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Dominantne struje ¢elijske membrane hifa i membrane citoplazmatskih kapi poreklom
iz sporangiofora gljive Phycomyces blakesleeanus. Karakterizacija izlazno-ispravljacke
inaktivirajuce struje citoplazmatskih kapi

Sazetak

Jonski kanali koncastih gljiva su oblast istraZivanja koja je jako slabo izucena, iako od klju¢ne
vaznosti za razumevanje njihove fiziologije. Citoplazmatske kapi (CK) sporangiofora gljive
Phycomyces blakesleeanus prethodno su uvedene kao model sistem za ispitivanje jonskih
struja Celijske membrane sporangiofora. Dominantna struja citoplazmatskih kapi u
hipoosmotskim uslovima je izlazno-ispravljacka (rektifikujuc¢a) inaktvirajuca struja - IRIS,
koja nalikuje zapreminski regulisanoj anjonskoj struji kicmenjaka po biofizickim osobinama
medu kojima je sekvenca selektivnosti, izlazno ispravljanje i specifican obrazac inaktivacije na
depolariSu¢im potencijalima. Drugi novorazvijeni model sistem za izucavanje jonskih kanala
koncastih gljiva su protoplasti dobijeni preciznim uklanjanjem ¢elijskog zida hifa Phycomyces
blakesleeanus femtosekundnim laserskim sistemom.

U okviru ove disertacije okarakterisan je modulatorni efekat ATP-a na IRIS i prvi put su
registrovane aktivnosti pojedinacnih kanala u osnovi IRIS u konfiguraciji ,spolja spolja“
Pokazano je da CK produkuju ATP i funkcionalno odgovaraju plazmamembrani sporangiofora.
ATP stabiliSe otvoreno stanje kanala IRIS alosterickom modulacijom, a najverovatnije ne utice
na aktivaciju IRIS, ve¢ samo umanjuje nivo inaktivacije. U prisustvu ATP IRIS se oporavlja od
depolarizacijom-indukovane inaktivacije na naponski i vremenski zavisan nacin. Ispitan je
farmakoloski profil IRIS sa akcentom na molekulske vrste koje deluju na zapreminski-
regulisan kanal ki¢menjaka: flavonoide, vancelijski ATP i karbenoksolon. Od jona sa
fizioloskim znacajem za gljivu, IRIS provodi nitrate, dok nije propustljiva za fosfate.
Registrovan je obrazac inaktivacije IRIS na nivou pojedina¢nih kanala, Sto je potvrdeno
blokom vancelijskim ATP-om i registracijom obrasca oporavka od inaktivacije. Provodljivost
kanala u osnovi IRIS je 14 pS na 50-90 mV i primeceno je blago izlazno ispravljanje na nivou
pore.

[spitana je efikasnost ostvarivanja prisnog kontakta mikropipete sa membranom protoplasta
dobijenih ¢elijskom hirurgijom i uporedena sa efikasnoS¢u registracije sa citoplazmatskih
kapi. Napravljen je preliminarni pregled aktivnosti jonskih struja u membrani protoplasta
dobijenih hirurgijom. Dominanna jonska struja registrovana sa cele membrane protoplasta je
ulazna inaktivirajuca struja, koja je najverovatnije noSena anjonima. Na nivou pojedinacnih
kanala registrovane su aktivnosti kanala razlicitih provodljivosti, selektivnih za hlor, glutamat,
viSe anjona, kalijum i kalcijum, sa dominatno prisutnim anjonskim strujama. Rezultati
postavljaju osnov za ispitivanje sliCnosti registrovanih struja sa vec¢ opisanim jonskim
strujama u drugim gljivama i pronalaZenje novih kanala specifi¢nih za gljive iz grupe kojoj P.
blakesleeanus pripada.

Kljucne reci: koncaste gljive, jonski kanali, ATP, elektrofiziologija, celijska hirurgija,
Phycomyces blakesleeanus

Naucna oblast: Bioloske nauke

UzZa naucna oblast: Biofizika



Dominant currents of cell membrane of hyphae and cytoplasmic droplets from
sporangiophore of Phycomyces blakesleeanus. Characterisation of outwardly-rectified
inactivated current of cytoplasmic droplets

Abstract

Ion channels of filamentous fungi are an area of research that is very poorly studied, although
it is of key importance for understanding their physiology. Cytoplasmic droplets derived from
the sporangiophore of the fungus Phycomyces blakesleeanus were previously introduced as a
model system for investigating ionic currents of the sporangiophore cell membrane. The
dominant current recorded from cytoplasmic droplets in hypoosmotic conditions is the
outwardly-rectifying inactivating current - IRIS, which resembles the volume-regulated
anionic current of vertebrates in several biophysical properties, among which are the
sequence of selectivity, outward rectification and a specific pattern of inactivation at
depolarizing potentials. Another newly developed model system for studying ion channels of
filamentous fungi are protoplasts obtained by precise removal of the hyphal cell wall of
Phycomyces blakesleeanus by femtosecond laser system.

Within this disertation, the modulatory effect of ATP on IRIS was characterized and for the
first time the single channel activities of IRIS in the "outside-out” configuration were
registered. It was shown that CKs produce ATP and functionally correspond to the plasma
membrane of the sporangiophore. ATP stabilizes the open state of the IRIS channel by
allosteric modulation, and most likely does not affect the activation of IRIS, but only reduces
the level of inactivation. In the presence of ATP, IRIS recovers from depolarization-induced
inactivation in a voltage and time-dependent manner. The pharmacological profile of IRIS was
examined with an emphasis on molecular species that act on the volume-regulated channel of
vertebrates: flavonoids, extracellular ATP and carbenoxolone. Of the ions with physiological
importance for the fungus, IRIS conducts nitrates, while it is not permeable to phosphates.
The pattern of IRIS inactivation at the level of individual channels was registered, which was
confirmed by the block with extracellular ATP and by recording the pattern of recovery from
inactivation. The conductance of IRIS at the single channel level is 14 pS at 50-90 mV and a
slight outward rectification is observed at the pore level.

The efficiency of making a tight seal of the micropipette with the membrane of protoplasts
obtained by cell surgery was tested and compared with the efficiency of registration from
cytoplasmic droplets. A preliminary review of the activity of ion currents in the membrane of
protoplasts obtained by cell surgery was made. The dominant ionic current registered from
the entire protoplast membrane is the inward inactivating current, which is most likely
carried by anions. At the level of individual channels, the activities of channels of different
conductances, selective for chlorine, glutamate, several anions, potassium and calcium, with
dominantly present anion currents, were registered. The results set the basis for examining
the similarity of registered currents with already described ion currents in other fungi and
finding new channels specific to fungi from the group to which P. blakesleeanus belongs.

Keywords: filamentous fungi, ion channels, ATP, electrophysiology, cell surgery,
Phycomyces blakesleeanus

Scientific field: Biology

Narrow scientific field: Biophysics



Lista skracenica

AMP PCP - Adenylylmethylenediphosphonate

ATP - adenozin trifosfat

CK - citplazmatske kapi

conA - konkanavalin A

DFSM - dvofotonska mikroskopija

DIDS - 4,4’-diizotiocijanatostilben-2,2’-disulfonska kiselina - natrijum hidratna so
DCPIB - 4-(2-butil-6,7-dihloro-2-ciklopentil-indan-1-on-5-il) oksibuterna kiselina
GTP- guanozin trifosfat

IP3 - inozitol trifosfat

IRIS - izlazno-rektifikovana inaktivirajuca struja

ORIC - outwardly rectified inactivating current

Rh123 - rhodamine 123

SOI - stepenicasti obrazac inaktivacije

TEA - tetraetil amonijum

TNVnDM - tehnika nametnute voltaZe na delicu membrane

TOK - ,tandem pore outward rectifying K+“ kanal

VRAC - “volume regulated anon channel” - zapreminski regulisan anjonski kanal
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1. Uvod

1.1 Jonski kanali i celijske funkcije

Jonski kanali su integralni membranski proteini koji predstavljaju esencijalne komponente
bioloskih membrana u svakom tipu ¢elije, u svim do danas poznatim domenima Zivog sveta.
Poseduju hidrofilnu poru kojom omogucavaju regulisani transport jona, time Sto je za njeno
otvaranje i odrzavanje aktivnosti potreban specifican signal. Regulacija jonskog transporta
ima klju¢nu ulogu u mnogim ¢elijskim procesima, medu kojima je i prva linija odgovora celije
na spoljasnje promene. Jonski kanali mogu biti ujedno i senzori i glavni efektori, kao i prva
reakcija kojom se promena signalizira ili privremeno amortizuje, dajuci ¢eliji vreme za
pokretanje sporijih mehanizama koji dovode do dugorocne adaptacije.

Prisustvo proteina koji omogucavaju komunikaciju unutrasnjosti ¢elije sa okruZenjem je bio
preduslov za nastanak prvih protocelija okruzenih lipidnom membranom (Morris 2002), te je
evoluciju Zivog sveta pratila evolucija membranskih proteina. Ovo je rezultovalo time da
danas postoje konzervirani jonski kanali €iji su homolozi rasprostranjeni u velikom broju
grupa organizama kao i oni koji su usko specifi¢ni za odredeni domen Zivog sveta pa ¢ak i uzu
grupu organizama. Najvedi broj strukturnih studija prvih decenija po otkrivanju postojanja
jonskih kanala obavljeno je upravo na strukturnim homolozima prokariota (Booth, Edwards,
and Miller 2003; Martinac, Saimi, and Kung 2008). Za sve jonske kanale je zajednicko da
poseduju transmembranske domene koji obrazuju poru za provodenje jona, dok terminusi
mogu biti locirani sa unutrasnje ili spoljasSnje strane Ccelije. Struktura pore i terminusa
odreduje selektivnost za jonske vrste, nivo provodljivosti kanala, osetljivost na brojne
modulatorne faktore, dok su ¢esto razvijeni i posebni domeni u okviru subjedinica koji imaju
funkciju senzora za specifican stimulus.

Primer izuzetno konzerviranih jonskih kanala su mehanosenzitivni receptori, pronadeni kod
eukariota, prokariota (Koprowski and Kubalski 2001) a zatim i archaea (Kloda and Martinac
2001), koji su divergirali u klase razli¢itih provodljivosti, selektivnosti i voltazne zavisnosti,
dok je mehanizam recepcije zadrzan u sva tri domena (Martinac and Kloda 2003). Bakterijski i
mehanosenzitivni kanali archaea reaguju na istezanje lipidnog dvosloja, dok su eukariotski
kanali evoluirali u smeru uspostavljanja sloZenih interakcija sa citoskeletom (Martinac and
Kloda 2003).

Familija voltaZzno-zavisnih kanala, koji su prvi funkcionalno okarakterisani tehnikom
nametanja voltaZe na delicu membrane (TNVnDM) kao kanali u osnovi elektri¢nih svojstava
nadrazljivih ¢elija Zivotinja (Neher and Sakmann 1976), nastala je evoluitivnom
divergencijom od prvih kanala sa voltaznim senzorom koji se nalaze i kod danasnjih
prokariota, tokom viSe miliona godina (Anderson and Greenberg 2001). Tako voltazno-
zavisni kanali za kalcijum, natrijum i kalijum predstavljaju strukturne homologe (Catterall
1988).

Nasuprot evoluitivnoj divergenciji, primeri konvergencije na molekulskom nivou su znatno
redi i cesto kontroverzni (Wood and Hollomon 2003). Kanali koji formiraju pukotinaste veze
kod ki¢menjaka - koneksini, nisu evoluitivno srodni kanalima beski¢menjaka koji formiraju
isti tip veze - ineksinima, te ove dve grupe predstavljaju primer funkcionalne konvergencije.
Ineksini beski¢menjaka su, sa druge strane, homolozi kicmenjackim paneksinima - kanalima
koji imaju ulogu u parakrinoj signlizaciji eksportuju¢i ATP u brojnim tipovima Ccelija
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kicmenjaka (Beyer and Berthoud 2018). Sli¢ne funkcije membranskih proteina mogu da
nastanu i rekombinantnim transferom izmedu razli¢itih kodiraju¢ih sekvenci, kao Sto je
pokazano u slucaju domena odgovornog za vezivanje liganda koji dele jonotropni i
metabotropni glutamatni receptori, za koje se inicijalno smatralo da predstavljaju produkt
evoluitivne konvergencije (Wood and Hollomon 2003).

Jonski kanali mogu biti aktivirani na brojne nacine pored direktne detekcije promene
voltaznim ili mehanosenzorom, kao Sto su: aktivacija posredstvom vancelijskih liganda,
citoplazmatskih sekundarnih glasnika, lipida u sastavu celijske membrane, promena pH
vrednosti, jonske jac¢ine i koncentracije kalcijuma.

U slucaju familije jonskih kanala kao $to su Ky i Nay, promena membranskog potencijala
dovodi do izmestanja voltaZnog senzora u sklopu proteina koji dovodi do aktivacije, dok
aktivnost moZe biti modulisana faktorima kao Sto su interakcije sa lipidnm molekulima
(Kasimova et al. 2014) i alostericko vezivanje odredenih molekula (Y. Zhang, Wang, and Yu
2020). OdrZavanje homeostaze Celije je u tesnoj vezi sa membranskim potencijalom koji
omogucava jonski transport time $to je rad velikog broja jonskih kanala modulisan njegovim
promenama. Cest primer su jonski kanali ¢ija se provodljivost drasti¢no menja sa promenom
membranskog potencijala - preteZno provode jone u jednom smeru, te su po analogiji sa
diodama u elektronici nazvani ulazni/izlazni ispravlja¢i. Druga cCesta pojava je
stabilizacija/destabilizacija otvorenog stanja sa porastom promene membranskog potencijala
i promena verovatnoce prelaska u inaktivirano stanje. Ovo se manifestuje kao eksponencijalni
porast/pad amplitude, sa Cesto specificnim konstantama aktivacije/inaktivacije, koje zavise
od strukture proteina i brojnih faktora iz njegovog okruZenja.

Nezaisno od mehnizma aktivacije, mnogi jonski kanali su viSestruko regulisani vezivanjem
alosterickih modulatora koji dovode do stabilizacije razli¢itih konformacija (Zemkova et al.
2014; Latimer et al. 2021; Y. Zhang, Wang, and Yu 2020). Sa usloZnjavanjem viSecelijskih
organizama, razvile su se i specificne funkcije ¢elija i sve sloZeniji mehanizni odgovora na
spoljasSnje promene, pa su tako i jonski kanali, koji su primarno posedovali glavnu efektorsku
funkciju, postali jedan od faktora mreZe odgovora cCelije na stimulus kao i ucesnici u
mehanizmima rasta, deobe, diferencijacije i apoptotske Celijske smrti (Blackiston, McLaughlin,
and Levin 2009). Povezanost rada jonskog kanala sa cCelijskim procesima je nastala usled
njegove osetljivosti na razliite glasnike i parametre koji prate promene fizioloskih procesa,
kao Sto je koncentracija ATP i drugih produkata metabolizma (Serysheva et al. 1999; Sikimic
et al. 2019b; Jackson, Morrison, and Strange 1994; Bertl et al. 1998). Jonski kanali mogu biti
modulisani fosforilacijom od strane proteinskih kinaza i predstavljati rezultat balansa kinazne
i fosfatazne aktivnosti. Neprovodece funkcije jonskih kanala su nova oblast istraZivanja koja
se bavi ulogom domena ovih proteina u razlic¢itim signalnim aktivnostima koje ne zavise od
prolaska jona, najceS¢e kroz interakciju sa integrinima celijske membrane (Forzisi and Sesti
2022). Poseban istrazivacki izazov predstavlja otkrivanje novih tipova jonskih kanala i
shvatanje znacaja njihove aktivnosti u fizioloSkom kontekstu celije.

1.2 Fiziologija koncastih gljiva i uloga ¢elijske membrane

Koncaste gljive su organizmi sveprisutni u prirodi. Od nastanka prvih gljiva odvajanjem od

zajednickog pretka sa Zivotinjama pre 1.2 - 1.5 milijardi godina do danas je opisano 150 000

razlicitih vrsta gljiva (Bhunjun et al. 2022). Ovaj broj je dupliran u poslednje dve decenije sa

razvojem molekularno-bioloskih tehnika koje su omogucile pregled genoma koji je zamenio

prethodno razvrstavanje na osnovu morfoloSkih i biohemijskih karakteristika. Procene
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ukupnog diverziteta su veoma neusaglasene i kre¢u se od oko 1.5 do oko 12 miliona vrsta
(Bhunjun et al. 2022). Gljive su razvile sposobnost da nasele gotovo sve kopnene ekoloske
niSe, dok je otkrivanje morskih vrsta joS uvek u povoju (sa tek preko 1000 opisanih
vrsta)(Pang and Jones 2017). Gljive su isprepletane sa svim sferama ljudskih delatnosti - od
vrsta koje produkuju jestiva i lekovita plodna tela, preko vrsta od biotehnoloskog znacaja
(Hyde et al. 2019) - do parazita ljudi i organizama od privrednog znacaja (Savary et al.
2019)(Seyedmousavi et al. 2018).

Micelijum saprotrofnih gljiva se razvija u zemljisty, ili na biljnim i Zivotinjskim ostacima, dok
parazitske gljive naseljavaju Zive domacine. Nevezano od Zivotnog stila, sve koncaste gljive,
pored hifa koje obrazuju micelijum formiraju i specijalizovane hife koje imaju ulogu u
reprodukciji, u vidu jednostavnih sporonosnih vazdusnih hifa za aseksualnu reprodukciju ili
sloZenih plodonosnih tela. Iako filogenetski znacajno srodnije Zivotinjama nego biljkama, zbog
sedentarnog Zivotnog stila, obrazac ekspresije genetickog materijala gljiva visSe podsec¢a na
Jimprovizaciju“ programa razvi¢a slicnu biljakama, pa time njihova fiziologija predstavlja
veliki istraZivacki izazov. RazmoZavanje sporama koje se raznose na velike udaljenosti dovodi
do mogu¢nosti da svaka slede¢a generacija iste vrste bude suocena sa potpuno drugacijim
spoljasnjim faktorima. Uz to, ista jedinka Cesto mora da se aklimatizuje na drasticne
fluktuacije faktora sredine u svom staniStu. Vecina saprotrofnih gljiva se razvija u umereno
kiseloj sredini, rastuéi na fermentisanom supstratu, dok patogene vrste prezivljavaju opsege
od 2-8 pH jedinica (Davis 2009). Poznate su vrste koje su razvile toleranciju na visok salinitet
kao i visok nivo te$kih metala (Slizewska, Struszczyk-Swita, and Marchut-Mikotajczyk
2022)(Zafar, Aqil, and Ahmad 2007). Odgovor na promene spoljaSnjih uslova kod gljiva u
mnogim pogledima se znacajno razlikuje od Zivotinjskih Celija. Dok viSecelijske Zivotinje
odrzavaju usko odredene parametre homeostaze unutrasnjih odeljaka koje formiraju, svaka
¢elija micelijarne mreZe gljiva je u kontaktu sa spoljaSnjom sredinom i na njih reaguje daleko
plasti¢nije. Tako je u slucaju septiranih gljiva pokazano da celije na razlicitim krajevima
micelijuma mogu da promene program razvi¢a u odgovoru na promenu uslova, potpuno
nezavisno od ostatka micelijarne mreZe (Levin et al. 2007).

Saprotrofne gljive su glavni razlaga¢i u kopnenim ekosistemima, pri ¢emu posebno mesto
imaju simbiotske gljive u tesnoj vezi sa korenskim sistemom biljaka, kojima omogucavaju
efikasniju absorbciju minerala, fosfata, amonijuma i nitrata (S. Wang et al. 2020). Parazitske
gljive, upravo zbog kapaciteta za adaptaciju, predstavljaju ozbiljnu opasnost kako za zdravlje
ljudi tako i za privredu. Potrebno je ista¢i da se vremenom otkriva da sve ve(i broj vrsta, koje
su poznate kao saprotrofne gljive, imaju sposobnost oportunisticke patogenosti. Tako se za
sve veli broj vrsta gljiva iz grupe Mucoromycota otkriva da po dospevanju u krv
imunokompromitovanih osoba postaju paraziti sa letalnim ishodom (Walther, Wagner, and
Kurzai 2020; Pasrija and Naime 2022). Medu vrstama koje predstavljaju obligatne ili
oportunisticke patogene, zabelZen je alarmantan porast razvijanja rezistencije na poznate
antimikotike (Fisher et al. 2022). Poseban problem predstavlja Siroka upotreba razli¢itih
fungicida za tretiranje useva, Sto dovodi do razvijanja rezistencije gljiva koje nastanjuju
zemljiSte, a ujedno mogu biti patogeni ljudi, kao Sto su gljive iz roda Aspergilus (Fraaije et al.
2020). Sa druge strane, evolucija prilagodavanja na promene uslova spoljasnje sredine,
kompeticije za resurse i odbrane od parazita gljiva razvila je kod njih sposobnost da sintetiSu
spektar supstanci sa antioksidativnim, antikancerogenim, antibiotskim pa i antimikotickim
dejstvom. Gljive roda Trichoderma mogu se primenjivati kao biopesticidi, zbog razvijenih
mehanizama dejstva na mnoge fitopatogene gljive - izlu¢uju enzime za razgradnju celijskog
zida i molekule peptaibola koji se u ciljnim hifama ugraduju u ¢eljsku membranu kao jonski
kanali i dovode do letalnog nivoa propustljivosti (Degenkolb et al. 2008; Tyskiewicz et al.
2022).



Svi do sada poznati receptori gljiva spregnuti sa G proteinom su specifi¢ni za gljive i stoga se
ispituju kao meta farmakoloSkih supstanci radi suzbijanja patogeneze parazitskih vrsta
(Brown etal. 2018).

Gljive odrZavaju membranski potencijal radom protonske pumpe (H*ATP-aze), koja pripada
klasi P ATP-aza zajedno sa Na*/K* ATP-azom C(Celijske membrane Zivotinja. H* ATP-aza
ispumpava protone u vancelijski matriks i time odrZava hiperpolarisu¢i potencijal koji daje
osnovu za funkcionisanje membranskog transporta. FizioloSke vrednosti membranskog
potencijala gljiva kre¢u se od ekstremno negativnih u slu¢aju morskih vrsta (do -250 mV)
preko proseka od -120 do -150 mV (Slayman and Slayman 1962), do vrednosti merenih na
kvascima koje su bliZe potencijalu mirovanja u c¢elijama Zivotinja (-35 mV kod Endomyces
magnusii, -50 mV do -70 mV kod Saccharomyces cerevisiae) (Bakker, Dobbelmann, and Borst-
Pauwels 1986; Vacata, Kotyk, and Sigler 1981). Membranski potencijal je najteS¢e meren
oStrim intracelularnim elektrodama, dok je u povoju i merenje fluorescentnim indikatorima
(Limapichat et al. 2020). Za razliku od celija Zivotinja, sa izuzetkom nadrazljivih ¢elija,
micelijum gljiva ima kapacitet da ugada vrednost membranskog potencijala kao odgovor na
promene, nasuprot striktnoj potrebi odrzavanja stabilne vrednosti kod Zivotinja. Slicno
biljkama, postoji mogucnost da su i gljive razvile sposobnost brze komunikacije,
sprovodenjem promena potencijala duZ svoje mreZe, na Sta ukazuje nekoliko istrazivanja
(Dehshibi and Adamatzky 2021)(Adamatzky et al. 2022). Ovo nije nimalo neocekivano, kada
se uzme u obzir da se prosetna povrSina micelijuma saprofitnih vrsta meri kvadratnim
metrima, dok micelijum jednog primerka gljive Armillaria ostoyae predstavlja najveci Zivi
organizam - prostiruéi se ispod zemlje povrSinom od 965 hektara (Fricker et al. 2017).
Elektricna signalizacija je primer konvergentne evolucije izmedu carstava eukariota -
elektricne promene sli¢ne akcionim potencijalima biljaka nisu rezultat katjonskih flukseva ve¢
pretezno eksporta anjona, sa doprinosom kalcijuma i kalijuma (] Fromm, Hajirezaei, and
Wilke 1995; Sukhova, Akinchits, and Sukhov 2017; Jérg Fromm and Lautner 2007).
Objasnjenje ovog fenomena lezi u tome da su prvi organizmi koji su razvili voltazno-zavisne
natrijumske kanale Ziveli okruzZeni slanom vodom - koja se u carstvu Zivotinja zadrzZala kao
unutrasnja sredina sa kojom ¢elije komuniciraju. Drugi kopneni organizmi su izgubili potrebu
za dominantno natrijumskim strujama, ali je potreba za brzom elektricnom komunikacijom
dovela do razvijanja slicnog fenomena. Jo$ uvek nije utvrdeno koji jonski kanali gljiva leZe u
osnovi ove sposobnosti.

Jonski fluksevi micelijuma gljiva detektovani su primenom elektroda osetljivih na odedene
jone i pH (Lew 2007; Zivanovi¢ 2005) i intracelularnim merenjem makroskopskih struja
(Hamam, 2012). Tehnikom nametanja voltaZe na deli¢cu membrane do sada je na nativnim
membranama okarakterisan jako mali broj jonskih kanala. Jedina ¢elijska membrana gljive Ciji
su jonski kanali temeljno okarakterisani je membrana kvasca i, kao Sto je Sematski prikazano
(Slika 1.1), kod nje jonsku ravnoteZzu odrZavaju dominantno katjonski kanali (Ke, Ingram, and
Haynes 2013). Ukratko, Tokl1p kanal je zaduZen za efluks kalijuma, dok se K* usvaja radom
Trk Na*/K* transportera. Na* u sluc¢aju povecanog saliniteta u okruZenju prekomereno ulazi u
¢eliju i postaje toksiCan, pa se u slucaju povecane intracelularne koncenracije izbacuje preko
Toklp kanala, protonske pumpe Enapl i Nhapl antiportera, koji na osnovu protonskog
gradijenta koji Enap1 stvara, izbacuje natrijum i kalijum u zamenu za proton.
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Slika 1.1 Integrativni model regulacije jonske ravnoteze u celiji kvasca. Enalp protonska pumpa
odrzava membranski potencijal, NSC1 antiporter doprinosi oporavku membranskog potencijala u
uslovima stresa, Tok1p kanal vrsi efluks kalijuma i natrijuma pri njegovoj toksi¢noj koncentraciji u
citoplazmi. Fps akvagliceroporin eksportuje glicerol i vodu u hipoosmotskim uslovima. Sekundarni
transporteri usvajaju nutrijente na racun protonskog gradijenta. Nisu prikazani transporteri koji
dovode do poveéanja kalcijuma u citoplazmi, samo posledi¢na aktivacija kalcineurinskog signalnog
puta. Preuzeto i modifikovano iz Ke et al 2013.

Protonska pumpa i Nhapl antiporter kvasca su zaduZeni i za odrZavanje membranskog
potencijala nakon stresom-izazvanih promena. U uslovima smanjene osmolarnositi, glavni
efektror je Fpslp akvagliceroporin koji eksportuje glicerol zajedno sa vodom. Dugorocna
adaptacija u kvascu se odigrava post-translacionim modifikacijama membranskih proteina,
modulacijom radom kinaza i tranrskripcionom regulacijom koju pokrecu signalne kaskade.

U koncastim gljivama opisani su brojni transporteri, medu kojima je homolog kvasc¢evog Trk
Na*/K* transportera (Corratgé et al. 2007), kao Nhap1 antiporter, koji je konzerviran i javlja
se i u bakterijama (Quinn et al. 2012). Pokazano je da ABC transporteri, prisutni kod kvasaca i
koncastih gljiva, imaju ulogu u izbacivanju stranih supstanci ukljuc¢uju¢i antimikotike, zbog
Cega postaju fokus istrazivanja mehanizma rezistencije (Viglas and Olejnikova 2021).

