSytame darbe buvo jvertintos tik trumpalaikio AR ir NMDA
poveikio sukéltos elektriniy signaly moduliacijos. Atskira ir svarbi
tema yra ilgalaikio poveikio jtaka lgsteliy elektriniam suzadinamumui
bei galima $iy moduliacijy adaptacija. Kita aktuali galima tyrimy
kryptis — VP sklidimas tarp menturdumbliy lasteliy bei sio sklidimo
reguliacija iSoriniais veiksniais, pvz., AR. VP suzadinimo slenkscio
hiperpoliarizacija galéty didinti VP perdavimo tarp lasteliy
efektyvuma. Pristatyti rezultatai pabrézia multiparametrinés elektriniy
signaly analizés svarbg nors struktdros, veikiamos AR ir NMDA
menturdumbliuose kol kas néra zinomos. Darbe nustatyta poveikio
priklausomybé nuo medziagos koncentracijos ir poveikio inhibavimas
iGluR antagonistais remia GLR tipo kanaly funkcionavima
menturdumbliuose, bei patvirtina VP parametry moduliacijas kaip
atsakg j aplinkos salygas.

58



1)

2)

3)

ISVADOS

Glutamatas, asparaginas ir NMDA iSoriskai veikiant
menturdumbliy Nitellopsis obtusa tarpubamblines lgsteles
sukelia tapacius elektriniy signaly pokycius: elektriskai sukelti
veikimo potencialai pasizymi hiperpoliarizuotu suzadinimo
slenks¢iu, didesne amplitude, ilgesne repoliarizacine faze bei
didesnés amplitudes maksimalu iStekanciu chloro jony srautu
suzadinimo metu. Chloro jony srautas taip pat pasiZymi
ilgesnémis aktyvavimo bei inaktyvavimo trukmémis.

Glutamato, asparagino ir NMDA poveikis priklauso nuo
medziagos koncentracijos. NMDA veikia efektyviau nei tos
pacios koncentracijos amino rigstys. Tiek amino riigsciy, tiek
NMDA sukelti poky¢iai yra griztami.

Jonotropiniy glutamato receptoriy antagonistai AP-5 ir DNQX
neveikia Nitellopsis obtusa veikimo potencialy parametry, 0O
NMDA biidingas efektas nestebimas Igsteles veikiant NMDA
kartu su AP-5 arba DNQX.
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