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Primena savremenih tehnika nelinearne optičke mikroskopije in vivo na proučavanje 

fiziologije končastih gljiva  

 

Sažetak  

Končaste gljive imaju ogroman ekološki, medicinski i biotehnološki značaj. Proučavanje njihove 

fiziologije i dinamike in vivo je ključno za razumevanje njihove interakcije sa okolinom i razvoj 

novih terapijskih strategija za patogene koji izazivaju bolesti. Trenutno poznavanje bilo kojih 

aspekata fiziologije končastih gljiva zaostaje za nivoom dostupnim za životinje ili biljke. 

U ovoj disertaciji, prema našim saznanjima, urađena je prva femtosekundna laserska nanohirurgija 

ćelijskog zida končastih gljiva, koja je omogućila elektrofiziološka merenja na protoplastima 

oslobođenim iz hifa. Razvijena je ponovljiva i visoko precizna metoda za dobijanje vijabilnih 

protoplasta. Oslobađanje protoplasta iz rezova na ćelijskom zidu generisanih nanohirurgijom je 

postignuto iz različitih regiona hifa. Ćelijska membrana dobijenih protoplasta formirala je čvrste 

kontakte visokog otpora (GΩ) sa elektrofiziološkom pipetom. Napravljen je kompletan protokol 

od gajenja gljiva do laserske nanohirurgije, što je omogućilo registraciju jonskih struja. U 

poređenju sa prethodnim studijama koje su koristile heterologno eksprimirane kanale, ova tehnika 

pruža mogućnost da se identifikuju nove jonske struje i da se proučavaju svojstva jonskih kanala 

u protoplastima končastih gljiva u njihovom prirodnom okruženju. 

Modaliteti nelinearne laserske mikroskopije, dvofotonska ekscitaciona fluorescencija (TPEF) i 

mikroskopija detektovanja signala trećeg harmonika (THG), su primenjeni za oslikavanje 

strukturnih i funkcionalnih promena ćelijskog metabolizma Phycomyces blakesleeanus. THG 

mikroskopija je omogućila oslikavanje dinamike lipidnih kapi (LK) u živim hifama P. 

blakesleeanus u uslovima gladovanja i prisustvu selenita. Selen je mikronutrijent neophodan za 

ljude i životinje a končaste gljive su jedni od glavnih puteva za ulazak Se u ekosisteme. Kako 

metoda THG ranije nije primenjivana na končastim gljivama, metodološki pristup je morao biti 

razvijen i optimizovan. Promene u dinamici LK su zatim kvantifikovane sa THG slika korišćenjem 

metode Korelaciona analiza slike. Pokazano je da se THG oslikavanje bez obeleživača, praćeno 

kvantifikacijom ovom metodam, može pouzdano koristiti kod končastih gljiva za in vivo 

kvantifikaciju LK bez potrebe za obeležavanjem i/ili fiksacijom. Ispitan je i uticaj selenita, 

gladovanja i povišene temperature na dinamiku mitohondrija kod P. blakesleeanus primenom 

TPEF modaliteta i uspostavljeni su novi protokoli oslikavanja končastih gljiva. Dobijeni rezultati 

oslikavaju prednosti primene nelinearne mikroskopije u istraživanju fiziologije končastih gljiva i 

dinamičkih promena ćelijskog metabolizma. 
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Application of advanced techniques of nonlinear optical microscopy in vivo for the 

physiological study of filamentous fungi 

 

Abstract 

Filamentous fungi are of enormous ecological, medical and biotechnological importance. Studying 

their physiology and dynamics in vivo is crucial for understanding their interaction with the 

environment as well as for developing new therapeutic strategies for disease-causing pathogens. 

Current knowledge of any aspects of filamentous fungal physiology lags behind that available 

available for animals or plants. 

In this dissertation, to the best of our knowledge, the first femtosecond laser nanosurgery was 

performed on the cell wall of filamentous fungi, enabling electrophysiological measurements on 

the protoplasts released from the hyphae. A reproducible and highly precise method for obtaining 

viable protoplasts was developed. Protoplasts were released from different regions of the hyphae 

through the incision made in the cell wall by nanosurgery. The cell membrane of the obtained 

protoplasts formed tight high-resistance (GΩ) contacts with the electrophysiological pipette. A 

complete protocol was established, from cultivation of the fungi to laser nanosurgery enabling 

registration of ion currents. Compared to previous studies using heterologously expressed 

channels, this technique provides the opportunity to identify new ionic currents and to study the 

properties of ion channels of the protoplasts of filamentous fungi in their native environment. 

Nonlinear laser microscopy modalities, two-photon excitation fluorescence (TPEF) and third 

harmonic generation (THG) microscopy, were applied to image structural and functional changes 

in the cellular metabolism of Phycomyces blakesleeanus. THG microscopy enabled the 

visualization of lipid droplet (LD) dynamics in living hyphae of P. blakesleeanus undergoing 

nitrogen starvation and in the presence of selenite. Selenium is a micronutrient necessary for 

humans and animals, and filamentous fungi are one of the main routes by which Se enters 

ecosystems. As the THG method was not applied to filamentous fungi before, the metodological 

approach had to be developed and optimized. Changes in LD dynamics were quantified using 

Image correlation analysis of THG images. It was shown that label-free THG imaging followed 

by quantification by this method can be reliably used for in vivo LD quantification in filamentous 

fungi without the need for labeling and/or fixation. The influence of selenite, nitrogen starvation 

and elevated temperature on mitochondrial dynamics in P. blakesleeanus was also investigated 

using the TPEF modality, and new protocols for imaging filamentous fungi were established. The 

results obtained illustrate the advantages of using nonlinear microscopy to study the physiology of 

filamentous fungi and the dynamic changes in cell metabolism. 

Keywords: filamentous fungi, nonlinear microscopy, laser cell nanosurgery, label-free imaging, 

in vivo, lipid droplet dynamics, mitochondrial dynamics, starvation, selenite, electrophysiology 

Scientific field: Biology 

Scientific subfield: Biophotonics 



 
 

Lista skraćenica 

 

BF mikroskopija – (eng. Bright-Field) – mikroskopija svetlog polja 

CFW – Calcofluor White (4,4'-Bis[4-[bis(2-hydroxyethyl)amino]-6-anilino-1,3,5-triazin-2-

yl]amino]stilbene-2,2'-disulphonic acid) 

CW laseri - (eng. continuous wave) – kontinualni laseri 

DAPI – 4,6-diamidino-2-fenilindol  

FAD – flavin adenin dinukleotid 

fs laser – femtosekundni laser 

FWHM – (eng. full width at half maximum) – puna širina na pola maksimalne visine 

HEPES – 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina  

HiperR – hiperosmotski rastvor za plazmolizu hifa P. blakesleeanus 

ICS – (eng. Image Correlation Spectroscopy) – korelaciona analiza slike 

I.P. – indeks prelamanja  

IR – infracrveno zračenje (eng. infrared) – elektromagnetno zračenje u opsegu 780 nm – 1 mm 

IzoR – izoosmotski rastvor za P. blakesleeanus 

LK – lipidne kapi 

MNVnDM - Metoda nametnute voltaže na deliću membrane (eng. patch-clamp)   

MK – masne kiseline 

NA – numerička apertura 

NADP – nikotinamid adenin dinukleotid  

NADPH – nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 

NLSM – (eng. Nonlinear Laser Scanning Microscopy) – nelinearna laserska skenirajuća 

mikroskopija 

NitR – nitratni ratsvor za deplazmolizu hifa P. blakesleeanus 

NR – Nile Red (9-diethylamino-5H-benzo[α]phenoxazine-5-one) 

PDA – (eng. Potato Dextrose Agar) – krompir agarni medijum 

PSA – (eng. Particle Size Analysis) – Analiza veličine čestica 

Rh123 - Rhodamine123 (2-(6-Amino-3-imino-3H-xanthen-9-yl) benzoic acid methyl ester) 

ROS – (eng. Reactive Oxygen Species) – reaktivne vrste kiseonika 

SEM – skenirajuća elektronska mikroskopija (eng. scanning electron microscopy) 

SHG – (eng. Second Harmonic Generation) - mikroskopija detektovanja signala drugog 

harmonika 

SMT – standardni minimalni tečni medijum 

SZO – Svetska zdravstvena organizacija 

TAG – (eng. Triacyglycerol) – triaciglicerol  

THG – (eng. Third Harmonic Generation) – mikroskopija detektovanja signala trećeg harmonika 

Ti:Sa laser – titan-safirni laser 

TPEF – (eng. Two/Three Photon Excitation Fluorescence) – Dvo/Trofotonska 

ekscitaciona/pobuđena fluorescencija 

VIS - (eng. visible) – VIS filter 

VGlutR – rastvor za deplazmolizu hifa P. blakesleeanus sa visokim sadržajem glutamata 

UV – ultraljubičasto zračenje (eng. ultraviolet) – elektromagnetno zračenje u opsegu 100 – 400 

nm 

Yb:KGW laser – iterbijumski laser 
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1 UVOD 
 

1.1 Ekologija i značaj končastih gljiva 
 

Končaste gljive su izuzetno raznolika, kosmopolitska grupa organizama iz carstva gljiva, od 

velikog značaja za funkcionisanje biosfere (Bahram and Netherway 2022). Pretpostavlja se da ima 

više od pet miliona vrsta gljiva, od kojih je do sada opisano oko 150.000 (Blackwell 2011); 

(Bhunjun et al. 2022). Nazvane su po svojim izduženim ćelijama končastog oblika, hifama. Hife 

imaju relativno konstantan prečnik (1 μm do 30 µm) i rastu izduživanjem vrha formirajući 

trodimenzionalne mreže zvane micelijum (Fricker et al. 2017; Islam et al. 2017). Specijalizovane 

hife se proizvode kako bi omogućile bespolno razmnožavanje sa sporama ili konidijama. Iako se 

pojedinačne hife moraju posmatrati pod mikroskopom, micelijum gljive može biti izrazito velikih 

dimenzija. Armillaria ostoyae (medna gljiva) u istočnom Oregonu se smatra najvećim 

organizmom na Zemlji jer se njen micelijum prostire na više od 900 hektara tla (Ferguson et al. 

2003). Procenjuje se da je stara najmanje 2.000 godina. Jedna od najvažnijih karakteristika je 

nesumnjivo sposobnost formiranja vegetativnog višećelijskog micelijuma koja omogućava 

končastim gljivama da brzo i efikasno kolonizuju nove teritorije. Naseljavaju gotovo sve 

ekosisteme na Zemlji, u rasponu od kopnenih i vodenih sredina (Nagahama et al. 2011) do 

ekstremnih okruženja kao što su pustinje (Gonçalves et al. 2016) i polarni regioni (Freeman et al. 

2009), pa čak i svemirske stanice (Cortesão et al. 2020). Ovaj kapacitet za izuzetnu prilagodljivost 

različitim uslovima životne sredine odražava nekoliko suštinskih karakteristika biologije gljiva, 

kao što su njihova metabolička svestranost i njihova sposobnost da tolerišu stres iz okoline.  

Končaste gljive su apsorptivni heterotrofi koji dobijaju hranljive materije iz svog okruženja putem 

oslobađanja ekstraćelijskih enzima koji razgrađuju složene organske molekule u jednostavnije 

koje zatim apsorbuju. Oslobađajući hranljive materije nazad u zemljište gljive imaju značajnu 

ulogu u kruženju ugljenika, azota i drugih esencijalnih elemenata. One mogu prilagoditi svoj rast, 

metabolizam i razvojne procese u skladu sa promenama sredine kako bi optimizovale svoj 

opstanak i reprodukciju u različitim staništima. Čak i na istom staništu sastav hranljivih materija 

može varirati, stvarajući različita mikorstaništa (M.J., Hutchings, D.K., Wijesinghe, E.A. 2000). 