1.3 Jonski kanali koncastih gljiva i izazovi njihove registracije

Jonski kanali koncastih gljiva su slabo ispitani prvenstveno zbog problema pristupa celjskoj
membrani pipetom kada se primenjuje TNVnDM. Za razliku od gljiva, Celijski zid biljaka se
rutinski razgraduje primenom enzima za razgradnju celuloze sa visokim prinosom
protoplasta (Wagner et al, 1978) pogodnih za elektrofizioloSka merenja TNVnDM
(Hryvusevich et al. 2021). Celijski zid gljiva je znacajno kompleksniji od biljnog i sadrzi
kombinaciju razli¢itih polimera, koji jako variraju izmedu vrsta, iako formiraju slicnu
arhtekturu u vidu mreze Cvrstih vlakana okruzenih matriksom. Procenat hitina u sastavu
¢elijskog zida gljiva varira od 1-2 % hitina kod kvasca do 45 % hitina kod koncastih gljiva
(Arroyo et al. 2016), dok su u ¢elijskom zidu kvasca dominantno zastupljeni ugljeni hidrati
beta-glukan i manan (Lipke and Ovalle 1998). U C(elijskom zidu gljiva iz razdela
Mucoromycetes dominira hitozan u koncentracijama do 40 %, a prati ga hitin sa
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zastupljeno$¢éu do 20 % (Svensson et al. 2022). U slucaju kvasaca, kao jednocelijskih gljiva,
moguce je izvesti delimitnu enzimsku razgradnju kombinacijom enzima a-mannanaze,
hitinaze i endo-laminarinaze, pri ¢emu se Celije spontano deformisu i oslobadaju od ostatka
zida formirajuci sferoplaste (Mann, Heintz, and Macmillan 1972). Ovaj metod je koriS¢en u
razlicite svrhe i pre razvitka tehnike nametanja voltaZe na delicu membrane. Ve¢ decenijama
se razvijaju razliCiti kokteli enzima za razgradnju cCelijskog zida koncastih gljiva, u svrhu
geneticke manipulacije protoplastima. Na koncastoj gljivi iz razdela Ascomycota, Eutypella sp.
D-1, razvijen je protokol za dobijanje regenerativnih protoplasta kombinacijm litickih enzima,
i koktela enzima za razgradnju Celijskog zida biljaka, u prisustvu visoke koncentracije NaCl za
koju je zaklju¢eno da je klju¢na za stabilizaciju protoplasta (Ning et al. 2022). Na bazidiomiceti
Trametes hirsuta, visok prinos protoplasta dobijen je serijom homogenizacije i primene
litickih enzima iz micelijuma u eksponencijalnj fazi rasta (Mosunova et al. 2016), pri cemu je
prinos i stepen regeneracije bio povecan u prisustvu antioksidanasa 3 karotena i kvercetina
(Mosunova et al. 2016). Kombinacija hitinaze i hitozanaze na P. blakesleeanus dovodi do
produkcije protoplasta iz tek isklijalih spora (Fukui et al. 2001). Medutim, postoji samo jedna
studija o uspesSnoj registraciji jonskih struja koncaste gljive, sa protoplasta dobijenog
enzimskom razgradnjom - na bazidiomiceti Uromyces appendiculatus. U joS jednoj objavljenoj
studiji TNVnDM je uspeSno izvedena na protoplastima dobijenim enzimskom razgradnjom
oomicete Saprolegnia ferax (Garrill, Lew, and Heath 1992), medutim oomicete po savremenoj
klasifikaciji ne pripadaju carstvu gljiva, dok su fenotipske sli¢nosti rezultat horizontalnog
genskog transfera (Richards and Talbot 2007), a njihov celijski zid po sastavu viSe nalikuje
biljnom. TNVnDM zahteva elektri¢nu izolovanost dela membrane ispod mikropipete i okolnog
medijuma, kako bi se pouzdano registrovao protok jona samo kroz jonske kanale membrane.
Za uspeSno uspostavljanje prisnog, ,gigaomskog“ kontakta izmedu staklene pipete i lipida
membrane, neophodno je da ¢elijska membrana bude potpuno ,Cista“, bez rezidua matriksa
zida, Sto jo$ uvek nije dovoljno uspesno izvedeno enzimskom razgradnjom. Primena laserske
ablacije celijskog zida, poslednji put je sprovedena azotnim laserom koji operiSe na talasnoj
duzini UV spektra na gljivi pre viSe od dve decenije (Roberts et al. 1997; Véry and Davies
1998). lako je registracija kanala na nativnoj membrani od velikog znacaja za ispitivanje
njegove fizioloSke funkcije, ovaj metodski pristup nikada nije ustaljen kao rutinski. Mogu¢
razlog za to je niska efikasnost dobijanja gigaomskih kontakata kao i nivo toksi¢nosti
laserskog impulsa visoke energije koja je potrebna za razaranje Celijskog zida. Zanimljivo je da
je lasersko uklanjanje Ccelijskog zida isprobavano i na biljnoj celiji u cilju lokalizovane
registracije jonskih kanala (Gordon H. Henriksen et al. 1996) uprkos razradenom protokolu za
enzimsko dobijanje protoplasta. Pojedine studije su takode ukazale na nepovoljan efekat
proteaza iz koktela za razgradnju Ccelijskog zida na proteine celijske membrane (G H
Henriksen et al. 1996).

Jedan specifican model sistem za registraciju sa nativne membrane gljive predstavlja sluzavi
mutant gljive Neurospora crassa, koji odlikuje odsustvo celijskog zida. Na ovom modelu
opisane su samo ukupne jonske struje kalijumskih kanala osetljivih na TEA-Cl i hlornih kanala
osetlivih na DIDS, kombinacijom TNVnDM i jonosenzitivnih elektroda, bez temeljne
karkterizacije kanala u osnovi ovih struja (Levina et al. 2002) .

Laserskim uklanjanjem ¢elijskog zida ustanovljen je anjonski kanal konduktivnosti 43pS u
Aspergillus niger (Roberts et al. 1997). Registrovani kanal odlikuje blago izlazno ispravljanje
na nivou struja pojedinacnih otvaranja, a provodljivost je izvedena linearnim fitovanjem u
opsegu napona oko potencijala reverzije. Kako je znacajno aktivniji u opsegu negativnih
potencijala, pretpostavljena uloga ovog kanala je izbacivanje anjona iz citosola. Kanal
dominantno provodi hlor, ali je pretpostavljeno da je delimi¢no propustvljiv i za glukonat,
kako mu je potencijal reverzije blago izmesten od Erev za hlor ka Erev za glukonat. Druga
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studija koja se bavila uspostavljanjem kontakta na protoplastu dobijenom celijskom
hirurgijom u N. crassa je rezultovala registracijom 2 kanala, za koje je pretpostavljeno da
provode anjone (kanal provodljivosti 17pS) i kalijum (kanal provodljivsti 9pS) (Véry and
Davies 1998).

Na protoplastu dobijenom enzimskom razgradnjom u vr$Snom regionu fitopatogene gljive
Uromyces appendiculatus registrovan je kanal stimulisan istezanjem, neobi¢no velike
konduktvnosti od ¢ak 600 pS, selektivan za katjone. Protoplasti su dobijeni razgradnjom vrha
tubule koja klija iz urospora i smatra se da registrovana struja ima ulogu u aktiviranju
diferencijacije hife u apresoriju tako Sto detektuje istezanje membrane u regionu kontakta sa
stominim c¢elijama lista domacina (Zhou et al. 1991). Okarakterisana je struja cele membrane i
pojedinacnih kanala, i pokazano da se verovatnoca otvorenog stanja pri manjim nametnutim
pritiscima poveava sa promenom membranskog potencijala i ustanovljena slaba
diferencijacija izmedu katjona sa sekvencom selektivnosti. K* > Cs* > Rb* > Na* (Zhou et al.
1991).

Razvitkom tehnika za analizu genetickog materijala, kod gljiva je pronadeno nekoliko
homologa poznatih sisarskih gena za jonske kanale, Cija je funkcionalnost utvrdena
kloniranjem sekvence i heterolognom ekspresijom u model sistemima pogodnim za
elektrofizioloska merenja.

Cesto Kkori$¢en sistem za heterolognu ekspresiju su jajne ¢elije Xenopus laevis, pogodne zbog
niske ekspresije plazmamembranskih jonskih kanala i jednostavne manipulacije, kao i
sferoplasti kvasca dobijeni enzimskom razgradnjom. U slu€aju oocita X.laevis moguce je
ispitivanje struja pojedinacnih kanala primenom TNVnDM u istrgnutim konfigurcijama, dok je
za ukupne struje celije, zbog njihove veli¢ine, neophodna primena nametanja napona uz
pomoc¢ dve elektrode (Baumgartner, Islas, and Sigworth 1999). Problem ekspresije jonskih
kanala gljiva u membrani Zivotinjskih Celija je njihovo smeStanje u okruZenje koje je znacajno
drugacije od prirodnog, pocevsi od lipidnog sastava membrane, membranskog potencijala i
jonske homeostaze. Stoga najpogodniji ekspresioni sistem za elektrofizioloska merenja kanala
gljiva predstavlja kvasac. Membrana kvasca je ujedno i jedina nativnha membrana gljive koja je
temeljno elektrofizioloski okarakterisana. Za potrebe heterologne ekspresije u kvascu,
generiSu se mutanti bez TOK katjonskih struja koje su dominantne, ¢ime se visokom
ekspresijom Zeljenog kanala postiZe njegova jednostavna registracija (Roberts, Milnes, and
Caddick 2011).

Jedan od najbolje okarakterisanih anjonskih kanala koncastih gljiva je AnBest. Bestrofini su
familija hlornih jonskih kanala koji su duboko konzervirani u Zivom svetu. Prvi okarakterisan
je humani bestrofinl, hBestl, kalcijumski aktiviran kanal selektivn za hlor u epitelijumu
mreznjace, ¢ije mutacije dovode do urodenog tipa viteliformne distrofije Zute mrlje ili Bestove
bolesti. Njegov homolog pronaden je i u bakterijskoj celiji - KpBest u Klebsiella pneumoniae, i
strukturno okrakterisan kao pentamer, sa konzerviranim hidrofobnim regionom koji oivicava
transmembransku poru (Yang et al. 2014). Postojanje homologa kod koncastih gljiva
otkriveno je u genomu A. nidulans. AnBest je funkcionalno okarakterisan ekspresijom u
kvascu, a njegovo prisustvo u Celijskoj membrani pokazano je eksprimiranjem kanala koji je
na C-terminusu fuzionisan sa fluorescentnim zelenim proteinom (Roberts, Milnes, and
Caddick 2011). U prisustvu 10 pM kalcijuma AnBest se registruje kao trenutno aktivirajuc¢a
ulazna struja, sa blagom inaktivacijom na jako hiperpolariSu¢im potencijalima, a
konduktivnosti pojedinacnih kanala procenjene su na 16 pS. AnBest se aktivira povecanim
nivoom unutarcelijskog kalcijuma. Svaki tip bestrofinskog proteina ima specifi¢nu fiziolosku
ulogu, do sada je, u razli¢itim tipovima tkiva Zivotinja, potvrdeno uceS¢e u odbrani od
oksidativnog stresa (Johnson et al. 2017), stresa endoplazmaticnog retikuluma (Lee et al.
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2012) i inflamacije (Song, Yang, and He 2014), kao i eksportu bikarbonata (Bakall et al. 2008).
MnoStvo homologa, za sada funkcionalno neokarakterisanih, pronadeno je u genomima
razlicitih razdela gljiva. U genomu Rhizopus ohyzae, predstavniku klase Mucoromycetes, kojoj
P.blakesleeanus pripada, pronadeni su homolozi oznaceni kao Rorla, Rorlb i Rorlc (Slikal.2)
(Roberts, Milnes, and Caddick 2011).

Basidiomycetes

Cnelb
Cneta
Umat
Zygomycetes \ \ i

Rorta

Rortb \ \ \ |

Hbest1._
Hbest2

Animalia

Hbest3

Hbestd ~

s Ascomycetes

Slika 1.2. Homolozi bestrofina u carstvu zZivotinja i gljiva. Preuzeto iz Roberts et al, 2018.

Hlorni kanal iz CIC familije pronaden je u genomu A. nidulans i nazvan AnCICA (Oddon,
Diatloff, and Roberts 2007b). Konstruisanjem mutiranih jedinki ,knock-out® tehnikom
pokazano je da kanal ima ulogu u homeostazi bakra. Medutim, joS uvek nije utvrdeno da li se
ovaj jonski kanal nalazi na ¢elijskoj membrani, dok vecina studija sugeriSe da je lociran u
endomembranama (Roberts, Milnes, and Caddick 2011). Ovaj kanal aktivira povecani nivo
kalcijuma u citosolu, dok konduktivnst nije poznata kako nije registrovan primenom
TNVnDM. Konduktivnosti poznatih kanala CIC familije iznose: 1 pS za CIC1, 3 pS, za CIC2 i
velike konduktivnosti (0ko40pS) u slucaju humanih CIC-K kanala u kompleksu sa batrinom
(Poroca, Pelis, and Chappe 2017).

Nedavno su okarakterisani voltazno-zavisni protonski kanali kod koncastih gljiva, homologni
Hv kanalima Zivotinja (C. Zhao and Tombola 2021). Svi homolozi medusobno dele strukturnu
organizaciju i visok nivo selektivnosti za protone, dok su Hv kanali gljiva specificno osetljivi
na razlic¢ite opsege membranskog potencijala i pH vrednosti. Ispitani kanali su SIHv1 kanal,
izolovan iz Suillus luteus, gljive iz razdela Basidiomycota, i AoHv1l iz Aspergillus oryzae,
predstavnice razdela Ascomycota. Oba kanala su eskprimirana u oocitama X. laevis, i
funkcionalno okarakterisana u istrgnutoj membrani. Ustavnovljeno je da, iako imaju voltaZni
senzor u sklopu konzerviranih S1-S4 transmembranskih domena koji formiraju poru kao i svi
proteini ove familije, razlike u perifernim domenima proteina ostvaruju efekat na potencijal
poluaktivacije.

Msc-sli¢ni kanali su pretpostavljeni mehanosenzitivni jonski kanali u koncastim gljivama, na
osnovu pronadenih kodirajuc¢ih sekvenci. Novija istrazivanja pokazuju funkcionalnost dva tipa
kanala, koji se nalaze u membrani endoplazmati¢nog retikuluma (MscA) i u plazmamembrani
(MscB), u A. niger (Dionysopoulou et al. 2022). Pokazano je da provode kalcijum. Jo$ jedna
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ranija studija je pokazala postojanje 2 tipa kalcijumskog kanala koje aktivira IP3 u vrSnom
delu hife gljive Neurospora crassa, konduktivnosti 13, koji je lokalizovan u membrani
endoplazmati¢nog retikuluma i 77pS, koji se nalazi u membrani vakuole (Silverman-Gavrila
and Lew 2002).

TOK kanal, pronaden je u kvascu i koncastim gljivama, provodi kalijum i inhibira se
povecanim vancelijskim kalijumom, pa se pretpostavlja da uCestvuje u odrzavanju njegove
ravnoteZe izbacivanjem iz Celije. Ovaj kanal poseduje 8 transmembranskih domena po
subjedinici i obrazuje dve pore. Moguce je i da ima ulogu u usvajanju kalijuma kako je u
mutantima bez poznatih transportera kalijuma sa visoko eksprimiranim ncTOC premosSc¢ena
auksotrofija u kvascu (Houdinet et al. 2023). Inhibira ga i visoka koncentracija spoljasnjeg
kalcijuma i TEA.

U koncastim gljivama pronaden je homolog anoktamina TMEM16 i ispitana njegova uloga u
izmeStanju lipida, ali nije biofizici okarakerisan (Malvezzi et al. 2013), kao ni mnogi ¢lanovi
porodice anoktamina, izuzev kanala za koje je utvrdeno da provode hlor (Picollo, Malvezzi,
and Accardi 2015).

1.4 Citoplazmatske kapi sporangiofora i protoplasti hifa P. blakesleeanus

P. blakesleeanus (carstvo Fungi, razdeo Mucoromycota, podrazdeo Mucoromycotina, klasa
Mucoromycetes, red Mucorales, familija Phycomycetaceae, rod Phycomyces) je saprotrofna
koncasta gljiva, iz reda Mucorales, do nedavno svrstavanog u polifiletsku klasu Zygomycetes.
Nakon molekularno-filogenetske metaanalize, klasa Zigomycetes je rasformirana, a rod
Mucorales je ostao u novodefinisanoj klasi Mucoromycetes, kao jednoj od najstarijih klasa
gljiva. Gljivama iz reda Mucorales pripadaju brojni obligatni i oportunisticki patogeni, dok se
neke vrste koriste kao proizvoda¢i nanoclestica (Aziz et al. 2016) i kao materijal za
proizvodnju biogoriva (Carvalho et al. 2017). Ovu grupu gljiva odlikuje dominannto prisustvo
hitozana u cCelijskom zidu i hife bez septi, koje predstavljaju ogromne visejedarne celije, dok
vrste roda Phycomyces obrazuju najbujniju miceliju od svih gljiva reda Mucorales. Polno
razmnozavanje obavlja se zigosporama, koje se razvijaju iz hifa nastalih nakon fuzije jedinki
dva ,pola“ po kojima je polifiletska klasa inicijalno imenovana. Bespolno razmnozavanje je
ucestalije, i odvija se tako Sto se iz micelijuma razvijaju specijalizovane cenociti¢ne vazdusne
hife- sporangiofori. Sporangiofori na svom vrhu nose sporangije sa sporama, a u zavisnosti od
uslova, razvijaju se dva tipa - mikro i megasporangiofori.

Megasporangiofori P.blakesleeanus koris¢eni su kao model sistem u brojnim istrazZivanjima
zbog izraZene anti-gravitropske (Galland 2014) i fototropske (Wels and Weisenseel 1990)
reakcije. Poseduju senzore za Siroki opseg elektromagnetnog spektra (Cerda-Olmedo 2001)
(UV, plavi, zeleni, crveni i daleko-crveni), silu gravitacije (statolitni kristali u vakuoli, zasluzni
za antigravitropski rast), kao i jedinstveni sistem detekcije objekata u okruzenju, koji zajedno
doprinose sloZenom mehanizmu rasta (Ortega et al. 2021). Kao i hife micelijuma, odlikuje ih
odsustvo septi, pa je svaki sporangiofor zapravo jedna ¢elija duZine do preko 20 centimetara.
Odlikuje ih izuzeno brz vrsni rast, pri ¢emu su u zoni rasta primecen komponente koje
nalikuju vrsnim telima opisanim kod visih gljiva (Spitzenkorper) (Zivanovi¢ 2013), - grupi
vezikula, koje nose komponente za sintezu Celijskog zida i stapaju sa membranom u zoni
izduzivanja u procesu egzocitoze i time ujedno doprinose uvecanju Celijske membrane (Bueno
and Silva 2014).



Ovaj model organizam zauzima posebno mesto i u elektrofiziologiji gljiva, zbog, joS uvek slabo
istraZene, mogucnosti formiranja citoplazmatskih kapi. Citoplazmatske kapi (CK) P.
blakesleeanus su strukture koje se spontano formiraju od Celijskog materijala iz zone rasta
sporangiofora, pri oslobadanju sadrZaja u odgovarajudi rastvor. Sporangiofori se isecaju u IVb
fazi rasta koju odlikuje povecan udeo zone rasta (Galland 2014). Citoplazmatske kapi su prvi
put opisane od strane Zaichkin-a (Zaichkin, Orlova, and Fikhte 1975), kao regenerativne
strukture koje, nalik pluripotentnim protoplastima biljaka (Jeong et al. 2021), i protoplasta
dobijenih enzimskom razgradnjom micelijuma, imaju sposobnost obnavljanja Celijskog zida i
rediferencijaciju u hifu. U nasoj istraZivackoj grupi, CK su implementirane kao model sistem za
registraciju jonskih struja primenom TNVnDM. Za njihovo formiranje neophodno je prisustvo
divalentnih katjona u rastvoru, a optimalna osmolarnost za formiranje je 500 mOsm.
Potvrdeno je da udeo formiranih citoplazmatskih kapi ima sposobnost regeneracije Celijskog
zida (Krizak et al. 2015), primenom bojenja metilen-plavim, ¢ime se CK ubijaju a samo
formirani zidovi ostaju vidljivi kao okrugle strukture. Resinteza Celijskog zida ubeleZena je tek
minimalno 2 sata nakon oslobadanja CK u rastvor, tako da je njihova membrana ,Cista“ i
dostupna za formiranje gigaomskog kontakta staklenom mikropipetom.

Heterogenost citoplazmatskih kapi ogleda se u vidljivim citoloSkim karakteristikama - ve¢ina
je ispunjena gustom zrnastom strukturom, dok mali deo predstavlja ,duhove“- naizgled
prazne sfere, a njihove dimenzije variraju od krupnih struktura (preko 100 mikrometara u
dijametru) do onih u opsegu veli¢ine sporangiospore (2 mikrometra). Strujna aktivnost koja
je okarakterisana na CK u istrgnutioj membrani je izlazno-ispravljena anjonska struja osetljiva
na malat, ¢ija je konduktivnost procenjena na 10 pS - ORAC (Zivi¢ et al. 2009). ORAC odlikuje
povecanje verovatnoce otvorenog stanja sa povecanjem depolariSuceg stimulusa. U istrgnutoj
membrani CK opisana su i dva kanala konduktivnosti od 43 i 74 pS (Zivi¢ et al. 2005). U
konfiguraciji ,cela celija“, prva i najdetaljnije okarakterisana struja je izlazno ispravljena
inaktivirajuca struja - IRIS - anjonska struja koja je u fokusu ove disertacije, kao i ulazna
anjonska struja sa vefom selektivnoS¢u za glutamat, koju odlikuje specificna odloZena
aktivacija na potencijalu od -50 mV.

Razvoj sistema nelinearne mikroskopije omogucio je sprovodenje precizne Celijske hirurgije
na brojnim bioloSkim uzorcima (Marshall et al. 2022)(Mizuta 2021), sa ve¢ velikim brojem
istrazivackih (X. Wang et al. 2014) i klinickih primena (Konig 2023). ViSefotonska apsorpcija u
tacki fokusa primenom femtosekundnih laserskih sistema omogucava visoku preciznost i
prodiranje dubko u preparat sa minimalnim oSteenjem van fokalne zapremine. To je navelo
na ideju razvijanja protokola za primenu precizne laserske hirurgije Celijskog zida u svrhu
dobijanja protoplasta pogodnih za registraciju jonskih struja gljiva. Uspostavljanje nove
tehnike (optimizacija je van opsega ove disertacije) omogucilo je formiranje protoplasta sa
razli¢itih delova hifa uz minimalno osStec¢enje preparata i lokalizovanu primenu TNVnDM, pri
cemi je jedan od ciljeva ove disertacije odredivanje efikasnosti registracije jonskih struja sa
ovako dobijenih protoplasta.

1.5 Osmotske promene i jonski kanali

Regulacija osmotskog pritiska je jedan od prvih izazova pionirskih celijskih struktura, pa su
glavni adaptivni mehanizmi duboko ukorenjeni u Zivom svetu (Zonia and Munnik 2007).
Esencijalne ¢elijske funkcije su zavisne od koncentracije sekundarnih glasnika, Secera, enzima
i kofaktora, te je razblaZivanje sastava citoplazme stres na koji Celija mora da odgovori
velikom brzinom. Najdirektniji i najbrzi odgovor ostvaruje se detekcijom promene
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tangencijalnog napona cCelijske membrane usled prodora vode od strane senzora u sklopu
jonskih kanala koji su ujedno i efektori. Mehanorecepcija jonskih kanala je pretpostavljena
osnova razvijanja prvih signalnih puteva zbog cega je rasprostranjena u svim domenima zivih
bica (Kung 2005). Novija istrazivanja pokazuju da i suptilnije reakcije na promene u
membrani kao sto je nivo fluidnosti mogu biti detektovane od strane mehanosenzitivnih
jonskih kanala koji su pozicionirani na obodima lipidnih ostrvaca (W. Li et al. 2018), cija
dinamika asembliranja i internalizacije/razdvajanja zavisi od, izmedju ostalog, temperature i
osmotskog potencijala. Biosenzorima vezanim za Celijsku membranu pokazano je da je signal
koji se javlja pri stresu istezanja pojacan u uslovima povecane fluidnosti membrane i
remecenja aktinskog citoskeleta (W. Li et al. 2018). Poznato je da lipidna ostrvca asocirana sa
kaveolinom dejstvuju kao centri za prenos mehanotransdukcije (Trouet et al. 2001). Svi
organizmi koji su izloZeni osmotskom stresu (osim halobakterija) na njega dugoroc¢no reaguju
promenom koncentracije organskih osmolita. Naj¢eSc¢e u pitanju su polihidroksilni alkoholi,
slobodne aminokiseline i njihovi derivati i kombinacije uree i metilamina. Evoluitivna
prednost koriS¢enja malih organskih molekula ogleda se u njihovom neutralnom efektu na
makromolekule koji zahtevaju stabilan sastav neorganskih jona za svoje funkcionisanje
(Pasantes-Morales 2016).

1.5.1 Zapreminski regulisan kanal kicmenjaka

Regulatorno smanjenje zapremine kod ki¢menjaka ukljuCuje aktivnost veceg broja jonskih
kanala i transportera. Za prenos jona hlora, odgovorne su samo izoforme VRAC kanala
(Pasantes-Morales 2016) kod svih tipova cCelija kicmenjaka. Pored hlora VRAC u manjoj meri
provodi i organske anjone, glutamat, inozitol, taurin kao i ATP (Medina et al. 1997). U
endotelu Zivotinja, povecanje citoplazmatske koncentracije kalcijuma igra znacajnu ulogu u
prvoj liniji regulacije zapremine, aktivacijom kalcijum-zavisnog kanala za kalijum, koji dovodi
do efluksa kalijuma. VRAC tako igra ulogu u anuliranju hiperpolarizacije koju izaziva efluks
katjona, uz izbacivanje organskih osmolita (Slika 1.3). U nervnom sistemu pri ishemijskom
Soku, umerena aktivacija VRAC-a dovodi do oporavka od hipoosmotskog stimulusa, dok
preterana aktivnost izaziva apoptotsku celijsku smrt (H. Zhang et al. 2011). Kako je utvrdeno
da VRAC provodi krupne organske anjone ukljucujuéi i neurotransmiter glutamat, intenzivno
se ispituje njegova uloga u patoloSkim disbalansima neuronske signalizacije. Takode se
intenzivno ispituju izoforme u svim tkivima koja su izloZzena osmotskim fluktuacijama, kao Sto
je endotel. Propustiljivost VRAC za ATP daje mu novu ulogu u autokrinoj i parakrinoj
regulaciji, Sto je pokazano u endotelu (Hisadome et al. 2002).

Na*/K* i K CF
AEs K* kanali Na* a B A
NHEs HCO.  NKCCs \ é ATPaza e & % e
- : AN
% u‘ % skupljanje celije K+ naticanje celije
\' ¢ —
Na*K* CI
osmoliti —— ——
/ fegglatorno ' regulatorno HZO RAC
5 \ povecanje zapremine smanjenje zapremine %
Na'- zavisni /—/ % Cl
transporteri osmolita HZO

osmoliti

Slika 1.3. Sprega aktivnosti VRAC-a i kalijumovog kanala u regulatornom smanjenju zapremine
zivotinja. Preuzeto i modifikovano iz Florian et al 2016.
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Zapreminski regulisan anjonski kanal ,fascinira i frustrira istrazivace otkako je prvi put
okarakterisan 1988. godine” (Strange, Yamada, and Denton 2019). Decenijama je tragano za
molekularnim kandidatom nakon funkcionalne karakterizacije struje specificnog profila u
hipoosmotskim uslovima u razli¢itim tkivima. Strukturne studije su napokon rasvetlile
molekularni identitet ovog kanala - VRAC je je heteroheksamer c¢ije su subjedinice varijacije
LRRC8 proteina, koje odlikuju ponovci sekcenci bogatih leucinom (,leucine rich repeat
containing proteine“)(Qiu et al. 2014). Subjedinica esencijalna za rad kanala nazvana SWELL 1
protein, ili LRRC 8A. Kombinacije drugih subjedinica sa LRRC8A odreduju osobine specificne
za svaku izoformu nadenu u razli¢itim tkivima. Pokazano je da kombinacija LRRC8A i LRRC8E
subjedinica daje kanal koji odlikuje brza inaktivacija na pozitivnim potencijalima. Kombinacije
subjedinica uticu i na provodljivost za specificne osmolite poput taurina. Brzina inaktivacije
kanala zavisi i od pH, spoljne koncentracije magnezijuma i amplitude izlazne struje.

Detekcija VRAC-a u istrgnutim konfiguracijama je predstavljala izazov zbog njegove jako brze
inaktivacije. Umesto klasi¢nog kontinualng protokola primenjen je depolariSu¢i pravougaoni
stimulus kako bi bila registrovana trenutna aktivacija sa inaktiviraju¢om komponentom
(Nilius et al. 1997). Provodljivost VRAC kanala dobijena registracijom pojedinac¢nih kanala je
izmedju 50 i 80 pS na pozitivnim, i 10 do 20 pS na negativnim potencijalima, dijametar pore
procenjuje se na 11-17 A na osnovu sekvence selektivnosti (Nilius and Droogmans 2003).
[zlazno ispravljanje u slu¢aju VRAC kanala je posledica povecanja provodljivosti pojedina¢nih
kanala, tj definiSe se kao ispravljanje na nivou pore (Nilius and Droogmans 2003), dok se
inaktivacija na depolariSu¢im potencijalima javlja usled inaktivacijom izazvanog smanjenja
udela otvorenih kanala koji se menja sa vremenom izloZenosti depolarizaciji.

I pored ekstenzivnih istraZivanja, tacan mehanizam aktivacije VRAC jo$ uvek nije razjasnjen.
Najjednostavnija hipoteza je da je kanal u osnovi VRAC mehanosenzitivan. Ova hipoteza je
poljuljana cinjenicom da je u nekoliko prvih studija isti strujni obrazac registrovan i u
izoosmotskim uslovima ukoliko je sa unutardelijske strane prisutan GTP ili njegov
nehidrolizabilni analog. GTP je poznati aktivator Rho kinaze zbog ¢ega je otvorena moguc¢nost
kompleksnijeg mehanizma aktivacije koja uklju¢uje enzimsku kaskadu. Medutim, jedna od
meta Rho kinaze je i fosfataza lakog lanca miozina, zbog cega je predloZena mogu¢nst da GTP
ostvaruje efekat posredno kroz dejstvo na citoskelet (Carton et al. 2002). Aktivacija
smanjenom intracelularnom jonskom jac¢inom je joS jedan fenomen koji je potencijalno
iskljucio aktivaciju mehanorecepcijom, medutim i ovaj slucaj je od strane dela autora
interpretiran kao faktor koji zapravo smanjuje prag osetljivosti na mehanicku stimulaciju
(Strange, Yamada, and Denton 2019). Smatra se da intracelularni kalcijum ne aktivira kanal,
kako povecanje njegove koncentracije ne utiCe na nivo aktivacije, dok je predlozena
neophodnost prisustva minimalne koncentracije kalcijuma (>50nM) za uspe$nu aktivaciju
(Nilius et al. 1997). Novije studije ukazuju i na ulogu reaktivnih kiseoni¢nh vrsta u aktivaciji
odredenih izoformi VRAC. Heteromeri LRRC8A-LRRCS8E se aktiviraju oksidacijom dve rezidue
cisteina u prva dva leucinska ponovka na subjedinici LRRCE, Sto dovodi do formiranja
disulfidnog mosta i rezultuju¢e konformacione promene koja aktivira kanal (Bertelli et al.
2022). Oksidacija inhibira izoformu LRRC8A-LRRC8C modifikuju¢i prvi metionin na LRRC8C
subjedinici (Bertelli et al. 2022). Ova istrazivanja su utvrdila ulogu izoformi VRAC-a u
mehanizmima oksidativnog stresa, pored uloge u odrzavanju osmotske homeostaze. VRAC je
ostetljiv i na promene pH vrednosti pri cemu ga umereni pad pH akivira, dok pad ispod pH 6
dovodi do inhibicije (R. Wang et al. 2017).
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1.5.2 Reakcija gljiva na osmotske promene

Odgovor na hipoosmotski stres temeljno je ispitivan na kvascu S.cerevisiae i predstavlja prvi
opisani model mehnizma adaptacije eukariotske Celije. Povecanje zapremine Celije do kojeg
dolazi usled ulaska vode pokreée mehanizam regulatornog smanjenja zapremine koji
podrazumeva izbacivanje osmolita iz ¢elije, u prvoj liniji glicerola. Inicijalni, brzi odgovor
podrazumeva promenu koncentracije neorganskih jona posredstvom membranskih kanala.
Porast koncentracije kalcijuma dovodi do otvaranja akvagliceroporina Fpsl. Osmosenzori
Celijske membrane dovode do inhibicije HOG (eng. hight osmotic glicerol) MAPK signalnog
puta koji, kada je aktivan dovodi do ekspresije enzima koji ucestvuju u sintezi glicerola od
glikolitickog intermedijera dihidroksiaceton fosfata, pa gasenje ovog puta predstavlja sporiji
odgovor i trajno prilagodavanje na smanjenu osmotsku koncentraciju spoljasnjosti..

