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CEDOMIR RADENOVIC

ISTOVREMENO IZUCAVANJE AKTIVNOSTI HLORIDA 1
ELEKTRICNIH BIOPOTENCIJALA U VAKUOLI CELIJA

Nitella mucronata i N. flexilis

UvVOD

IstraZivanja u oblasti elektrofiziologije sve se viSe usavrsavaju i pro-
Siruju primenom savremenije instrumentalne tehnike i uvodenjem novih
metoda rada. Tako, primena mikroelektrodne tehnike (obi¢ne i selektivne
mikroelekirode) i uvodenje novih metoda za registraciju elektriénih bio-
potencijala (Kostjuk, 1960; Kurella, 1958; Dainty, 1962), aktiv-
nosti jona (Vorobjev, i dr. 1961; Vorobjev, 1965), bioprovodlji-
vosti, biokapaciteta, § — potencijala i drugih parametara u mnogome po-
tvrduju gornju konstataciju i omoguéavaju posredno ili neposredno izu-
C¢avanje veoma vaZnih i sloZenih procesa u celiji, odnosno u njenim po-
jedinim fazama (Vorobjev idr. 1967, Vorobjev idr. 1965; Ra-
denovié¢, 1967).

Pomenuta istraZivanja obavljaju se u uslovima pune fizioloske aktiv-
pc;sti ¢elije i ona se mogu ponavljati viSe puta na jednoj te istoj Zivoj
celiji.

Moguénost posrednog odredivanja aktivnosti jona (efektivna koncen-
tracija) i biopotencijala u éeliji, odnosno u nekim njenim fazama, sva-
kako je znatajno, i to ne samo sa fizitko-hemijskog, termodinamitkog i
biofizitkog gledanja na mehanizme autoregulacije jona (Vorobjev i
dr. 1965), uticaj jona na formiranje biopotencijala (Radenovi ¢, 1966),
transport, distribuciju i druge funkcije jona (Hodgkin i dr. 1959),
nego i sa stanoviSta fiziolo§kih procesa koji se odigravaju u pojedinim
fazama ¢elije, za koje nije bitna samo stacionarna koncentracija jona u
nekom momentu, nego i uloga efektivne koncentracije (aktivnost) jona u
tim dinami¢nim procesima.

Stoga, uvodenje novog metoda istovremenog odredivanja aktivnosti
hloridnih jona i biopotencijala u vakuoli zivih ¢elija, omogucéuje da se de-
taljnije pristupi izu€avanju mehanizma distribucije i akumuliranja jona,
s jedne, i prirode biopotencijala, s druge strane.
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MATERIJAL I METOD RADA

Ispitivane su ¢elije Nitella mucronata i N. flexilis (slatkovodne zelene
alge iz familije Characeae). Dijametar ovih celija kreée se od 150—500
mikrona, a njihova duzina od 10—40 milimetara, [SIl. 1a.]. Ove ¢elije po-
stale su klasi¢an objekat za mnoga istraZivanja.

Hranljiva podloga (u 1%e-nom agar-agaru) sadrZala je: 0,1 mM KCI;
1,0 mM NaHCOs; 0,2 mM Mg(NOs)2 i 0,4 mM CaCls. Alge su gajene u sta-
klenim posudama u laboratoriji, uz dopunsko osvetljenje sa luminiscent-
nim lampama. Postizan je svetlosni intenzitet od 500 luksa, Sto odgovara
prirodnim uslovima. Za merenje kori$¢ene su druga ili treéa ¢celija od
vrha. Dvadeset Cetiri éasa pre pocetka eksperimenta celije su bile odvo-
jene (odrezane) i prenete u posudu sa rastvorom 0,1 mM KC1 + 1,0 mM

NaCl. :

Istovremeno merenje bioelektri¢nih potencijala i aktivnosti hloridnih
jona u vakuoli ¢elija izvodeno je u specijalno konstruisanoj komori,
[SL. 1c.], u kojoj se poloZzaj Celija ne menja pri uvodenju mikroelektroda.
Ova komora svojom konstrukcijom omoguéava uzimanje mikroproba sa
»suvom« mikropipetom iz vakuole ¢elije. Da se mikropipeta ne bi punila
spolja$njim rastvorom iz komore, u kojem se ¢elija nalazi, za nju ie na-
pravljen specijalni prilaz od vazelina kojim se jedan mali deo (oko 4 mi-
limetra) ¢elije izoluje od rastvora u komori. Posle uvodenja »suve« mikro-
pipete u éeliju, sok vakuole pod dejstvom kapilarnih sila ispuniava vrh
mikropipete do odredene visine njenog proSirenog dela. Zapremina jedne
uzete mikroprobe iznosi 2,5 - 10—7 ml. Do ove zapremine dolazimo ratun-
skim putem. U momentu kontakta meniska ¢elijskog soka sa selektivno-
-osetljivom Ag—AgCl mikroelektrodom, koja je smeStena u mikropipeti,
uspostavlja se potencijal (E¢,” ) iz ¢ije vrednosti se izracunava aktivnost
hloridnih jona u vakuoli Zive ¢elije.