Zahvaljujući micelijumskoj mreži, gljive prevazilaze problem diskontinualne distribucije 

hranljivih materija, preuzimajući resurse iz mikrostaništa bogatih hranljivim materijama i 

prenoseći ih u druge delove micelijuma, često na velike udaljenosti (Burnett 2003; Davidson and 

Olsson 2000; Simonin et al. 2012). Na ovaj način se postiže nutritivna homeostaza unutar svih hifa 

micelijuma.  

Končaste gljive stupaju u interakciju sa drugim organizmima u složenim ekološkim sistemima. 

Zajedno uz bakterije, gljive predstavljaju najvažniju grupu razlagača u skoro svim ekosistemima, 

a mikorizne gljive formiraju simbiotske zajednice sa skoro 80% kopnenih biljaka (Genre et al. 

2020), snabdevajući biljke fosfatom, sumporom i azotom u zamenu za organske materije. Štaviše, 

biodiverzitet mikoriznih gljiva u zemljištu ima kritičan uticaj na održavanje biodiverziteta biljaka 

i ekosistema (Van Der Heijden et al. 1998). Pored toga, neke gljive su patogene i izazivaju bolesti 

kod životinja ili biljaka (M. C. Fisher et al. 2012), a gljive koje ugrožavaju zdravlje ljudi su od 

ogromnog biomedicinskog značaja (Gow et al. 2022).  
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Značaj proučavanja končastih gljiva proizilazi iz osobina organizama ove grupe (raznolikost, 

kosmopolitska rasprostranjenost i uloga razlagača u biosferi) kao i iz pojedinih karakteristika koje 

imaju ogroman praktičan značaj ili potencijal za primenu. Prirodni metabolički kapaciteti 

končastih gljiva su izuzetno raznovrsni i namenski se koriste za proizvodnju primarnih i 

sekundarnih metabolita, proteina i enzima, hrane i vitamina (Copetti 2019; Lübeck and Lübeck 

2022).  

Končaste gljive proizvode široku lepezu bioaktivnih jedinjenja sa farmaceutskim potencijalom 

(Bills et al. 2009; Bladt et al. 2013; Hyde et al. 2019; de Matos et al. 2023). Mnoga medicinski 

važna jedinjenja, kao što su antibitotici (penicilin i drugi), imunosupresivi i lekovi za snižavanje 

holesterola (lovastatin), ali i drugi globalno značajni lekovi, izvedeni su iz končastih gljiva 

(Nielsen et al. 2017; Ozcengiz and Demain 2013; Nielsen et al. 2017; Boecker et al. 2018; 

Srinivasan, Thangavelu, and Uthandi 2022). Sa druge stane, končaste gljive iz roda Trichoderma 

se koriste za proizvodnju biofungicida kao ekološka zamena hemijskim fungicidima protiv gljivnih 

fitopatogena (Tyśkiewicz et al. 2022).  

Zahvaljujući svojoj sposobnosti sinteze velikog broja različitih sekundarnih metabolita (većinom 

neispitanih), končaste gljive se koriste više od jednog veka kao visoko produktivne ćelijske fabrike 

za proizvodnju enzima i jedinjenja malih molekula kao što su organske kiseline i pomenuti 

antibiotici (Wösten 2019; Robey et al. 2021). Limunska kiselina (koristi se kao aroma i proizvod 

za čišćenje) se komercijalno proizvodi skoro jedan vek uz upotrebu Aspergillus niger. Končaste 

gljive se koriste u različitim procesima proizvodnje hrane, obezbeđujući vitamine, lipide i masne 

kiseline (Hyde et al. 2019; Strong et al. 2022). Njihova jedinjenja takođe doprinose ukusu i aromi 

mnogih fermentisanih namirnica i pića. Končaste gljive proizvode sekundarne metabolite koji 

sadrže širok spektar pigmenata, uključujući karotenoide (β-karoten (pro-vitamin A), likopen, 

astaksantin i dr.), poliketide (melanin, kvinoni, naftokvinoni, azafiloni), riboflavin (vitamin B2), 

ankaflavin, monascin (Afroz Toma et al. 2023; L. Lin and Xu 2022). Ovi pigmenti daju različite 

boje i nijanse, od žute (Mucor circinelloides, Phycomyces blakesleeanus, Neurospora crassa, 

Aspergillus versicolor, Blakeslea trispora, Fusarium sporotrichoides, Trichoderma virens), preko 

zelene (Chlorociboria sp.), i plave (Lactarius sp., Penicillium herquei) do crne (A. niger) (Afroz 

Toma et al. 2023). Pored toga što je najčešća primena gljivnih pigmenata u prehrambenoj industriji 

gde se koriste kao boje za hranu, oni imaju i širok spektar farmakoloških aktivnosti, uključujući 

imunomodulatorno, antioksidativno, antibakterijsko, antimikrobno i antikancerogeno dejstvo 

(Afroz Toma et al. 2023; L. Lin and Xu 2022). β-karoten, prekursor vitamina A, je od velikog 

značaja za zdravu kožu, imuni sistem i vid (Naz et al. 2020). Končaste gljive iz reda Mucorales, 

B. trispora, M. circinelloides i P. blakesleeanus su jedni od glavnih proizvođača β-karotena (Naz 

et al. 2020; Torres et al. 2016). Prirodni pigmenti imaju prednosti u odnosu na sintetičke pigmente 

zbog svojih ekološki prihvatljivih i bezbednih svojstava. 

Neke končaste gljive pripadaju tzv. „masnim/uljanim“ gljivama, odnosno, masnim/uljanim 

mikroorganizmima (Langseter et al. 2021), koje karakteriše velika količina lipida koje mogu 

skladišti u obliku lipidnih kapi u svojim ćelijama. U odgovarajućim uslovima u njihovim ćelijama 

lipidi mogu da čine i do 70% biomase (Ratledge 2002; Cerdá-Olmeda and Avalos 1994). Ovi lipidi 

se smatraju vrednim alternativnim resursom za različite biotehnološke primene kao što su 

proizvodnja biodizela, hemikalija, aditiva za ljudsku i stočnu hranu, kao i efikasna bioremedijacija 

otpadnih voda (Passoth 2017; Mhlongo et al. 2021). Dodatno, akumulacija lipida je uključena u 

otpornost gljiva na toksine (W. Chang et al. 2015) i virulenciju patogenih gljiva (N. Liu et al. 
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2019). Nedavna studija je pokazala da su jedinjenja koja inhibiraju sintezu masnih kiselina 

(glavnih komponenti lipida) kod patogenih gljiva, obećavajući novi antimikotici ključni za 

odbranu od gljivičnih infekcija kod ljudi (Iyer et al. 2023).  

Zbog svega ovoga, končaste gljive imaju značajnu primenu u biotehnologiji, poljoprivredi, 

ekologiji, medicini i raznim granama industrije doprinoseći tzv. kružnoj bio-ekonomiji (slika 1.1), 

dok njihovo relativno lako uzgajanje čini proizvodnju održivom (Meyer et al. 2020; Moreno-

Giménez et al. 2023). Primena končastih gljiva nije ograničena na fermentaciju i upotrebu njihovih 

enzima, kiselina ili sekundarnih metabolita. Končaste gljive su našle primenu i u sledećim 

tehnologijama: razvoj „miko koža“ za industriju tekstila (Amobonye et al. 2023) i robotiku 

(Gandia and Adamatzky 2024), građevinskih materijala (Adamatzky and Gandia 2022; Shen et al. 

2024), biosenzora (Singh et al. 2020), tretmana otpadnih voda (Ghosh et al. 2023), održive zamene 

za meso (Wikandari et al. 2023; Khan et al. 2024), itd. (slika 1.1) (Gandia et al. 2021; Jo et al. 

2023). Obnovljivi materijali zasnovani na micelijumu imaju potencijal da zamene proizvode na 

bazi nafte kao što je plastika. Ovi micelijumski materijali, čisti ili kompozitni, bi se mogli koristiti 

kao toplotna i akustična izolacija, ili kao ambalaža (Wösten 2019).  

Određene končaste gljive (iz tri razdela Ascomycota, Basidiomycota i Zigomycota) imaju 

sposobnost da razgrađuju zagađivače i toksine u životnoj sredini. One mogu razložiti širok spektar 

zagađivača, uključujući naftne ugljovodonike, pesticide, farmaceutska jedinjenja, teške metale i 

industrijske boje, čime pomažu u čišćenju zagađenih lokacija (Ghosh et al. 2023).  

Končaste gljive su organizmi sa različitim ekološkim ulogama i dubokim uticajima na ekosisteme 

i ljudska društva. Razumevanje njihovog značaja i ekologije je od suštinskog značaja za očuvanje 

biodiverziteta, upravljanje ekosistemima i iskorišćavanje njihovih korisnih potencijala u različitim 

oblastima. Procenjuje se da će istraživanja na končastim gljivama postojati sve potrebnija i važnija 

sa razvojem efekata globalnog zagrevanja (M. C. Fisher et al. 2018).  

Trenutno poznavanje bilo kojih aspekata fiziologije končastih gljiva, daleko zaostaje za nivoom 

dostupnim za životinje ili biljke. Jedan od uzroka za to je nepostojanje primenljivih 

eksperimentalnih protokola kao i niz često nepremostivih prepreka da se tehnike i procedure 

istraživanja razvijene na životinjskim i biljnim ćelijama uspešno direktno primene na ćelije 

končastih gljiva. 

Končasta gljiva korišćena u ovoj studiji je saprotrofna masna gljiva P. blakesleeanus sa veoma 

brzom stopom rasta (ispod 36 h od spora do stacionarne faze). 
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Slika 1.1. Industrije koje profitiraju od metaboličkih kapaciteta končastih gljiva. U centru slike je ilustrativni 

primer razgranatog micelijuma. Preuzeto i izmenjeno iz (Meyer et al. 2020). 

 

1.1.1 Phycomyces blakesleeanus  
 

P. blakesleeanus je končasta saprotrofna gljiva iz razdela Mucoromycota (klasa Mucoromycetes, 

red Mucorales, familija Phycomycetaceae) koja se smatra drevnom grupom gljiva. Molekularne 

filogenetske studije, zasnovane na sekvenciranju DNK, pozicioniraju Mucoromycota kao bazalnu 

grupu unutar carstva gljiva (Fungi), koja je filogenetski bliža životinjama nego biljkama 

(Wainright et al. 1993). Ekologija Mucoromycota je povezana sa biljkama, u vidu mikoriznih 

odnosa, endofita korenskog sistema ili kao uloge razlagača biljnog materijala (Spatafora et al. 

2017). Mucoromycota je sestrinska grupa viših gljiva (Ascomycota i Basidiomycota), koje takođe 

karakterišu dominantni stilovi života vezani za biljke. Neki predstavnici su paraziti drugih gljiva, 

životinja i ljudi, ali u pitanju su oportunističke infekcije domaćina sa kompromitovanim 

imunološkim sistemom, a u nekim slučajevima se radi i o derivaciji iz saprobne ekologije 

(Hoffmann et al. 2013). Mucorales je jedan od 3 reda iz razdela Mucoromycota koji je najčešće 

izolovana grupa gljiva jer su u pitanju brzorastući kolonizatori supstrata bogatih ugljenikom koji 
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se relativno lako uzgajaju. Infekcije izazvane organizmima iz reda Mucorales su progresivne i 

angioinvazivne (Cuvelier et al. 1998; Powers-Fletcher et al. 2016). Udisanje spora može dovesti 

do rinocerebralne i plućne bolesti kod odgovarajućeg domaćina (Sharma and Goel 2022). 

Mucorales uključuje i taksone koji uzrokuju retke, ali sve češće dijagnostikovane ljudske mikoze 

(npr. Mucor sp., Apophisomices sp.) (Hoffmann et al. 2013). Kožna bolest se može razviti kao 

rezultat direktne inokulacije spora u traumatizovanu kožu, što može izazvati oštećenje tkiva i 

nekrozu. Sa druge strane, određeni taksoni iz reda Mucorales imaju blagotvorno dejstvo na čoveka 

kroz ranije pomenutu proizvodnju β-karotena, prirodnog antioksidanta koji ima veliku 

komercijalnu vrednost (upotrebom u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji) (Hoffmann et al. 