Koncaste gljive reaguju na nagle promene osmolarnosti zastojem u vrSnom rastu, koji
nastavlja da se odvija posle pauze tokom koje gljiva podleZe adaptaciji. U slucaju
hiperosmotskog Soka, oporavak je mogu¢ ukoliko razlika ne prelazi 10 MPa, kako je ispitano
na Penicillium chrysogenum i Chrysosporium fastidium (Luard 1982).

Odgovor na osmotske promene i njegova uloga u regulaciji metabolizma i detekciji nutrijenata
je kod koncastih gljiva opisan na gljivi iz roda Neurospora (Huberman, Coradetti, and Glass
2017). Gljive razvijaju kompleksnu signalizaciju za registrovanje dostupnih tipova i koli¢ine
nutrijenata kako bi reorgnizovale metabolicke puteve za njihovu razgradnju i odrzale pravilnu
dinamiku rasta. Pretpostavljeno je da koncaste gljive koriste promene osmolarnosti kao signal
za nivo dostupnih rastvorljivih ugljenih hidrata (Huberman, Coradetti, and Glass 2017).

Koncaste gljive iz roda Aspergilus intenzivno su proucavane u uslovima razlicitih abiotickih
stresora. Nadeni su ortolozi gena koji kodiraju ucesnike HOG puta kod kvasca. Senzorni
molekul ove gljive (SskA protein, homolog Ssklp proteina kvasca) reaguje i na oksidativni
stres. Knock-out mutant za protein SskA medutim, pokazuje smanjenu osetljivost, ali ne i
potpuno odsustvo reakcije na osmotski stres, Sto ukazuje na postojanje sloZenije regulatorne
mreZe kod koncastih gljiva (Duran, Cary, and Calvo 2010). Ovaj zakljucak je u skladu sa
¢injenicom da kvasce odlikuje regresivna evolucija genoma koja se javila pri sekundarnom
prelasku na jednoceli¢nost (Braun et al. 2000). Integrativni model koji opisuje odgovor veceg
broja signalnih puteva kvasca ne podrazumeva transport anjona (Ke et al, 2013). Zbog
regresivne evolucije kvasaca koja ih ¢ini funkcionalno zasebnom grupom, izmedu kvasaca i
koncastih gljiva uporedivi su samo fizioloski mehanizmi koji su duboko ukorenjeni u Zivom
svetu.

1.5.3 ORIC-IRIS

[zlazno ispravljena (rektifikovana) brzoinaktivirajuc¢a trenutna struja - IRIS (eng outwardly
rectifying fast inactivating instantaneous current, ORIC) je dominantna anjonska struja
registrovana u hipoosmotskim uslovima u membrani citoplazmatskih kapi P.blakesleeanus
(Krizak et al. 2015). Karakteristike IRIS se znacajno razlikuju od svih do sada opisanih jonskih
kanala na gljivama, dok je odlikuje veliki broj sli¢nosti sa zapreminski regulisanom anjonskm
strujom kicmenjaka (VRAC).

Prvo, IRIS je dozno-zavisno aktivirana razlikom u osmolarnosti izmedu pipetnog i
vancelijskog rastvora, dok nije bila registrovana u snimanjima dominantnih struja CK u
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izoosmotskim uslovima. Jedno odstupanje u ponasanju CK u odnosu na ¢elije u kojima je
registrovan VRAC je odsustvo pojave regulatornog smanjenja zapremine nakon hipoosmotske
stimulacije, ve¢ je izmereno samo blago bubrenje koje dostiZe plato nakon 10 minuta (Krizak
et al. 2015). Slicno VRAC-u, IRIS je bilo moguce aktivirati u izoosmotskim uslovima u
prisustvu unutarceijskog analoga GTP-a.

IRIS odlikuje blago povecanje provodljivosti sa porastom depolariSuceg potencijala, tj izlazno
ispravljanje, sa izracunatim naelektrisanjem vratnica pribliZnom jedinici. Ona je dominantna
izlazna struja u membrani CK na depolariSu¢im potencijalima, dok to nije slu¢aj na
hiperpolariSuéim potencijalima, na kojima cesto preovladavaju drugi tipovi struja, kao Sto je
potencijali dovode do vrlo konzistentnog obrasca brze inaktivacije, koji nalikuje aktivnosti
odredenih izoformi VRAC kanala (Ullrich et al. 2016b).

IRIS je anjonska struja sa sekvencom provodljivosti koja odgovara Eisenman [ seriji. Ispitana
je selektivnost za sledece anjone i utvrden redosled provodljivosti, I- : CI- : HCO3- : glutamat
:glukonat = 1.4 : 1 : 0.25 : 0.01 : 0.088. Provodeci jon utice na brzinu inaktivacije IRIS na
depolariSué¢im potencijalima, pri cemu viSe provodljivi joni ubrzavaju inaktivaciju.

Odstupanje od sli¢nosti sa VRAC kanalom ogleda se i u odsustvu bloka struje poznatim
klasi¢nim blokatorima anjonskih kanala - DIDS-om i DCPIB-om. DIDS je nespecifi¢ni blokator
koji deluje kao Cep na velikom broju anjonskih kanala, te je jako neobi¢no da IRIS njime nije
blokirana. Odsustvo osetljivosti IRIS na ove blokatore ukazuje na strukturne razlike u
vancelijskoj strani pore u poredenju sa VRAC. IRIS je, sa druge strane osetljiva na druge
blokatore anjonskih kanala, antracen (A9C) i niflumicnu Kiselinu (NA), za koje je pokazano da
ujedno inhibiraju respiraciju i usporavaju rast P. blakesleeanus, (Stani¢ et al. 2017), kao i N.
crassa (Hanke et al. 2001) i C. albicans (Baker et al. 2002). Pokazano je da prisustvo
unutarcelijskog ATP-a pri registraciji IRIS u CK potpuno uklanja efekat antracena, dok blok
niflumi¢nom kiselinom postoji, ali je momenat njenog efekta odloZen za nekoliko minuta. Ovi
podaci sugersu spregnutost aktivnosti IRIS i metabolickog statusa gljive.

1.6 Jonski kanali i metabolizam

Povezanost rada membranskih proteina sa metabolizmom Ccelije cesto je regulisana
alosterickim efektom unutarcelijskog ATP-a i ili modulacijom fosforilacijom, za $ta je ATP
neophodan kao suprstrat za kinaze. Jedan od najtemeljnije ispitivanih primera je modulacija
kalijumskog ATP-zavisnog kanala (Katp), koji predstavlja kompleks sacinjen od kalijumskog
izlaznog ispravljaca - KiR kanala i sulfonilurea receptora (SUR). Smatra se da se ovaj kanal
aktivira prilikom smanjenja unutarcelijskog ATP i predstavlja vezu izmedu Ccelijskog
metabolizma i ekscitabilnosti u nervnom i miSi¢nom tkivu (Teramoto 2006) i B-Celijama
pankreasa (Ortiz et al. 2013). ATP se direktno vezuje za obe komponente Karp kanala, pri
¢cemu alostericki izaziva suprotne efekte - vezivanje za SUR dovodi do konformacije koja
aktivira kanal dok, u kompleksu sa Mg, vezivanjem za KiR ostvaruje inhibitorni efekat (Sikimic
et al. 2019a). Modulacija Karp je stoga jako kompleksna i predstavlja balans izmedju aktivnosti
ove dve komponente.

Inhibicija IRIS blokatorima ajonskh kanala (A9C i NA) koji ujedno utiCu na respiraciju
koncastih gljiva ukazuje na mogucu povezanost mehanizma reakcije na osmotski stres sa
metabolickim statusom gljive. ATP, kao supstrat za kinaze bi mogao da ostvaruje efekat
posredno, ukoliko se otvoreno stanje kanala stabilizuje fosforilacijom. U slucaju kicmenjackog
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zapreminski regulisanog kanala nehidrolizabilni analog ATP-a u nekoj meri odrZava
amplitudu VRAC-a pa se smatralo da je uloga koju ATP ostvaruje dvojaka (Bryan-Sisneros et
al. 2000).

Metabolicki status P. blakesleeanus je ispitivan u razli¢itim uslovima (Stani¢ et al. 2017).
Odnos slobodnih polifosfata je pokazan kao dobar indikator statusa disanja, a natrijum-azid
kao pouzdan metabolic¢ki inhibitor. Azid se ruitnski primenjuje kao blokator citohrom-c
oksidaze. Vec¢ina gljiva, medu kojima je i P. blakesleeanus poseduju i alternativnu oksidazu
AOX (M Zivi¢ et al. 2009), koja omogucava prenos elektrona sa ubikvinola mimo kompleksa
III i kod nekih vrsta se eksprimira konstituitivno, dok se njena ekspresija cesc¢e aktivira
prilikom inhibicije kompleksa III ili IV respiratornog lanca, tako da gljive nastavljaju sa
aerobnim metabolizmom nakon kraceg zastoja. Tretman azidom se pokazao kao efikasan i za
sprecavanje resinteze Celijskog zida micelijuma u uslovima celijske hirurgije (Paji¢ et al., n.d.),
koji se neizbeZzno odigravao u kontrolnim uslovima, te je ovo joS jedan pokazatelj njegove
efikasnosti u usporavanju ¢elijskih funkcija P.blakesleeanus.

Familija TOK kanala, ispitivan u S.cerevisiae (DUK1), a zatim i u koncastim gljivama (nTOK)
takode je modulisan ATP-om tako da ATP sprecava njegovu inaktivaciju (Bertl et al. 1998).

1.7 Farmakologija osmotski aktiviranih anjonskih kanala

Poslednjih decenija vrsi se intenzivna farmakoloska karakterizacija zapreminski regulisanog
kanala Zivotinja, medutim joS uvek nije pronaden blokator koji deluje na sve izoforme i visoko
je specifican samo za VRAC (Strange, Yamada, and Denton 2019). VRAC blokiraju brojni
nespecificni blokatori: SITS (4-acetamido-4’-isothio-cyanato-2,2’-stilbenedisulfonic acid),
DIDS (4,4’-diisothiocyano-2,2’-stilbenedisulfonic acid), NFA (niflumic acid), FFA (fluflemic
acid), NPPB (5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)benzoic acid), DPC (diphenylamine-2-
carboxylate), 9-AC (9-Anthracenecarboxylic acid), NPA (N-phenylanthracillic acid), sa ECso
najcesce u opsegu od 1 do 100 uM (Figueroa and Denton 2022). DCPIB koji je nekada smatran
specificnim blokatorom VRAC-a takodje blokira mnoge druge anjonske kanale u slicnom
opsegu koncentracija (Figueroa and Denton 2022). Kao Sto je pomenuto, IRIS nije osetljiva na
DIDS i DCPIB, dok je inhibiraju antracen i niflumic¢na kiselina.

Karbenoksolon (eng carbenoxolone, cbx), blokira zapreminski regulisan kanal ki¢cmenjaka,
ali ujedno i kanale koji formiraju pukotinaste veze - koneksine i kanale sa ulogom u regulaciji
inflamacije - paneksine. Zanimljiva Cinjenica je postojanje strukturne sli¢nosti N-terminusa
VRAC-a i paneksina, koja je navela na jednu od hipoteza o evoluitivnom nastanku VRAC kanala
prilikom razvajanja linije hordata (Abascal and Zardoya 2012). Pokazano je da karbenoksolon
deluje i na votlazno - zavisan kalcijumski kanal u retini (Vessey et al. 2004) i GABA receptor
(Connors 2012). Kao polaran molekul koji ne prolazi slobodno kroz celijsku membranu,
karbenoksolon verovatno ostvaruje dejstvo na sve ciljne proteine sa vancelijske strane, kako
je pokazano u slucaju paneksina (Michalski and Kawate 2016).

Flavonoidi predstavljaju grupu polifenolnih sekundarnih metabolita biljaka, sa poznatim
antioksidativnim dejstvom, i dejstvom koje ostvaruju vezivanjem za kinaze (Gamet-Payrastre
et al. 1999), kao i brojne druge tipove proteina (Gao and Tang, n.d.). Genistein je fitoestrogen
izolovan iz biljke Genistea tinctoria (4,5,7 trihidroksi-izoflavon). Inicijalno je primenjivan kao
nespecifi¢ni blokator tirozin-kinaza, i stimulator apoptoze. Utvrden je njegov inhibitorni
efekat na VRAC endotelnih ¢elija (Voets et al. 1998). Ispitivanje efekta na ¢elijama miocita sa
druge strane, dalo je rezultate stimulatornog dejsva, kao i primenom specifi¢cnog blokatora Src
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kinaze, dok drugi blokator Sirokog spektra - tyrphostin A23 deluje inhibitorno (Xin-Ling Du et
al. 2004). Struja potencirana genisteinom, blokirana je DIDS-om i tamokscifenom. To ukazuje
na mogucnost postojanja sloZene regulatorne mreZe koja zavisi od tipa ispitivane celije.
Kvercetin je prirodni flavon biljaka i gljiva. Pokazano je njegovo uceS¢e u regulaciji
proliferacije i programirane cCelijske smrti Celija (Kumar and Pandey 2013). Ispitivano je i
njegovo antifungalno dejstvo, kao i efekat povecane senzitivnosti gljiva na antimikotike u
prisustvu kvercetina (Nguyen and Bhattacharya 2022). Polifenolna jedinjenja su poznata i po
svom izraZenom antioksidativhom i potencijalnom antikancerogenom dejstvu. Kvercetin je
kao antioksidans koriS¢en i za stabilizaciju protoplasta koncastih gljiva,dobijenih enzimskom
razgradnjom (Mosunova et al. 2016).

Sve ve(i broj istraZivanja poslednjih godina istice Sirinu spektra meta flavonoida. Proteini sa
kojima interaguju ne razlikuju se samo na osnovu svoje sekvence vec i po tipu konformacije
dZepova sa kojima flavonoidi interaguju, pri ¢emu je do sada samo za kvercetin ustanovljeno 8
razlic¢itih tipova. Ovo se objasnjava fleksibilno$¢u rotacije treceg prstena oko jednostruke veze
sa ostatkom molekula koji ¢ini rigidna struktura preostala dva prstena, kao i brojnim
polarnim bo¢nim grupama koje mogu ostvariti ceo spektar interakcija. Zapreminski regulisani
kanal ki¢menjaka osetljiv je na ukupno 34 molekula iz ove grupe, pri ¢emu su genstein i
kvercetin medu najpotentnijima (Xue et al. 2018b).
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2. Ciljevi

U ovoj doktorskoj disertaciji su postavljena dva osnovna cilja koji su dalje razradeni kroz
potciljeve od kojih je svaki konkretizovan kroz neposredne istrazivacke zadatke:

1. Bliza biofizicka karakterizacija izlazno-ispravljacke brzoinaktivirajuce trenutne
struje (IRIS) u modelu citoplazmatskih kapi. Ovaj cilj je razraden kroz tri potcilja:

1.1 Karakterizacija IRIS u konfiguraciji ,cela ¢elija“. U cilju detaljnog ispitivanja osobina

IRIS, planirano je pet istrazivackih zadaka:

1.1.1 Analiza efekta ATP na voltazno-zavisnu inaktivaciju IRIS.

1.1.2 Utvrdivanje da li je za efekat ATP na IRIS neophodna hidroliza ATP-a.

1.1.3 Ispitivanje vremenske i voltazne zavisnosti oporavka IRIS od inaktivacije u
prisustvu ATP.

1.1.4 Ispitivanje osetljivost IRIS na razliCite farmakoloSke inhibitore i modulatore
(flavonoide, ATP, CBX, azid).

1.1.5 Ispitivanje provodljivost za anjone koji su fizioloSki znacajni za koncaste gljive
(nitrati i fosfati).

1.2 Registracija i identifikacija struja pojedina¢nih kanala u osnovi IRIS, u istrgnutoj
membrani. Ovaj potcilj je konkretizovan Kkroz tri istrazivacka zadatka:

1.2.1 Registrovanje brzoinaktivirajuce struje na nivou pojedinacnih kanala.

1.2.2 Identifikacija struje pojedinacnih jonskih kanala koji nose IRIS u istrgnutoj
membrani, na osnovu bloka vancelijskim ATP i merenja oporavka od
inaktivacije.

1.2.3 Merenje amplitude struje pojedinacnih kanala i utvrdivanje strujno-naponske
zavisnosti pojedinac¢nih kanala u osnovi IRIS.

1.3 Karakterizacija eksperimentalnog modela citoplazmatskih kapi. Radi ostvarivanja
navedenog cilja planirani su slede¢i istrazivacki zadaci:
1.3.1 Potvrdivanje plazmamebranske prirode membrane citoplazmatskih kapi
elektrofizioloskim pristupom.
1.3.2 Utvrdivanje da li CK sadrZe aktivne mitohondrije.

2. ElektrofizioloSska registracija i tipizacija membranskih struja protoplasta hifa,
oslobodenih ¢elijskom mikrohirurgijom primenom TNVnDM. Ovaj cilj je razraden
kroz dva potcilja:

2.1 Karakterizacija protoplasta dobijenih ¢elijskom hirurgijom hifa kao model sistema za
elektrofizioloSka merenja sa Celijske membrane koncastih gljiva i poredenje
efikasnosti ostvarivanja gigaomskog kontakta sa efikasno$¢u postignutom kod
citoplazmatskih kapi. Radi ostvarenja navedenog cilja planirana su tri istraZivacka
zadatka:

2.1.1 Ostvarivanje gigaomskog kontakta sa Ccelijskom membranom protoplasta
oslobodenih mikrohirurgijom koriS¢enjem TNVnDM.

2.1.2 Utvrdivanje osobina protoplasta koje utiCu na uspeSnost ostvarivanja
gigaomskog kontakta sa pipetom.

2.1.3 Uporedivanje otpora dobijenih kontakata sa pipetom koriS¢enjem TNVnDM i
verovatnoce dobijanja gigaomskog kontakta na dobijenim protoplastima sa
vrednostima dobijenim na CK.
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2.2 Registracija dominantnih jonskih struja ¢elijske membrane protoplasta iz hife P.
blakesleeanus pomocu razlicitih konfiguracija TNVnDM. Ovaj potcilj ¢e biti realizovan
kroz pet istrazivackih zadataka:

2.2.1 Registrovnje i analiza osobina dominantnih jonskih struja ¢elijske membrane
celih protoplasta iz micelijuma P. blakesleeanus primenom konfiguracije
TNVnDM cela ¢elija.

2.2.2 Registrovanje i analiza jonskih struja pojedinacnih kanala prisutnih na celijskoj
membrani istrgnutoj sa protoplasta iz micelijuma P. blakesleeanus primenom
istrgnutih konfiguracija TNVnDM ,unutra - spolja“1i ,spolja - spolja“.

2.2.3 Klasifikacija jonskih struja sa protoplasta iz micelijuma P. blakesleeanus.

2.2.4 Utvrdivanje postojanja obrasca prostorne distibucije jonskih struja protoplasta
duz hifa P. blakesleeanus.

2.2.5 Utvrdivanje aktivnosti IRIS u ¢elijskoj membrani protoplasta iz micelijuma P.
blakesleeanus
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3. Materijal i metode
3.1 Gajenje model organizma

Model organizam Phycomyces blakesleeanus, ,wildtype“ soj NRRL1555(-) (Burgeff), koris¢en je
za dobijanje oba tipa model sistema - citoplazmatskih kapi (CK) sporangiofora i protoplasta
hifa. Gljiva se gaji koriS¢enjem spora za vegetativno razmozavanje - sporangiospora (kasnije u
tekstu - spore), na Cvrstom bogatom krompirovom medijumu i u tetnom minimalnom
medijumu.

Cvrsti medijum priprema se (za zapreminu od 1 1) ekstrahovanjem $eéera iz 200 g krompira
kuvanjem (do sat vremena) i filtriranjem kroz dvoslojnu sterilnu gazu. U filtrat se zatim
dodaje 20 g glukoze i 15 g agra. U slucaju primene 40 g/l PDA (potato-dextrose-agar) praha, u
smesu je bilo neophodno dodati jos 5 g Cistog agra radi optimalnog stezanja. Za rast P.
blakesleeanus neophodni sastojci u oba slucaja pripreme medijuma su i 1.5 g ekstrakta kvasca
i 1 mg tiamina kao esencijalnog vitamina koji gljiva apsorbuje iz okruZenja. Posude u kojima
se medijum skladisti steriliSu se na 120°C pod pritiskom.

Za potrebe dobijanja hifa za celijsku hirurgiju, micelijum se gaji u tecnom minimalnom
medijumu koji sadrZi (za 11): 10 g glukoze, 2 g L-asparagin monohidrata, 5 g KH2P0O4, 500 mg
MgS04(x7 H20) i 10 ml unapred pripremljenog 100x koncentrovanog Stoka mikroelemenata.
Stok mikroelemenata sadrzi: 100 mg/ml tiamina, 100 mg/ml limunske kiseline, 75 mg/ml
Fe2NO3xH20, 100 mg/ml ZnSO4, 30 mg/ml MnSO4, 5 mg/ml CuSO4i 50 mg/ml NaMoOa.

Spore se dugorocno (do 2 godine) skladiSte u koncentrovanim master Stokovima, na -20°C. Za
potrebe odrZavanja geneticke uniformnosti gljive, prilikom pravljenja novog master Stoka
spora, koriste se spore poreklom iz iste sporangije, tako Sto se sadrzaj jedne sporangije
oslobadja u 1 ml sterilne destlovane vode, ¢ime se dobija rastvor koncentracije 50 000
spora/ml. Ovaj rastvor se razblaZuje do koncentracije od 100 spora/ml za zasejavanje na
¢vrstm medijumu. Pred sejanje u oba tipa medijuma, neophodna je aktivacija spora, koja se
izvodi inkubacijom u vodenom kupatilu na 49.5°C, minimalno 15 minuta. Medijum se razliva u
petri kutije prethodno sterilisane UV lampom. Na ohladen medijum razliva se 100 pl rastvora
spora po petri kutiji. Petri kutije se drze u sterilisanim i navlazenim plasti¢nim prozirnim
kutijama sa poklopcem radi odrZavanja vlaznosti vazduha, ispod fluorescentne lampe. Nakon
96 sati rasta, izrasli sporangiofori se uranjaju u sterilnu destilovanu vodu (1-1,5 ml / petri
kutiji, u zavisnosti od gustine izrastanja). Gustina ovako pripremljenog koncentrovanog
master Stoka iznosi 107 spora/ml. Pre alikvotiranja Stoka, razblaZenje (10 000 spora/ml) se
nanosi na hemocitometar radi provere koncentracije. Ovim se odrzava uniformnost u okviru
rada sa istim Stokom, ali se izdvajanjem nove sporangije za svaku slede¢u generaciju i rizikuju
potencijalni efekti veStacke selekcije. U toku izrade ove teze, novi master Stok je pravljen 4
puta.

Za gajenje micelijuma u tetnom medijumu, pri zasejavanju koristi se koncentrovani Stok, dok
se za potrebe gajenja sporangiofora na c¢vrstom medijumu Stok alikvotira i skladisti u
koncentraciji 10% i razblaZuje sterilnom destilovanom vodom neposredno pre sejanja do
rastvora od 100 spora/ml. Za potrebe dobijanja sporangiofora koristi se isti alikvot spora do
pripreme sledeceg master Stoka. Za potrebe gajenja micelijuma u tetnom minimalnom
medijumu, kako se za sejanje primenjuje koncentracija spora od 107 spora/ml, neophodno je
periodi¢no obnavljane Stoka gajenjem u petri kutijama po istom principu kao za pripremu
master Stoka, sa tim da se za zasejavanje polazi od alikvota iz postoje¢eg master Stoka.
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3.2 Dobijanje protoplasta celijskom hirurgijom

Za potrebe dobijanja micelijuma za Celijsku hirurgiju, spore se zasejavaju u bunari¢ima, na
pokrovnom staklu tretiranom tankim slojem 50 % kolagena. Radni rastvor kolagena
pripreman je (za 1 ml) meSanjem 500 pul gotovog rastvora nepolimerisanog kolagena (tip I,
Corning) sa 100 pl PBS-a, 2 pl NaOH i 398 pl dH20. Radi Sto boljeg lepljenja za podlogu
procedura se sastoji iz prvobitnog nanosenja direktno na tretiranu plocicu oko 100 pl Stoka
aktiviranih spora (107), razblaZenog 3-5 puta minimalnim medijumom, a tek nakon sat
vremena u bunari¢ se dodaje jo§ 1 ml medijuma kako bi se obezbedilo da spore klijaju na
kolagenu i izbeglo suSenje plocice.

Za celijsku hirurgiju koriste se hife stare do 24 sata. Usled neuniformne aktivacije spora, u
istom preparatu mogu se naci i hife stare tek nekoliko sati. Na micelijum zasejan na plo¢icama
sa kolagenom nanosi se Calcofluor white fluorescentni indikator koji se vezuje za komponente
¢elijskog zida (100x razblazenje u rastvoru od 495 mOsm), pokriva neprozirnom folijom i
inkubira 20 minuta. Nakon toga boja se ispira i ploCica smeSta u mikroskopsku komoricu
ispunjenu hiperosmotskim rastvorom (tabela 2) za plazmolizu.

pa

Celijska hirurgija se obavlja Ti:Sapphire femtosekundnim laserom (MIRA 900-F, Coherent Inc.
CA, USA), na aparaturi za dvofotonsku lasersku skeniraju¢u mikroskopiju (DFSM). Ultrakratki
laserski pulsevi (160 fs, u razmacima od 13 ns) fokusiraju se na ¢elijski zid hife u regionu sa
kojeg se membrana povukla u procesu plazmolize. Laserski snop je imao talasnu duZinu
podeSenu za optimalnu apsorpciju koriséene boje (730 nm). Visok intenzitet u fokalnoj
zapremini laserskog snopa postignut je fizioloskim objektivom visoke numericke aperture
(Carl Zels W Plan-Apochromat 40X, NA 1.0) i primenom ultra kratkih pulseva koji omogucavaju
visoku vr$nu snagu. Ovi uslovi omoguéavaju dvofotonsku apsorpciju kojom se postize efekat
ekvivalentan ozracivanju fotonima u UV-opsegu talasne duzine u tacki fokusa, dok sa
udaljavanjem od tacke fokusa snaga nelinearno opada, ¢ime se verovatnoca za dvofotonsku
apsorpciju drasticno smanjuje. Opseg primenjene snage za hirurgiju Celijskog zida kretao se
izmedu 4 i 14 mW na uzorku. Preparat se prethodno dvofotonski oslikava, snagom oko 1-2
mW na uzorku. Snaga lasera primenjena za oslikavanje i lasersku ablaciju prvenstveno zavisi
od efikasnosti bojenja Calcofluor indikatorom i debljine celiskog zida hife. Optimizacja
protokola celijske hirurgije je van opsega ove disertacije. Po uklanjanju celijskog zida, deo
hiperosmotskog rastvora (610-670 mOsm) se izmenjuje rastvorom od 520 mOsm, kako bi se
se stimulisao izlazak protoplasta. U oko 50 % slucajeva protoplasti se izdvajaju iz hife i odmah
po uklanjanju zida (Slika 3.1).
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Slika 3.1. Hifa P. blakesleeanus tokom izvodenja Celijske hirurgije. a: plazmolizovana hifa snimljena
oslikavanjem svetlim poljem; b: hifa obojena Calcofluor indikatorom i oslikana dvofotonskom
mikroskopijom; c: ista hifa nakon mikrohirurskog uklanjanja dela ¢elijskog zida; d: spontani izlazak
protoplasta nakon ¢elijske hirurgije.

3.3 Priprema preparata citoplazmatskih kapi

Za potrebe dobijanja citoplazmatskih kapi iz sporangiofora, gljiva se gaji ¢vrstom medijumu,
koji se razliva u staklene violice sterilisane visokom temperaturom, do 2/3 njihove
zapremine. Na ohladeni ¢vrsti medijum razliva se rastvor aktiviranih spora (20 pl po violici)
koncentracije 100 spora/ml. Violice u stalcima se gaje po istom principu, u plasti¢nim
kutijama pod fluorescentom lampom. Micelijum postaje vidljiv nakon 48 h kada pocinje da
formira sporangiofore, a ve¢ nakon 72 h prvi sporangiofori dostizu IVb fazu rasta, koju
odlikuje zrela sporangiuja i zona rasta koja zauzima dominantan deo zapremine.

Sporangiofori optimalni za pripremu preparata su velikog promera za pojedinacnu Cceliju,
vidljivi golim okom i rastu bez krivljenja, poSto ih karakteriSe maksimalna krutost koja
olakSava seCenje i mase citoplazmatskog materijala koji izbacuju. Kako njihov prec¢nik zavisi
od gustine sejanja, optimalna gustina je ta koja daje 3-5 sporangiofora iz iste faze rasta po
violici (brzina aktivacije spora nije uniformna, pa se u svakoj violici nalaze sporangiofori u
razlic¢itim fazama rasta). Sa uklanjanjem sporangiofora, naredna generacija je manje brojna pa
samim tim veCeg precnika. Negativan efekat na prinos CK predstavlja i diskontinuirano
izlaganje svetlosti i oscilacije u temperaturi u fazi rasta sporangiofora (u slucaju transporta
zasejane kulture na drugu lokaciju), dok transport u fazi micelije ne uti¢e na osobine izraslih
sporangiofora.