U ovom radu koriSéene su obi¢ne mikroelektrode, izradene od stakle-
nih cevi (pyrex), koje omogucuju tatno merenje bioelektriénih potenci-
jala. Dijametar vrinog dela mikroelektroda bio je oko jedan mikron. Ove
mikroelektrode punjene su sa 3 M KCI ili 2,5 M NH4Cl. Dalje, koriS¢ene
su selektivne srebro-srebrohloridne mikroelektrode koje su izradivane od
srebrne Zice. Pre hloriranja ove elektrode su obradene; dijametar nji-
hovog vrha iznosio je 2—3 mikrona. Tako izradene srebro-srebrohloridne
elektrode reverzibilne su u odnosu na hloridne jone. Promena potencijala
(AE; ) registrovana sa ovakvom selektivnom mikroelektrodom u odnosu
na indiferentnu mikroelektrodu (elektroda uporedivanja), iznosila je od
53—55 mV pri smeni rastvora u kojima se aktivnost hloridnih jona menja
za deset puta, $to je vrlo blisko teorijskoj vrednosti, [Sl. 1b.]. Pri regi-
straciji bioelektri¢nog potencijala koriScena je indiferentna elektroda. Kao
standardne, nepolarizujuée elektrode, uz obi¢ne i indiferentne mikroelek-
trode, koriS¢ene su Ag—AgCl elektrode.

Upravljanje mikroelektrodama vréeno je pomoéu mikromanipulato-
ra. Mikroelektrode su uvodene u ¢eliju pod binokularnim mikroskopom
pri uvecanju 300X, odnosno 56 X. Biopotencijal vakuole registrovan je
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Sl 1. a. Celija Characeae
b. Kalibracioni dijagram Ag-AgCl selektivne mikroelektrode u odnosu na indiferentnu
elektrodu u rastvorima KCl.
c. Principijelna Sema jednovremenog merenja biopotencijala (BP) i potencijala (Ea—)
u Zivoj celiji. IE — indiferentna elekiroda, ME — obi¢na mikroelektroda, ME; — —
srebro-srebrohloridna selektivna mikroelektroda, PS — protoéni sistem za smenu
spoljasnjih rastvora, C¢ — c¢elija, K — komora, V — vazelin, P — potenciometar,
PP — potenciometar-pisac.
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pomoc¢u. potenciometra — pojativaca tipa LP—58 koji je, za potrebe ovih
istrazivanja prilagoden. Registrovane veli¢ine biopotencijala automatski
i sinhronizovano su zapisivane pomo¢u potenciometra-pisac¢a tipa 3SPP—~09.

Radi istovremenog merenja biopotencijala i aktivnosti hloridnih jona
bilo je neophodno predvideti moguénost naizmeni¢nog prekljufivanja na
mre¥i potenciometra dve mikroelektrode (od ukupno tri), [Sl. Ic.]. Ovo pre-
kljuéivanje mikroelektroda na mrezi potenciometra obavljano je pomoéu
ru¢nog ili poluautomatskog regulatora. Merenja su vriena sa tacno$éu od
40,25 mV. Eksperimenti su izvodeni pri temperaturi od 20°C.

Biopotencijali se uspostavljaju usled gradienta koncentracija pojedi-
nih jona (KT, Na*, CI— i dr.) izmedu ¢elije i spoljaSnje sredine. Stoga smo
pored standardnog registrovanja bioelektri¢énih potencijala (BEP), kine-
tike njihovog uspostavljanja i aktivnosti hloridnih jona u vakuoli Zivih
¢elija Nitella uveli istovremeno merenje aktivnosti hloridnih jona i BEP.
Znataj ovog postupka je u tome, §to on moZe posluZiti za eksperimentalnu
proveru postojeéih hipoteza o mehanizmu uspostavljanja elektri¢nih po-
tencijala (Dainty, 1962; Walker, 1955; Radenovié¢, 1967), a
s druge strane, rezultati dobijeni metodom istovremenog merenja mogu
se uporedivati sa rezultatima dobijenim metodom posebnog registrovanja
istih veli¢ina.