2013; Naz et al. 2020).  

P. blakesleeanus se obično nalazi u zemljištu, raspadajućem biljnom materijalu i drugim 

organskim supstratima u različitim vlažnim staništima širom sveta (slika 1.2a)  (Cerda-Olmedo 

and Lipson 1987). Kao i druge končaste gljive, P. blakesleeanus igra ključnu ulogu u procesima 

ekosistema kao što su razgradnja organskih jedinjenja, te kruženje ugljenika, azota i drugih 

esencijalnih elemenata. Na rast i razvoj P. blakesleeanus utiču različiti faktori životne sredine kao 

što su svetlost, temperatura, vlažnost i dostupnost hranljivih materija.  

Životni ciklus P. blakesleeanus karakteriše polno i bespolno razmnožavanje koje je učestalije 

(Bergman et al. 1969). Bespolno razmnožavanje se dešava obrazovanjem i oslobađanjem spora iz 

sporangija, dok polno razmnožavanje uključuje spajanje specijalizovanih hifa da bi se formirale 

vrlo otporne zigospore, prilagođene da se odupru nepovoljnim uslovima sredine. Vegetativne 

spore su evolutivno prilagođene za efikasno širenje u velikom broju, a niska metabolička aktivnost 

im omogućava dugotrajno preživljavanje. Ipak, lepljive spore roda P. blakesleeanus se ne šire na 

velike udaljenosti jer zavise od sisara koji ih raznose, pre nego ptica, što pokazuje divergencija 

ostrvskih sojeva (Camino, Idnurm, and Cerdá-Olmedo 2015). Micelijum se širi radijalno i 

simetrično od prvobitnog mesta klijale spore, brzinom od oko 2 cm/dan na 20ºC (Bergman et al. 

1969). Hife micelijuma su višejedarne končaste ćelije (većinski 10-20 μm u prečniku) bez septi 

koje se odlikuju vršnim rastom i debelim ćelijskim zidom (Cerda-Olmedo and Lipson 1987). 

Posebna karkteristika reda Mucorales je hitozanska priroda ćelijskog zida. Naime, zid pored hitina 

(25%), u velikoj meri sadrži i deacilovani oblik hitina, hitozan (Bergman et al. 1969). Tokom 

bespolnog razmnožavanja, iz micelijuma izrastaju vazdušne cenocitične strukture nalik stabiljci, 

sporangiofori, koji nose na svom vrhu krupne sporangije (Ø 500 μm) (slika 1.2) sa haploidnim 

sporama (prosečne veličine 9 x 5 μm) (Bergman et al. 1969). Sporangiofori su duge (> 10 cm) 

pojedinačne ćelije koje poseduju sposobnost reagovanja na različite spoljašnje stimuluse: 

gravitaciju, ultraljubičasti (eng. ultraviolet - UV), vidljivi i infracrveni (eng. infrared - IR) deo 

elektromagnetnog spektra sa mogućnošću detektovanja jačine intenziteta i prostornog rasporeda 

svetlosti, zatim uočavanje i izbegavanje predmeta u blizini njihove zone rasta, mehaničko 

istezanje, pritisak, različite hemikalije/mirise, temperaturu itd. (Cerdá-Olmedo 2001; Ortega et al. 

2021). Na ove nadražaje reaguju promenom pravca i brzine rasta (npr. rastući prema plavom delu 

spektra ili se odbijajući od nekog predmeta u blizini). Za razliku od sporangiofora, nije otkriven 

uticaj svetlosti na rast micelijuma. Međutim, svetlost kvantitativno utiče na nivo sinteze 

karotenoida tj. akumulaciju žuto-narandžastog pigmenta β-karotena i inicijaciju sporangifora 

(Bergman et al. 1969).  
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Slika 1.2. Phycomyces blakesleeanus a) P. blakesleeanus u prirodi na organskoj materiji. Vide se nezreli sponagiofori 

sa žutim sporangijama i zreli sa crnim sporangijama. Preuzeto i izmenjeno od Christian Schwarz, 

https://inaturalist.nz/observations/67963416. b) P. blakesleeanus u Petrijevoj šolji (Ø 100 mm) na čvrstom medijumu, 

vide se zreli sporangiofori (4 dana stari) sa tamnim sporangijama na vrhu. 

Zbog svojih jedinstvenih karakteristika i kratkog životnog ciklusa (uz kompletno sekvenciran 

genomom soja NRRL1555), P. blakesleeanus se više od jednog veka koristi kao model organizam 

u naučnim istraživanjima, najčešće pionirski u novim istraživačkim oblastma (Bergman et al. 

1969; Cerda-Olmedo and Lipson 1987; Cerdá-Olmedo 2001). Najistaknutija karakteristika zbog 

koje je ova gljiva opsežno proučavana je izražena fototropska (Weiss and Weisenseel 1990) i 

antigravitropska (Galland 2014) reakcija džinovskih sporangiofora. Ova karakteristika ga je 

učinila vrednim model organizmom za proučavanje molekularnih mehanizama koji leže u osnovi 

fototropizma i cirkadijalnih ritmova kod gljiva. Odgovor na gravitaciju je mnogo sporiji nego na 

svetlost i zahteva prisustvo plutajućih lipidnih globula i proteinskih kristala vakuole. Upravo zbog 

svoje antigravitropske reakcije džinovskih sporangiofora i lakog gajenja, P. blakesleeanus je bio i 

model sistem za istraživanje jedinstvenih uslova u svemiru (Schneringer 1987), kako bi se 

razumela percepcija gravitacije i drugih signala u eukariotskoj ćeliji izloženoj mikrogravitaciji. 

Sporangiofori su našli posebnu primenu i u elektrofiziologiji. Naime, isecanjem sporangiofora u 

nivou zone rasta, dolazi do spontanog formiranja citoplazmatskih kapi (CK), dinamičnih sistema 

okruženih membranom, koje se poslednjih 20 godina koriste kao model sistem za registraciju 

jonskih struja kod končastih gljiva (Živić et al. 2005; Živić et al. 2009; Križak et al. 2015). CK 

mogu da regenerišu ćelijski zid (Križak et al. 2015) a nedavno je pokazano da poseduju 

mitohondrije i jedra i da se membrana CK uspešno depolariše vanadatom (specifično blokira 

protonsku pumpu ćelijske membrane gljiva) što potvrđuje ćelijsku prirodu membrane CK 

(Stevanović et al. 2023). 

Kao što su sporangiofori opsežno korišćeni u fotobiološkim istraživanjima, tako je micelijum  P. 

blakesleeanus korišćen za istraživanje biosintetskog puta β-karotena. Određeni mutanti, kao i 

divlji soj gajen u posebnim uslovima, mogu proizvoditi velike količine β-karotena (do 10 mg/g 
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suve mase) (Cerdá-Olmedo 2001) zbog čega se ova gljiva svrstava među karotenoidne gljive. 

Svetlost, posebno plava svetlost je glavni pokretač karotenogeneze (Dzurendova et al. 2023). P. 

blakesleeanus pripada i takozvanim masnim gljivama. P. blakesleeanus, kao i končaste gljive iz 

nekih drugih taksonomskih grupa (Aspergillus, Penicillium, Mortierella), je sposoban da 

akumulira velike količine lipida/masti. Lipidi čine 20% suve težine micelijuma P. blakesleeanus, 

odnosno 41% kada se gaji pod određenim uslovima (Mehrotra and Nand 1970), a gliceridi, 

fosfolipidi i ergosterol (provitamin D2) su glavni sastojci. P. blakesleeanus je i izvor riboflavina 

(vitamin B2), piridoksina (vitamin B6), biotina (vitamin B7), niacina (vitamin B3 – prekursor 

koenzima NAD i NADP) i γ-linoleinske kiseline (Cerda-Olmedo and Lipson 1987; Barrero, Oltra, 

and Poyatos 1996). Sisari ne sintetišu ovu kiselinu, ali je ona, kao i druge polinezasićene masne 

kiseline (vitamin F), neophodna u njihovoj ishrani. Metabolizmom γ-linoleinske kiseline se 

dobijaju fiziološki aktivna jedinjenja koja imaju blagotvorno dejstvo na snižavanje holesterola i 

prevenciju ateroskleroze (Horrobin 1992). P. blakesleeanus je i potencijalni izvor jestivog ulja 

(Cerdá-Olmeda and Avalos 1994). Lepeza različitih korisnih lipida i vitamina ga čine pogodnim 

eksperimentalinm modelom za proučavanje lipidnog metabolizma. 

Nije poznato da P. blakesleeanus proizvodi toksine, niti da je patogen za čoveka, životinje ili 

biljke. Zapravo, sve toplokrvne životinje imaju prirodnu zaštitu od ove gljive zbog činjenice da je 

maksimalna temperatura rasta P. blakesleeanus 30ºC (Cerdá-Olmedo 2001; Camino, Idnurm, and 

Cerdá-Olmedo 2015). 

P. blakesleeanus ima značaj kao model organizam za naučna istraživanja, kako u ekologiji gljiva 

kao razlagač hranljivih materija, tako i u fiziološkim i biotehnološkim istraživanjima. Njegova 

sposobnost da razgradi organske supstrate i njegov brz rast čine ga obećavajućim kandidatom za 

različite bioprocese.  

 

1.2 Fiziologija i metabolizam končastih gljiva 
 

Fiziologija i metabolizam končastih gljiva su kompleksni sistemi ogromnog broja povezanih 

procesa koji upravljaju njihovim rastom, razvojem i interakcijom sa okolinom.  

U končastim gljivama, kao i svim eukariotskim ćelijama, se odigravaju metabolički procesi bitni 

za održavanje ćelijskih funkcija i rasta, kao što su glikoliza, ciklus trikarboksilnih kiselina, 

oksidativna fosforilacija i pentozofosfatni put. Primarni metabolizam obezbeđuje energiju u obliku 

adenozin tri fosfata (ATP), nikotinamid adenin dinukleotida (NADH), flavin adenin dinukleotid 

(FADH2) i gradivne blokove, kao što su aminokiseline, nukleotidi i lipidi, potrebne za ćelijske 

aktivnosti i sintezu biomase. Istraživanje energetskog i metabolizma lipida P. blakesleeanus nije 

tako opsežno proučavano u poređenju sa drugim aspektima njihove biologije, kao što su 

fotobiologija i sporulacija. Istraživanja u ovoj oblasti mogu poboljšati naše razumevanje fiziologije 

gljiva, njihovog metabolizma i strategija prilagođavanja.  

Sposobnost prilagođavanja promenljivoj dostupnosti hranljivih materija kojima su končaste gljive 

izložene ukazuje na izuzetnu metaboličku fleksibilnost ovih organizama. Masne gljive su sposobne 

da transformišu širok spektar suspstrata u lipide i akumuliraju ih i do 70% svoje mase. Lipidi služe 

kao bitne komponente ćelijskih membrana, molekuli za skladištenje energije i signalni molekuli. 

Glavne klase lipida pronađene u P. blakesleeanus su: gliceridi, fosfolipidi, steroli i karoteni 
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(Bergman et al. 1969). Oleinska (27%), γ-linoleinska (23%) i palmitinska kiselina (21%) su 

najzastupljenije masne kiseline u micelijumu P. blakesleeanus, a slede linolna (15%) i stearinska 

(4,5%) kiselina. U zavisnosti od uslova gajenja i starosti micelijuma količina lipida i odnos 

pojedinih masnih kiselina se razlikuje (Cerdá-Olmeda and Avalos 1994). Na primer, u starijim 

kulturama su prisutne dugolančane (preko 22 ugljenika u lancu) zasićene i nezasićene masne 

kiseline. U odnosu na masne kiseline, steroli čine oko 0,5% suve težine, dok koncentracija β-

karotena dosta varira od uslova gajenja. 