Preparat se priprema uranjanjem sporangiofora u mikroskopsku komoricu ispunjenu
vancelijskim rastvorom. Vrh se seCe 2 milimetra ispod sporangije (radi pouzdanog
obuhvatanja zone rasta). Sporangija se paZzljivo vadi iz rastvora odmah po isecanju, kako bi se
sprecilo oslobadanje prevelikog broja spora u preparat. Prisustvo spora u preparatu je
neizbeZno, jer opna sporangije puca ubrzo po kontaktu sa te¢nosS¢u. U proseku, po preparatuy,
utros$i se 15 do 20 sporangiofora. Preparat se ostavlja najmanje 20 minuta kako bi se
citoplazmatske kapi slegle, stabilisale i zalepile za podlogu.
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Isprobano je nekoliko podloga za imobilizaciju CK, radi mogu¢nosti koris¢enja perfuzije kao i
istrzanja membrane za potrebe registracije aktivnsti pojedina¢nih kanala. Testirani su
konkanavalin A (conA, Sigma Aldrich), kolagen (tip [, Corning) i laminin u kombinaciji sa poly |
lizinom (Sigma Aldrich), pri ¢emu je preparat posmatran pod jakom perfuzijom (tabela 1).

Tabela 1. Efikasnost 3 tipa podloge u vezivanju membrane CK nasuprot vezivanju ¢elijskog zida spora.
CK oznacene kao ,manje“, su dijametra <30um, a ,veé¢e” >30 um. Raspon efikasnosti od jednog do 4
znaka ,+“ oznacava potpuno odsustvo Zeljenog efekta (1) do potpunog efekta (ni jedna CK odlepljena
perfuzijom, i sve spore uklonjene perfuzijom).

odsustvo zadrzavanja odrzavanje manjih CK odrzavanje vecih CK
spora
PLL + laminin +++ + 4+ + o+
kolagen + + +++ +
Con-A +++ ++++ + 4 ++

Primenom perfuzije, ili izmenom rastvora pipetom, moguce je eliminisati ve¢inu spora i
ostataka kolumele sporangije, kao i ostatke neformirane citoplazme, koja u najvecoj meri
ugrozava cistocu pipete od koje zavisi uspeSnost ostvarivanja gigaomskog kontakta.
Parametri koji su praceni su broj i veli¢ina preZivelih citoplazmatskih kapi po prose¢nom
vidnom polju, naspram ispiranja spora i ostataka opne sporangije, Ciji je grub proporcionalni
odnos prikazan brojem “+” simbola u tabeli 1. Utvrdeno je da se CK najefikasnije imobilisu na
konkanavalinu A, dok se spore slabo zadrZavaju, te je nadalje koriS¢en kao podloga za sve

eksperimente radene na CK.

Konkanavalin A se skladisti u vodenom rastvoru na -20°C. Radna koncentracija od 100 pg/ml
se razliva na pokrovna stakla koja odgovaraju dnu mikroskopske komorice i ostavlja da
polimeriSe na sobnoj temperaturi, minimum 12 sati. Stakla se prethodno steriliSu drZzanjem u
etanolu 20 minuta, nakon ¢ega se ispiraju destilovanom vodom i ostavljaju pod UV lampom da
se osuSe i dodatno steriliSu jo$ pola sata.

3.4 Rastvori

Za formiranje citoplazmatskih kapi neophodno je prisustvo divalentnih katjona, kao i
osmolarnost preko 450mOsm, dok se ostale komponente rastvora variraju prema potrebama
eksperimenta.

Standardni vancelijski rastvor (S-V) za formiranje i registraciju sa citoplazmatskih kapi sadrzi
(u mM): 65 KCI, 60 K-glutamat, 10 HEPES, 2 MgCl, 1 CaClz, 263 saharoza, pH podesSen do 7-
7.1 kalijum-hidroksidom. Standardi pipetni rastvor (SP) za hipoosmotsku aktivaciju sadrzi (u
mM): 65 KCl, 60 K-glutamat, 10 HEPES, 2 EGTA, 2 NazATP, i podeSen je sahrozom do 550
mOsm, pH 7-7.1. Za testiranje efekta nehidrolizabilnog analoga ATP, primenjuje se 2ZmM AMP
PCP (adenylyl-(f3,y-methylene)-diphosphonate, tetralithium salt, Sigma Aldrich). Pipetni
rastvor za testiraje spontanog pada amplitude struje u vremenu ima isti satav, bez ATP-a. Za
registraciju IRIS sa CK u istrgnutim konfiguracijama, kori$¢eni su SE i SP rastvori, kao i
rastvori u kojima je sav glutamat zamenjen kalijum-hloridom. U rastvorima za testiranje
provodljivosti nitrata i fosfata, KCl i K-glutamat su zamenjeni K-nitratom, odnosno kalijum
dihidrogen-fosfatom. Hloridi su u vancelijskom rastvoru dodati u vidu CaClz i MgCl;, dok je u
pipetni rastvor dodato 2 mM KCl-a, kako bi srebro-hloridne elektrode funkcionisale.
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Za aktivaciju IRIS u izoosmotskim uslovima koriS¢en je SV i nekoliko varijacija pipetnog
rastvora:

e Izoosmotski SP rastvor, sa sniZenom koncentracijom saharoze, tako da odgovara
osmolarnosti SE rastvora;

e Pipetni rastvor identi¢nog sastava kao SE, sa izuzetim CaCly;

e Izoosmotski pipetni rastvor smanjene jonske jacine, u kojem je 100mOsm KCl-a
zamenjeno saharozom u odnosu na izoosmotski SI;

e Izoosmotski pipetni rastvor povecane jonske jacine u kojem je 200mOsm saharoze
zamenjeno KCl-om u odnosu na SP rastvor.

Za proveru dozne osetljivosti IRIS na hipoosmotsku stimulaciju, koriS¢en je SP podeSen
saharozom do 630 mOsm.

Za registraciju struja sa protoplasta micelijuma koris¢eno je nekoliko varijacija rastvora, pri
cemu svaka kombinacija pipetnog i vancelijskog rastvora omogucava asimetricne
koncentracije jona kako bi se ispitala provodljivost registrovanih struja na osnovu potencijala
reverzije za svaki jon. Svi rastvori sadrze 10 mM HEPES i podeSeni su na neutralnu pH
vrednost, a svi ektracelularni rastvori sadrze 2 mM MgCl». Svi vancelijski rastvori podeseni su
sorbitolom do ciljane osmolarnosti, dok su pipetni rastvori podeSeni saharozom. Prema
sastavu ostalih komponentni, rastvori su podeljeni prema tabelama 2-4. Primenjivane su
kombinacije, pri ¢emu su hiperosmotski vancelijski rastvori za plazmolizu i ablaciju zida
oznaceni velikim slovima, vancelijski rastvori niZe osmolarnosti koji se dodaju u preparat
pred NVnDM malim slovima, a pipetni rastvori brojevima, u tabelama su naznacene
komponente Cije se koncentracije razlikuju izmedu rastvora.

Tabela 2. Sastav pipetnih rastvora koris¢enih za ¢elijsku hirurgiju oznaceni brojevma 1-5.

1 2 3 4 5
570 mOsm 618 mOsm 650 mOsm 570 mOsm 640 mOsm
5 CaCl; 1 CaCl; 1 CaCl; 1 CaCl; 1 CaCl;
125 KClI 125 KCI 5 K-glu 50 KCI 1 K-glu 125 TEA-C] 80 KC1

Tabela 3. Sastav vancelijskih hiperosmotskih rastvora za za plazmolizu i celijsku
mikrohirurgiju oznaceni slovima A-D.

A B C D
620m Osm 620 mOsm 636 mOsm 680 mOsm
30 Ca(NO3): 30 CaCl2 30 CaCl2 30 CaCl2
60 KCl 65 K-glut [ 100 K-glut 25 KCI 125 TEA-CI 125 KCl

Tabela 4. Rastvori za dodavanje u komoricu pred TNVnDM oznaceni slovima a-c.

a b C
520mOsm 520 mOsm 510 mOsm
5 CaCl,, 125 KCI 5 CaCl;, 125K-glu 5 CaCl;

Kombinacije navedenih rastvora daju razlicite vrednosti Nernstvorih potencijala za svaki jon,
koje su prikazane u tabeli 5.
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Tabela 5. Nernstovi potencijali za svaki jon (redovi) pri razli¢itim kombinacijama rastvora iz
tabele 2 (kolone). Sve vrednosti potencijala reverzije (u mV) se odnose na konfiguraciju
spolja-spolja, kada su pipetni rastvori sa unutarcelijske strane.

A+a+1 A+a+3 B+b+2 C+c+4 D+a+5
Cl- 13 -10 16 -1 20
K+ 0 21 0 -11
glutamat -567 -58 -119 20
Ca++ 20 40 40 40
Mg++ 0 0 0
NO3- <<0

Snimanje membranskog poencijala u reZimu nametanja struje izvedeno je primenom
izoosmotskog SP rastvora sa glutamatom izmenjenim hlorom, dok je pored SE rastvora
koriS¢en i rastvor slican APW (artificial pond water) rastvoru, koji odlikuje nizak jonski
sastav: 1 mM CaClz, 2 mM KCl, 1 mM MgCl;, podeSen saharozom do 495 mOsm, i pH vrednosti
6, bez tretiranja puferom.

Svi rastvori su filtrirani (i time i sterilisani) koriS¢enjem 22 pm filtera, alikvotirani i
skladisteni na -20°C. Pipetni rastvori koji su sadrzali ATP/ AMP PCP su tokom eksperimenata
drzani na u Spricu za punjenje na rashladnom stalku.

3.5 Hemikalije

Flavonol kvercetin (Sigma Aldrich) i izoflavon genistein (Tokyo chemical industry), koriS¢eni
za ispitivanje inhibicije IRIS skladiSteni su u koncentrovanim Stokovima (30 mM) u DMSO i
razblaZzeni do finalne koncentracije u komorici tokom eksperimenta. Sinteticki analog
kvercetina LY294002 (Sigma Aldrich), koji je nepemeabilan za ¢elijsku membranu, pripreman
je u DMSO Stoku i zatim razblazivan u pipetnom rastvoru do finalne koncentracije od 1 OuM
neposredno pred eksperiment. Koncentrovani $tok natrijum-vanadata od 200 mM pravljen je
u PBS-u, prema protokolu opisanom od strane Gordon et al (Gordon 1991). Pred eksperiment,
Stok vanadata je razblazen u dva koraka, prvo 10 puta u SE, a zatim do finalne koncentracije
dodavanjem u mikroskopsku komoricu tokom eksperimenta. Natrijum-azid rastvaran je u
vodi u koncentraciji od 500 mM i razblaZivan u komorici tokom pripreme preparata radi
inkubacije. ATP i AMP PCP (Sigma Aldrich) rastvarani su direktno u SP rastvorima prilikom
njihove pripreme. ATP za potrebe ekstracelularnog apliciranja rastvaran je u vodi u
koncentraciji od 50 mM. Svi agensi su u Stokovima c¢uvani na -20°C, alikvotirani u malim
zapreminama u ependorf tubicama, koje su jednokratno odmrzavane pred svaki eksperiment.
Radni rastvori su pred apliciranje drZani na rashladnim ulo$cima, i razblaZeni su dodavanjem
male zapremine koncentrovanog Stoka direktno u komoricu za registraciju.
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3.6 Oslikavanje citoplazmatskih kapi

Autofluorescentni signal CK, kao i emisija fluorescentnih indikatora su snimani dvofotonskim
pobudivanjem, na istom sistemu na kojem je izvodena i Celijska hirurgija. Citoplazmatske kapi
formirane su u standardnom ekstracelularnom rastvoru, nalivenom na plocicu sa
konkanavalinom A (60 pl). Plocica je postavljana na mikroskopsko staklo sa dve strane
oiviceno fiksiranim pokrovnim stakalcima debljine 300 pm. Preko preparata je nanoseno
novo pokrovno staklo posle Cega je postavljan pod uljano-imerzioni objektiv (Carl Zels, EC
Plan-Neofluar 40X, NA 1.3). Autofluorescentni signal sniman je skeniranjem snagom od 3.8
mW na talasnoj duzini od 730 nm. Signal je filtriran interferencionim filterom na 479 nm sa
opsegom *20 nm i detektovan fotomultiplikatorom. CK bojene fluorescentnim indikatorom
Rh123 (2-(6-amino-3-imino-3H-xanthen-9-yl) benzoic acid methyl ester, Sigma-Aldrich), su
bile inkubirane u boji finalne koncentracije 5 pM 30 minuta i snimane bez prethodnog
ispiranja. Rh123 je skladisten u koncentrovanom Stoku od 1.8 mM, a pred eksperiment prvo
razblaZen 72 puta i finalno jo$ 5 puta meSanjem sa SV pred nalivanje na ploc¢icu sa podlogom,
koja se dalje tretirala na isti nacin. Signal Rh123 indikatora dobijen je pobudjivanjem snagom
od 3.5 mW, na 800 nm a detektovan kroz filter MF 530 * 21.5 nm. CK bojene DAPI
indikatorom, inkubirane su 10 minuta u 0.4 uM boje, snimane na 730 nm snagom od 5 mW, a
signal je detektovan kroz filter 479 + 20 nm.

3.7 EKksperimenti namentanja voltaze na deli¢cu membrane - instrumentalna
postavka

Aktivnost IRIS u CK i dominantnih struja protoplasta micelijuma registrovana je u dve
konfiguracije tehnike nametanja voltaze na delicu membrane:

Konfiguracija ,cela ¢elija“, za registraciju ukupnih struja citoplazmati¢nih kapi, koja se postize
ostvarivanjem gigaomskog kontakta, nakon Cega dodatni kratki pulsevi negativnog pritiska
Spricem u oba smera dovode do prekida membrane pod pipetom i otvaranja unutrasnjosti
kapi ka mikropipeti. Radi utvrdivanja veli¢ine pritiska namenutog na membranu prilikom
ostvarivanja gigaomskog kontakta i ulaska u konfiguraciju cela ¢elija, na sistem za sukciju u
jednom setu merenja bio je povezan manometar, koji je merio nivo pozitivnog pritiska koji se
dovodi na membranu za date nepromenjive uslove (zapremina Sprica, promer i duzina creva
za sukciju koje dovodi vazduh do nosaca pipete). Za ostvarivanje gigaomskog kontakta
prethodno nametnutii pozitivan pritisak pred uranjanje pipete iznosio je 60 +* 10 mbar, pri
cemu se kontakt pipete i CK najCeSc¢e ostvarivao trenutno po otpustanju pritiska. Vrednost
negativnog pritiska grubo je procenjena na osnovu promene zapremine Sprica pri pomeranju
klipa za odredeni broj podeoka, pri Cemu se uzima da je promena ista u oba smera, te je
procenjeno da se za ulazak u konfiguraciju ,cela ¢elija“ membrana izlaZe negativnoj promeni
pritiska od 20 * 5 mbar, u vidu naglog povlacenja klipa Sprica, pri cemu je Cesto potrebno 2-3
puta ponoviti postupak.

Konfiguracija ,spolja-spolja“, je uspostvljana nakon S$to se IRIS registruje po ulasku u
konfiguraciju ,cela-¢elija“, primenom standardne serije pravougaonih protokola. Pracen je
udeo uspesno istrgnutih membrana sa porastom otpora kontakta u odnosu na ukupan broj
pokusSaja, kao i amplitude dobijenih struja iz fragmenta membrane u odnosu na veli¢inu
primenjene pipete.
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Instrumentalna postavka se u odredenom periodu razlikovala u zavisnosti od primenjene
konfiguracije. Pri registraciji ukupnih struja, radi preciznog pracenja parametara
konfiguracije ,cela ¢elija“, prvobitno je koris¢en Clampex7 softver, pretpojacava¢ AM Systems
2400 (AM systems, USA) i analogno-digitalni pretvarac Digidata 1200 (Molecular Devices, USA).
Odnos serijskog otpora (,,acess resistance®, Ra) i otpora membrane (Rm) je klju¢an za procenu
validnosti voltaZne kontrole, jer i usled same aktivnosti IRIS-a membranski otpor po ulasku u
konfiguraciju ,cela ¢elija“ pada na oko 100 do 200 M(. Zbog varijabilnosti u veli¢ini
citoplazmatskih kapi, neophodno je merenje kapacitivhosti membrane (Cm), koja je
proporcionalna njenoj povrsini, da bi se iz kolicnika amplitude struje i kapacitivnosti izvela
gustina struje, koja onda omogucava validnije poredenje izmedu grupa podataka.

Struje pojedinac¢nih kanala prvobitno su snimane u Pulse softveru koriste¢ci EPC8
pretpojacavac i ITC16 analogno-digitalni pretvara¢ (HEKA Electronics, Nemacka). Isti sistem,
izuzev softvera, koriS¢en je i za snimanje ukupnih struja sa membrane u odredenim
eksperimentima, kada se Digidata pretvarac iz tehnic¢kih razloga nije mogao koristiti. U tom
slucaju, koris¢en je WinWCP softver u kojem je moguce pratiti stabilnost ulaznog otpora u
»,membrane test” odeljku, koji ne postoji u Pulse softveru, s tim da se vrednost kapacitivnosti
membrane izvodi na drugaciji na¢in u odnosu na Clampfit softver, pa su stoga podaci o
gustinama neuporedivi. Po unapredenju sistema sve konfiguracije snimane su u PClamp11
programu (Molecular Devices, SAD), Axopatch 200B pretpojacavacem i Digidata 1550
pretvaraCem. Svi rezultati analizirani su u Clampex softveru.

Za potrebe merenja membranskog potencijala CK P.blakesleeanus, primenjen je reZim
nametanja struje na Axopatch 200B pretpojacavacu, u konfiguraciji ,cela ¢elija“. Protokol je
podrazumevao pasivno pracenje membranskog potencijala bez stimulacije, te kompenzacija
serijskih otpora nije bila neophodna.

Struje pojedinacnih kanala protoplasta micelijuma snimane su u navedenim konfiguracijama,
kao i konfiguraciji ,unutra-spolja“, dobijenoj istrzanjem membrane neposredno nakon
uspostavljanja gigaomskog kontakta.

Tokom trajanja merenja sa jednog preparata, nije bio koriS¢en sistem za perfuziju. Tipi¢no
trajanje merenja u CK preparatu je sat vremena, dok je sa protoplasta dobijenih
mikrohrurgijom c¢esto snimano i duZe od dva sata. Oba tipa preparata su pripremana u
mikroskopskim komoricama zapremina 600 pl i 330 pl. Pri merenjima duZim od sat vremena,
zbog neizbeZnog isparavanja vode iz rastvora, posebno u slucaju zapremine manje komorice,
u prepat je ili dodavana voda (oko 10 % pocetne zapremine) ili je u viSe navrata po polovina
zapremine iz komorice pipetom izmenjena svezim vancelijskim rastvorom.

3.8 Pipete

Za dobijanje mikropipeta koriS¢eno je debelozidno borosilikatno staklo sa filamentom,
proizvodaca Sutter i Science products, u oba slu¢aja model GB150F 0.86 x 1.50x100 mm.
Mikropipete su zvlacene na horizontalnom automatskom instrumentu za izvlacenje P97,
Sutter Instruments. Pipete su polirane na Microforge sistemu (L/MCPZ 101, List Medical-
Elektronic ), zagrevanjem Zice protokom struje do 2500 mA. Pipete koriS¢ene na
protoplastima dobijenim ¢elijskom hirurgijom su dvostruko polirane - po izvlaCenju i pred
sam eksperiment.
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Pipete koje su najcesce koriS¢ene za konfiguraciju cela ¢elija bile su otpora od 5-7 M(Q sto je
omogucilo uspostavljanje gigaomskog otpora uz primenu lagane sukcije i nije dovodilo do
degradacije ili usisavanja citoplazmati¢nih kapi pri ulasku u konfiguraciju ,cela celija“. Za
potrebe snimanja grupe pojedina¢nih kanala u osnovi ORIC-a u konfiguraciji ,,spolja spolja“,
koriS¢ene su pipete otpora 8-10 M.

Za snimanje pojedinac¢nih kanala u konfiguracijama ,unutra-spolja“ i ,spolja-spolja“ sa
citoplazmatskih kapi i protoplasta hifa primenjene su oStrije pipete, otpora od 12 do 19 MQ.

3.9 Eksperimentalni protokoli

Nakon ulaska u konfiguraciju ,cela ¢elija“, pra¢eni su parametri (otpor membrane, serijski
otpor i kapacitivnost membrane) u odgovoru na test stimulus od 5 mV u ,membrane test”
odeljku Clampfit softwera. Snimci su smatrani stabilnim ukoliko parametri nisu oscilirali vise
od 20 % i voltaZna kontrola pouzdana ukoliko je otpor membrane viSestruko (minimalno 4x)
prevazilazio ulazni otpor.

Strandardni protokol za snimanje u konfigurciji ,cela ¢elija“ sastoji se iz serije pravougaonih
stimulusa istog trajanja i poCetnih potencijala (-50 mV), sa rastu¢im amplitudama koje krecu
od -130 mV do +90 mV u koracima od 20 mV. Serijski otpori nisu kompenzovani u modu
nametanja napona. Trajanje svakog pravougaonog stimulusa je 500 ms, sa vremenom odmora
od 500-1000 ms. Standardni protokol je koriS¢en za utvrdivanje voltazno-zavisnih osobina
registrovanih struja u konfiguraciji ,cela ¢elija“, snimanih u razli¢itim uslovima, pri ¢emu se
izmerene vrednosti amplituda prikazuju u funkciji napona (I-V dijagram). Za potrebe
snimanja kontrolnih zapisa i efekta blokatora, standardni protokol je koris¢en u razmacima
od jednog minuta u trajanju do 20 min.

Protokol za testiranje oporavka od inaktivacije izazvane depolariSu¢im potencijalom (P1P2
protokol), sastoji se od dva uzastopna pravougaona stimulusa od +70 mV, pri ¢emu prvi polazi
od potencijala od -130 mV, dok je potencijal i trajanje perioda izmedu dva pulsa variran.
Amplituda inaktiviraju¢e komponente struje (Ip) pri odgovoru na drugi votazni stimulus (P2)
normalizovana je vrednoS¢u odgovora na prvi stimulus (P1). Radi registracije aktivnosti
pojedinac¢nih kanala u osnovi IRIS, nakon stimulacije u konfiguraciji ,cela ¢elija“ snimana je
struja sa istrgnute membrane u konfiguraciji ,spolja-spolja“. Neposredno po uspostavljaju
druge konfiguracije, sniman je standardni protokol ili serija pravouganih stimulusa na +70 mV
nakon pocetnog hiperpolariSuceg potencijala. Primenom pipete sa dovoljno velikim otvorom,
u optimalnom slucaju moZe se registrovati dovoljan broj kanala koji ¢e obrazovati stepenicasti
obrazac inaktivacije (SOI) na +70 mV koji odrazava karakteristicnu inaktivaciju
makroskopske struje. Za identifikaciju registrovanog kanala dodatno je koriSc¢en i protokol za
merenje oporavka od inaktivacije.

Za merenje struja protoplasta dobijenih mikrohirurgijom, pored standardnog protokola,
primenjivan je i rampa stimulus, sa rasponom od -110 do +110 mV, u trajanju od 100 ms, kao i
rampa protokol produZzen u pocCetnom delu za 20 ms tokom kojih se odrzava pocetni
potencijal od -110 mV, ¢ime se dozvoljava praznjenje kapacitivnog tranzijenta bez
kontaminacije odgovora na nagib potencijala. Za analizu dinamike otvaranja pojedinacnih
kanala primenjeni su i kontinualni protokoli od po 30s, na razli¢itim potencijalima membrane.
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3.10 Analiza rezultata

Analiza rezultata obavljana je u Clampfit (Molecular Devices USA), Grafpad Prism (San Diego
USA) i MS Excel softweru.

Za analizu profila voltazne i vremenske zavisnosti IRIS, uzimane su dve vrednosti : vr$na
(peak) struja (Ip), koja se meri sa pocetnog dela strujnog zapisa odmah iza kapacitativnog
tranzijenta, i stacionarna (Is) struja, koja se meri na kraju strujnog odgovora. U oba slucaja
oduziman je odgovor na pocetni nametnuti potencijal.

Frakcija inaktivirajuce struje (FIS), je veli¢ina definisana kao odnos (Ip-Is)/Ip, koja je
koriS¢ena kao pokazatelj nivoa inaktivacije IRIS u razli¢itim uslovima snimanja. Kriva
zavisnosti FIS od nametnutog potencijala membrane ugadana je Bolcmanovom funkcijom:

FISmax—FISmin 1
+eZD F(Vo5-V)/RT ( )

FIS(V) = FISmin + T

Gde je z vratni¢ko naelektrisanje, F Faradejeva konstanta (96,485 C/mol), Vos potencijal
poluinaktivacije, V- nametnuti potencijal membrane, R univerzalna gasna konstanta (8.314 ] /
mol) i T apsolutna temperatura izraZena u Kelvinima.

Vremenska dinamika inaktivacije IRIS i ukupnih struja sa protoplasta micelije analizira se
fitovanjem strujnog zapisa jednokomponentnom eksponencijalnom funkcijom, prema formuli:

Y(t) = Yoe/"+C (2)

Gde je Y(t) vrednost amplitude struje u vremenu, Yo pocetna amplituda, a C stacionarna
amplituda struje nakon zavrsenog procesa inaktivacije. Iz ovog obrasca izvodi se vrednost Tix -
vremenska konstanta inaktivacije, koja je dalje analizirana u funkciji vremena i napona.

Za ispitivanje vremenskog profila IRIS u kontrolnim zapisima i pod uticajem inhibirajucih
supstanci, najcesce je koriS¢ena vrednost Ip, normalizovana na vrednost na pocetku snimanja,
ili vrednost pred dodavanje blokatora. Srednji procenat bloka je odredivan poredenjem
kontrolne i vrednosti merene u odredenoj vremenskoj tacki (2. minut za vancelijski blok, 3.
minut za blok sa unutarcelijske strane). Za poredenje efekata na voltaZno-zavisne osobine u
razli¢itim tretmanima u pipetnom rastvoru, uzete su vremenske tacke nakon utvrdeng
perioda tokom kojeg se odigrava dijaliza CK pipetnim rastvorom.

Za poredenje efekta razliCitih parametara na aktivaciju struje, neophodno je izvodenje gustine
struje, kojom se uniformise odgovor CK razlic¢itih veli¢ina. Na osnovu merenja vrednosti Cm u
eksperimentima izvedenim u Clampex softweru, u okviru kojih su CK slikane digitalnom
kamerom (DCC1545M, Torcam), konstruisana je kriva zavisnosti Cm od dijametra CK (grafik
1), nakon utvrdivanja dijametra i povrSine membrane CK na osnovu dobijenih slika u TorCam
softveru.
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Slika 3.2. Zavisnost Cm vrednosti izmerene u Clampex softweru od dijametra. n=16, prikazane su sve
tacke sa fitovanjem eksponencijalnom funkcijom (plava kriva) i linearnom regresijom (narandzasta
isprekidana linija), kako su u ovom opsegu merenja zavisnosti pribliZzne, za aproskimaciju Cm je
koris¢ena linearna zavisnost od dijametra (R2=0.89).

Ova aproksimacija na osnovu poznatog dijametra koriS¢ena je u nekoliko eksperimenata u
kojima je Cm odredivan na osnovu softverskog fita koji se razlikuje od Clampex softvera radi
provere uporedivosti, i retkim slucajevima kada je Sum bazne linije dovodio do fluktuacije
svih vrednosti fita radi dodatne potvrde koja vrednost je realna.

Pri ispitivanju efekta ekstracelularnog ATP, kada je primenjena serija koncentracija, procenat
bloka je prikazan u funkciji koncentracije, a zavisnost ugadan Hilovom funkcijom za dozno-
zavisan odgovor sa varijabilnim nagibom u Graphpad softveru.

[ATP]"

— I—p Yy m —
(1 ) *100% = esontjarep

Ipcontrol (3)
Gde n oznacava Hilov koeficijent koji ukazuje na prisustvo kooperativnog efekta kada je veci
od jedinice, a EC50 koncentraciju na kojoj je blokirano 50 % struje.

Pri ispitivanju efekta vancelijskog ATP na strujni odgovor u istrgnutoj konfiguraciji,
analizirana je promena povrSine ispod dela strujnog zapisa u kojem je inaktivirajuca struja
aktivna, a iza praznjenja kapacitativnog tranzijenta, sa oduzetom baznom linijom, u Clampfit
softveru (za baznu liniju uzet je odgovor u delu strujnog zapisa po zavrSetku inaktivirajuce
struje).

Oporavak od inaktivacije IRIS prikazan je kao koli¢nik amplitude oporavljene struje (P1) i
amplitude odgovora na prvi depolariSuc¢i pravougaoni stimulus (P2), u funkciji vremena
izmedu dva depolariSu¢a stimulusa, dok su varirani nametnuti potencijali membrane za
vreme oporavka prikazani kao zasebne serije. Rezulati su ugadani eksponencijalnim
funkcijama, pri ¢emu su odredene vremenske konstante oporavka za svaki nametnuti
potencijal.

Amplitude pojedina¢nih kanala merene su u Clampfit softveru. U slucaju IRIS, amplitude
»stepenika“ inaktiviraju¢e struje su procenjene na osnovu ugadanja rastojanja izmedu
horizontalnih kursora, tako da njihovo identi¢no rastojanje obeleZava svaki prelaz. Amplitude
otvaranja pojedinacnih kanala snimanih sa membrane protoplasta merene su iz kontinualnih
zapisa. Na osnovu kontinualnih zapisa snimanih na razli¢itim potencijalima membrane,
konstruisane su strujno-naponske krive iz kojih je izvoden ravnotezni potencijal za provodeci
jon. Kako su zapisi snimani u asimetri¢nim jonskim uslovima, prema Nernstovoj jednakosti za
ravnoteZni potencijal, moze se izvesti zakljucak o selektivnosti snimljenog kanala (jednacina
4).
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RT Xe
Veq = ;ln (E) (4)
Gde je: Veq - ravnoteZni potencijal za dati jon, R - univerzalna gasna konstanta T -
temperatura izraZzena u K, z - naelektrisanje jona, F - Faradejeva konstanta, X- ekstracelijska
koncentracija jona, Xin - intracelularna koncentracija jona.