REZULTATI I DISKUSIJA

Uvodenjem »suve« mikropipete u kojoj je smeStena selektivna
Ag—AgCl elektroda nije bilo odmah moguce vrsiti-merenja, jer se u prvim
momentima. pojavljuju biopotencijali nadrazaja, koji su ¢esto praceni pre-
stankom kretanja citoplazme. Kretanje citoplazme uspostavlja se ponovo
posle 2—3 minuta, a stabilizuje se posle 5—6 minuta, i tek tada je mo-
guée meriti EBP i E,; . Pri provodenju eksperimenata, ¢ije rezultate
prikazujemo u ovom radu, nastojali smo da bude ispunjen uslov: [KCl] -+
+[NaCl]=const. Ovaj uslov obezbedivao je da koncentracija hlorida u
spolja$njoj sredini ostane neizmenjena, a da se koncentracija katjona (K+
i Nat) moze menjati. Iz rezultata koji su prikazani u Tabeli 1. vidi se da
aktivnost hloridnih jona u vakuoli Zivih éelija Nitella mucronata i N.
flexilis ima prosetnu vrednost 124,34+0,7 mM, a da BP registrovani pod
istim uslovima imaju proseénu vrednost za polazni rastvor (0,1 mM KCl+
+1,0 mM NaCl) —155,0+1,4 mV, dok za zavrsni spoljasnji ¢elijski ra-
stvor (1,0 mM KC1 -+ 0,1 mM NaCl) odgovarajuc¢a vrednost biopotencijala
iznosi —109,7+0,8 mV. Ista merenja provedena su i za sledete rastvore
koji okruzuju celiju:

0,2 mM KC1+0,9 mM NaCl
0,4 mM KCI1+0,7 mM NaCl

0,6 mM KC1+0,5 mM NaCl
0,8 mM KC1+0,3 mM NaCl
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Aktivnost hloridnih jona, merena istovremeno sa BP u vakuoli Zivih
¢elija, za navedene rastvore, ne odstupa od prosetne vrednosti aktivnosti
hlorida koje su date u Tabeli 1. Uporedujuci rezultate aktivnosti hlorid-

Tabela 1: Aktivnost hloridnih jona u vakuoli celije, biopotencijali (BP, mV) regi-
strovani izmedu vokuole i spoljadnjeg polaznog rastvora
(p-rastvor: 0,1 mM KCl + 1,0 mM NaCl), odnosno :zavrinoy. rastvore
(z-rastvor: 1,0 mM KCl + 0,1 mM NaCl) i brzina kretanja citoplazme

(v, u/sec).
Red. br. Aktivnost BP za BP za v uu/sek
Cl— u mM p-rastvor u mV z-rastvor u mV

1 124 - 156 — 105 51
2 122 — 153 ~— 111 50
3 123 — 160 — 115 50
4 130 — 155 —110 50
5 125 — 150 — 109 48
6 126 — 166 — 112 49
7 123 — 149 — 107 50
8 120 — 152 — 106 50
9 122 — 163 — 115 52
10 125 — 151 — 108 50
11 127 -— 150 — 109 50

— 124,3+0,7 —1550+1,4 — 1007408 50,0402

nih jona u vakuolarnom soku dveju vrsta Nitella, izmerene neposredno
sa selektivnom Ag—AgCl elektrodom, sa rezultatima koncentracija hlo-
rida, dobijenim hemijskim analizama, moZe se zaklju&iti da se hlor u
vakuoli, najve¢im delom nalazi u disosovanom obliku.

Odredivanjem srednje aktivnosti hlorida u spoljadnjim rastvorima
(KCIl+NaCl) i u vakuolarnom soku, kod krupnih ¢elija Nitella, stvorena
je moguctnost provere teorije o formiranju biopotencijala koja korelira
veli¢inu BP sa odnosom aktivnosti hloridnih jona u spoljasnjoj sredini i
u vakuoli.

Distribucija jona Cl— izmedu spoljaSnje sredine i vakuole ¢elija, ga-
jenih u uslovima koji su vrlo bliski prirodnim, karakteriSe se znacajnim
nagomilavanjem ovih jona u vakuoli. Tako, na osnovu nasih rezultata
aktivnost hloridnih jona u vakuoli oko 113 puta je veca od aktivnosti istog
jona u spoljasnjoj ¢elijskoj sredini.