Ćelijski metabolizam je složen, integrisan set procesa koji je podržan ključnim organelama, kao 

što su lipidne kapi (LK) i mitohondrije, koje učestvuju u brojnim energetskim i signalnim 

mehanizmima. Vizualizacija dinamike LK i miothondrija u fiziološkim i patološkim stanjima u 

nativnom okruženju bi omogućila bolje poznavanje njihove fiziologije.  

Neutralni lipidi (triacilgliceroli (TAG) i steril estri (SE)) predstavljaju inertni oblik skladištenja 

masnih kiselina (MK) deponovanih u LK i mobilišu se da obezbede metaboličku energiju ili 

gradivne blokove membrana. Lipidne kapi (sinonimi: lipidna tela, uljane kapi) su visoko 

filogenetski konzervirane organele u eukariotskim ćelijama (Tauchi-Sato et al. 2002) koje igraju 

važnu ulogu u ćelijskom metabolizmu. Poznato je da LK koordinišu promet i potrošnju lipida u 

različite svrhe u ćeliji, kao što su proizvodnja energije, zaštita od oksidativnog stresa ili biogeneza 

membrana tokom brzog ćelijskog rasta (Jarc and Petan 2019). U fiziologiji končastih gljiva LK su 

posebno zanimljive zbog pokazane uloge lipidnih rezervi u rezistenciji na fungicide (W. Chang et 

al. 2015) kao i zbog uloge u razmeni energenata između biljke i gljive koje se nalaze u mikoriznom 

odnosu (Bago et al. 2002). Štaviše, ćelije kvasca modifikovane tako da u potpunosti nemaju lipidne 

kapi, izuzetno su podložne raznim stresovima (Petschnigg et al. 2009) što u celini pokazuje da 

studije na LK mogu potencijalno dovesti do novih antifungalnih tretmana. Tokom uzajamno 

korisne interakcije gljiva-biljka, gljive transportuju azot do biljaka i zauzvrat dobijaju do 30% 

organskih jedinjenja ugljenika koje sintetišu biljke (Smith and Read 2008). Poznato je da su 

organski molekuli koji se šalju iz biljke u gljive lipidi (Luginbuehl et al. 2017; Jiang et al. 2017) i 

da se lipidne kapi formiraju u velikim količinama u hifi u blizini kontaktnog područja sa biljkom 

(Keymer et al. 2017). Lipidne kapi su kod ljudi od značajnog medicinskog interesa zbog svoje 

uloge u poremećajima vezanim za metabolizam lipida, kao što su gojaznost i dijabetes tipa II (T. 

C. Walther and Farese 2009), kao i Alchajmerova i Parkinsonova bolest, i neki oblici kancera 

(Murphy 2012). Shvatanje njihovog značaja u normalnom ćelijskom metabolizmu kao i u broju 

patologija je u suprotnosti sa relativno oskudnim znanjem o fiziologiji LK (T. C. Walther and 

Farese 2009; Reue 2011; Y. Yu et al. 2017). Sigurno je da LK igraju značajnu ulogu u energetskoj 

homeostazi, posebno u metabolizmu lipida, skladištenju i transportu, ali se dubinsko razumevanje 

LK kao organele još uvek razvija (T. C. Walther, Chung, and Farese 2017; Olzmann and Carvalho 

2018).  

Lipidne kapi se sastoje od hidrofobnog jezgra, pretežno od TAG (sastavljenih od tri lanca masnih 

kiselina vezanih za glicerol) i SE okruženih fosfolipidnim monoslojem (Thiam and Ikonen 2021). 

Na površini njihove jednoslojne membrane nalaze se proteini sa strukturnim i regulatornim 

funkcijama. Lipidne kapi su takođe mesto za skladištenje β-karotena (Bu et al. 2022). Formiraju 

se de novo pupljenjem endoplazmatičnog retikuluma, a ređe rastom i deljenjem već postojećih LK 

na manje (Wilfling et al. 2014). Ostalo je nejasno da li LK mogu spajati ili možda obrazovati 

klastere u nekim, svakako retkim, slučajevima (Boström et al. 2005). Enzimi neophodni za sintezu 

i razgradnju lipida su visoko konzervirani među različitim taksonima, za razliku od regulatornih 
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proteina LK. Na primer, familija perilipina, proteina sa glavnom ulogom u regulaciji LK kod 

životinja je odsutna kod mnogih gljiva (Bickel, Tansey, and Welte 2009). Nedavno je 

funkcionalnim skriningom identifikovan skup novih proteina koji su uključeni u regulaciju 

biogeneze LK kod končastih gljiva, čiji gubitak funkcije dovodi do nepravilne biogeneze, posebno 

u pogledu broja i veličine LK (Al Mamun, Reza, and Islam 2023). Navedeni rad je pokazao da 

gljive razvijaju dodatne proteine za regulaciju LK što znači da su LK kod gljiva mnogo bitnije 

nego što se pretpostavljalo. 

Veličina LK znatno varira između različitih tipova ćelija (Thiam and Beller 2017), pa tako mogu 

dostići prečnik od 100 μm u sisarskim adipocitima (Suzuki et al. 2011), dok su kod kvasaca u 

proseku manje od 1 μm (Thiam, Farese, and Walther 2013). U većini ćelija su uglavnom male i 

mnogobrojne, 1-20 μm u prečniku (Thiele and Spandl 2008). Takođe, njihova veličina i broj varira 

i u okviru iste ćelije i prosečne vrednosti se mogu menjati kao odgovor na razne signale (Guo et 

al. 2009). Lipidne kapi su izuzetno pokretne organele i kod končaste gljive Ustilago maydis je 

ustanovljeno da koriste mikrotubularni transport, pre nego aktinski (Meadows 2012). 

Lipidne kapi su dinamične strukture koje formiraju funkcionalne interakcije sa molekulima i 

drugim organelama uključenim u lipidni i energetski metabolizam (Meyers, Weiskittel, and 

Dalhaimer 2017). Pošto LK nisu povezane direktno sa vezikularnim transportom, transfer lipida 

se dešava putem bliskih fizičkih interakcija između LK i drugih organela (mitohondrija, 

peroksizoma, endoplazmatičnog retikuluma i lizozoma, vakuolom kod kvasaca) (Renne and Hariri 

2021; Barbosa, Savage, and Siniossoglou 2015). Pokazano je da u uslovima gladovanja dolazi do 

selektivnog i efikasnog transfera MK iz LK u mitohondrije radi β-oksidacije, pri čemu 

mitohondrije i lipidna tela formiraju kontaktna mesta radi isporuke lipida mitohondrijama 

(Rambold, Cohen, and Lippincott-Schwartz 2015). U nedostaku glukoze, masne kiseline se 

mobilišu iz LK i razgrađuju putem β-oksidacije u mitohondrijama (kod sisara) ili peroksizomima 

(kod biljaka i kvasaca) kako bi se sintetisao ATP i metabolički intermedijeri (Rambold, Cohen, 

and Lippincott-Schwartz 2015; Barbosa, Savage, and Siniossoglou 2015). Na ovaj način se 

izgladnele ćelije obezbeđuju energijom. Prenos masnih kiselina između LK i mitohondrija je 

dvosmeran i obavljaju ih dve različite populacije mitohondrija, perikapljične mitohondrije (PKM), 

vezane za LK, i citoplazmatske mitohondrije (CM). Prenosom masnih kiselina iz mitohondrija u 

LK dolazi do sinteze TAG i zaštite mitohondrija i ćelije od lipotoksičnosti (Thiam, Farese, and 

Walther 2013). Lipidne kapi služe kao puferski sistemi za višak lipida štiteći ćeliju i druge organele 

od lipotoksičnosti koja se dešava kao posledica neravnoteže između unosa, skladištenja i 

korišćenja lipida.  

U slučaju smeđeg masnog tkiva, Benador i saradnici su primetili da izolati PKM imaju povećanu 

oksidaciju piruvata, povećan kapacitet sinteze ATP-a i podržavaju ekspanziju LK putem sinteze 

TAG, dok CM prolaze kroz oksidaciju masnih kiselina (Benador et al. 2018). Mitohondrije koje 

su u kontaktu sa LK imaju povišen bioenergetski kapacitet, smanjen nivo β-oksidacije i sporije 

cikluse fuzije i fisije (Wang et al. 2011). Zanimljivo je da ove dve populacije ostaju razdvojene jer 

PKM imaju svoju jedinstvenu dinamiku fuzije i fisije, sprečavajući da se PKM stapa sa CM i 

homogenizuje mitohondrijsku populaciju. Heterogenost mitohondrija može biti od velike 

prednosti za ćeliju, posebno zato što omogućava metaboličku fleksibilnost u pogledu korišćenja 

goriva i reagovanja na stres (Ngo et al. 2021).  

Mitohondrije su izuzetno dinamične organele obavijene dvema membranama koje imaju različite 

funkcije. Spoljašnja glatka membrana ima funkciju u signalizaciji a untrašnja obrazuje nabore, 
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kriste, i mesto je respiracije i oksidativne fosforilacije. Mitohondrije su primarna mesta 

proizvodnje ATP-a koji se koristi kao izvor hemijske energije. Takođe imaju ključnu ulogu u β-

oksidaciji masnih kiselina, sintezi intermedijarnih metabolita i homeostazi kalcijuma (Ca2+). 

Mitohondrije rastu ugradnjom novosintetisanih materijala u postojeće organele koje se na kraju 

dele. Njihovo kretanje je usmereno interakcijama sa aktinskim filamentima i/ili mikrotubulama, u 

zavisnosti od organizma (Boldogh and Pon 2006; Fuchs et al. 2002). 

Smatra se da je P. blakesleeanus striktno aeroban organizam (Cerda-Olmedo and Lipson 1987). 

Respiratorni lanac gljiva je kompleksniji nego kod životinja jer sadrži dodatne enzimske 

komplekse kao što je alternativna oksidaza (AOX) koja nije osetljiva na cijanid  (Stanić et al. 

2013). P. blakesleeanus spada u gljive koje imaju mogućnost alternativne respiracije.  

Mitohondrije imaju sposobnost dinamičkih promena oblika. Mogu se izdužiti ili fragmentisati kroz 

procese fuzije i fisije koji su neophodni za održavanje mitohondrijalne funkcije i bioenergetskog 

kapaciteta, dok se putem mitofagije vrši kontrola kvaliteta organela (slika 1.3) (Westermann 2012). 

Za normalno funkcionisanje mitohondrija i održavanje fiziološke homeostaze, važna je fina 

ravnoteža između fuzije i fisije (Green, Hossain, and Eckmann 2022). Tokom fuzije dolazi do 

izduživanja i fizičkog spajanja dve ili više različitih mitohondrija, dok se prilikom fisije 

mitohondrije fragmentišu (Zemirli, Morel, and Molino 2018). Fuzija generiše proširenje 

mitohondrijalne mreže i omogućava efikasno mešanje/razmenu metabolita, enzima i DNK kroz 

čitavu mrežu mitohondrija, optimizujući funkciju mitohondrija i sprečavajući nakupljanje mutacija 

tokom starenja. Fisija je neophodna za pokretljivost mitohondrija, mitohondrijalno nasleđivanje u 

G2/M fazi ćelijskog ciklusa i igra važnu ulogu u uklanjanju oštećenih organela autofagijom (Twig, 

Hyde, and Shirihai 2008). Kod fluorescentno obeleženih mitohondrija u ćelijama sisara se 

ustanovilo da podela često generiše dve neujednačene organele, jednu sa visokim i drugu sa 

smanjenim membranskim potencijalom (Twig et al. 2008). Ove druge imaju manju verovatnoću 

za ponovnu fuziju sa mitohondrijalnom mrežom, često bivaju lišene mitohondrijalne DNK i drugih 

bitnih komponenti respiratornog sistema, postaju disfunkcionalne i bivaju uklonjene iz ćelije 

(Twig et al. 2008). Može se zaključiti da fisija praćena selektivnom fuzijom obezbeđuje 

mehanizam za segregaciju oštećenih i disfunkcionalnih mitohondrija, čime doprinosi kontroli 

kvaliteta mitohondrija. Broj, veličina i oblik mitohondrija mogu varirati u zavisnosti od tipa ćelija, 

razvojne faze, metaboličke aktivnosti i fizioloških uslova. Mitohondrije mogu imati različite 

oblike, uključujući sferne, tubularne i filamentozne. Tubularna morfologija konstatnog prečnika je 

uobičajena i vidi se u mnogim tipovima ćelija u normalnim fiziološkim uslovima (Rafelski 2013). 