Statisticka analiza radena je u GraphPad softveru. Za testiranje statisticke znacajnosti izmedu
dve grupe podataka, koriS¢en je Studentov t-test u slu¢aju normalne raspodele u uzorku: t-test
za zavisne uzorke, u slucaju poredenja kontrola i tretmana ili t-test za nezavisne uzorke u
slucaju poredenja podataka snimanih u razli¢itim uslovima, sa VelSovom korekcijom. Man-
Vitni test koriScen je u slucaju odsustva normalne raspodele u uzorku. Za poredenje osobina
[RIS na razli¢itim membranskim potencijalima ili razli¢itim uslovima snimanja, koja daju viSe
od 2 grupe podataka, koriS¢ena je jednosmerna ili dvosmerna ANOVA analiza, sa Holm-Sidak
korekcijom, kako bi se testirale i statisticke znacajnosti medusobnih razlika izmedu svih
grupa. Prilikom fitovanja merenih podataka funkcijama primenjivan je princip najmanjih
kvadrata i fit smatran validnim za R? vrednost iznad 0.5.
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4. REZULTATI

4.1 Citoplazmatske kapi sporangiofora su metabolicki aktivne

Citoplazmatske kapi su u mikroskopskom prepatatu vidljive kao granulirane strukture
okruZene membranom, sa ili bez praznih regiona koji verovatno odgovaraju vakuolama (Slika
4.1a) i izraZenim Kkretanjem unutarcelijskih struktura. Postavljena je hipoteza da su CK
dinamicne, metabolicki aktivne strukture, okruzene CcCelijskom membranom. Na prirodu
membrane kojom su CK okruZene ukazuje cCinjenica da imaju sposobnost regeneracije
Celijskog zida (Krizak et al. 2015). Prisustvo komponenti energetskog metabolizma u CK je
ispitana fluorescentnim dvofotonskim oslikavanjem. Kao $to je prikazano na Slici 4.1b, sa
nebojenih CK, autofluorescnetni signal dobijen dvofotonskom ekscitacijom, primenom snage
od 3.8 mW na 730 nm, pokazuje obrise regiona koji emituju u poznatom opsegu emisije
NAD(P)H (420-480 nm). Ovi obrisi vrlo verovatno odgovaraju pozicijama mitohondrija. Kako
bi se ovo dodatno potvrdilo, primenjen je Rh123 fluorescentni indikator, koji daje signal samo
pri vezivanju za membrane funkcionalnih mitohondrija. Rh123, takode dvofotonski pobuden
slicnom snagom (3.5 mW) na 800nm, produkovao je signal sa struktura dimenzija izmedu 0.5
i 1 pm (slika 4.1c), znacajno intenzivniji od pozadinskog Suma u odnosu na autofluorescentni
signal, u 25 snimanih CK. Dvofotonskim pobudivanjem CK obojenih DAPI indikatorom,
ispitano je prisustvo struktura koje sadrze nukleinske kiseline. Kao Sto je prikazano na slici
4.1d, ekscitacijom DAPI indikatora na 730 nm (5.6 mW) pokazano je prisustvo velikog broja
struktura dijametra oko 2 um, ¢ime je potvrdeno prisustvo veéeg broja nukleusa.

10 pm

10 pm I . I

Slika 4.1. Mikrografije citoplazmatskih kapi. a: CK snimane svetlim poljem; b: autofluorescentni signal

nebojene CK propusten kroz VIS filter (400-700 nm) + filter na 479 * 20 nm, nakon dvofotonskog

pobudivanja na 730 nm snagom od 3.8mW; c: fluorescentni signal CK obojene Rh123 indikatorom,

propusten kroz VIS + filter na 530 * 43 nm, pri dvofotonskom pobudivanju na 800 nm snagom od 3.5

mW,; d: signal CK obojene DAPI indikatorom, propusten kroz VIS + filter na 479+20 nm, nakon
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pobudivanja na 730 nm snagom od 5.6 mW. Skale sa desne strane slika fluorescentnog signala
oznacavaju kom delu ukupnog opsega intenziteta odgovara koja boja u ,pseudocolor” rezimu.

Citoplazmatske kapi bile su imobilisane podlogom koja se primenjuje i pri TNVnDM
eksperimentima, Sto je omogucilo oslikavanje skeniraju¢om metodom kao Sto je DFSM.
Primeéeno je izrazeno kruzno Kkretanje oslikavanih subcelijskih struktura i Ccitave
unutradnjosti CK tokom snimanja. Strujanje protoplazme, prisustvo aktivnih mitohondrija i
nukleusa zajedno ukazuju da unutrasnjost CK citoloski odgovara citoplazmi cenociti¢nih
sporangiofora iz zone rasta. Prisustvo aktivnih mitohondrija ukazuje i da CK aktivno
produkuju ATP.

4.2 Inhibitor plazmamembranske protonske pumpe izaziva depolarizaciju
membrane CK

Tehnikom NVnDM u rezimu nametanja struje, izmeren je membranski potencijal
citoplazmatskih kapi. Priblizne vrednosti dobijene su snimanjem u standardnim uslovima za
registraciju IRIS - 68 + 10 mV (n=8), kao i u prilagodenom vancelijskom rastvoru koji je
sastavom slican APW (artificial pond water), ranije primenjivanom za snimanje potencijala
sporangiofora o$trim elektrodama (Zivanovic et al. 2001), -64 = 28 mV (n=10). Neposredno
po ulasku u konfiguraciju ,cela ¢elija“ a pre prelaska u rezim nametanja struje, kao i nakon
registracije membranskog potencijala, CK su uvek drZane u reZimu nametanja napona kako bi
se izmerili parametri konfiguracije ,cela ¢elija“. U 5 od 10 eksperimenata sa APW-sli¢nim
rastvorom kao i prilikom 3 od 8 ponavljanja snimanih u standardim rasvorima, u reZimu
nametanja napona snimljen je i strujni zapis (protokolom prikazanim na slici 4.3a) pred
prelazak u reZim nametanja struje. Zapisi koji su odabrani za analizu su oni kod kojih je
izmerena stabilna vrednost ulaznog otpora (Ra) pre i nakon snimanja u rezimu nametanja
struje i u kojima se tokom snimanja odrZavala stabilna vrednost membranskog potencijala.
Natrijum-vanadat, inhibitor plazmamembranskih HATP-aza, primenjen je sa vancelijske
strane u APW-slicnom rastvoru u finalnoj koncentraciji od 100 pM. Apliciranje vanadata je
izazvalo depolarizaciju membrane od 43 + 10 mV (n=3, p<0.001) (tabela 6).

Tabela 6. Srednje vrednosti membranskog potencijala u kontrolnim snimanjima i depolarizacije
membranskog potencijala izazvane tretmanom razli¢itim koncentracijama vanadata. Sd - standardna
devijacija, n - broj merenja.

kontrola[mV] AVm[mV]
[Na-vanadat] 100pM >=200uM
Srednja vrednost -63.9 42.7 59.5
sd 28.33 10.32 0.71
n 10 3 2

Nepotpuna depolarizacija pod dejstvom vanadata u delu eksperimenata moze biti posledica

nedovoljnog prolaska vanadata kroz celijsku membranu. Sa druge strane, brzina reakcije

(promena u toku 10 s) je neoCekivano velika, te je uradeno kontrolno snimanje kako bi se

utvrdilo da registrovani efekat nije posledica promene pH vrednosti po uticajem vanadata.
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[zmereno je da 100 uM vanadata dovodi do alkalizacije rastvora za jednu pH jedinicu (od
pocetnog pH 6). Dodavanje rastvora KOH u meri koja dovodi do ekvivalentne ili ve¢e promene
pH izazvalo je blagu i tranzijentnu hiperpolarizaciju (slika 4.2). To je iskljucilo mogu¢nost
artefakta izazvanog promenom pH prilikom snimanja efekta natrijum-vanadata.

vanadat KOH

10

-10 | -104

-20 |

-30

40 4

10s
10s

50 4

Slika 4.2. Zapisi membranskog potencijala u reZimu nametanja struje. Levo: efekat ekstracelularno
primenjeng vanadata; horizontalna linija iznad strujnog zapisa prikazuje vreme dodavanja vanadata.
Desno: efekat ekstracelularno primenjenog KOH u dozi koja izaziva pomeranje pH vrednosti za viSe od
jedne pH jedinice; horizontalna linija iznad zapisa prikazuje vreme dodavanja KOH.

4.3 Efekat unutarcelijskog ATP-a na voltaZno-zavisne osobine IRIS

IRIS se registruje kao dominantna struja na CK u konfiguraciji cela Celija u hipoosmotskim
uslovima. Najcesce koriS¢en protokol je standardnim voltaznim protokol (SVP), koji se sastoji
iz serije pravougaonih stimulusa od -130 mV do 90 mV u koracima od +20 mV, sa negativnim
potencijalom od -50 mV izmedu pravougaonih stimulusa. Vrednost koja se meri na pocetku
strujnog odgovora na stimulus definiSe se kao vrsna struja (Ipeak, dalje u tekstu Ip, Slika 4.3a).
Kao Sto je prethodno opisano (Krizak et al. 2015), neposredno po aktivaciji, vr$na struja IRIS
podleZe inaktivaciji na nametnutim pozitivnim potencijalima od +10 mV i naviSe, pa se
oznacava i kao inaktivirajuéa komponenta struje, a brzina inaktivacije, definisana
vremenskom konstantom ti, ima voltazno-zavisan pad, tj struja se sve brZe inaktivira sa
porastom depolarizacije (KriZak et al. 2015). Amplituda struje koja se meri na kraju odgovora
na voltazni protokol, nakon zavrsetka inaktiviraju¢e komponente definiSe se kao stacionarna
struja (Is, Slika 4.3a). Vremenski profil IRIS u odsustvu ATP odlikuje dramatican pad
amplitude Ip pracen smanjenjem tin , pri Cemu su oba procesa statisticki znac¢ajno odloZena
uvodenjem 2 mM ATP-a u pipetni rastvor. Karakterizacija IRIS u okviru ove disertacije u
fokusu ima bolje razumevanje mehanizma dejstva ATP-a na aktivnost IRIS.
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4.3.1 ATP menja potencijal poluinaktivacije IRIS

Poredene su strujno-naponske osobine IRIS snimane u uslovima sa i bez ATP-a u pipetnom
rastvoru (Slika 4.3). Amplitude struje u odgovoru na SVP merene su iz zapisa registrovanih
minimalno 2 minuta od ulaska u konfiguraciju cela celija, kako bi se utvrdilo da je
uspostavljena dijaliza CK pipetnim rastvorom. Kao $to je prikazano na slici 4.3, ne postoji
statisicki znacajna razlika u gustinama struja ni na jednom depolariSu¢em potencijalu izmedu
grupa snimanih sa i bez dodatog unutarcelijskog ATP-a. Strujno-naponska zavisnost je takode
nepromenjena, Sto je kvantifikovano poredenjem napona polukativacije (Vmia) dobijenih
fitovanjem srednjih strujno-naponskih krivih Bolcmanovom funkcijom (jednacina 1).
Vrednosti Vmiq iznose 67+ 4.9 mV u kontrolnoj grupi snimanoj bez pipetnog ATP-a
ponovljenoj u toku ove disertacije (n=6) i 68 * 21 u ponovljenoj kontrolnojj ATP grupi
(n=26). Vrednost vratnickog naelektrisanja je takode nepromenjena u prisustvu ATP i iznosi
priblizno 1. Jedina statisticki znacajna razlika je u gustini stacionarne struje na potencijalu od
+50 mV (p<0.5, Slika 4.3). Ono S$to se znacajno razlikuje u ove dve grupe je odnos inakivirajuce
i stacionarne komponente struje usled usporene inaktivacije IRIS, Sto je definisano frakcijom
inaktivirajuce struje (FIS)(slika 4.3c).
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Slika 4.3. Efekat ATP-a na strujno-naponske osobine IRIS, a: reprezentativni originalni zapisi struja
registrovanih u uslovima bez i sa 2 mM ATP u pipeti za registraciju, desno: Sematski prikaz
ekspeimentalnog protokola; b: preklopljeni I-V dijagrami inaktiviraju¢e komponente struje (levo) i
stacionarne struje (desno) u oba uslova merenja, statisticka znacajnost razlike izmedu grupa
proverena je t-testom za vezane uzorke sa Holm-Sidak korekciijom za viSestruka poredenja i
pronadena je samo za odgovoru na stimulus od +50 mV (p=0.042); c: dijagram zavisnosti frakcije
inaktivirane struje (FIS) od napona u uslovima snimanja sa i bez pipetnog ATP, sa fitovanjem
Bolcmanovom funkcijom koje daje Vso od 4.8 £ 2.0 mV u grupi bez ATPpp i 35 £ 4 mV u grupi sa
ATPpip.
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Vrednost potencijala poluinaktivacije dobijenog iz fita srednje FIS-naponske krive u grupi bez
ATP-a iznosi 4.8 + 2.0 mV (n=6). U grupi sa dodatim intracelularnim ATP-om vrednost

potencijala poluinaktivacije iznosi ¢ak 35 + 4 mV (p<0.001).

4.3.2 FIS i konstanta inaktivacije IRIS se menjaju sa dijalizom ATP-a

[spitan je uticaj dijalize pipetnim rastvorom bez ATP na strujno-naponske osobine IRIS koje se
razlikuju u uslovima snimanja sa i bez ATP-a, kako bi se ispratio efekat smanjenja inicijalne
koncentracije ATP u CK. Strujni zapisi snimljeni neposredno po uspostavljanju konfiguracije
cela Celija u uslovima bez primenjenog ATP-a u pipeti medusobno se razlikuju u frakciji
inaktivirajuce struje, pri ¢emu neke od zapisa odlikuje napon poluinaktivacije koji tezi
vrednostima dobijenim analizom zapisa snimanih sa prisutnim unutarcelijskim ATP-om, pa je
tako izmereni potencijal poluinaktivacije na pocetku snimanja 19 + 8 mV (n=6), a nakon 2-3
minuta dijalize 5 + 6 mV (n=6). Varijansa udela inaktivirajuce struje na nizim depolariSu¢im
potencijalima je takode veca na pocetku snimanja i opada nakon istog vremena dijalize (p =
0.0189), kako je prikazano na slici 4.4b za potencijal od 30 mV (n=6). Ovaj rezultat sugerise da
se citoplazmatske kapi razlikuju u inicijalnoj koncentraciji ATP-a.
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Slika 4.4. Efekat dijalize pipetim rastvorom na inaktivaciju IRIS, a: FIS-naponski dijagram IRIS snimane
u uslovima bez pipetnog ATP neposredno po uspostavljanju konfiguracije i 2-3 minuta nakon dijalize
pipetim rastvorom; b: sve vrednosti FIS na +30 mV na pocetku i nakon 2-3 minuta eksperimenta,
statisticka znacajnost razlike u varijansi potvrdena je t-testom za vezane uzorke, sa p=0.0189. c:
vrednosti konstante inaktivacije u funkciji napona snimane u uslovima bez ATPpip, neposredno po
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ulasku u konfiguraciju ,cela ¢elija“ (ljubiCasto) i nakon 2-3 minuta dijalize pipetnim rastvorom
(narandzasto).

Ocekivano, i srednje vrednosti vremenske konstante inaktivcije IRIS, tix na svim
potencijalima, bliZe su ve¢im vrednostima izvedenim iz zapisa u grupi sa intracelularnim ATP-
om, dok se nakon 3 minuta dijalize smanjuju (n=6) (slika 4.4c).

4.3.3 Respiratorni inhibitor ostvaruje efekat na brzinu inaktivacije IRIS

Natrijum-azid je inhibitor citohrom c oksidaze, sa utvrdenim dejstvom na respiraciju
P.blakesleeanus (Stani¢ et al. 2014). IRIS je registrovana nakon preinkubacije citoplazmatskih
kapi (40-60 min) u 2 mM natrijum-azidu, kako bi se analizirao efekat redukovanog nivoa ATP-
a prilikom hipoosmotske stimulacije. Srednje gustine struja registrovanih u ovim uslovima su
nepromenjene u odnosu na podatke dobijene u kontrolnim uslovima (sa i bez dodatog ATP u
pipeti) i na 70 mV iznose 74 *. 8.3 pA/pF. Ono S$to se razlikuje je brzina inaktivacije, Tin, na
pozitivnim membranskim potencijalima. Neposredno po ulasku u konfiguraciju cela celija
(kada je dijaliza pipetnim rastvorom tek u zacetku), vrednosti Tin u grupi pretretiranoj
azidom su vidno manje, na svim deplolarisu¢im potencijalima (slika 4.5).

a b ’g p<0.0001 p=0.0002
S 5007 ‘ i
E 400 .
'f [
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Slika 4.5. Efekat preinkubacije respiratornim inhibitorom, natrijum-azidom, na brzinu inaktivacije
IRIS. a: reprezentativni originalni zapisi na 3 razli¢ita potencijala pri ¢emu su 3 grupe podataka
preklopljene za svaki potencijal - kontrolni zapis sniman sa prisutnim ATP-om u pipetnom rastvoru
(plavo), zapis sniman bez pipetnog ATP-a, u 2. minutu od uspostavljanja konfiguracije ,cela ¢elija“
(narandzasto) i zapis snimljen neposredno po uspostavljanju konfiguracije, nakon preinkubacije CK 40
minuta u 2 mM natrijum-azidu; b: vremenske konstante inaktivacije dobijene fitovanjem zapisa
eksponencijalnim funkcijama prikazane u odnosu na zadati potencijal membrane; zavisnosti od
napona su ugadane eksponencijalnom funkcijom u svakoj grupi; umetnuti grfik sa desne strane -
statisticki znacajna razlika u konstanti inaktivacije IRIS na +50 mV, ispitana t-testom za nezavisne
uzorke, prikazane su sve tacke uokvirene u oblasti 25-75 % oko medijane dok se nastavci protezu do
minimalnih i maksimalnih vrednosti.

Na potencijalu od +50 mV razlika u tin se statisticki znacajno razlikuje od ATPpip grupe i iznosi
46 + 15 ms (n = 4, p=0.002). lako manja od proseka za kontrolnu grupu bez ATP, srednja
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vrednost konstante inaktivacije u grupi tretiranoj azidom se statisticki znacajno ne razlikuje
od ove grupe, $to se moZe objasniti malim uzorkom i ¢injenicom da se ove vrednosti javljaju u
onim citoplazmatskim kapima koje su od pocetka stimulacije siromasne ATP-om. Sa druge
strane, stopa promene Tin Sa promenom potencijala membrane je bez statisticke znacajnosti
izmedu grupa, i iznosi oko 0.26 s sa promenom od 10 mV, Sto ukazuje na to da ATP ne utiCe na
voltaznu osetljivost inaktivacije.

4.4 OdrZavanje aktivnosti IRIS ne zahteva hidrolizu ATP-a

Kako je prethodno utvrdeno da prisustvo unutaréelijskog ATP-a stabiliSe IRIS odgadanjem
inaktivacije, testirano je da li je ovaj efekat posledica dejstva kinaza koje moduliSu kanal
fosforilacijom ili ATP ostvaruje direktan alostericki efekat. To je sprovedeno zamenom ATP-a
u intracelularnom rastvoru istom koncentracijom njegovog nehidrolizabilnog analoga AMP
PCP. AMP PCP ne moZe biti supstrat za kinaze, a ako se veZe za ATP-vezivno mesto na enzimu
sprecava vezivanje ATP koji postoji u CK pre potpune dijalize. Dobijeni rezultati (n=11) daju
vremenski profil amplitude IRIS, koji je na svim depolariSu¢im potencijalima istovetan onom
u kontrolnim zapisima sa 2 mM unutracelijskim ATP snimanim za potrebe ove disertacije
(n=25) (slika 4.3b i 4.3c), dok se statisticki znacajno razlikuje (p=0.0445) od vremenskog
profila amplitude IRIS uslovima snimanja bez unutarcelijskog ATP (n=32). Plato vrednosti Ip,
sa fluktuacijama od 10 % u uslovima snimanja sa AMP PCP u pipeti, odrzava se 10 minuta ,
dok u 12. minutu Ip pada na 73 % (Slika 4.6).

Ocekivano, strujno-naponski dijagrami i zavisnost frakcije inaktivirajuée struje (FIS) od
napona, takode se ne razlikuju izmedu kontrolnih eksperimenata i snimanja sa pipetnim AMP
PCP (slika 4.7).

VoltaZzna zavisnost inakriviraju¢e komponente (Ip) IRIS u prisustvu 2 mM AMP PCP je
nepromenjena u odnosu na ATP grupu, kako potencijal poluaktivacije iznosi 69 + 18 mV.
Fitovanje FIS-Vm krive Bolcmanovom funkcijom pokazalo je da se ni napon poluinaktivacije u
uslovima snimanja sa intracelularnim AMP PCP (36 + 3 mV) ne razlikuje od vrednosti u ATP
grupi (35 * 4 mV) (legenda slike 4.7). Rezultati ukazuju na to da AMP PCP ostvaruje istovetan
efekat na IRIS te da je povecana stabilnost IRIS na depolariSu¢im potencijalima u prisusvu
ATP-a i odlaganje njene nepovratne inaktivacije rezultat alosterickog efekta ATP.
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Slika 4.6. Efekat nehirdolizabilnog analoga ATP-a, AMP PCP na vremenski profil amplitude IRIS, a:
reprezentativni originalni zapisi u 1., 5. i 10. minutu snimanja u kontrolnim (2mM ATP, prvi red) i
uslovima snimanja sa AMP PCP u pipeti (drugi red); b: vrednosti amplituda inaktivirajuée struje na
depolariSu¢im potencijalima u iste 3 vremenske tacke za kontrolnui (prvi red) i AMP PCP grupu (drugi
red); c: vremenski tok srednje vrednosti amplitude inaktivirajuce struje na 70 mV, normalizovane na
maksimalnu vrednost, za ATP i AMP PCP grupe, prikazane kao zasebne serije u funkciji vremena.
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Slika 4.7. Efekat AMP PCP na strujno-naponske osobine IRIS, levo: srednje strujno-naponske krive
inaktivirajuce (Ip) i stacionarne (Is) komponente IRIS u uslovima snimanja sa pipetnim ATP (plavo) i
AMP PCP (zeleno), prikazane sa standardnim greSkama; desno: FIS-naponski dijagram ugadan
Bolcmanovim funkcijama za grupu sa ATP (plavo) i AMP PCP (zeleno).Vs vrednost dobijena iz fita FIS-
V za uslove snimanja sa AMP PCP je 36 + 3 mV.

4.5 IRIS je osetljiva na flavonoide

Ispitan je efekat tri tipa flavonoida na IRIS - izoflavona genisteina, flavonola kvercetina i
sintetickog analoga kvercetina LY294002. U svim eksperimentima unutarcelijski rastvor
sadrzao je 2ZmM ATP, kako bi se onemogucilo spontano gaSenje IRIS. Na osnovu snimljenih
kontrolnih zapisa procenjeno je da je do desetog minuta od ulaska u konfiguraciju ,cela celija“
amplituda struje stabilna i odrZava se iznad 80 % pocetne vrednosti (slika 4.6¢), te se efekat
bloka pratio do ovog momenta. Genistein i kvercetin su liposolubilni te su aplicirani sa
vancelijske strane u konac¢noj koncentraciji od 100 uM, dok je sinteticki analog kao
nepermeabilan za Celijsku membranu dodavan u pipetu za registraciju u koncentraciji od 10
uM. Sva tri flavonoida pokazuju izraZen efekat na IRIS (slike 4.8 i 4.9). Merena je amplituda Ip
u odgovoru na voltazni stimulus od +70 mV, 3 minuta nakon vancelijskog dodavanja (3
minuta od pocetka stimulacije u slu¢aju LY294002) i poredena sa amplitudom kontrolnog
zapisa, snimljenog neposredno pre dodavanja blokatora (po uspostavljanju konfiguracije cela
Celija u slucaju LY294002). Efekat je definisan kao procenat struje koja je blokirana
tretmanom, Cije srednje vrednosti sa standardnim devijacijama iznose : 67 * 15 % (p=0.0018,
n=6) za blok genisteinom, 51 + 27 % za blok kvercetinom (p=0.0095, n=6), i 37 + 20 %
(p<0.001, n=5), za blok Ly294002.
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Slika 4.8. Efekat vancelijski primenjenih flavonoida na IRIS. a: reprezentativni originalni zapisi IRIS u
odgovoru na standardni protokol pre dodavanja i u 3. minutu od dodavanja genisteina; b: srednje
strujno-naponske krive izvedene iz svih kontrolnih (plavo) i zapisa u 3. minutu tretmana geinsteinom
(crveno) sa prikazanim standardnim greSkama; statistiCke znacajnosti razlika za svaki potencijal
prikazane su brojem zvezdica; levo- poredenje srednjih I-V kriva inaktiviraju¢e komponente struje
(Ip), desno - poredenje srednjih I-V kriva stacionarne struje (Is); c: Ip7o mv, vrednosti pre i posle
tretmana genisteinom za sva ponavljanja, t- test za vezane uzorke daje p vrednost za razliku srednjih
vrednosti od 0.0018; d: originalni zapisi IRIS u odgovoru na standardni protokol pre dodavanja i u 3.
minutu od dodavanja kvercetina; e: srednje [-V krive iz svih kontrolnih zapisa (plavo) i tretmana
kvercetinom(crveno); f: Ip7o mv vrednosti pre i posle tretmana kvercetinom za sva ponavljanja, t-test
za vezane uzorke daje p vrednost od 0.0095. Sva prikazana merenja su izvedena uz prisustvo ATP-a u

pipeti.

Kako je prikazanano na Slici 4.9¢, trenutak dejstva LY294002 na IRIS se razlikuje izmedu

eksperimenata, Sto se moZe pripisati razlicitoj brzini dijalize pipetnim rastvorom i uti¢e na

procenat bloka u odabranoj vremenskoj tacki, dok je pri merenju od momenta pocetka

eksponencijalnog pada, vremenska konstanta pada amplitude u vremenu sli¢na izmedu

eksperimenata i iznosi 1.3 + 0.22 minuta (slika 4.9d). U eksperimentima u kojima je snimanje
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trajalo dovoljno dugo (ali ne duZe od 10minuta od ulaska u konfigurciju cela ¢elija), izmeren je
konacan blok (smanjenje Ip70 mv U odnosu na pocetnu izmerenu vrednost) koji iznosi 79 + 11
% za genistein (n=4), 61+ 20 % za kvercetin (n=5) i 81 * 3 % za LY29004(n=2). Kako je
uocljivo na strujno-naponskim dijagramima (Slika 4.8b, 4.8e i 4.9b), blok flavonoidima je

izraZen na svim potencijalima.
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Slika 4.9. Efekat unutarcelijski primenjenog flavonoida LY294002. a: reprezentativni originalni zapisi
struja snimanih u prvom minutu(levo), tre€em minutu (sredina) i desetom minutu (desno) od ulaska u
konfiguraciju cela celija sa flavonoidom u pipetnom rastvoru; b: srednje strujno naponske krive koje
odgovaraju inaktivirajucoj i stacionarnoj struji za iste vremenske tacke, n=6 za prvi i tre¢i minut, n=2
za deseti minut, prikazane sa standardnim greSkama. c: vremenski tok Ip7o mv za svaki eksperimentalni
ponovak, normalizovane na pocetnu vrednost. d: izolovani segmenti eksponencijalnog pada amplitude
u svakom eksperimentalnom ponovku, prikazani sa fitovanjem jednokomponentnim eksponencijalnim

funkcijama. Sva merenja su izvedena u prisustvu ATP-a u pipeti.

Ispitan je efekat iste koncentracije kvercetina na IRIS sa unutarcelijskim ATP zamenjenim
nehidrolizabilnim analogom u istoj (2 mM) i 5 puta vecoj koncentraciji, kako bi se uocila
potencijalna razlika u efektu kvercetina na IRIS (slika 4.10). U oba slucaja, razika izmedju
kontrole i tretmana kvercetinom je statisticki znacajna i iznosi 53 £ 6 % (p = 0.0007) za 2 mM

AMP PCPypipi 50 £ 10 % za 10 mM AMP PCPyip, (p=0.019), n=3 za obe grupe.
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Slika 4.10. Efekat kvercetina na IRIS snimanu sa prisutnim unutarcelijskim AMP PCP. a)
reprezentativni originalni zapisi snimljeni pre i 1.5 - 3 minuta od dodavanja 100 pM kvercetina sa
2mM AMP PCP-a u pipetnom rastvoru; b) srednje I-V krive izvedene iz kontrolnih i zapisa 1.5 - 3
minuta posle tretmana, prikazane sa standardnim greSkama; c) reprezentativni originalni zapisi
snimljeni pre i 1.5-3 minuta od dodavanja 100 pM kvercetina sa 10mM AMP PCPyp; d) srednje -V
krive snimane u uslovima pod c), prikazane sa standardnim greSkama. n=3 u obe grupe merenja.
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IzraZeniji blok u uslovima snimanja sa 2 mM AMP PCPyi, u odnosu na blok sa prisutnim ATP bi
potencijalno ukazao na dodatnu funkciju ATP-a u modulaciji IRIS pored alosterickog efekta,
medutim, izmedu ove dve grupe nema statisticki znacajne razlike. Takode, povecanje
koncentracije analoga od 5 puta nije rezultovalo statisticki zna¢ajno manjim procentom bloka

kvercetinom (p=0.07).

Efekat nehidrolizabilnog analoga na odrZavanje amplitude IRIS i istovetno dejstvo flavonoida
u uslovima snjimanja sa unutarcelijskim ATP i AMP PCP ukazuje na zaklju¢ak da odrzavanje
amplitude IRIS nije rezultat fosforilacije kinazama, te da efekat koji flavonoidi ostvaruju
verovatno nije posledica njihovog dejstva na kinaze u CK.