Ispitivana zavisnost elektri¢nih biopotencijala, pri konstantnoj kon-
centraciji anjona Cl—, menjala se po vrednosti i po kinetici uspostavljanja
posebno za svaki od pomenutih spoljasnjih rastvora. Smenom rastvora,
koji okruzuje ¢eliju, kinetika uspostavljanja biopotencijala se menja,
[Sl. 2]. Tako, sa povetanjem spoljainje koncentracije K+ za deset puta
novonastali nivo biopotencijala uspostavlja se za vreme od 3,24-0,45 mi-
nuta i pri tome ima karakteristi¢na kolebanja u predelu koji je odreden
novonastalom stacionarnom ravnoteZom, [Sl. 2f. Ako sada ovaj spoljasnji
rastvor (z-rastvor) smenimo sa rastvorom (p-rastvor) u kojem je koncen-
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tracija Nat deset puta veéa u odnosu na koncentraciju K+, vreme uspo-
stavljanja nivoa biopotencijala je u proseku duze i iznosi 3,7-+0,3 minuta,
[Sl. 2]. Ove promene biopotencijala su reverzibilne i mogu se ponoviti na
jednoj istoj éeliji viSe puta.
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Sl. 2. Kinetika biopotencijala koji se formiraju pri smeni spoljasnjih rastvora:
p—0,1 mM KCI + 1,0 mM NaCl
z—1,0 mM KCI1 + 0,1 mM NaCll

Metod za istovremeno merenje BP i aktivnosti hloridnih jona u va-
kuoli Zivih éelija jednostavan je i moZe se primeniti u bilo kojoj labora-
toriji, gde postoji iskustvo u radu sa mikroelektrodama. Osim toga pri-
mena selektivnih mikroelektroda omoguéila je da se prede od mikrohe-
mijskih analiza razorenih ¢elija na odredivanje aktivnosti hloridnih jona
u Zivim éelijama, a da se pri tom ne narusi sposobnost ¢elija za obavljanje
sloZzenih procesa.

REZIME

Obavljena ispitivanja obuhvataju sledeé¢e rezultate:

1. Konstruisana je i razradena laboratorijska aparatura za istovre-
meno registrovanje aktivnosti hloridnih jona i bioelektri¢nih potencijala
u vakuoli éelija Nitella. Pomoéu ove aparature demonstriran je postupak
mikroanalize koji omoguéava kvantitativno odredivanje aktivnosti hlorid-
nih jona u mikroprobama zapremine 2,5 - 10~7 ml.

2. Prosetna aktivnost hloridnih jona u vakuoli ¢elija Nitella mucro-
nata i N. flexilis iznosi 124,340,7 mM i ne zavisi od smene spoljasnjih
rastvora u kojima se aktivnost hlorida odrzava konstantnom.

3. Distribucija hloridnih jona izmedu vakuole i spoljasnje ¢celijske
sredine karakteriSe se nagomilavanjem hlorida u vakuoli — aktivnost hlo-
rida u vakuoli veéa je za oko 113 puta od aktivnosti istog jona u spo-
ljasnjoj ¢elijskoj sredini.
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4. Biopotencijali registrovani u vakuoli, po kinetici formiranja i pro-
meni u veli¢ini, zavise od sumarnih izmena spoljasnjih koncentracija kat-
jona — Kt i Nat.
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Résumé

CEDOMIR RADENOVIC

ETUDE SIMULTANEE DE L’ACTIVITE DES IONS DU CHLORIDE
ET DES BIOPOTENTIELS ELECTRIQUES DANS LA VACUOLE DES
CELLULES DE NITELLA MUCRONATA ET NITELLA FLEXILIS

Un appareillage de laboratoire pour I’ enrégistrement simultané de lactivité
des ions du chloride et des potentiels bioélectriques dans le vacuole de la cellule de
Nitella, a été construit et élaboré en detailles. La prise de microessais d’un volume
de 2,5. 107 ml peut étre appliquée aussi comme méthode de microanllyse pour la
détermination quantitative de 'activité des ions du chloride.

La moyenne de lactivité des ions du chloride dans la vacuole de la cellule de
Nitella mucronata et de Nitella flexilis est 124,34+0,7 mM et ne dépend pas de la
substitution des solutions exterieures ou l'activité du chloride est maintenue con-
stamment.

La distribution des ions du chloride entre la vacuole et le milieu cellulaire
extérieur est caractérisée par l'accumilation du chloride dans la vacuole — l'activité
du chloride dans la vacuole est environ 113 fois plus grande que l'activité de se ion
dans le milieu cellulaire extérieur.

Les biopotentiels enrégistrés dans la vacuole, d’aprés la kinetic de formation et le
changement de la granduer, dépendent des substitutions des concentrations extérieures
des calhions: K+ et Na+t.