Tubularne mitohondrije mogu biti izdužene ili blago zakrivljene. Mitohondrije mogu formirati 

međusobno povezane mreže izduženih tubula, posebno u ćelijama sa visokim energetskim 

zahtevima. Ove mreže olakšavaju razmenu materijala između mitohondrija i podržavaju efikasnu 

proizvodnju energije (Westermann 2012). U odnosu na preovlađujuć oblik mitohondrija u ćeliji, 

govori se o „intermedijarnom“ morfološkom tipu populacije mitohondrija kada su u ćeliji 

podjednako prisutne i tubularne i sferne mitohondrije kao rezultat ravnoteže procesa fuzije i fisije, 

zatim „filamentozni“ tip kada u ćeliji preovladavaju izdužene mitohondrije koje mogu 

hiperfuzionisati i „fragmentisan“ tip kada preovladavaju sferne mitohondrije različitih veličina 

(Tronstad et al. 2014).  
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Slika 1.3. Mehanizam dinamike mitohondrija. Morfologija mitohondrija, prikaz fuzije i fisije. Izmenjeno i preuzeto 

iz (C. R. Fisher et al. 2022).  

Kod gljiva, mitohondrijalna morfologija može uveliko varirati u zavisnosti od specifične vrste 

gljiva, razvojne faze, uslova okoline i metaboličkih zahteva. Mitohondrije končastih gljiva su 

opisane kao tipično tubularne organele orijentisane prema uzdužnoj osi hife, ali veoma dinamične, 

čiji su oblik i distribucija podložni stalnim promenama (Suelmann and Fischer 2000; Fuchs et al. 

2002; Westermann and Prokisch 2002). Konfokalnom mikroskopijom je ustanovljeno da su u 

rastućem vrhu hifa mitohondrije uglavnom u vidu izduženih tubula, zbijene i paralelno orijentisane 

(Fischer-Parton et al. 2000). U subapikalnom regionu su ređe raspoređene i u vidu kraćih tubula. 

Upotreba potenciometrijskih boja, kao što je rodamin 123, omogućava merenje potencijala 

mitohondrijalne membrane, a intenzitet bojenja rastućih hifa pokazuje da su mitohondrije na vrhu 

hifa veoma aktivne. Iako se čini da ovo odražava visoke energetske potrebe povezane sa apikalnim 

rastom, jedna studija sugeriše da mitohondrije na rastućem vrhu troše malo kiseonika (mala 

proizvodnja ATP) (Natalia N. Levina and Lew 2006). Izgleda da je glavna uloga ovih mitohondrija 

u sekvestraciji Ca2+ i održavanju visokog gradijenta Ca2+ potrebnog za rast vrha (Silverman-

Gavrila and Lew 2002). Kod Neurospora crassa, zapreminski udeo citoplazme koji zauzimaju 

mitohondrije je najveći u regionu 5 do 15 μm iza vrha (Lew 1999). Merenje respiratorne aktivnosti 

duž hife kiseoničnim mikrosenzorom je prvo primećena 15 μm iza vrha (Lew and Levina 2004). I 

kod gljiva izdužene tubularne mitohondrije mogu formirati razgranate mreže kroz citoplazmu. 

Veličina mitohondrija može se dinamički menjati kao odgovor na metaboličku aktivnost i uticaje 

okoline. Mitohondrijska mreža se kod kvasca fragmentira i formira mnogo malih, okruglih 

mitohondrija po ulasku u stacionarnu fazu (Westermann 2012).  

Održavanje morfologije i distribucije mitohondrija zahteva aktivan transport organela duž 

citoskeleta i zavisi od događaja fuzije i fisije membrane mitohondrija (Westermann and Prokisch 

2002). Mitohondrije se transportuju različitim citoskeletnim elementima kod različitih gljiva. Dok 

je kod kvasca i končaste gljive Aspergillus sp. kretanje mitohondrija zavisno od aktina, kod 

končaste gljive Neurospora sp., zapravo većine gljiva i animalnih ćelija, ono je zavisno od 
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mikrotubula. U životinjskim ćelijama kao što su neuroni, mikrotubule su prmarno sredstvo za 

transport mitohondrija na velike udaljenosti, dok je aktinski citoskelet neophodan za kratka 

rastojanja (Boldogh and Pon 2006). 

Promene u morfologiji i funkciji mitohondrija mogu uticati na sposobnost gljiva, virulenciju i 

osetljivost na antifungalne agense (Verma, Shakya, and Idnurm 2018; Black et al. 2021). 

Informacije o biologiji LK i mitohondrija kod gljiva, kao što su veličina, distribucija i dinamika 

formiranja, i njihova uloga u fiziologiji ćelije, važne su sa fiziološke, ekološke, medicinske i 

biotehnološke tačke gledišta. 

 

1.2.1 Odgovor končastih gljiva na nedostatak azota i promenu temperature  
 

Končaste gljive mogu da koriste širok spektar izvora ugljenika i azota za rast i metabolizam. 

Regulacija metabolizma ugljenika i azota je usko povezana sa rastom, razvojem i proizvodnjom 

sekundarnih metabolita (Mukherjee, Mishra, and Deshmukh 2017). Azot je neophodan za sintezu 

polipeptida i nukleinskih kiselina i ćelijski rast. Kod mnogih organizama, rast u uslovima 

delimičnog ili potpunog nedostatka azota utiče na preraspodelu ugljenika iz anaboličkih puteva 

koji su inhibirani usled nedostatka supstrata koji sadrži azot, u one kojima azot nije potreban i 

izaziva akumulaciju neutralnih lipida u LK (Aguilar et al. 2017). Poznato je da ograničenje azota 

izaziva autofagiju kod končastih gljiva (Y. Chen et al. 2018), što dovodi do promena u 

metabolizmu lipida i povećanja broja LK (Weng et al. 2014; Aguilar et al. 2017). U zavisnosti od 

metaboličkog stanja ćelija, broj, veličina, sastav i distribucija LK se mogu menjati (Olzmann and 

Carvalho 2019). Njihova povećana biogeneza se javlja kao odgovor na restrikciju hranljivih 

materija, ali i na oksidativni stres (Cabodevilla et al. 2013).  

U uslovima gladovanja izazvanog nedostatkom azota, mikroalge povećavaju skladištenje 

ugljenika u obliku LK, istovremeno smanjujući fotosintezu i na kraju prekidajući rast (Munz et al. 

2020). Kada je fitopatogena gljiva Ustilago maydis uzgajana u odsustvu azota, došlo je do velike 

akumulacije LK (Aguilar et al. 2017). Najzastupljenije masne kiseline su bile palmitinska, linolna 

i oleinska i bile su sintetisane de novo. Što se tiče veličine i broja LK, kontrolne ćelije su sadržale 

veliki broj malih LK (prosečne veličine 0,3 μm), dok se u izgladnjivanim ćelijama broj LK smanjio 

ali se njihova veličina povećala (1,2 μm). Kod mnogih organizama, rast u uslovima odsustva azota 

utiče na tok i distribuciju ugljenika. Dešava se lipogeneza, pri čemu se sintetišu TAG koji se 

akumuliraju i skladište u LK (Aguilar et al. 2017). Da bi se stimulisala akumulacija lipida, 

uglavnom se koristi smanjenje ili potpuno uklanjanje izvora azota.  

Kada ćelije imaju izobilje hranljivih materija, MK se akumuliraju u LK. Tokom izgladnjivanja 

dolazi do transfera MK u mitohondrije radi proizvodnje ATP putem oksidativne fosforilacije, 

uključujući MK uskladištene u LK (Finn and Dice 2006). Izgladnele ćelije koriste prvenstveno LK 

kao kanal za snabdevanje mitohondrija sa MK za β-oksidaciju. Postoje dva mehanizma za 

mobilizaciju MK iz LK. Prvi je putem lipofagije. Drugi je lipolitička potrošnja LK gde 

citoplazmatske neutralne lipaze direktno hidrolizuju TAG na površini LK (Zechner 2015). 

Transfer MK iz LK u mitohondrije zahteva blizak kontakt mitohondrija sa LK. Pored ovoga, 

pokazalo se da je potrebna i fuzija mitohondrija za distribuciju i oksidaciju prenesenih MK 

(Rambold, Cohen, and Lippincott-Schwartz 2015). Autofagija izazvana gladovanjem je 

pospešivala nakupljanje novih MK u LK povećavajući broj LK tokom vremena (Rambold, Cohen, 
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and Lippincott-Schwartz 2015). MK koje se u većoj količini oslobode u citoplazmu, a ne 

preusmere se odmah u organele, mogu izazvati lipotoksičnost ćelije, kroz nastanak štetnih 

bioaktivnih lipida ili poremećaj integriteta mitohondrijalne membrane (Unger et al. 2010). U 

nedavnoj studiji je pokazano da u uslovima nedostatka azota, u masnoj končastoj gljivi M. 

circinelloides, AMP deaminaza (AMPD) pokreće akumulaciju lipida utičući na koncentraciju 

unutarćelijskog adenozin monofosfata (AMP) (Li et al. 2023). Iako AMPD igra ulogu ključnog 

regulatora u azotnom gladovanju i metabolizmu lipida kod masnih gljiva, akumulacija lipida nije 

u potpunosti zavisna od AMPD što ukazuje da je ispitivani fenomen regulisan višestrukim 

kompleksnim mehanizmima. 

U ćelijama pod stresom, LK održavaju energetsku i redoks homeostazu i štite od lipotoksičnosti. 

Njihova mobilnost i dinamične interakcije sa mitohondrijama omogućavaju efikasnu isporuku MK 

za optimalnu proizvodnju energije.  

U stresnim uslovima, kao što su nedostatak hranljivih materija, oksidativni stres ili promene u 

energetskim zahtevima ćelija, mitohondrije mogu da pretrpe dinamične promene oblika kao deo 

njihovog adaptivnog odgovora. U uslovima blagog stresa, mitohondrije se fuzionišu formirajući 

visoko povezane tubularne mreže (Zemirli, Morel, and Molino 2018). Sa druge starne, pri 

oksidativnom stresu, mitohondrije podležu intenzivnoj fisiji, dobijaju sferičan oblik (mitosfere) i 

postaju hiperpolarisane (Menges et al. 2017). Slična morfologija je zapažena i kod ćelija u procesu 

čelijske smrti (Javadov, Chapa-Dubocq, and Makarov 2018; Cereghetti, Costa, and Scorrano 

2010). Tokom gladovanja, u sisarskim ćelijama, dolazi do povećanja nivoa cikličnog adenozin 

monofosfata (cAMP) što dalje aktivira cAMP zavisnu protein kinazu (PKA) koja inhibira fisiju 

mitohondrija kroz fosforilaciju fisionog proteina Drp1 (Gomes, Benedetto, and Scorrano 2011; 

Rambold et al. 2011). Inhibicija fisije dovodi do izduživanja mitohondrija koje su pošteđene od 

zahvatanja fagoforom i naknadne degradacije. Dakle, usled stresa uzrokovanog gladovanjem, 

mitohondrije se hiperfuzionišu i izdužuju iz razloga što su duže mitohondrije zaštićene od 

degradacije i povećana im je aktivnost ATP sintaze, čime se optimizuje sinteza ATP-a u uslovima 

odustva nutrijenata i povećava se stopa preživljavanja ćelija (Gomes i Scorrano, 2011).  

Globalno zagrevanje i sa time povezane promene životne sredine utiču na različite načine na sve 

žive organizme. Temperatura direktno utiče na brzinu biohemijskih reakcija i proizvodnju ATP-a, 

a kada je iznad fizioloških granica može doći do oštećenja ćelijskih struktura i funkcija (Slimen et 

al. 2014). Temperatura je jedan od najkritičnijih faktora koji utiče na rast i reprodukciju gljiva. 