Ispitan je vremenski tok promena tin» tokom snimanja u prisustvu/odsustvu dodatog ATP-a i
poredjen sa promenama Tin koje se deSavaju tokom bloka flavonoidima. Na slici 4.11,
prikazani su rezultati analize eksperimenata sa primenom kvercetina i genisteina, spojeni u
jednu grupu koja je nazvana flavonoidi. Kao Sto se vidi na slici 4.11a, smanjenje konstante
inaktivacije u tretmanu flavonodima (crveno) nalikuje promeni u vremenu u snimanjima bez
unutarcelijskog ATP. U ¢etvrtom minutu snimanja, razlika izmedu vrednosti u kontrolnim
snimanjima i tretmanu flavonodima je statisticki znacajnai iznosi 0.006 sa unutarcelijskim
ATP (slika 4.11b) i 0.012 sa unutarcelijskim AMP PCP (slika 4.11c).

a b ATPip

2.0-

£
5 1.5] - T
=
2mM ATPip - 2MMATP, S 1
+ flavonoid PP £ 1.01 .
g ==
1.5- 0 ATPyp -+ 2mM AMP PCP % . -
o 0.5 :
#renutak dodavanja flavonoida 0.0 “oe
“pre tretman  kontrolno kontrolno
£ tretmana  4.min snimanje snimanje
‘5 1.min 1.min 4.min
c
> - .
2 c AMP-PCP;,
]
£ 1.5,
P ok
E [ 1
o
:_‘:. 1.01% i
[ ]
: T T
2.0 z 0.5 a_e e
v -

0.0 T T r T
pre tretman kontrola  kontrola
tretmana 1.min 4.min
1. min

Slika 4.11. Uticaj flavonoida na vremensku konstantu inaktivacije IRIS. a: vremenski profil vrednosti
konstante inaktivacije IRIS na 90 mV u uslovima bez unutarcelijskog ATP (narandzasto), sa
unutaréelijskim ATP i AMP PCP (plavo i zeleno) i sa unutarcelijskim ATP/AMP PCP i ekstracelularno
dodatim flavonoidima (crveno), prikazane sa standardnim greskama. Linija sa crvenim startnim
simbolom oznacava prisustvo flavonoida u poslednjoj grupi. b-c: statisticko poredenje promene
vrednosti Toomv U zapisima dobijenim na pocetku stimulacije IRIS i 4 minuta od dejstva flavonoida, s
prisutnim unutarcelijskim ATP (b) i AMP PCP (c), sa promenom Tomy izmedu zapisa sa istim
vremenskim razmakom, dobijenih iz kontrolnih snimanja u ATP (b, plavo) i AMP PCP (c,zeleno).
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Prikazane su sve tacke uokvirene opsegom verovatnoce izmedu 25 i 75 %, sa nastavcima koji se
pruzaju do minimalnih i maksimalnih vrednosti.

4.6 IRIS se u prisustvu ATP oporavlja od inaktivacije na voltazno-zavisan
nacin

Odlaganje inaktivacije u prisustvu unutarcelijskog ATP omogudilo je analizu reverzibilne
voltazno-zavisne inaktivacije na depolariSu¢im potencijalima. Ispitana je vremenska i voltazna
zavisnost oporavka IRIS od inaktivacije koju izaziva depolariSu¢i stimulus. Primenjeni
protokol sastoji se od dva uzastopna depolariSu¢a pravougaona stimulusa (+70 mV) izmedu
kojih se membranski potencijal drzi u odredenom vremenskom periodu na hiperpolariSu¢em
potencijalu cija vrednost i trajanje su varirani (Slika 4.12) i ispitan je njihov uticaj na udeo
oporavljene struje koja se aktivira na drugom depolariSu¢em pravougaonom stimulusu.
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Slika 4.12. Prikaz eksperimentalnog protokola i strujnog odgovora pri merenju voltazno i vremenski
zavisnog oporavka od inaktivacije IRIS. Prvi red: Sema protokola koji se sastoji iz dva pravougaona
depolariSucéa stimulusa sa primerom 3 razli¢ita vremena oporavka izmedu stepenika. Redovi 2-5 :
strujni zapisi u odgovoru na prikazane protokole, pri ¢emu svaki red odgovara membranskom
potencijalu koji je odrzavan za vreme oporavka (obeleZeno sa desne strane).

Za analizu su odabrani oni eksperimenti u kojima amplituda odgovora na prvi pravougaoni
stimulus P1P2 protokola, definisan kao ,kontrolni“ nije opadala vise od 20% od vrednosti na
pocetku snimanja, $to odgovara i vremenskom toku odrZavanja amplitude u kontrolnim
snimanjima (slika 4.6). Time se izbegava artefakt izazvan udelom ireverzibilno inaktivirane
struje u vremenu i testira samo vremenska i naponska zavisnost reverzibilnog oporavka od
inaktivacije. Na slici 4.13 prikazane su normalizovane vrednosti amplituda odgovora na P1
stimulus iz svih eksperimentalih ponavljanja, kako bi se istaklo da ni u jednom eksperimentu
nije doslo do ireverzibilnog pada amplitude ispod 20 % pocCetne vrednosti.
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Slika 4.13. Ip odgovora na kontrolni (P1) pravougaoni stimulus prikazana u svakoj vremenskoj tacki
tokom eksperimenata i normalizovana na vrednost na poCetku eksperimenta; prikazane su vrednosti
svih eksperimentalnih ponavljanja.

Amplitude inaktiviraju¢e komponente struje u odgovoru na drugi depolariSuéi stimulus (P2)
normalizovane su na odgovor na prvi stimulus (P1) i prikazane su u funkciji vremena izmedu
dva stimulusa (tp1p2) (slika 4.14). Uporedivane su izmerene vrednosti Ip-Is, kako bi se pratila
inaktiviraju¢a komponenta struje, jer se za hipoteticko nulto vreme oporavka, IRIS zapravo
zadrzava na Is vrednosti. Rezultati jasno pokazuju da IRIS moZe da oporavi preko 90%
amplitude inaktiviraju¢e komponente ukoliko se izloZi hiperpolariSu¢im potencijalima (-130
mVi-50 mV).
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Slika 4.14. Oporavak IRIS od depolarizacijom izazvane inaktivacije. Oporavak predstavljen odnosom
amplituda inaktivirajuée struje tokom dva uzastopna depolariSuéa pravougaona stimulusa prikazan je
u funkcji vremena. Oporavak je prikazan u vidu zasebnih serija za svaki od 3 potencijala membrane
koji je nametnut tokom hiperpolariSuceg stimulusa izmedu dva stepenika. Prikazani su svi
eksperimentalni ponovci i fit dvokomponentnim eksponencijalnim funkcijama.
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OdrZavanje membranskog potencijala na 0 mV izmedu pravougaonih stimulusa dovodi do
nepotpunog oporavka i sa produZenim vremenm trajanja pauze (Slika 4.14). Oporavak preko
80 % amplitude IRIS nakon pauze na OmV nije moguc ni sa trajanjem pauze od 1000 ms
(n=3). Kao Sto se vidi na slici 4.14, krive vremenske zavisnosti opravka Ip-Is, ugadane su
eksponencijalnim funkcijama sa uvedenim ograni¢enjem na Ip-Is = 0, za nulto vreme
oporavka. Rezultati fita pokazuju dvofaznu dinamiku oporavka, pri ¢emu se brza komponenta
oporavka na -130 mV odigrava ve¢ na trajanjima pauze kra¢im od 10 ms. Udeo oporavljene
struje tokom pauze od 10 ms tako iznosi 0.67 = 0.008 na -130 mV, 0.41 £ 0.13 na -50 mV, i
0.16 + 0.09 na 0 mV.

Brze komponente oporavka prikazane su na slici 4.15a, sa fitom jednokomponentnim
eksponencijalnim funkcijama. F test najmanjih kvadrata pokazao je da svakoj grupi podataka
odgovara zasebna eksponencijalna fukcija (p< 0.0001). Stope oporavka izvedene iz fita
eksponencijalnim funkcijama jasno pokazuju ubrzavanje oporavka sa povecanjem
nametnutog negativnog potencijala izmedu depolariSuc¢ih stimulusa (slika 4.15b). Sa slike
4.15a je takode ocigledno da se brza komponent oporavka na potencijalu od -130 mV odvija u
prvih 10 ms, na potencijalu od -50 mV u opsegu od 20 ms, a na 0 mV do 50 ms.
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Slika 4.15. Zavisnost brzine oporavka IRIS od napona nakon depolariSu¢eg stimulusa. a): izdvojene
frakcije brze komponente oporavka sa slike 4.14, koje se uspeSno ugadaju jednokomponentnom
eksponencijalom za sva tri potencijala; b: srednje stope oporavka dobijene iz fita brzih komponenti
oporavka za 3 membranska potencijala, prikazane sa standardinm greskama fita.

Trend pada amplitude sa skraenjem vremena oporavka prati i smanjenje vremenske
konstante inaktivacije, sa statisti¢ki znac¢ajnom korelacijom (p<0.01), kako je prikazano na
slici 4.16.
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Slika 4.16. Korelacija promene udela oporavljene IRIS i promene konstante inaktivacije dobijenih
primenom P1P2 protokola. R? vrednost iznosi 0.51, p<0.01, n=22.

Ovaj rezultat, kao i efekat koji ostvaruju flavonoidi/odsustvo ATP-a, zajedno ukazuju na tesnu
povezanost fenomena dinamike inaktivacije IRIS i njene amplitude, te se moze zakljuciti da
odsustvo ATP-a dovodi do smanjene mogucénsti kanala da se vrati u otvoreno stanje iz
inaktiviranog.

4.7 Vancelijski ATP blokira IRIS

Nakon utvrdivanja efekta 2 mM unutarcelijskog ATP na IRIS, ispitan je efekat iste ove
koncentracije primenjene sa spoljasSnje strane membrane. Registrovan je izuzetno brz i
dramatican blokirajuci efekat (n=4), ve¢ u prvom minutu po dodavanju 2 mM ATP u komoricu
za registraciju tokom snimanja IRIS (slika 4.17).

a b
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Slika 4.17. Efekat vancelijskog ATP na IRIS. A: reprezentatini zapisi efekta 2 mM vancelijskog ATP na
IRIS, levo - kontrolni zapis, sredina - efekat nakon 15 s, desno - pun efekat nakon 1-2 min; b: gustine
Ip i Is na +70mV u kontrolnim zapisima i tretmanima nakon punog bloka (do 2min), prikazane su
izmerene vrednosti kontrole i tretmana iz svih eksperimentalnih ponavljanja, povezane linijama, p
vrednost t-testa za vezane uzorke vrednosti za Ip je <0.0001;
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Zatim je ispitan efekat ATP-a u rasponu koncentracija od 25 uM do 1 mM (slika 4.18). Blok je u
sluc¢aju svake primenjene koncentracije primetan ve¢ u drugom minutu, pri ¢emu je preko
90% IRIS blokirano na koncentracijama od 1mM (n=3), te je iza vrednosti od 1 mM dostignut
gornji plato efekta ATP-a. Najmanja primenjena koncentracija blokira 25 % IRIS. Kako je
maksimalan pad amplitude IRIS u pojedinim kontrolnim snimanjima bio do 20 % pocetne
amplitude, efekat manjih koncentracija od 25 pM ne bi bio pouzdano merljiv.

[z krive zavisnosti procenta bloka od koncentracije (slika 4.18b), fitovane Hilovom funkcijom
za dozno-zavisan odgovor, izvedena je koncentracija na kojoj je ihnibirano 50 % struje (ECso)
koja iznosi 60 puM. Hilov koeficijent izveden fitovanjem podataka istom funkcijom je blizu
jedinice (0.91% 0.3), iz Cega se zakljuCuje da ATP ne ostvaruje blokiraju¢i efekat kroz
kooperativno vezivanje viSe molekula. Na slici 4.18c prikazan je efekat ATP na svim
potencijalima, u koncentraciji najbljizoj izracunatoj ECso vrednosti (100 uM).
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Slika 4.18. Dozna zavisnost bloka vancelijskim ATP. a: reprezentativni originalni zapisi IRIS u
kontrolnim snimanjima (prvi red) i tretmanima vandelijskim ATP-om u rastu¢im koncentracijama
(drugi red). b: dozno-zavisna kriva procenta bloka vancelijskim ATP-om, prikazane su srednje
vrednosti bloka u funkciji logaritma koncetracije primenjenog ATP, sa fitovanjem Hilovom funkcijom;
c¢: srednje strujno-naponske krive za kontrolne (plavo) i zapise u vancelijskom 100 pM ATP (crveno),
prikazane sa standardnim greSkama i p vrednostima za razlike srednjih vrednosti u vidu zvezdica.
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4.8 Karbenoksolon blokira IRIS

Karbenoksolon (CBX), blokator jonskih kanala medu kojima je i zapreminski regulisani kanal
ki¢cmenjaka ostvaruje blag inhibitorni efekat na IRIS, koji je merljiv u izlaznoj komponenti
struje (slika 4.19). Blok u opsegu primenjenih koncentracija od 50-150 uM iznosi 27 £ 8 %,
(p=0.0012, n= 5) za vrednosti Ip na 70 mV. Razlika je statisticki znacajna na 90 mV (p<
0.001), 70mV (p=0.0012) i 50 mV (p<0.05), dok statisticka znacajnost odsustvuje na
potencijalima ispod 50 mV.
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Slika 4.19. Efekat karbenoksolona (CBX) na IRIS. a: reprezentativni zapisi snimljeni pre i u 3. minutu
tretmana CBX-om; b: amplitude Ip struje na 70 mV u svim eksperimentima, u uslovima pre i u 3.
minutu od dodavanja CBX, prikazane kao zasebne tacke spojene linijama; c: srednje strujno-naponske
krive inaktivirjuce (Ip, levo) i stacionarne (Is, desno) struje u kontrolnim zapisima (plavo) i tretmanu
CBX-om nakom 3 minuta od dodavanja (crveno); prikazane su statsisticke znacajnosti razlika izmedu
[p amplituda za svaki potencijal membrane, utvrdenje t-testom za vezane uzorke.

4.9 IRIS je osmotski osetljiva struja koja se moze detektovati i bez razlike u
osmolarnosti

Za razliku od prethodnih rezultata (Krizak et al. 2015), tokom izrade ove disertacije IRIS je
bila detektovana i u odsustvu osmotske stimulacije. lako aktivna, srednja gustina IRIS na svim
depolariSu¢im potencijalima je statisticki znacajno manja pri snimanju u izoosmotskim
uslovima (n=8) u odnosu na IRIS aktiviranu standardnim rastvorom sa razlikom od 550
mOsm (slika 4.20). Ponovljeno je i snimanje struja u uslovima poveéane osmotske razlike
(hiperosmotskim pipetnim rastvrom od 630 mOsm), sa standardnim izoosmotskim
rastvorom u komorici. Srednje gustine struja u ovoj grupi se takode statisticki znacajno
razlikuju od IRIS u standardnim uslovima snimanja, na svim depolariSu¢im potencijalima
(slika 4.20, n=8). Rezultati potvrduju da je IRIS dozno-zavisno stimulisana osmotskom
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razlikom. Varijacije sastava rastvora nisu dovele do zaklju¢ka ¢ime je IRIS stimulisana u
odsustvu osmotske razlike.
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Slika 4.20. Osmotska osetljvost IRIS. a: reprezentativni originalni zapisi IRIS snimane sa pipetnim
rastvorom osmolarnosti 630 mOsm (levo) i u izoosmotskim uslovima (desno). b: srednje gustine IRIS
za svaki nametnuti potencijal membrane, u 3 grupe osmotske razlike -izoosmotski uslovi (500 mOsm
u pipeti), standardni pipetni hiperosmotski rastvor (550 mOsm) i pipetni rastvor povecéane
osmolarnosti (630 mOsm). Prikazane su srednje vrednosti ogradene opsegom verovatnoce od 25-75
% dok se nastavci pruzaju do maksimalnih i minimalnih vrednosti. Statisticko poredenje radeno je
ANOVA testom sa dodatnim medusobnim poredenjem srednjih vrednosti grupa sa grupom od 550 kao
kontrolnom (Holm-Sidak korekcija), p=0.0006.

[zmeren je prosecan pritisak sukcije primenjen za ostvarivanje gigaomskog kontakta i ulazak
u konfiguraciju ,cela-Celija“ - opseg negativnog pritiska je 20-40 mbar za razaranje membrane
pri ulasku u konfiguraciju. Medutim variranje pritiska van ovog opsega koje bi pokazalo da
nivo mehanickog pritiska utice na stimulaciju IRIS, dovodi do neuspeha ostvarivanja
konfiguracije cela ¢elija na CK. Ovi podaci sugeriSu da osmotski stres nije jedini stresor koji
dovodi do reakcije CK aktivacijom IRIS.
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4.10Provodljivost IRIS za nitrate i fosfate

I[spitana je provodljivost IRIS za nitratne i fosfatne jone. Slicno zapreminski-regulisanom
kanalu ki¢menjaka, IRIS provodi nitrate (slika 4.21), dok fosfati nisu permeabilni (slika 4.22).
Srednje gustine struja snimanih u rastvorima u kojima je hlor zamenjen nitratima blago su
vece u odnosu na grupu snimanu u hloru, ali bez statisticke znacajnosti ni na jednoj vrednosti
depolariSu¢eg membranskog potencijala. Fitovanje strujno naponske krive Bolcmanovom
funkcijom pokazuje prisustvo umerenog izlaznog ispravljanja (nesto slabijeg, ali bez statisticki
znacajne razlike u odnosu na IRIS noSenu hlorom), sto pokazuje da provodedi jon, kako je i
ocekivano, ne utiCe na na zavisnost provodljivosti IRIS od napona. Sa druge strane, srednja
brzina inaktivacije IRIS, izvedena iz vremenske konstante dobijene fitovanjem strujnih zapisa
jednokomponentnom eksponenijalom, znacajno je veéa (konstanta inaktivacije je manja) pri
snimanju IRIS u nitratima u odnosu na snimanje u hloru, $to je u skladu sa ve¢ pokazanim
trendom ubrzavanja inaktivacije sa ve¢im provodenjem datog anjona. IRIS je snimana u
uslovima sa i bez prisutnog unutarcelijskog ATP-a, te su grupe vremenskih konstanti
uporedivane sa odgovaraju¢im grupama snimanim u rastvorima sa 125 CI, a poredenje
izmedu grupa sa prisutnim unutarcelijskim ATP-om je prikazano na slici 4.20c.

a b 150 C 800
— -8 nilrali + 2mM ATP
- T8 =9 .
125 mM NO3 £ 100, n 5 600 -s~ hlor +2 mM ATP
-3 .
E ﬁ in 400
o 50 o (ms)
20" 200
r o T )
400 ° 50 50 100 e 5 @
2000 pr 50 Vm (mV) 0 20 40 60 80 100

Vm (mV)

100 ms.

Slika 4.21 Provodljivost IRIS za nitratne anjone. a: reprezentativni zapis IRIS registrovane u
rastvorima sa < 6 mM hlora i 125 mM nitratnog anjona; b: srednja kriva zavisnosti gustine IRIS od
napona (n=9), prikazana sa standardnim greskama; c: srednje vrednosti konstanti inaktivacije na
depolariSu¢im potencialima za IRIS noSenu hlornim i nitratnim anjonima sa, u oba slucaja pristutnim
2mM ATP.

Kao i u slucaju kicmenjacke VRAC, IRIS ne provodi fosfate (slika 4.22). [ako snimana u
uslovima standardne razlike u osmolarnosti od 55 mOsm, u 4 od 5 zapisa IRIS odsustvuje u
potpunosti, dok se u jednom zapisu javlja sa amplitudom od 20 % srednje amplitude noSene
hlorom pri istoj razlici u osmolarnosti.
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Slika 4.22. IRIS ne moze biti noSena fosfatnim jonima. a: reprezenativni originalni zapis odgovora CK
na opseg potencijala membrane izmedu -90 i +70 mV u uslovima snimanja sa 125 mM fosfatnog jona;
b: srednja strujno-naponska kriva izvedena iz svih eksperimenata (n=5) prikazana sa standardnim
greSkama.

4.11Moguce je registrovati IRIS u istrgnutom deli¢cu membrane

IRIS je registrovana u konfiguraciji ,spolja-spolja”, nakon registracije ukupne struje u
konfiguraciji ,cela ¢elija”. Imobilizacija CK vezuju¢om podlogom (conA) je bio prvi neophodan
korak za optimizaciju izvodenja snimanja u konfiguraciji ,spolja spolja“ na CK, kako su do sada
obavljana snimanja samo u konfigraciji ,unutra-spolja“ (Zivi¢ et al. 2005) pri kojem istrzanje
dela membrane nakon ostvarivanja prisnog kontakta bilo moguce bez imoblizacije. U svim
eksperimentima pipetni rastvor sadrzao je 2 mM ATP. UspeSnost dobijanja gigaomskog
kontakta nakon istrzanja membrane iznosi 50 %. U 78 % snimanja istrgnute membrane nakon
aktivacije IRIS u konfigurciji ,cela ¢elija“, registrovana je aktivnost oznacena kao stepenicasti
obrazac inaktivacije (SOI) (Slika 4.23a). Kako je IRIS dominantna struja citoplazmatskih kapi,
Sto je jasno vidljivo u konfiguraciji cela ¢€elija, ocekivano je da je struja koja se u istrgnutim
membranama registruje u ovako visokom procentu zapravo aktivnost kanala u osnovi IRIS.
Usledila je detaljnija analiza karatkeristika SOI kako bi se ova hipoteza potvrdila. Prilikom
upotrebe pipeta za registraciju od 7-9 M(Q, koje omogucavaju laksi ulazak u konfigurciju ,cela
¢elija“, istrgnuti membranski segmeti su cesto pak bili toliko veliki i sadrzali toliko kanala da
su ukupne amplitude SOI iznosile viSe desetina pA (Slika 4.23b) i samim tim nuZno snimane
na manjim pojacanjima. Stoga su se nakon perioda optimizacije za dalje istrzanje koristile
samo pipete otpora preko 9 MQ.
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Slika 4.23. Registracija IRIS u istrgnutoj membrani u konfiguraciji ,spolja-spolja“. a: registracija dela
membrane istrgnutog pipetom od 10 M, sa pojacanjem od 500 mV/pA; b: strujni odgovor snimljen

upotrebom mikropipete otpora 7MQ, pri pojacanju od 20 mV/pA;

4.121dentifikacija IRIS u istrgnutoj konfiguraciji

4.12.11dentifikacija testiranjem oporavka od inaktivacije

P1P2 protokol korisc¢en za test oporavka od inaktivacije ukupne IRIS (slika 4.12), primenjen je

i za analizu SOI.
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Slika 4.24. P1P2 protokol primenjen na membarni istrgnutoj nakon stimulacije IRIS. a: originalni zapisi
oporavka od inaktivacije na nivou pojedinac¢nih otvaranja na hiperpolariSu¢em potancijalu od -50 mV
u 3 razlic¢ita vremena; b: originalni zapisi oporavka od inaktivacije na hiperpolariSu¢em potencijalu od
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-130 mV u 2 razli¢ita vremena; c: amplitude oporavljene struje normalizovane na prvi depolariSuci
stimulus svih ponovaka snimanja na istrgnutoj membrani.

Rezultati su izvedeni iz ukupno 5 snimanja istrgnute membrane u kojima je SOI predstavljao
dominantnu aktivnost na depolariSu¢im potencijalima. Oporavak od inaktivacije prati trend
smanjenja odgovora na P2 sa skracenjem vremena oporavka od P1 na hiperpolariSu¢im
potencijalima, kao Sto je prikazano na slici 4.24.

4.12.2 Identifikacija blokom vancéelijskim ATP-om

Ispitana je osetljivost SOI registrovane u istrgnutoj membrani na vancelijski ATP. Primenjena
je koncentracija od 1 mM, koja izaziva dramati¢an blok ukupnih struja membrane CK (slika
18). Za analizu su odabrani zapisi sa minimalnim registrovanim Sumom i stabilnim kontaktom
i merena je povrsina ispod zapisa u regionu SOI. Za odredivanje regiona u kojem je pouzdano
izmeriti povrSinu, prvo je na nekoliko zapisa bez aktivnosti mereno do koje se tacke u zapisu
prostiru kapacitativni tranzijenti, koji su prisutni usled nepotpune kompenzacije tranzijenta
pipete i samog tranzijenta vecih zatvorenih fragmenata membrane. ATP primenjen sa
spoljasnje strane membrane izazvao je gaSenje SOI u toku 2 minuta od dodavanja (p=0.0342,
n=3)(slika 4.25).
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Slika 4.25. Efekat ekstracelularnog ATP-a na IRIS registrovanu u istrgnutoj membrani u konfiguraciji
»Spolja spolja“, a: odabrani originalni zapisi struja istrgnute membrane u kontroli i 2 min nakon
tretmana ATP-om; b: vrednosti povrSine inaktiviraju¢e komponente struje ispod zapisa struja
istrgnute membrane pre i nakon dodavanja 1mM ekstracelularnog ATP u svakom od ponovaka. P
vrednost t-testa za vezane uzorke iznosi 0.0342, n=3.

[z zapisa sa jasno razluCivim stepenicima na potencijalu od +70 mV izmerena je amplituda
pojedinacnog otvaranja od 1.04 * 0.13 pA (n=22 snimanja razli¢itih delica membrane). Kada
je ustanovljeno da SOI predstavlja aktivnost kanala u osnovi IRIS, izdvojeno je 6 zapisa
snimljenih na viSe depolariSu¢ih potencijala na osnovu kojih je konstruisana strujno-
naponska kriva za aktivnost pojedinacnih kanala. Na slici 4.26, pikazane su sve izmerene
amplitude koje su grupno fitovane Bolcmanovom funkcijom. lako trenutni obim podataka ne
daje statisticki znacajnu razliku fita linearnom i nelinearnom funkcijom, strujno-naponski
dijagram sugeriSe da na nivou pojedinacnih otvaranja postoji blago povecéanje provodljivosti
IRIS sa porastom depolarizacije. Stoga postoji verovatnoc¢a da porast amplitude snimljene sa
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cele membrane nije rezultat (samo) povecanja verovatnce otvorenog stanja. Provodljivost na
viSim depolarizacijama (50-90 mV) koje se dobro ugadaju pravom iznosi 14+1.5 pS.
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Slika 4.26. Strujno-naponska zavisnost aktivnosti pojedinacnih kanala u osnovi IRIS. Prikazana su sva
merenja amplitude struje.

4.13 Registracija jonskih struja sa membrane protoplasta micelijuma

4.13.1 Karatkerizacija protoplasta micelijuma kao model sistema i poredenje sa
modelom CK

Jonske struje Ccelijske membrane micelijuma snimane su na protoplastima dobijenim
¢elijskom hirurgijom, optimizovanim protokolom (rezultat u procesu objave). Broj pokuSaja
uspostavljanja kontakta pipete i protoplasta nakon optimizacije protokola iznosio je 235, na
78 protoplasta. Na 28 % protoplasta (ukupno 22), bilo je moguce uspostaviti gigaomski
kontakt, pri cemu je na nekima bilo moguce viSestruko istrzanje membrane i ponovni kontakt,
$to je rezultovalo u ukupno 36 grupa strujnih zapisa sa jedinstvenih delova membrane. Po
uspeSnom dobijanju gigaomskog kontakta, pipete su istrzane, i snimano je u konfiguraciji
Junutra-spolja“. U nekoliko slucajeva kada je maksimalan otpor kontakta dostizao do 700 M(,
snimani su zapisi u konfiguraciji ,na celiji“, jer istrzanje pri ovako niskom kontaktu nije
rezultovalo odrzavanjem kontakta sa istrgnutom membranom. U 20 slucajeva, tokom porasta
otpora kontakta pri sukciji membrana se spontano otvarala, pri Cemu je samo u 2 slucaja pre
otvaranja registrovan Gl kontakt. Za analizu su prihvaceni svi zapisi celih protoplasta sa
otporom preko 100 M), kod kojih je kontakt bio dovoljno stabilan da opstane nakon istrzanja
i omoguci snimanje u konfiguraciji ,spolja spolja“.

Jedan od glavnih faktora za uspeSno ostvarivanje kontakta predstavljala je veliCina
protoplasta i adekvatano fitovanje geometrije vrha pipete i njegove veli¢ine. Precnici
dobijenih protoplasta krec¢u se od < 10 um do 30 pm. Prosecan precnik protoplasta na kojima
je ostvaren gigaomski kontakt iznosi 18.2 + 6 um, dok u grupi ubeleZenih neuspelih pokusSaja
sa izmerenim dijametrom (n=43), proseCan dijametar iznosi 13.6 * 4.2 pm. Ova razlika,
prikazana na slici 4.27 je statisticki znacajno razlicita, sa p vrednos¢u od 0.0006.
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Slika 4.27. Raspodela dijametara protoplasta u grupi uspesnih i neuspesSnih ostvarivanja gigaomskog
kontakta. Prikazane su sve tacke uokvirene opsegom verovatnoce izmedu 25 i 75 %, sa nastavcima
koji se pruZaju do minimalnih i maksimalnih vrednosti. T-test za nezavisne uzorke sa VelSovom
korekcijom za nejednake SD (p=0.0006). n (uspesni)=22, n(neuspesni)=43.

U odredenom broju slucajeva (koji nije precizno kvantifikovan), protoplasti su bili
prenapregnuti te se deo membrane nije mogao uvucdi u pipetu blagom sukcijom, dok je prejaka
sukcija usisavala/degradirala protoplast, Sto je ukazalo na to da protoplastima dobijenim
hirurgjom za stabilnost odgovara rastvor znacajno vece osmolarnosti od rastvora u kojima se
regitruju CK. Medutim beleZeni su i slucajevi pri kojima je deo protoplasta ulazio u pipetu bez
dostizanja tesnog kontakta sa staklom, koji nisu do kraja razjasnjeni. U tabeli 5 prikazano je
poredenje uspesnosti rada na protoplastima hifa i citoplazmatskim kapima sprangiofora za
pribliZan broj uzoraka. Uspesnost registracije struja na CK aproksimirana je na osnovu uzorka
od 200 pokusaja iz razli¢itih perioda eksperimentalnog rada. Izracunata uspesnost dobijanja
gigaomskg kontakta na CK iznosi oko 55 % (u 60 analiziranih pokuSaja) uspeSnost snimanja
istrgnute membrane sa otporom kontakta preko 1 G 48 % (30 analiziranih pokusaja), dok je
poredenje uspesSnosti dobijanja konfiguracije cela celija teSko uporedivo, kako je na
protoplastima hifa retko primenjivana dodatna sukcija nakon uspostavljanja kontakta, vec je
preferirano istrzanje membrane. Na CK, uspesSnost snimanja stabilnih konfigurcija ,cela celija“
iznosi 15-20 % (n=150 pokusaja).