Većina gljiva su mezofili i rastu na temperaturama u rasponu od 5ºC do 35ºC (Dix and Webster 

1995). Sposobnost preživljavanja na većim temperaturama je jedinstvena karakteristika 

termofilnih i termotolerantnih gljiva, pa tako svi humani patogeni imaju sposobnost rasta na 37ºC. 

Oportunistički patogen imunokompromitovanih ljudi, Aspergillus fumigatus je saprotrofna 

termotolerantna končasta gljiva koja je sposobna za brz rast na 37ºC i toleriše temperature do 60ºC, 

što je gornji temperaturni limit za eukariotske organizme (Swu Jane Lin, Schranz, and Teutsch 

2001; Tansey and Brock 1972). P. blakesleeanus pripada mezofilnim gljivama i može preživeti u 

rasponu od 0ºC do 30ºC, sa najoptimalnijim rastom standardne kulture na 22-23ºC (Cerda-Olmedo 

and Lipson 1987; Camino, Idnurm, and Cerdá-Olmedo 2015). Na temperaturi od 27ºC rast 

sporangiofora naglo opada.  

Mitohondrije su najvažniji izvor toplote u ćelji, uglavnom zbog aktivnosti oksidativne fosforilacije 

(Clarke and Pörtner 2010) i kao posledicu mitohondrijalnog metabolizma, imaju temperaturu do 

15ºC višu od sredine kojoj su ćelije izložene (Terzioglu et al. 2023). Elektronska mikroskopija je 
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pokazala da su mitohondrije u mioblastima izložene toplotnom stresu (5ºC više od optimalnih 

37ºC) imale dominantno sferičan oblik i da je ovaj efekat uticao na smanenje njihovog broja, kao 

i na smanjenje membranskog potencijala (Lu et al. 2023). Nasuprot efektu na mitohondrije, ista 

povišena temperatura promoviše akumulaciju LK u preadipocitima (Y. Huang et al. 2021).  

Nedavna studija je pokazala da ne samo pečurke, već i končaste gljive i kvasci mogu održavati 

hladniju temperaturu od okoline procesima evaporacije/isparavanja, sugerišući da je hipotermija 

opšta karakteristika carstva gljiva (Cordero et al. 2023). Sa druge starne, sposobnost nekih gljiva 

da tolerišu više temperature predstavlja ozbiljan problem za zdravlje ljudi, s obzirom na to da bi 

se kao rezultat klimatskih promena mogle pojaviti nove patogene vrste gljiva (Casadevall, 

Kontoyiannis, and Robert 2019). 

 

1.2.2 Efekti selenita na končaste gljive  
 

Selen (Se) je kao metaloidni mikronutrijent neophodan za ljude i životinje, dok biljkama i gljivama 

nije neophodan. Selen je u biološkim sistemima glavna komponenta selenoenzima, kao što je  

glutation peroksidaza koja štiti ćelije od oksidativnog oštećenja (Čertík et al. 2013). Značajan je u 

prevenciji kardiovaskularnih oboljenja, dijabetesa, regulaciji funkcije štitne žlezde, nervnog, 

reproduktivnog i imunog sistema (Rayman 2012; Tinkov et al. 2020). Smatra se i da dovoljan unos 

Se usporava starenje i da u kombinaciji sa β-karotenom pojačava imuni odgovor ljudi (Wood et 

al. 2000; Birringer, Pilawa, and Flohé 2002). Selen može da zameni sumpor u selenoamino 

kiselinama (selenometionin, selenocistein, selenocistin), jer se vezuje na sličan način, i inkorporira 

se u vitalne selenoproteine, kao što je glutation peroksidaza, koji su neophodni za normalan rast i 

razvoj (Rahmanto and Davies 2012; Guignardi and Schiavon 2017). Katalitička aktivnost ovih 

selenoproteina je veća nego ortologa sa sumporom.  

Dostupnost i biološka aktivnost Se zavise od njegove doze i hemijskog oblika (Weekley and Harris 

2013). U količinama u tragovima, selen povećava antioksidativni kapacitet u velikom broju 

selenoproteina, dok je u višim koncentracijama toksičan zbog svojih prooksidativnih efekata kao 

što su oksidacija proteinskih tiola i stvaranje reaktivnih vrsta kiseonika (Spallholz, Palace, and 

Reid 2004). Selen se u prirodi nalazi u četiri oksidaciona stanja, u obliku selenida (-2), 

elementarnog selena (0), selenita (+4) i selenata (+6) (Barceloux 1999). Selenit i selenat pokazuju 

toksične efekte zbog svoje rastvorljivosti i dostupnosti (Perrone, Monteiro, and Nunes 2015), zbog 

čega je transformacija selenskih oksianjona u elementarni Se (0) važna za detoksikaciju i 

biogeohemijski ciklus (Werkneh, Gebretsadik, and Gebru 2023). Elementarni Se je nerastvorljiv, 

inertan i u malim koncentracijama netoksičan za ljude i životinje (Khubulava et al. 2019; Werkneh, 

Gebretsadik, and Gebru 2023). Međutim, koncentracija Se u nekim zemljištima je niska, 

posledično i u hrani. Stoga postoje preporuke da se poveća unos Se kroz dodatke ishrani kod onih 

ljudi koji imaju nedovoljan unos Se (Rayman 2012). 

Končaste gljive su jedan od glavnih puteva za ulazak Se u ekosisteme i sposobne su da koncentrišu 

Se u micelijumu (Falandysz 2008). Neke gljive uspešno usvajaju neorganske oblike Se kao što su 

seliniti i selenati i pretvaraju ga u organski oblik koji je manje toksičan kroz procese redukcije, 

metilacije i oksidacije Se (Sabuda et al. 2022). Pored toga, gljive su jednostavne za manipulisanje 

i prirodno bez selenoproteina kodiranih u genomu (Mariotti et al. 2019). Nedavno je pokazano da 

P. blakesleeanus može transformisati toksični selenit redukujući ga do nerastvorljivih i 
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neškodljivih elementarnih nanočestica Se (eng. skr. SeNPs) (Žižić et al. 2022), što ih čini jednim 

od malobrojnih gljiva za koje je dosad pokazano da imaju ovu sposobnost (H. Zhang et al. 2019; 

Žižić et al. 2022). Međutim njihova sposobnost redukcije ne znači istovremeno i njihovu 

toleranciju na oksianjone Se (Gharieb, Wilkinson, and Gadd 1995; Wadhwani et al. 2016). 

Transformacija se dešava preko selenodiglutationa ili selenodicisteina. Nanočestice Se imaju jaka 

antimikrobna, antikancerska, antiinflamatorna i antioksidativna svojstva (G. Huang et al. 2018; 

Hernández-Díaz et al. 2021). Pokazalo se da su ovi dobri efekti zavisni od veličine pa tako čestice 

manje od 100 nm imaju bolju antioksidativnu aktivnost (Avendaño et al. 2016).  

Efekat selenita na lipidni metabolizam i metabolizam amino kiselina je ispitivan u ćelijama 

kavasaca Saccharomyces cerevisiae i Candida utilis (Kieliszek et al. 2019). Korišćen u 

koncentraciji od 20 mg/L, Se4+ je doveo do povećanja sadržaja nezasićenih masnih kiselina i 

povećane količine asparginske kiseline, lizina, leucina i glutaminske kiseline u odnosu na kontrolu. 

Takođe, Se4+ je uticao na morfologiju ćelija. Prisustvo Se4+ je inhibiralo proliferaciju ćelija i 

deformisalo ćelijski zid i membranu. Došlo je do smanjenja pritiska u ćelijama, neravnomernog 

zadebljanja i savijanja ćelijskog zida. Još jedna studija na kvascu C. utilis je pokazala da prisustvo 

Se4+ inhibira rast ćelija ali paralelno izaziva povećanje biosinteze glutationa (G. Zhang et al. 2019). 

Autori sugerišu da je Se4+ smanjio protok ugljenika ka formiranju ćelijske mase, ali da je povećao 

protok ka aminokiselinama za biosintezu glutationa i srodnih proteina. Istraživanja na kvasacima 

obogaćenih Se su pokazala da se efekat Se4+ zasniva na njegovoj inkorporaciji u proteine 

zamenjujući sumpor, čime utiče na njihovu strukturu i katalitičke funkcije (Kieliszek, Błazejak, 

and Kurek 2017). Zaključak studija uticaja Se na različitim rodovima kvasaca je da Se4+ izaziva 

stresno stanje i da za posledicu ima metaboličke poremećaje koji utiču na rast, morfološke 

strukture i sadržaj lipida. 

Kada su u pitanju mitohondrije, pokazalo se da visoke koncentracije selenita (≥ 10 μM) i duža 

vremena izlaganja (≥ 20 h) kod PLHC-1 ćelija (ćelijska linija hepatoma ribe) dovode do povećane 

proizvodnje reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) i indukuju značajan gubitak potencijala 

mitohondrijalne membrane (Selvaraj et al. 2013). Selen remeti funkciju mitohondrija što dovodi 

do povećanja unutarćelijskih ROS. Pokreće se mitohondrijalni apoptotski put i dolazi do smrti 

ćelija. Oštećenje potencijala mitohondrijalne membrane je rani znak i osetljiv marker 

citotoksičnosti. Kada su membrane mitohondrija oštećene, one propuštaju vodonik peroksid, 

hidroksilne radikale i superoksid anjone (Gupta 2003). Akumulirani slobodni radikali oksidiraju 

fosfolipide ćelijske membrane i druge makromolekule što rezultira gubitkom potencijala 

mitohondrijalne membrane. Ovo dalje vodi gubitku strukturnog integriteta ćelije i smrti. Kada su 

hepatociti kalifornijske pastrmke bili izloženi koncentracijama Se4+ od 100 i 200 μM, vitalnost 

ćelija je bila smanjena 20-40% (Misra, Kwong, and Niyogi 2012). Povećani oksidativni stres je 

rezultirao apoptozom. Više studija je potvrdilo da izloženost i neorganskom i organskom Se 

povećava oksidativni stres i programiranu ćelijsku smrt u različitim sisarskim ćelijskim linijima: 

humanim kancerskim ćelijama prostate (Xiang, Zhao, and Zhong 2009), ćelijskim linijama 

limfoma (Last et al. 2006), humanim ćelijama hepatoma H2pG2 (Celik et al. 2004), NB4 ćelijskoj 

liniji humane akutne promijelocitne leukemije (Guan et al. 2009).  

Iako je mehanizam ćelijske smrti izazvane selenitom zavisan od doze i dužine izlaganja, 

najverovatnije i drugi faktori imaju udela, kao što su različiti sredinski faktori ili različiti tipovi 

ćelija koji na različite načine mogu metabolizovati različite oblike selena.  
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Metodološki pristupi istraživanjima opisani u gorenavedenim studijama su pretežno bili 

biohemijskog, molekularno-biološkog i klasičnog mikološkog karaktera, uz značajne doprinose 

vizualizacija struktura korišćenjem elektronsko mikroskopskih tehnika i tehnika mikroskopije 

korišćenjem X-zraka uz pomoć sinhrotrona. Medjutim, iako se na problemu biosinteze nanočestica 

selena u končastim gljivama radi već neko vreme, koliko je nama poznato, u literaturi nema 

podataka o fiziološkim efektima selenita na morfologiju ćelijskih struktura končastih gljiva in vivo, 

bez prethodne fiksacije i nemonovnog uvodjenja artefakata koji prate i dodatne manipulacije 

biološkim materijalom (Kreysing et al. 2020) 

 

1.3 Nelinearna laserska skenirajuća mikroskopija 
 

1.3.1 Pregled nelinearne optičke mikroskopije 
 

Nelinearna laserska skenirajuća mikroskopija (NLSM) je napredna optička tehnika koja koristi 

ultrakratke laserske impulse za strukturno i funkcionalno oslikavanje, kao i lasersku manipulaciju 

živih organizama. Njene primene obuhvataju širok spektar oblasti, od fundamentalnih bioloških 

istraživanja do kliničke dijagnostike i šire.  

Nelinearna laserska skenirajuća mikroskopija se suštinski razlikuje od konvencionalnih tehnika 

svetlosne mikroskopije jer je zasnovana na nelinearnoj interakciji svetlosti i materije. Linearnost 

signala se generalno definiše kroz njegovu zavisnost od intenziteta upadnog zračenja. Intenzitet 

laserskog zračenja (I) zavisi od primenjene snage lasera (S) i površine na koju se fokusira laserski 

snop (P) (I=S/P). U linearnim optičkim procesima kakva je jednofotonska pobuda (eng. Single 

Photon Excitation Fluorescence - SPEF), sa porastom intenziteta laserskog snopa dolazi do 

linearnog povećanja intenziteta signala uzorka. Međutim, u nelinearnim optičkim procesima, 

intenzitet dobijenog signala nije direktno proporcionalan intenzitetu laserskog snopa. Kod 

nelinearnih efekata drugog reda dvostruko povećanje intenziteta lasera rezultira četvorostrukim 

povećanjem intenziteta izlaznog signala (Boyd 2008). Kod nelinearnih procesa trećeg reda izlazni 

signal se povećava osam puta. 

Nelinearni optički procesi su malo verovatni a dešavaju se kada više fotona koincidira u vremenu 

i prostoru (Boyd 2008). Što je veći intenzitet upadnog laserskog zračenja, veća je verovatnoća 

ovog procesa. Da bismo generisali nelinearni optički signal u uzorku, potrebna je velika vršna 

snaga (snaga pojedinačnog impulsa) koja se može postići ultrakratkim impulsima čije je trajanje 

reda stotina femtosekundi (fs). Femtosekundni impulsi se generišu u laserima sa sinhronizovanim 

modovima. Sa pojavom prvih femtosekundnih lasera konstruišu se i prvi nelinearni mikroskopi. 

Kada se ultrakratki impulsi fokusiraju na uzorak, signal se generiše samo unutar fokalne zapremine 

objektiva gde je gustina fotona najveća (Denk, Strickler, and Webb 1990; Masters, So, and 

Mantulin 2009; Rabasović et al. 2015). Za razliku od kontinualnih lasera (CW) koji neprekidno 

emituju zračenje konstantne snage, kod fs lasera imamo periodično ispaljivanje impulsa velike 

vršne snage u jako kratkom vremenskom intervalu (slika 1.4a). Dakle, velika vršna snaga fs lasera 

omogućava generisanje nelinearnog signala, dok je prosečna snaga mala a proces veoma brz, tako 

da nema fotooštećenja uzorka. Interakcija uzorka i laserskog zraka se dešava samo u fokalnoj 

zapremini, za razliku od linearne mikroskopije, gde imamo interakciju u celoj ozračenoj zapremini 

(slika 1.4b) (Diaspro et al. 2006).  
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Slika 1.4. Upoređivanje interakcije fotona i molekula u slučajevima kontinualne i fs pobude. a) cw laseri 
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neprekidno emituju zračenje konstantne snage dok fs laseri periodično ispaljuju impulse velike vršne snage u izuzetno 

kratkom vremenskom intervalu (trajanje impulsa reda 100 fs; vreme između impulsa reda 10 ns) dok je srednja snaga 

niska. S – snaga; t – vreme. b) Prelazi na energetskim nivoima u slučaju linearnog i nelinearnih signala. Razlike između 

jednofotonske pobude (SPEF) (interakcija uzorka i laserskog zraka u celoj ozračenoj zapremini – zeleno prikazan 

konus) i multifotonske pobude (TPEF, SHG, THG) uzorka (interakcija se dešava samo u fokalnoj zapremini - zeleni 

elipsoid) Kod SHG i THG se 2, odnosno3 fotona pretvaraju u jedan emisioni foton 2, odnosno 3 puta manje talasne 

dužine (dvostruk/trostruko veće energije).  

Najpoznatiji modaliteti NLSM su dvofotonski pobuđena fluorescentna mikroskopija (eng. Two 

Photon Excitation Fluorescence – TPEF) (Denk, Strickler, and Webb 1990; Masters, So, and 

Mantulin 2009) i oni u kojima se detektuju signali drugog i trećeg harmonika (eng. Second/Third 

Harmonic Generation – SHG/THG) (Yelin and Silberberg 1999; Campagnola and Loew 2003;  

Weigelin, Bakker, and Friedl 2016).  

Jedan od najčešće korišćenih nelinearnih procesa u NLSM-u je dvofotonska pobuda, koja se 

zasniva na istovremenoj apsorpciji dva fotona od strane elektrona fluorescentnog molekula, 

pobuđujući ga na viši energetski nivo (Boyd 2008). Razlika energije između dva stanja jednaka je 

zbiru energija apsorbovanih dva fotona. Pošto je energija fotona obrnuto proporcionalna njegovoj 

talasnoj dužini, dva aposrbovana fotona moraju imati talasnu dužinu oko dva puta veću (tj. duplo 

manja apsorpciona energija) od potrebne za jednofotonsko pobuđivanje (slika 1.4b dole). Ovakav 

događaj se postiže ultrabrzim laserima (koji generišu ultrakratke impulse) velike snage  ( 150.000 

W) koji osiguravaju veliku gustinu fotona na izuzetno malom prostoru (žiža objektiva velike 

numeričke aperture) što povećava verovatnoću da će dva fotona istovremeno reagovati sa jednom 

fluoroforom (Boyd 2008). Iako se dva fotona koriste za pobuđivanje elektrona u stanje više 

energije, emituje se samo jedan foton pri prelasku elektrona u osnovno stanje. Kako je u pitanju 

neelastičan proces, deo energije fotona se predaje uzorku i emituje se foton sa nešto većom 

energijom, odnosno nešto manjom talasnom dužinom od pobudne. Talasna dužina emisije nakon 

dvofotonske i jednofotonske pobude je ista. S obzirom da se deo energije predaje uzorku javlja se 

fotoizbeljivanje i delimična fotodestrukcija koje su značajno manje u odnosu na fotoizbeljivanje i 

fotodestrukciju kod jednofotonskog pobuđivanja jer je interakciona zapremina daleko manja  

(Masters, So, and Mantulin 2009). Jedna od prednosti dvofotonske pobude je ta što se sve 

fluorofore, koje se standarno pobuđuju jednofotonskim metodama, mogu pobuditi i dvofotonski, 

što ne važi i obrnuto. NLSM sistemi obično koriste lasere podesive talasne dužine u bliskoj IR 

oblasti. IR je značajna jer smanjuje rasejanje i apsorpciju u tkivu, u odnosu na manje talasne 

dužine. 

SHG i THG su nelinearni procesi u kojima se upadni fotoni pretvaraju u fotone dvostruke ili tri 

puta veće frekvencije. Kod SHG i THG, za razliku od TPEF, nema deponovanja enregije na uzorak 

čak ni u interakcionoj zapremini odnosno u fokusu. SHG i THG su i koherentni procesi pa 

emitovani fotoni imaju isti pravac kao i upadni fotoni. Ove tehnike su posebno korisne za snimanje 

nefluorescentnih struktura kao što su vlakna kolagena i lipidne kapi. Intenzitet signala zavisi od 

veličine i organizacije struktura koje daju signal, kao i od snage i polarizacije ekscitacione svetlosti 

(Aghigh et al. 2023). SHG signal se generiše u materijalima koji su necentrosimetrični i imaju 

uređenu strukturu (kolagen, elastin) ili na granicama (površinama) centrosimetričnih materijala 

(skrob) (Boyd 2020). Dešava se kada dva fotona upadnog laserskog zraka reaguju sa uzorkom 

emitujući fotone sa dvostruko većom energijom i polovinom talasne dužine. THG je nelinearni 

koherentni optički efekat u kome upadni laserski snop interaguje sa uzorkom stvarajući svetlost 

tačno tri puta kraće talasne dužine od upadne. THG se uglavnom javlja na granicama sredina gde 
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se naglo menja indeks prelamanja, poput granica između stakla i vazduha, stakla i vode, vode i 

lipidnih struktura (Boyd 2008).  

Više o oslikavanju THG metodom u poglavlju 1.3.4. 

 

1.3.2 Jedinstvene prednosti NLSM 
 

NLSM nudi nekoliko jedinstvenih prednosti u odnosu na konvencionalne tehnike linearne 

mikroskopije, što je čini moćnim alatom za oslikavanje bioloških uzoraka u visokoj rezoluciji i 

visokog kontrasta. Jedinstvene prednosti NLSM su in vivo i oslikavanje bez obeleživača, relativno 

velika dubina prodiranja, slike visokog kontrasta (bolji odnos signal/šum), trodimenzionalno (3D) 

oslikavanje u visokoj rezoluciji i smanjeno oštećenje i fotoizbeljivanje uzorka zahvaljujući 

upotrebi infracrvenih ultrabrzih lasera (Parodi et al. 2020). Paralelno sa tehnikama oslikavanja, 

nelinearna mikroskopija omogućava selektivnu modifikaciju i direktnu manipulaciju ćelija i 

unutarćelijskih struktura, pružajući izuzetno korisno sredstvo za fiziološka i morfološka 

istraživanja u polju laserske mikro/nanohirurgije.  

Nelinearna optička mikroskopija može postići veću dubinu prodiranja u biološke uzorke u 

poređenju sa tradicionalnom jednofotonskom mikroskopijom. Glavni razlog je taj što se svetlost 

na većim talasnim dužinama manje rasejava od one na kraćim talasnim dužinama. Verovatnoća 

rasejanja je obrnto proporcionalna četvrtom stepenu talasne dužine (Born et al. 1999). Glavno 

svojsto koje kontroliše koliko duboko se može oslikavati je rasipanje svetlosti. Infracrveni laseri 

koji se koriste za multifotonsku mikroskopiju se rasipaju mnogo manje od na primer svetlosti iz 

vidljivog ili UV dela spektra koji se koriste u tradicionalnoj mikroskopiji. Drugi razlog je taj što 

biološki uzorci jedva apsorbuju svetlost u spektralnom opsegu od 700 nm do 1000 nm, što je 

uobičajen opseg infracrvenih fs lasera koji se koriste u nelinearnoj mikroskopiji. Dublje prodiranje 

posledično omogućava snimanje debljih uzoraka i živih organizama bez nanošenja značajnog 

fotooštećenja okolnog tkiva. Kao rezultat toga, NLSM je veoma pogodan za in vivo studije. 

Ključna prednost multifotonske mikroskopije je ta što se pobuda dešava samo u maloj zapremini 

fokusa zbog čega ova tehnika ima smanjenu fototoksičnost i fotoizbeljivanje. Upotreba impulsnih 

lasera kod NLSM minimizira fotoizbeljivanje (postepeni pad sposobnosti većine fluorofora da 

fluoresciraju) i fotooštećenje (toksični efekat aktiviranih fluorofora na ćelije) uzorka u poređenju 

sa kontinualnim laserima, zbog smanjenje ekscitacione zapremine. Visoki vršni intenziteti fs 

laserskih impulsa koji se koriste u NLSM omogućavaju efikasnu ekscitaciju fluorofora samo u 

fokusu dok minimiziraju ukupnu izloženost uzorka laserskoj svetlosti. Ova smanjena 

fototoksičnost omogućava produžena oslikavanja i čuva vijabilnost živih ćelija i organizama. 