Tabela 5. Poredenje uspesSnosti registracije jonskih struja sa CK i protoplasta micelijuma.

Cltoplazmafcske kapi Protoplasti micelijuma
sporangiofora

Prosecan dijametar pri
uspeSnom kontaktu (um) 336 182+6
Procenat ostvarenih G{) 5504 28 %
kontakata
Proc.enat 1.1.s.pesmlr} z.gpﬂlsa 4 15% Nije primenljivo
konfiguraciji ,cela Celija
Procenat G{) kontakata nakon
: . : 0
1strza.n]a .u" konfiguraciji 50 % 50 %
,Spolja spolja
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Protoplasti su dobijeni mikrohirurSkim eliminisanjem zida sa razlicitih delova hife -
isecanjem u vrSnom delu, srediSnjem delu, na mestu grananja, i na bo¢nim granama.
Raspodela veli¢ina protoplasta i uspesnost ostvarivanja kontakta u zavisnosi od mesta izvora
prikazana je na Slici 4.28. Najve¢i broj protoplasta dobijen je oslobadanjem od zida u
srediSnjem delu hife, pri ¢emu se dijametri protoplasta na kojima je kontakt ostvaren
statisticki znacajno razlikuju od grupe na kojoj kontakt nije ostvaren.
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Slika 4.28. Raspodela dijametara protoplasta dobijenih sa razli¢itih delova hife i uspeSnost
ostvarivanja kontakta.

4.13.2 Dominantne struje protoplasta micelijuma snimane sa celog protoplasta

U konfiguraciji cela Celija, dominantna struja koja se javlja u svakom protoplastu je ulazna
struja sa specificnom inaktivacijom na hiperplariSu¢im potencijalima (Slika 4.29a), koje
odlikuje vremenska konstanta inaktivacije od 528 + 145 ms na -130 mV (n=8). Kako je
registrovana i u rastvorima u kojima je kalijum zamenjen tetraetilamonijumom (Slika 4.29b),
moZe se pouzdano zakljuciti da struja nije noSena kalijumom. Po oduzimanju stacionarne
vrednosti na hiperpolariSu¢im potencijalima, kako bi se izgubio doprinos pasivnih struja,
strujno naponski dijagram pokazuje jasno ulazno ispravljanje (Slika 4.29c). Jo$ uvek nije
razluCeno da li je registrovana struja odraz izlaska anjona ili ulaska kalcijuma u protoplast.
Usled kratkog trajanja stabilnog kontakta, snimanje odgovora na rampa stimulus nije bilo
izvodljivo.
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Slika 4.29. Ukupne struje protoplasta micelijuma snimane u konfiguraciji ,cela Ccelija“. a:
reprezentativni originalni zapis ukupnih struja snimanih u uslovima sa prisutnim hloridnim,
glutamatnim, nitratnim anjonima, kao i K i Ca (rastvori A+1, tabele 2-4) b: reprezentativni originalni
zapis snimljen u uslovima sa kalijumom zamenjenim TEA-Cl-om. c: srednja strujno.naponska kriva
ulazne komponente ukupne vrsne struje, od koje je oduzeta vrednost stacionarne struje iz ukupno 9
zapisa, prikazana sa standardnim greskama i fitovanjem Bolcmanovom funkcijom.

4.13.3 Struje pojedinacnih kanala sa protoplasta dobijenih mikrohirurgijom

Zapisi dobijeni u odgovoru na kontinualne protokole, pravougaone i rampa-stimuluse,
koriS¢eni su za merenje amplituda pojedinacnih otvaranja na razliitim vrednostima
membranskog potencijala. Na osnovu konstruisanih strujno-naponskih dijagrama za grupe
pojedinac¢nih otvaranja odredivana je provodljivost snimljenih kanala iz nagiba kriva. Takode,
na osnovu izracunatih potencijala reverzije za svaki jon u datim uslovima snimanja,
oderedivan je provodeci jon za svaku grupu jonskih kanala, kao onaj Cije je potencijal reverzije
najbliZi potencijalu reverzije strujno naponske Kkrive registrovane struje. Na osnovu
provodljivosti i selektivnosti, aktivnosti su podeljene u 10 kategorija, pri ¢emu su najceSce
registrovane struje bile anjonske.
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Slika 4.30. Aktivnost struja selektivnih za hlor provodljivosti 20 pS. a-c: orignalni zapisi odgovora na
kontinualni stimulus na potencijalima od +40 mV, 0 mV i -40 mV; b: strujno-naponski dijagram
aktivnosti sa ugodenom pravom.

Za deo izmerenih anjonskih struja bilo je moguce precizno odrediti provodeci jon jer je
strujno-naponska kriva jasno sekla vrednosti ravnoteznog potencijala za odredeni anjon.
NajceSce registrovana aktivnost je kanal provodljivosti 20 pS selektivan za hlor (Slika 4.30).
Jo$ 3 grupe aktivnosti ukazuju na kanale selektivne za jedan anjon : kanali selektivni za hlor
provodljivosti 10 pS i 37 pS i kanal provodljivosti 60 pS, za koji je utvrdena selektivnost za
glutamat (Slika 4.31).
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Slika 4.31. Aktivnosti kanala selektivnih za jedan jon. a-b: originalni zapisi pojedina¢nih otvaranja u
odgovoru na kontinualni stimulus od +20 mV kanala selektivnih za hlor provodljivosti 37 pS (a) i
provodljivosti 10 pS (b).; c: zapis pojedinacnih ovaranja kanala selektivnog za glutamat u odgovoru na
kontinualni stimulus na potencijalu 5 mV; d: strujno-naponski dijagrami pojedinac¢nih otvaranja kanala
prikazanih u odeljcima a-c: glutamat selektivan kanal (tamno-zeleno), hlor-selektivan kanal od 37 pS
(narandzasto), hlor-selektivan kanal od 8 pS (plavo). e: originlni zapis aktivnosti kanala selektivnog za
kalcijum u odgovoru na -100 mV; f: strujno-naponski djagram kanala selektivnog za kalcijum.

Sve prikazane izmerene jonske struje pokazuju linearnu strujno-naponsku zavisnost, dok je
samo u jednom eksperimentu registrovan kanal sa izraZenim ulaznim ispravljanjem za koji je
pretpostavljeno da provodi hlor.

Kalijum je jedini jon koji je u vecini eksperimentalnih postavki simetricne koncentracije sa
obe strane membrane. Tako se moZe pretpostaviti da I-V krive koje seku x-osu u nuli
odgovaraju kalijumskoj aktivnosti. Medutim, vrednosti koje se nalaze u blizini nule, mogu da
se tumace na visSe nacina : kao kalijumska aktivnost u slucaju disbalansa jonske koncentracije
(na primer, usled isparavanja vode iz komorice za registraciju ¢ime se vancelijski ratvor blago
koncentruje) ili kao aktivnost kanala koji je delimicno selektivan, pa se tako potencijal
reverzije njegove aktivnosti nalazi negde izmedu izracunatih vrednosti za svaki jon, u
zavisnosti od odnosa provodljivosti za svaki jon. [zmereno je nekoliko aktivnosti za koje nije
moguce sa sigurnoS¢u odrediti selektivnost, koje su razvrstane prema provodljivosti i
prikazane u tabeli 6, zajedno sa ve¢ opisanim aktivnostima.
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Tabela 6. Podela registrovanih aktivnosti u protoplastima dobijenim ¢elijskom hirurgijom prema
selektivnosi i provodljivosti.

grupa selektivnost provodljivost
| Hlor-selektivan kanal 20 pS
11 Selektivan za viSe anjona/K kanali 13-26 pS
I11 Kanal selektivan za kalijum 110 pS
IV Selektivan za viSe anjona 48 pS
V Kanal selektivan za glutamat 60 pS
VI Kanal selektivan za hlor 10pS
VII Kanal selektivan za hlor 37 pS
VIII Anjonski kanal selektivniji za glutamat 10 pS
IX (anjonski) kanal sa ulaznim ispravljanjem 61i22pS
X Kanal selektivan za kalcijum 6 pS

Jonske struje iz prethodno opisanih 10 grupa registrovane su sa vrsnog i srediSnjeg regiona
hife, a njihova raspodela prikazana je histogramom na slici 32. Protoplasti dobijeni sa vrhova
lateralnih grana na kojima je uspostavljen kontakt svrstani su u grupu ,vrsni region®“.

- vrsniregion - sredina hife

=
o

grupa konduktivnosti
P N W b~ OO N O ©

0 1 2 3 4 5

brojregistracija

Slika 4.32. Raspodela pojedinih tipova struja prema mestu oslobadjanja protoplasta sa kojih su
registrovane. Na x osi je oznacen ukupan broj merenja aktivnosti struja sa zasebnih deli¢a membrane
koji pripadaju svakoj od kategorija struja.

4.141RIS je aktivna u citoplazmatskim kapima u uslovima snimanja
protoplasta hifa

Struje membrane CK su registrovane u rastvorima primenjenim za celijsku hirurgiju (tablela
br 2 u odeljku materijal i metode), kako bi se utvrdilo da li je odsustvo registracije IRIS u
membrani protoplasta micelijuma potencijalno posledica uslova snimanja. IRIS je
registrovana u svakoj snimljenoj CK (n= 7) (slika 4.33). Kako rastvori za ¢elijsku hirurgiju
sadrZze 2 mM azid, c¢ija je funkcija usporavanje metabolizma u cilju odlaganja formiranja
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¢elijskog zida na plazmolizovanoj membrani unutar hife, registrovanu IRIS na CK odlikuje
ubrzana inaktivacija, nezavisno od prisustva nitrata. IRIS je registrovana i u istrgnutoj
konfiguraciji u ovim uslovima (slika 4.33b).

a b

2000 pA 5 pA

0.1 ms 0.1 ms

Slika 4.33. IRIS registrovana u jonskim uslovima koriS¢enim za snimanje protoplasta dobijenih
mikrohirurgijom. Levo : strujni zapis u odgovoru na SVP u konfiguraciji ,cela Celija“; desno: strujni
zapis SOI snimljen sa istrgnute membrane nakon aktivacije u konfiguraciji ,cela celija“.

4.15Ulazna inaktivirajuca struja u membrani citoplazmatskih kapi

U standardnim rastvorima sa 1 mM kalcijumom na CK blago ulazno ispravljanjeje
registrovano izuzetno retko (7 % izabranih reprezentativnih zapisa, n=70), dok je u samo
jednom zapisu registrovana inaktivacija ulazne struje koja je prikazana na slici 4.34a.
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Slika 4.34. Registracija ulazno-isprvljene inaktivirajuce struje u membrani citoplazatskih kapi.
a: ukupne struje snimljene sa membrane cele CK; b: struje registrovane u krupnom fragmentu
istrgnute membrane u konfiguraciji ,spolja spolja“.

U uslovima snimanja sa visokim vancelijskim kalcijumom, sa membrane CK ovaj slican
obrazac ulaznog ispravljanja je detektovn u 2 od 7 zapisa u konfiguraciji ,cela ¢elija“,iu 3 od 6
zapisa sa istrgnute membrane u konfiguraciji spolja-spolja registrovana je inaktivacija ulazno-
ispravljene struje, prikazana na slici 4.34b. 1z trenutnih rezultata moZe se zakljuciti da postoji
mogucnost da se slicna struja javlja u membrani spofangiogora i hifa, ali ne predstavlja
dominantnu struju sporangiofora, i da je ili noSena kalcijumom, ili anjonima, pri ¢emu
zahteva poviSenu koncentraciju kalcijuma za aktivaciju.
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5. DisKkusija

Citoplazmatske kapi predstavljaju pogodan model ¢elijske membrane sporangiofora za
ispitivanje jonskih kanala. Prisustvo P-tipa protonske pumpe, koje je dokazano
depolarizacijom membranskog potencijala po dodatku vanadata predstavlja dodatnu potvrdu
ispravnosti modela elektrofiziloSkim pristupom. Ovaj rezultat je bio ocekivan kako je vec
ustanovljeno da frakcija (20 %) citoplazamatskih kapi nakon inkubacije u vancelijskom
rastvoru duze od sat vremena spontano formira ¢elijski zid (Krizak et al. 2015). Dodatna
potvrda je bila potrebna zbog Cinjenice da vakuola zauzima veliku zapreminu zone rasta iz
koje se CK formiraju (Ortega et al. 2021), a poznat je fenomen stvaranja vakuolarnih vezikula
prilikom oslobadanja ¢elijskog sadrZaja koji je ustanovljen kod algi iz familije Characeae
(Berecki et al. 2001). U tom slucaju, fragmenti po oslobadanju obuhvataju i deo citoplazme pri
spontanom zatvaranju u sfere €ija je membrana ,izvrnuta“. Stoga je postojala moguénost da je
samo frakcija CK Kkoja je resintetisala celijski zid posedovala membranu poreklom od
sporangiofora. Reakcija na vanadat kao i uniforman profil IRIS pri registraciji na CK velikog
opsega veli¢ina (15 - 50 pm) idu u prilog hipotezi da sve CK u preparatu imaju membranu
istovetne strukture. Uz obuhvacenost ¢elijskom membranom, prisustvo aktivnih mitohondrija
i nukleusa u CK opravdava njihovo koriS¢enje kao modela bliskog fizioloSkim uslovima unutar
sporangiofora.

Vrednosti membranskog potencijala CK izmerene u reZimu nametanja struje TNVnDM,
odstupaju od ranije pokazanih vrednosti izmerenih ostrim elektrodama koje su se kretale oko
-100 mV u 5 snimanja (neobjavljeni podaci). Ukoliko su podaci snimanja oStrim elektrodama
bili ispravni, otvara se moguc¢nost da je sam pristup merenju pipetom za TNVnDM invazivan
za CK, te da na stres razaranja dela membrane reaguju depolarizacijom, medutim jo$ uvek nije
dovoljno ispitan uticaj mehanic¢kog stresa na membranski potencijal gljive. Jo§ jedan moguci
uzrok odstupanja vrednosti izmedu dve tehnike merenja na CK je nuZna dijaliza rastvorom u
pipeti koja je zanemarljiva prilikom snimanja oStrim elektrodama. Ipak metod je pouzdan za
pracenje potencijalnog efekta supstanci na potencijal membrane, jer se merena vrednost, bilo
da predstavlja stvarni potencijal mirovanja ili novouspostavljenu vrednost, tokom
eksperimenta odrzava dovoljno dugo. Skorija merenja membranskog potencijala na Candida
albicans koriS¢enjem neinvazivnih fluorescentnih voltazno-zavisnih indikatora pokazala su da
ova gljiva menja membranski potencijal pri razli¢itim faktorima sredine, izmedu ostalog i u
zavisnosti od faze rasta, pri cemu je u eksponencijalnoj fazi protonska pumpa manje aktivna i
membrana depolarisanija (Suchodolski and Krasowska 2019). Merenje membranskog
potencijala CK primenom fluorescentnih indikatora i praenje potencijalne promene pri
ulasku u konfiguraciju cela ¢elija bi bilo korisno za razreSavanje ove problematike.

Dominantna struja membrane CK, IRIS, je osmotski osetljiva struja ¢iji faktor aktivacije bez
razlike u osmolarnosti jo§ uvek nije utvrden. Kako i u slucaju zapreminski regulisanog
anjonskog kanala kicmenjaka jo$ uvek postoji viSe hipoteza o tacnom mehanizmu aktivacije,
jasno je da aktivacija kanala izazvana osmotskim promenama moZe biti izuzetno kompleksna.
Naizgled najjednostavniji mehanizam aktivacije osmotski osetljivog kanala je prisustvo
mehanoreceptora, medutim brojni faktori mogu uticati na prag osetljivosti mehanosenzora, ili
viSe faktora uticati na aktivaciju (Strange, Yamada, and Denton 2019).

Za razliku od biljnih ¢elija, ¢iji je celulozni €elijski zid rigidan i vakuola preuzima glavnu ulogu
u regulaciji promena osmolarnosti celijski zid gljiva i bakterija je zapravo elastican i
dinamican (Casadevall and Gow 2022). Klasu Mucoromycetes, kojoj P. blakesleeanus pripada,
odlikuje zid izgraden pretezno od hitozana, koji je po hemijskoj strukturi jo$ elastiCniji od
hitina (Yeul and Rayalu 2013), koji dominira u sastavu kod vec¢ine drugih grupa. Kako celije
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gljiva rastu konstantnim izduZivanjem, njihov zid prolazi kroz stalne reverzibilne i
ireverzibilne procese istezanja, za koje je u slucaju P. blakesleeanus pokazano da predstavljaju
rezultat rada razliCitih membranskih proteina (Ortega et al. 2015), koji su pra¢eni promenama
aksijalnih i transcelularnih jonskih flukseva (Ruiz-Herrera et al. 2003). Stoga je bilo
opravdano pretpostaviti da u hipoosmotskim uslovima, slicno Zivotinjama, u ¢elijama gljiva
dolazi i do istezanja Celijske membrane. Prilikom testiranja efekata plazmolize i deplazmolize
micelijuma bez sprecavanja resinteze Celijskog zida, primeéeno je da kada membrana oko
plazmolizovane citoplazme regeneriSe Celijski zid i time onemogudi vracanje citoplazme u
prvobitnu zapreminu u hifi, pri izlaganju hipoosmotskom rastvoru dolazi do bubrenja
ogranicenog odeljka (neobjavljeno opaZanje). Takode je pokazano da hipoosmotski uslovi
dovode do blagog bubrenja CK (Krizak et al. 2015). Promene pritiska kod gljiva su usko
povezane sa rastom (Lew 2011), te je logi¢no pretpostaviti da kanal registrovan iz membrane
dobijene iz vr$ne zone sporangiofora ima ulogu u detekciji promena pritiska u procesu rasta.

Nije iskljuceno da IRIS reaguje na istezanje pri cemu osmotska razlika amplifikuje ovaj signal
tako da se dozno-zavisno aktivira sve veci broj kanala, dok dodatni faktori medu kojima mogu
biti i ROS ili promena jonske jacine/povecanje unutarcelijskog kalcijuma moduliSu osetljivost
na istezanje, kao Sto se pretpostavlja u slucaju VRAC (Akita and Okada 2014). Zanimljivo je da
VRAC u nekim studijama nije uspeSno aktiviran istezanjem (Okada 1997), kao i da u mnogim
tipovima ki¢menjackih celija porast amplitude VRAC, tj povecanje verovatnoce otvorenosti u
slucaju merenja aktivnosti pojedinacnih kanala ne prati pravilno povecanje osmolarnosti.
Jedno predloZeno objasSnjenje je da u istom tipu Celije postoje razliCiti heteromeri LRRC8
subjedinica sa razli¢itim pragom aktivacije istezanjem, dok je druga hipoteza da ¢elijska
membrana ne ,oseca“ razliku osmolarnosti jednako celom svojom povrsSinom, usled prisustva
brojnih invaginacija u okviru kojih kanali ne¢e detektovati istezanje pre pojacanja stimulusa
(Strange, Yamada, and Denton 2019).

.....

nakon celijske hirurgije, sa vancelijskim rastvorom koji je ¢ak blago hiperosmotski u odnosu
na pipetni. Amplitude IRIS registrovanih u rastvorima za celijsku hirurgiju su u opsegu
amplituda dobijenih primenm standardne osmotske razlike, dok su gustine registrovane IRIS
u standardnim rastvorima niZe sa manjim stepenom osmotske razlike. Sve ovo sugerise da u
aktivaciji IRIS ucestvuju dodatni faktori koji su prisutni u uslovima snimanja nakon celijske
hirurgije, koje tek treba ispitati. U ovim snimanjima, unutarcelijski rastvor je uvek sadrzao
1mM kalcijuma, dok vancelijski rastvor sadrzi ¢ak 30mM kalcijum-hlorida/kalcijum-nitrata,
radi stabilizacije protoplasta, Sto ujedno ¢ini da vancelijski rastvor ima vecu jonsku jac¢inu od
unutarcelijskog. Uticaj razlike u jonskoj jacini je faktor koji bi trebalo bliZe ispitati, posto je
pokazano da utiCe i na smanjenje praga osetljivosti na stimulaciju kanala u osnovi VRAC
(Friard et al. 2017). Bilo bi interesantno ispitati da li povecanje jonske jacine vancelijskog
rastvora jonom Kkoji nije kalcijum ostvarje isti efekat na aktivaciju IRIS. Dva poznata kanala
kod gljiva su aktivirana povecanom koncentracijom nutarceliskog kalcijuma - AnBEST i CIC
(Roberts, Milnes, and Caddick 2011; Oddon, Diatloff, and Roberts 2007a). U standardnim
uslovima snimanja IRIS, pri hipoosmotskoj razlici i simetri¢noj jonskoj ja¢ini sa dve strane
membrane, njena aktivacija ne zahteva prisustvo kalcijuma u pipetnm rastvoru, koji €ak
sadrZi i helator EGTA. Ipak IRIS je aktivna trenutno po ulasku u konfiguraciju cela ¢elija, dok je
za dijalizu pipetnim rastvorom potrebno odredeno vreme. U Celijama Zivotinja, mehanicko
oSteCenje membrane dovodi po porasta unutarcelijskog kalcijuma koji je kljuan za
mehanizme reparacije membrane, ali zahteva prodor vancelijskog kalcijuma u ¢eliju (Z. Li and
Shaw 2023). Ipak treba napomenuti da su prva merenja IRIS radena u uslovima simetri¢nih
jonskih rastvora pri ¢emu je pipetni rastvor sadrzao 1mM CacCly, a IRIS se nije aktivirala bez
osmotske razlike.
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Kako dodavanje 2mM unutaréelijskog ATP-a nije dovelo do povecéanja srednje gustine IRIS, a
snimanje u uslovima redukovanog ATP izazvanog preinkubacijom CK azidom nije dovelo do
njenog smanjenja, moze se zakljuciti da ATP vrlo verovatno nema ulogu u aktivaciji IRIS. Prve
hipoteze o zapreminski regulisanom kanalu ki¢menjaka podazumevale su neophodnost
prisustva ATP-a za aktivaciju VRAC, nakon cega je utvrdeno da pri osmotskoj razlici od preko
100 - 150 mOsm prisustvo ATP nije nuzno (Volk et al. 1996)(Strange, Yamada, and Denton
2019). Sve opisane osobine IRIS u prisustvu unutarcelijskog ATP - odlaganje pada amplitude i
vremenske konstante inaktivacije i povecanje udela stacionarne struje, ukazuju na njegov
stabiliSu¢i modulatorni efekat koji se ostvaruje nakon Sto je kanal otvoren. Efekat
nehidrolizabilnog analoga ATP nedvosmisleno pokazuje da fosforilacija kinazama ne
posreduje u modulatornom efektu ATP na IRIS. Medu brojnim jonskim kanalima Ccija je
aktivnost modulisana ATP-om je i TOK kanal gljiva, kod kojeg ATP takode odlaze pad
amplitude (Bertl et al. 1998).

Vremenski i voltazno-zavisan oporavak od inaktivacije IRIS u prisustvu ATP koji je prikazan u
odeljku 6 ukazuje na jako preciznu regulaciju stabilnosti otvorenog stanja membranskim
potencijalom. MoZe se zakljuciti da je u prisustvu unutarcelijskog ATP inaktivacija IRIS koju
stimuliSe depolarizacija reverzibilan proces koji zahteva vracanje membrane u opseg
fiziolockih vrednosti membranskog potencijala, dok se sa smanjenjem koncentracije ATP
kanal vremenom destabiliSe, Sto dovodi do nepovratnog pada amplitude usled poveéanog
stepena inaktivacije.

Modulacija IRIS unutarcelijskim ATP-om odraZava povezanost aktivnosti IRIS i metabolickog
statusa cCelije. Kako je IRIS blokirana vancelijskim ATP-om, a smanjenje koncentracije
unutarcelijskog ATP dovodi do intenziviranja njene inaktivacije, moguce je da je je kanal u
osnovi IRIS u izvesnoj meri propustan za ATP, kao u slucaju VRAC-a (Chu et al. 2023). U tom
slucaju, njegova prolongirana aktivnost moZe dovesti do gubitka ATP-a iz ¢elije, Sto uocene
mehanizme ¢ini vidom negativne povratne sprege. Cinjenica da se IRIS gasi u energetski
nepovoljnom stanju za celiju ukazuje na to da njegova fizioloSka uloga nije u vezi sa
prezivljavanjem. Efekat vancelijskog ATP je ispitan kao faktor prenosa signala mehanic¢kog
stresa na koncastoj gljivi iz roda Trichoderma (Medina-Castellanos et al. 2014). Primenjena
koncentracija od 100-500 pM izazvala je konidijaciju, tj pokretanje aseksualne reprodukcije
koja je poznati mehanizam reakcije ove grupe koncastih gljiva na mehanicki stres. Dodatno,
izazivanje mehanickog stresa micelijuma u prisustvu apiraze sa vancelijske strane redukovalo
je pokretanje konidijacije u odnosu na kontrolne grupe. Receptorni molekuli za ATP i signalni
putevi koje bi vanéelijski ATP mogao da pokrene jo$ uvek su slabo ispitani kod gljiva, te je
ideja da gljive i biljke signaliziraju mehanicka oStecenja sli¢cno Zivotinjama jo$ uvek na nivou
hipoteze (Hernandez-Onate and Herrera-Estrella 2015).

Efekat flavonoida na jonske kanale dugo je interpretiran kao dokaz ucesca razlilitih kinaza u
njihovoj aktivaciji / modulaciji. Tako je efekat nehidrolizabilnog analoga ATP pored efekta
genisteina tumacen kao postojanje dvojne uloge ATP-a, koji ujedno ostvaruje dejstvo kao
suprstrat za kinaze i alostericki modulator (Bryan-Sisneros et al. 2000). Medutim, kako je u
meduvremenu ustanovljen veliki broj proteina koji predstavljaju metu flavonoida, iskljuceno
je da je njihov efekat specificno vezan za inhibiciju kinaza. Postoji moguc¢nost da flavonoidi
ostvaruju alostericko dejstvo na jonske kanale, kao S$to je pokazano u slucaju
kardiovaskularnog voltazno-zavisnog kanala za kalcijum (Fusi et al. 2017; Medina et al. 1997).
Promene IRIS koje su registrovane u prisustvu flavonoida potencijalno odraZavaju efekat
gubitka pozitivne modulacije ATP-om, jer dovode do slicne dinamike pada amplitude i
vremenske konstante inaktivacije. Ispitivanjima efekta flavonoida na VRAC pokazano da su
ECso za genistein i kvercetin jako niske : od oko 8.5 pM za genistein i 7 uM za kverecetin (Xue
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et al. 2018a). Procenat bloka IRIS od 50-60 % sa primenom 100 puM genisteina i kvercetina
sugeriSe manje izraZen efekat u odnosu na VRAC. Ipak, treba imati u vidu da je efektivna
unutarcelijska koncentracija koja deluje na IRIS mozda i niZa jer zavisi od nivoa prolaska
flavonoida kroz celijsku membranu, na Sta ukazuje efikasnost znac¢ajno manje koncentracije
analoga kvercetina (10 pM), primenjenog sa unutarcelijske strane. Odsustvo promene u
procentu bloka sa 5 puta pove¢anom dozom AMP PCP ukazuje na veci afinitet flavonoida za
hipoteticko vezivno mesto preko kojeg bi ATP ostvario alostericku modulaciju, za ¢ak vise od
2 reda velicine.

Jo$ jedan potencijalni posredni efekat koji bi flavonoidi mogli da ostvaruju je uklanjanje
reaktivnih kiseonic¢nih vrsta koje takode mogu biti modulatori rada jonskih kanala. JoS uvek
nerazjaSnjen mehanizam kojim se IRIS aktivira u izoosmotskim uslovima bi mogao da
ukljucuje i ROS, pri ¢emu bi ROS mogle da ostvaruju i modulatorni efekat na verovatnocu
prelaska kanala iz zatvorenog u otvoreno stanje. Dva zapaZanja potencijalno ukazuju na efekat
flavonoida koji se ostvaruje i van konteksta poniStavanja efekta ATP. Prvo, vrednost konstante
inaktivacije koja se dostiZe u prisustvu flavonoida je niZa od vrednosti snimljene u odsustvu
pipetnog ATP nakon viSe minuta dijalize pipetnim rastvorom. Drugo zapaZanje se odnosi na
tri slucaja registracije IRIS na novostimulisanoj CK nakon detekcije efekta genisteina u istom
preparatu (pre ispiranja genisteina). Preinkubacija genisteinom, za razliku od preinkubacije
azidom, smanjila je amplitudu IRIS uprkos jakoj stimulaciji osmotskom razlikom (ali nije bilo
moguce izvesti gustine struje radi statistiCkog poredenja). Antioksidativno dejstvo flavonoida
izolovanih iz biljaka ispitivano je na ve¢em broju sisarskih ¢elija (Kumar and Pandey 2013).
Rezultati koji ukazuju na znacajno antioksidativno dejstvo flavonoida izolovanih iz gljiva
(Kozarski et al. 2015; S. Zhao et al. 2021) otvaraju pitanje njihove produkcije u funkciji
regulacije oksidativnog stresa i jonskih kanala u koncastim gljivama. Poznat efekat flavonoida
u suzbijanju proliferacije (Levina et al. 2002) bi mogao da se poveZe sa potencijalnom ulogom
[RIS u rastuy, ¢ija bi aktivnost bila regulisana metabolickim statusom ¢elije i flavonoidima.

Provodljivost IRIS za nitrate koja se statisticki ne razlikuje od provodljivosti za hlor na osnovu
postojecih rezultata, predstavlja odstupanje od do sada konzistentnog poklapanja sekvence
(Ullrich et al. 2016a). Medutim, dramati¢no ubrzavanje inaktivacije u nitratima prati trend
koji kod IRIS izaziva provodljiviji jon. Ve¢i stepen inaktivacije IRIS noSene nitratima,
potencijalno bi mogao da dovede do nepotpunog oporavka amplitude tokom 500 ms pauze
izmedu depolarisuc¢ih stepenika u standardnom voltaznom protokolu i time do potencijalnog
artefakta izmerenih gustina, te je potrebno povecati uzorak podataka sa produZenim
vremenom oporavka i manjim brojem uzastopnh depolarisu¢ih stimulusa. IRIS nije noSena
fosfatima, ali bilo bi interesantno ispitati da li fosfati ujedno i blokiraju struju, Sto se moZze
ispitati razli¢itim kombinacijama odnosa fosfata i hlora.

Prvodoljivost IRIS od 14 pS na depolariSu¢im potencijalima je drasticno manja od izlazne
provodljivosti VRAC kanala (50-80 pS) i zapravo odgovara opsegu provodljivosti koju VRAC
ima u ulaznom smeru (Osei-Owusu et al. 2018), dok su velike amplitde na depolarisu¢im
potencijalima u konfiguraciji ,cela Celija“ rezultat aktivnosti jako velikog broja kanala u
membrani CK. Promena provodljivosti pojedina¢nih kanala sa depolarizacijom membrane
medutim, nije tako Cesta pojava, kako je kod vecine jonskih kanala povecanje amplitude
snimljene sa cele membrane rezultat povecane verovatnoce otvorenog stanja sa promenom
membranskog potencijala, te je interesantno da IRIS i VRAC potencijalno dele ovu osobinu.
[spitivanje verovatnoce otvorenog stanja stacionarne komponente IRIS sa membrane CK je
teSko izvodljivo jer CK poseduju razlicite aktivnosti veéih provodljivositi koje dominiraju u
zapisima odgovora na depolarisu¢i stimulus, te se odustalo od identifikacije IRIS u
kontinualnim zapisima (od viSe desetina merenja odgovora na pravougaoni stimulus u svega
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6 je bilo moguce pouzdano izmeriti IRIS na viSe depolariSu¢ih potencijala, bez
kontaminiraju¢ih aktivnosti). Verovatnoca otvorenog stanja za VRAC kanal, najuspesnije je
izmerena ,double patch“ tehnikom koja podrazumeva ulazak u konfiguraciju ,cela celija“
jednom mikropipetom, ¢ime se celija stimuliSe i odrzava konstantan membanski potencijal,
dok se drugom elektrodom registruju pojedina¢ne aktivnosti u konfiguraciji ,na ¢eliji“. VRAC
se jako brzo gasi u istrgnutim membranama, te je u konfiguraciji ,spolja spolja“ takode ispitan
samo u vidu odgovora na pravougaone stimuluse. Ne moZe se sa sigurno$¢u utvrditi koliko se
dugo IRIS odrzava u istrgnutoj membrani, kako je samo odrZavanje stabilnog kontakta velikog
fragmenta membrane u konfiguraciji ,spolja spolja“ retko, medutim u 2 slucaja je primeceno
gaSenje posle 4-5 minuta uprkos prisustvu unutarcelijskog ATP.

Kada se sagledaju svi dosadasnji rezultati, moZe se zakljuciti da IRIS vrlo verovatno nije
strukturni homolog zapreminski regulisanog kanala kicmenjaka, ve¢ pre funkcionalni analog.
Genom P.blakesleeanus je sekvenciran 2016. godine, dok se baza kodiraju¢ih sekvenci
kontinualno dopunjuje i trenutno broji 16528 gena (“Phycomyces Blakesleeanus NRRL 1555(-
) - NCBI - NLM” ). Do sada jo$ uvek nema znacajnog poklapanja kodirajuc¢ih sekvenci ove gljive
sa LRRC8 proteinima. Ovo nije iznenadujuce jer VRAC kanal nije pronaden ni u carstvu
Zivotinja van grupe ki¢cmenjaka. Blagi blok IRIS karbenoksolonom je zanimljiv jer je njegov
pretpostavljeni mehanizam dejstva vancelijski blok kanala sli¢ne struktre, ali ne nuzno i
homologne sekvence. Ukoliko se pretpostavi da je deo strukture VRAC kanala koji je slican
paneksinima odgovoran za osetljivost na CBX, otvara se pitanje strukturne sli¢nosti IRIS i
paneksina.

Cinjenica da IRIS nije registrovana u membrani protoplasta micelijuma, iako je neoc¢ekivano
aktivna u membrani CK snimanoj u sli¢cnim uslovima sugerSe da je njena dominantna
aktivnost specijalizovana za sam sporangiofor. Azid, koji je inicijalno primenjen radi
usporavanja regeneracije Celijskog zida pri mikrohirurgiji, utice na IRIS samo kroz ubrzavanje
depolarizacijom-indukovane inaktivacije, u svim varijacijama jonskih sastava primenjivanih u
uslovima snimanja protoplasta micelijuma. Deo zapisa ukupnih struja protoplasta sniman je i
sa protoplasta dobijenih sa vrSnog regiona hife, gde je bilo oCekivano da se nadu kanali sa
potencialnim uce$éem u rastu. Ovo sugeriSe da zonu rasta hife i sporangiofora odlikuju
drugaciji mehanizmi koji ukljucuju rad jonskih kanala.

Dominantna ulazna struja registrovana u svim eksperimentima u konfiguraciji ,cela ¢elija“ na
protoplstima micelijuma, pokazuje strujno-voltazne osobine potencijalno slicne AnBest
homologu izolovanom u A. nidulans, ciji je homolog pronaden i u genomu iz gljive blisko
srodne P.blakesleeanus (Roberts, Milnes, and Caddick 2011). U prilog ovoj ideji ide i Cinjenica
da je u svim eksperimentima u kojima je registrovana struja sa protoplasta micelijuma u
pipetnom rastvoru sadrZan i minimalno 1 mM kalcijum, Sto je u opsegu koncentracija koje
znacajno stimuliSu aktivaciju ovog kanala. Prisustvo slicnog profila jonske struje, sa manjom
ucestaloS¢u u membrani CK moZe se objasniti odsustvom kalcijuma u pipetnom rastvoru. Jos
uvek nije isklju¢eno da je ulazna struja registrovana na protoplastu hife ipak noSena
kalcijumom, ¢emu ide u prilog postojanje velikog Kkalcijumskog gradijenta u uslovima
snimanja koji bi favorizovao ulazak Ca?+, ali se moZe pretpostaviti da je malo verovatno da se
dominantna struja cele membrane protoplasta izuzetno retko detektuje u istrgnutoj
konfiguraciji (svega 1 zapis je posedovao aktivnosti koje odgovaraju struji kalcijuma). Ipak ne
sme se zanemariti mogucnost jako brzog gaSenja struje u istrgnutim konformacijama, a
protokol u vidu pravougaonog hiperpolariSu¢eg stimulusa kojim je ulazna inaktivirajuc¢a
struja registrovana u membrani CK, naZalost nije primenjen na protoplastima micelijuma.

Cinjenica da u protoplastima dobijenim iz vr§nog regiona hifa nisu identifikovane kalcijumske
struje je interesantna, kako brojne studije vezuju kalcijumske transmembranske flukseve za
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vrsni rast hifa (Lew 2011). Ipak, u slucaju N. crassa, za struje identifikovane u protoplstima
nakon laserske ablacije u vrSnom regionu pretpostavljeno je da provode anjone (kanal
provodljivosti 17 pS) i kalijum (kanal provodljivosti 9 pS) (Véry and Davies 1998). U N.crassa
je utvrdeno da uklanjanje unutarcelijskog kalcijuma nepovoljno utiCe na vrsni rast, ali su
pronadeni kalcijumski kanali locirani u endomembranama za koje se pretpostavlja su
odgovorni za povecanje koncentracije kalcijuma u citosolu prilikom rasta (Silverman-Gavrila
and Lew 2002). U protoplastima P. blakesleeanus dobijenim ¢elijskom hirurgijom registrovan
je hlor-selektivan kanal od 17-20 pS, ali u svim regionima sem u vrSnom.

Prisustvo nekoliko tipova aktivnosti registrovanih na protoplastima micelijuma ¢iji potencijal
reverzije ukazuje na provodljivost za viSe jonskih vrsta, nije nimalo neobican podatak, kako i
samu IRIS odlikuje kompleksna sekvenca provodljivosti za anjone. Jo$ jedan, ranije opisan
anjonski kanal u membrani CK - ORAC (Zivi¢ et al. 2009), odlikuje izlazno ispravljanje,
provodljivost od oko 10 pS i jaka selektivnost za anjone naspram katjona, ali slaba
selektivnost izmedu anjona. U membrani protoplasta micelijuma u dva slucaja registrovane su
aktivnosti Cija je provodljivost procenjena na 10 i 13 pS. U slucaju provodljivosti od 10 pS,
kanal je registrovan u prisustvu TEA-C], Sto ukazuje da je struja noSena anjonima. Amplitude
imaju linearan strujno-naponski odnos, a koli¢ina podataka je zasada nedovoljna za
utvrdivanje verovatnole otvorenog stanja kako bi se ustanovilo da li je u pitanju ORAC.
Aktivnost joS jedne jonske struje registrovane u membrani protoplasta P.blakesleeanus,
relativno nalikuje na ve¢ okarakterisanu u literaturi - jonska struja koja ne pokazuje
selektivnost za jedan jon, provodljivosti od 48 pS - Sto je relativno blizu izmerenoj
provodljivosti od 43 pS anjonske delimico selektivne jonske struje u A. niger, registrovane
laserskom ablacijom. Medutim struja u A. Niger je snimana u drugacijim jonskim uslovima te
bi bilo zanimljivo dalje ih varirati pri snimanju protoplasta P.blakesleeanus.

Kako je karakterizacija jonskih struja sa protoplasta hifa tek u prvim fazama, otvara se mnogo
mogucnosti za njihovu dalju identifikaciju. Dodatne eksperimentalne manipulacije u vidu
redukcije broja provodeéih jona u rastvorima, primene helatora kalcijuma i blokatora
katjonskih i anjonskih kanala ¢e razjasniti brojne nedoumice u tumacenju dobijenih podataka.

Otkrivanje u genomu gljiva sekvenci homolognih poznatim genima koji kodiraju jonske kanale
zZivotinja i biljaka je dobar princip koji omogucava izolaciju i manipulaciju ekspresije jonskih
kanala ¢ime se lakSe utvrduje njihova fiziloSka uloga u samoj gljivi. Uz to, elektrofizioloska
karakterizacija se moZe vrSiti u heterolognim sistemima koji su tehnicki manje zahtevni za
prikupljanje podataka i daju moguc¢nost redukcije primesa kontaminirajucih jonskih struja,
koje nije moguce u nativnoj membrani. Sa druge strane, otkrivanje potpuno novih jonskih
kanala, specificnih samo za gljive ili odredenu grupu gljiva, nemoguce je bez direktnog
merenja struja nativne membrane. Do sada, ni jedna jonska struja slicna VRAC-u nije
pokazana ni kod jedne grupe gljiva, te je karakterizacija IRIS bila moguéa samo na CK kao
model sistemu. Takode, brojne studije ukazuju na razlike u posttranskripcionoj obradi
proteina izmedu udaljenih grupa organizama, pa je tako poznato da proteini homologne
kodirajuce sekvence mogu jako da se razlikuju u sastavu introna (Frey and Pucker 2020), kao
i da se izmedu evoluitivno udaljenih grupa razlikuje spektar regularnih RNK molekula koji
ucestvuju u brojnim procesima obrade transkripta kao Sto je alternativno splajsovanje, koje je
Siroko zastupljeno medu gljivama(Fang et al. 2020). Jedan od drasti¢nih primera za fenomen
varijacije osobina kanala u Zivom svetu, je efekat alternativnog splajsovanja na selektivnost
voltazZno-zavisnog kanala za kalcijum-natrijum u mekuScu Lymnaea stagnalis (Hsu and Ben-
Johny 2023).

Ogranicenje ekstrapolacije rezultata dobijenih merenjem CK na prirodne uslove u
sporangioforu je ¢injenica da su sporangiofori vazdusne hife, u tesnoj vezi sa Celijskim zidom,
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dok se citoplazmatske kapi formiraju u vodenom rastvoru, oslobodene turgorovog pritiska.
Snimanje jonskih struja direktno sa membrane protoplasta hifa dobijenih mikrohirurgiom
daje fizioloSki kontekst blizi samoj hifi nego $to je to slucaj sa CK-sporangiofor paralelom. Na
kraju, P.blakesleeanus moZze biti predstavnik razdela Mucoromycota ali ne i svih koncastih
gljiva, kada se uzme u obzir raznolikost fiziologije i evoluitivna udaljenost izmedu grupa. Dalje
unapredenje postupka dobijanja protoplasta mikrohirurgijom, ili efikasna enzimska
razgradnja Celijskog zida predstavljaju nacin da se jonske struje u prirodnom okruZenju
ispituju na velikom broju vrsta koncastih gljiva.

Kako je prikazano, sam metod mikrohirurS$kog dobijanja protoplasta joS uvek zaostaje u
efikasnosti dobijanja podataka koje omogucava snimanje na CK, pa je zaklju¢ak da je u slucaju
P. blakesleeanus model membrane sporangiofora jo$ uvek efikasniji za ispitivanje jonskih
kanala. Ipak, uspesnost ostvarivanja gigaomskog kontakta od 28 % na protoplastima hifa P.
blakesleeanus je veca od ranije objavljene u slucaju ablacije UV laserom na A. niger (Roberts et
al. 1997), koja je iznosila svega 10 %, Sto je verovatno bio razlog odsustva dalje primene tog
pristupa. Dalja optimizacija lasereske hirurgije za dobijanje protoplasta pogodnih za
registraciju jonskih struja je neophodna. Prednost primene femtosekundnih lasera u odnosu
na klasi¢ne laserske sisteme koji su primenjeni u nekoliko studija od strane razli¢itih grupa,
leZi u nekoliko ¢injenica: primena fs lasera u omogucava dvofotonsku apsorpciju samo u uskoj
fokalnoj zapremini laserskog snopa (omogucéenoj i primenom objektiva visoke numericke
aperture), Sto omogucava visoku prostornu preciznost prilikom stvaranja reza, koji je ,Cist",
kako je pokazano elektronskom mikroskopijom (rezultat u procesu objave). Druga, jos bitnija
posledica je potpuno odsustvo ozracavanja ostatka preparata visokom snagom u UV spektru
koji izaziva visok nivo stresa, prvenstveno oStecujuci nukleinske kiseline stvaranjem dimera
timina. Primena fluorescentne boje koja vezuje Celijski zid i pospeSuje apsorpciju je dodatno
smanjila snagu neophodnu kako za hirurgiju tako i za oslikavanje preparata, koje se vrsi brzim
skeniranjem. Zasada najvece ogranicenje primene laserske hirurgije, kao i bilo kog nacina
oslobadanja protolasta koncastih gljiva je veli¢ina protoplasta koji je moguce dobiti iz hife. P.
blakesleeanus je cenocititna - neseptirana gljiva, precnika hife od 10-20 pum, Sto je svrstava u
vrste sa krupnim hifama. Uobicajeni dijametri hifa koncastih gljiva su 7-10 pm, a kreéu se u
opsegu 1-30 um (Islam et al. 2017). Dodatnu poteSkoc¢u predstavlja ¢injenica da gljive iz grupa
askomiceta i bazidiomiceta formiraju septe duz hifa koje se Cesto granaju na sve tanje
ogranke, Sto ogranicava zapreminu koja bi mogla da formira oslobodeni protoplast.

Saznanja do kojih dovodi optimizacija registracije jonskih struja na nativnim membranama
gljiva su od izuzetnog, u prvoj liniji fundamentalnog znacaja za shvatanje kompleksne
fiziologije koncastih gljiva. Tek uz znacajnu akumulaciju mehanistickog uvida u njihovo
funkcionisanje, mogu se razviti preko potrebna primenjena istrazivanja u cilju suzbijanja
patogenih vrsta, efikasnije ekspolatacije komercijalno znacajnih vrsta i primene gljiva u zastiti
Zivotne sredine. Optimalni pristup budu¢im studijama jonskih kanala gljiva je zapravo
kombinacija registracije struja na nativnim membranama gljiva na kojima je to moguce i
paralelnog traganja za kodiraju¢im genima i njihovim homolozima u okviru fascinantno
raznolikog carstva gljiva.
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6. Zakljucci

Citoplazmatske kapi su metabolicki aktivne strukture, ¢ija membrana kojom su obuhvacene
odgovara Celijskoj membrani sporangiofora.

ATP modulise IRIS slede¢im mehanizmima:

ATP ostvaruje efekat na brzinu inaktivacije IRIS, stabiliSu¢i otvoreno stanje u odnosu
na inaktivirano.

Mehanizam delovanja ATP-a ne zahteva njegovu hidrolizu i verovatno ne deluje na deo
kanala koji odreduje strujno-voltaznu zavisnost. Rezultati sugeriSu mogucnost
postojanja ATP-vezivnog mesta na samom kanalu ili hipotetickom elementu
pridruzenom kanalu.

ATP ne igra ulogu u aktivaciji IRIS, jer smanjen nivo ATP-a u CK ne dovodi do pada
amplitude IRIS, ve¢ samo do ubrzavanja inaktivacije,

Depolarizacijom-izazvana inaktivacija u prisustvu unutarcelijskog ATP je reverzibilna,
pri ¢emu je oporavak voltazno i vremenski zavisan, a brzina oporavka raste sa
povecanjem hiperpolarizacije tokom oporavka. Ubrzavanje inaktivacije prati pad
amplitude IRIS.

Svi poznati blokatori zapreminski-regulisanog kanala kicmenjaka koji su ispitani ostvarili su
efekat na IRIS:

Flavonoidi ostvaruju inhibitorno dejstvo na kanal u osnovi IRIS. Utvrdeno je da se
dejstvo ostvaruje sa citoplazmatske strane, najverovatnije antagonizujuci stabiliSuci
efekat ATP-a. U slucaju postojanja kompeticije za vezivno mesto, flavonoidi imaju
znacajno vedi afinitet vezivanja od ATP.

IRIS je blokirana vancéelijskim ATP. Dinamika dozne zavisnosti ukazuje da ne dolazi do
kooperativnog vezivanja molekula ATP.

IRIS je osetljiva na karbenoksolon, Sto ukazuje na potencijalno postojanje domena koji
je u odredenom nivou strukturne organizacije slican domenima paneksina ili VRAC
kanala, uprkos odsustvu homologije primarne strukture.

IRIS je osmotski-osetljiva struja koja se mozZe aktivirati i u odsustvu osmotske razlike, jo$ uvek
nerazjasnjenim mehanizmom.

IRIS provodi nitratne ali ne i fosfatne jone. Provodljivost za nitrate se ne razlikuje od
provodljivosti za hlor, dok je inaktivacija na depolariSu¢im potencijalima znacajno ubrzana.

IRIS je moguce registrovati u istrgnutoj membrani u vidu stepenicastog obrasca inaktivacije

(son).

SOI predstavlja aktivnost kanala u osnovi IRIS, na Sta ukazuje blok vancelijskim ATP-
om i oporavak od inaktivacije koji je vremenski i voltazno-zavisan.

Kanali u osnovi IRIS zastupljeni su u velikom broju u membrani CK, dok je
konduktivnost kanala relativno mala i na potencijalima od 50 - 90 mV iznosi oko 14 pS.
Strujno-naponski dijagram amplituda pojedinacnih kanala sugeriSe postojanje
ispravljanja na nivou pore.
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Protoplasti dobijeni mikrohirurgijom hifa micelijuma P. blakesleeanus predstavljaju model
sistem pogodan za registraciju jonskih struja nativne membrane hife.

Trenutni nivo optimizacije dobijanja protoplasta omogucava uspesnost registracije
jonskih struja manju od uspesnosti koja se ostvaruje na CK, ¢ineci citoplazmatske kapi
joS uvek najoptimalnijim model sistemom za registraciju jonskih struja direktno sa
¢elijske membrane gljive.

Ukupne struje snimljene sa protoplasta hifa dobijenih ¢elijskom hirurgijom se razlikuju
od dominantnih struja sa citplazmatskih kapi dobijenih iz sporangiofora.

Dominantna struja u uslovima snimanja u protoplastima hifa nakon ¢elijske hirurgije je
ulazno-ispravljena inaktivirajuca struja, koja je nosena anjonima ili kalcijumom. Sli¢na
struja je prisutna u membrani CK u uslovima povecane koncenracije kalcijuma.

Struje pojedinacnih kanala sa protoplasta dobijenih ¢elijskom hirurgijom su
dominantno anjonske Medu njima je najceSCe registrovana struja kroz hlor-selektivan
kanal provodljivosti oko 20 pS, koja je bila prisutna u svim regionima hife izuzev
vrSnom.

IRIS je aktivha u membrani CK snimanim u rastvorima kori§¢enim za registraciju struja
protoplasta nakon mikrohirurgije, dok pri istim uslovima odsustvuje u membrani protoplasta
micelijuma. Zakljuc¢eno je da je u svim primenjenim uslovima snimanja IRIS struja specificna
za membranu sporangiofora kod P. blakesleeanus.
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U3jaBa o ayTOpCTBY

Wme u npe3sume aytopa : Katapuna C. CteBHOBUh

Bpoj ungekca: __51/2016

H3jaB/byjem
Jla je JOKTOpCKa JucepTayuja noJ HacJa0BOM:

JloMrHaHTHe cTpyje henujcke MeMbpaHe Xxrda U MeMOpaHe LUTOIIA3MaTCKUX Kalu
nopekJsioM u3 cnopanruodopa rseuBe Phycomyces blakesleeanus. KapakTepu3sanuja u3Jia3Ho-
UcIpaB/bauKe MHaKTUBUPajyhe cTpyje [UTONIa3MaTCKUX KAy

¢ pEe3yJITAT COIICTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT pazia,

e /1a AMCepTallMja y LieJIMHU HU Y [leJIOBMMa HUje OuJIa Mpe/lJIo’KeHa 3a CTULAbE ApyTe
JIUIIJIOMe TIpeMa CTY/IUjCKUM MporpaMuMa APYTrUX BUCOKOIIKOJICKHX YCTAaHOBA;

e 1a Cy pe3yJITaTU KOPEKTHO HaBeJE€HU U

* /1a HUCAM KpIINO/J1a ayTOpPCKa MpaBa U KOPHUCTHO/J1a UHTEJEKTYATHY CBOjUHY
JPYTUX JIMLA.

[Tornuc aytopa

Y Beorpapny,




I/lsjaBa O HCTOBETHOCTHU LITAMIIAHE H €JIECKTPOHCKE Bepsuie AOKTOPCKOTI paja

WmMe u npe3sumMe aytopa:_KaTtapuna C. CteBaHoBuh

Bpoj unzekca: 51/2016

Ctyaujcku nporpaM: __buodusuka

HacnoB paga JomuHaHTHe cTpyje henvjcke MmeMb6paHe xida U MeM6paHe IUTONJIa3MaTCKUX
Kallu MopekJioM U3 cnopanruodopa rbrse Phycomyces blakesleeanus. KapakTepusanuja
M3JIa3HO-UCIpaB/bavykKe HHAKTUBUPAjyhe CTpyje HIUTOMIa3MaTCKUX Kalu

Mentopu /lp HaTtawa Tozoposuh
Jp Mupocaas Kuuh

M3jaB/byjeM Ja je liTaMIlaHa Bep3uja MOT JIOKTOPCKOT pazida UCTOBETHA eJIEKTPOHCKO)]
BEP3UjU KOjy caM NpeJiao/aa paju noxpawuBama y JJUruTaiHOM PENO3UTOPUjyMY
YuuBepsuteray beorpaay.

Jlo3BoJbaBaM Jja ce 06jaBe MOjU JIMYHU MOJAlY Be3aHU 3a [j00Ujatbe aKaleMCKOT Ha3uBa
JIOKTOpa HayKa, Kao LITO Cy MMe U Npe3uMe, FoJIMHA U MeCTO pohemwa U JaTyM oJibpaHe paja.

OBM JIMYHU NOJALIU MOTY Cce 06jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHULlaMa AUrhTaJlHe OUbJIMOoTeKe, Y
eJIeKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y ny6/uKaljaMa YHuBep3uTeTa y beorpany.

[Tornuc aytopa

Y Beorpany,




M3jaBa o kopuihewy

OBsamhyjem YHHUBep3uTeTCKy 6ubanoTeKy ,CBeTo3ap MapkoBuh fay /lurutansu
peno3uTopujyM YHUBep3uTeTa y beorpajly yHece MOjy JOKTOPCKY AUCEPTALUjY MOJ
HaCJIOBOM:

JloMmuHaHTHe cTpyje heanjcke MeMb6paHe xuda U MeMbpaHe [UTOILIa3MATCKUX KallU
IIOpeKJIOM U3 cnopaHruodopa rreuBe Phycomyces blakesleeanus. Kapaktepu3saliyja u3jaasHo-
“clpaB/badyke UHaKTHUBUpajvhe cTpyje HUTOIIa3MaTCKUX Kally

KOja je MOje ayTOpPCKO JeJ10.

JlvcepTanujy ca CBUM IPUJI03UMa Ipefjao/Jia caM y eJIeKTPOHCKOM ¢popMaTy NOT0JHOM 3a
TPajHO apXUBHUpamE.

Mojy JOKTOpPCKY AucepTaLujy NOXpakeHy v JIUruTaJHOM peno3uTOpUjyMy YHUBep3UTeTa y
Beorpazay u AOCTYIIHY Y OTBOPEHOM IPUCTYIy MOTY Jla KOPUCTE CBU KOjU MOLITYjY oipesoe
caZpxkaHe y ofabpaHoM Tuny auLeHLe KpeatusHe 3ajesgHule (Creative Commons) 3a Kojy
caM ce OJJIy4MO/1a.

1. Aytopctgo (CC BY)
2. AytopcTtBo — HekoMep1ujaiHo (CC BY-NC)
@AYTOpCTBO - HekoMepI1HjaiHo - 6e3 npepaza (CC BY-NC-ND)
4, AyTOpCTBO — HEKOMEPIMjalHO — 1eJIUTH o ucTuM ycaoBuMa (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 npepazga (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO - AeauTu noj uctum yciaosuma (CC BY-SA)

(MosinMo 1a 3a0KpyKUTE caMo jeJIHy oJ 1ecT NoHyheHux inneHny. Kpatak onuc IMLeHH je
CacTaBHHM Jle0 OBe MU3jaBe).

[Tornuc aytopa

Y beorpapny,




1. AyTopcTBo. /lo3B0o/baBaTe YMHOXaBakbe, AUCTPHUOYIIHjY U jABHO CAOMIITaBabe J1eJ1a, U
npepajie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha Ha4MH oJipeheH o/ cTpaHe ayTopa WM AaBaona
JIMIIEHIle, YaK U Y KoMeplLijasHe cBpxe. OBO je Hajc/1060/JHHja O] CBUX JIUIIEHIIH.

2. AyTopcTBO - HeKoMep1MjaaHo. [lo03Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUOYILIUjY U jaBHO
caollITaBame Jies1a, U Ipepaze, ako ce HaBeJie MMe ayTopa Ha Ha4MH oJijpeheH o cTpaHe
ayTopa WJM laBaona uneHle. OBa JMlLieHLla He J03B0/baBa KOMepLUjaJHy yIOTpeoy Aea.

3. AyTopcTBO - HEKOMepLHjalHo - 6e3 npepaja. /lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUOYLIUjY
Y jaBHO CcaolllITaBame Jies1a, 6e3 NpoMeHa, NpeobJIMKOBawka UK yIoTpebe Jiesia y CBOM Jieny,
aKo ce HaBeJie UMe ayTopa Ha HA4MH oApeheH o] cTpaHe ayTopa UM AaBaolia juleHLe. OBa
JIMLEHIIA He [103B0/baBa KOMepIivjasHy ynoTpeby fiesia. Y oJHOCY Ha CBe OCTaJie JIUILeHIle,
OBOM JIMI|€HLIOM Ce OrpaHHUYaBa HajBehu 06MM npaBa Kopullhewa gesa.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEPLUjaJIHO — AeJIUTH [0 UCTUM yCJI0BUMA. /lo3BO/baBaTe
YMHOXaBakbe, JUCTPUOYIMjy U jaBHO CaolIUTaBambe Jieia, U ipepajie, ako ce HaBeJie UMe
ayTopa Ha HauuH ozpebheH o/ cTpaHe ayTopa UJ/M [ilaBaolia JIMILEHIIe U aKO ce Ipepaja
JUCTPUOYyHpa O/ UCTOM WJIA CIMYHOM JinLeHIoM. OBa JiMlleH1a He 103B0J/baBa
KOMepLHjaJIHy yIoTpeoy AeJia U npepaja.

5. AyTopcTBo - 6e3 npepaza. /[o03Bo/baBaTe YMHOXKaBabE, AUCTPUOYIIHjY U jaBHO
caomniITaBame Jiesia, 6e3 NpoMeHa, peo6JIMKOBakha UK yIIOTpebe Jiesia y CBOM ZieJiy, ako ce
HaBe/le UMe ayTopa Ha HAaYMH oZipeheH o/ cTpaHe ayTopa WM JlaBaola juieHie. OBa
JIMIIEHI[a Z103B0JbaBa KOMEPILUjaIHY YIIOTPeOy Jea.

6. AyTOpPCTBO - JleJIUTH 1101 UCTUM ycJ0BUMa. /lo3BO/baBaTe YMHOXKaBawe, AUCTPUOYIIUjy U
jaBHO caonuITaBamwe Jiesa, M Ipepajie, ako ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HayMH oJipeheH oz
CTpaHe ayTopa WJIY JjaBaolia JIUIeHIle ¥ aKo ce Npepajia JUCTpUOyrpa 1o, UCTOM UJIH
CJIMYHOM JiMLieH[oM. OBa JIMLeHIa 103B0/baBa KOMePIiMjalHy ynoTpeoy JAesa U npepaja.
Caiv4yHa je cOPTBEPCKUM JIMLEHL[aMa, OZJHOCHO JIML|eHJaMa OTBOPEHOT KO/a.