Dvodimenzionalno (2D) i trodimenzionalno (3D) oslikavanje u visokoj rezoluciji: NLSM pruža 

poboljšane mogućnosti vizuelizacije određene ravni u uzorku (generisanje signala samo u fokalnoj 

zapremini) u poređenju sa linearnim tehnikama. Skoro nijedan pobuđeni signal se ne generiše van 

fokalne zapremine. Pošto su nelinearni procesi inherentno ograničeni na žižnu ravan, NLSM 

omogućava bolju diskriminaciju signala od pozadine van fokusa, što rezultira jasnijim i detaljnijim 

slikama. Dakle, nije potreban pinhol. Ova sposobnost vizuelizacije određene ravni je posebno 

korisna za oslikavanje debelih uzoraka i smanjenje efekata rasejanja svetlosti u biološkim tkivima.  
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Skeniranjem lasera preko oblasti od interesa moguće je napraviti 2D sliku fluorescencije koja se 

javlja u živim tkivima/ćelijama. Skeniranje u različitim fokalnim ravnima omogućava formiranje 

3D modela visoke rezolucije. Prikupljene tokom vremena, ove slike ili konstruisani modeli mogu 

se koristiti za kreiranje filma dinamike bioloških procesa u visokoj rezoluciji. Vremenska 

rezolucija procesa koji se mogu pratiti na mikroskopu ograničena je brzinom skeniranja ogledala 

i količinom vremena koje je potrebno da se stvori značajan fluorescentni signal na svakom pikselu 

(vreme zadržavanja (eng. dwell time)). 

Nelinearne tehnike kao što su TPEF, SHG i THG omogućavaju oslikavanje bioloških struktura 

bez obeležavanja (eng. label-free) na osnovu njihovih intrinzičnih optičkih svojstava/inherentnih 

kontrasta. Ovo eliminiše potrebu za egzogenim fluorescentnim obeleživačima, što smanjuje vreme 

potrebno za pripremu uzorka i potencijalne artefakte povezane sa obeležavanjem i/ili fiksiranjem 

uzorka (Martins, Martins, and Santos 2018). TPEF je stoga metoda izbora za pobuđivanje 

endogenih fluorofora kao što su nikotinamid adenin dinukleotid (NAD(P)H), flavin adenin 

dinukleotid (FAD), lipofuscin, melanin, ergosterol, riboflavin i karotenoidi. Autofluorescencija 

endogenih fluorofora NAD(P)H i FAD, koje su deo lanca transporta elektrona u mitohondrijama, 

omogućava metaboličko oslikavanje ćelija (Palero et al. 2011; Kolenc and Quinn 2019). 

Oslikavanje bez obeleživača je posebno korisno za vizuelizaciju nefluorescentnih struktura kao 

što su lipidne kapi (Débarre et al. 2006) i vlakna kolagena, čija orijentacija i distribucija mogu 

ukazivati na patološko stanje tkiva (Golaraei et al. 2016). Kombinovanje različitih tehnika NLSM, 

tj. više modaliteta, je dodatna prednost ove mikroskopije koja daje nove sveobuhvatnije 

informacije o uzorku koji je predmet istraživanja. 

Jedinstvene prednosti NLSM je čine vrednim alatom za širok spektar primena, od osnovnih 

istraživanja do kliničke dijagnostike. Različiti modaliteti NLSM omogućavaju povezivanje 

strukturnih i biohemijskih informacija različitih bioloških uzoraka. Tehnike nelinearne 

mikroskopije se danas uspešno primenjuju za in vivo oslikavanje raznih fizioloških aktivnosti kod 

različitih biljnih i životinjskih vrsta – tzv. funkcionalno oslikavanje (eng. functional imaging). 

Zatim in vivo oslikavanje moždane aktivnosti pacova, in vivo i oslikavanje bez obeleživača 

embriogeneze model organizama (Caenorhabditis elegans, Danio rerio) (G. J. Tserevelakis et al. 

2010; Olivier et al. 2010).  

Međutim, pomenute upotrebe tehnika nisu direktne i pravolinijske već zahtevaju poseban dizajn, 

specifične modifikacije i nove protokole koje treba ustanoviti od slučaja do slučaja.  
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1.3.3 Femtosekundna laserska nanohirurgija za istraživanje jonskih struja u 

membranama končastih gljiva 
 

Poznato je da jonski kanali igraju važnu ulogu u fiziologiji svih ćelija, pa očekivano i gljiva (Prole 

and Taylor 2012), uključujući unos jona i hranljivih materija (M. Liu et al. 2006), transdukciju 

signala (X. Zhang et al. 2016) i odgovor na osmotski stres (Lew and Nasserifar 2009). Za razliku 

od životinjskih i biljnih ćelija, ne zna se mnogo o funkciji jonskih kanala u gljivama. Do danas, 

samo nekoliko kanala u končastim gljivama je klonirano i/ili okarakterisano elektrofiziološkim 

tehnikama, uglavnom heterolognom ekspresijom kanalnih proteina identifikovanih skriningom na 

homologe poznatih proteina kvasca, životinjskih ili biljnih proteina (Zhou et al. 1991; Roberts et 

al. 1997; Silverman-Gavrila and Lew 2002; Roberts 2003; Oddon, Diatloff, and Roberts 2007; 

Živić et al. 2009; Roberts, Milnes, and Caddick 2011; Malvezzi et al. 2013; Križak et al. 2015; 

Zhao and Tombola 2021; Dionysopoulou et al. 2022). Glavni razlog za skoro potpuni nedostatak 

studija o prirodnim membranama je rigidan, hitinski ćelijski zid koji blokira pristup 

elektrofiziološkoj pipeti. Ovo onemogućava korišćenje metode nametnute voltaže na deliću 

membrane (MNVnDM), zlatnog standarda za registraciju jonskih struja. Da bi membrana bila 

dostupna za staklenu elektrofiziološku pipetu za metodu MNVnDM, ceo ili deo zida se mora 

ukloniti. Ogoljen protoplast (živi deo gljive bez ćelijskog zida obavijen membranom) bi se zatim 

oslobodio kroz otvor na zidu hife da bi se omogućio pristup elektrofiziološkoj pipeti. Formiranje 

kontakta visokog otpora (prisni gigaomski kontakt) između vrha staklene pipete i membrane, što 

je preduslov za tehniku MNVnDM, moguće je samo ako je membrana čista (Sperelakis 2011).  

Postoji nekoliko načina za uklanjanje ćelijskog zida: mehanički, enzimski i laserskom hirurgijom 

na nivou ćelija (eng. cell surgery) (Henriksen and Assmann 1997; Shakoor et al. 2022). Mehanička 

disekcija tkiva za oslobađanje malog broja protoplasta nikada nije uspela kod končastih gljiva, dok 

se koristi u biljnim tkivima da bi se izbegli štetni efekti enzimskog tretmana na ćelijsku membranu 

(S. Sun, Furtula, and Nothnagel 1992). Enzimsko uklanjanje ćelijskog zida bilo je uspešno kod 

biljaka (Elzenga, Keller, and Van Volkenburgh 1991; Fairley, Laver, and Walker 1991), ali nije 

dalo pozitivne rezultate kod končastih gljiva Neurospora (N. N. Levina et al. 1995) i Saprolegnia 

(Garrill A, Jackson SL, Lew RR 1993). Nije bilo moguće postići kontakte sa otporom većim od 

200 i 500 MΩ. Ovo je u suprotnosti sa nalazima na biljkama, i može se objasniti činjenicom da se 

hitinski ćelijski zid gljiva strukturno i molekularno izrazito razlikuje od ćelijskog zida biljaka koji 

je na bazi celuloze.  

S druge strane, moguće je selektivno ukloniti mali lokalizovani deo ćelije, na primer, sićušni deo 

ćelijskog zida, korišćenjem tehnike laserske ablacije (Ronchi, Terjung, and Pepperkok 2012), a da 

pritom najveći deo zida ostane netaknut. Na ovaj način, polaritet gljivnih ćelija je očuvan, a deo 

ćelijske membrane je dostupan za prilazak elektrofiziološkom pipetom za merenja visoke 

rezolucije (MNVnDM). Lasersko uklanjanje ćelijskog zida sa elektrofiziološkim snimanjem je 

ranije korišćeno na nekim algama i biljkama (Taylor and Brownlee 1992; De Boer et al. 1994; 

Henriksen et al. 1996; Miedema, Henriksen, and Assmann 1999; Henriksen and Assmann 1997) i 

kod samo dve končaste gljive (Roberts et al. 1997; Véry and Davies 1998). Međutim, ovi 

eksperimenti su rađeni sa UV laserima pre više od dvadeset godina i nikada nisu evoluirali u 

rutinski protokol. UV laseri korišćeni u ovim studijama su radili sa nanosekundnim (ns) laserskim 

impulsima, za koje je poznato da uzrokuju fototermalna i fotomehanička oštećenja uzoraka 

(Oraevsky et al. 1996; Gabel 2008; Uchugonova 2012). U današnje vreme, najnoviji razvoj 

laserske tehnologije i mikroskopije, posebno ultrabrzi fs laseri, omogućavaju operacije sa izuzetno 



 
22 

 

visokom preciznošću (slika 1.5). Glavna prednost fs lasera je ta što proizvode zanemarljive 

toplotne efekte u poređenju sa ns laserima jer su njihovi impulsi kraći od vremena termičke difuzije 

(pikosekunde do nanosekunde) (Kohli, Elezzabi, and Acker 2005). Zbog netermalne prirode fs 

lasera u interakciji sa ćelijskim materijalom, smatra se da je uglavnom prisutna ablacija (Oraevsky 

et al. 1996; Gabel 2008; A. Vogel et al. 2005; Ronchi, Terjung, and Pepperkok 2012), koja 

uzrokuje minimalno oštećenje okolnog ćelijskog materijala. Dodatno, energija impulsa za fs 

lasersku ablaciju je u opsegu ispod nJ, znatno ispod energije impulsa UV-ns lasera. Pored toga, 

talasne dužine fs lasera koji se koriste za ćelijsku hirurgiju su u bliskom IR opsegu, što nije toliko 

štetno za ćeliju kao UV talasne dužine, što je posebno važno za neželjeno rasejanje tokom 

hirurgije.  

Femtosekundni laseri emituju ultrakratke laserske impulse koji omogućavaju značajno smanjenje 

veličine disekcije u poređenju sa ns laserima (Oraevsky et al. 1996;  Gabel 2008; A. Vogel et al. 

2005). To ih čini idealnim za preciznu ćelijsku hirurgiju od nano- do mikro-razmera. U fs laserskoj 

nanohirurgiji na nivou ćelija, laserski snop je fokusiran na difrakcijom ograničenu fokalnu 

zapreminu, na ćelijskom zidu ili membrani, pomoću objektiva sa velikom numeričkom aperturom 

(NA) (Gabel 2008; A. Vogel et al. 2005; Ronchi, Terjung, and Pepperkok 2012). Pored toga, 

hirurški proces postignut sa fs laserima omogućava uklanjanje veoma malih količina materijala sa 

velikom preciznošću, stvarajući mali rez na ćelijskom zidu/membrani ili drugim ćelijskim 

strukturama. Visoki vršni intenziteti fs laserskih impulsa indukuju proces multifotonske interakcije 

i obezbeđuju niži energetski prag za uklanjanje ćelijskog zida/membrane (Gabel 2008; A. Vogel 

et al. 2005; Ronchi, Terjung, and Pepperkok 2012). Tipični vršni intenzitet za fs lasersku ablaciju 

je reda veličine 1012 W/cm2 (George J. Tserevelakis et al. 2012; de Medeiros et al. 2020). Ukratko, 

ultrakratki laserski impulsi sa relativno malom energijom omogućavaju preciznije 

submikrometarske hirurške rezove od ns lasera (Oraevsky et al. 1996;  Gabel 2008; A. Vogel et 

al. 2005; S. H. Chung and Mazur 2009). 

Laserska nanohirurgija je postala važan alat u mnogim biološkim oblastima zbog svoje preciznosti, 

neinvazivnosti, svestranosti, raznovrsnosti i prilagodljivosti. Ova tehnika je korišćena kao 

mikrodisekcijski alat za proučavanje funkcije mikrotubula, mitohondrija i drugih organela u 

ćelijama, tkivima i celim organizmima, kao i za optotransfekciju i druge oblike molekularne 

isporuke zasnovane na laserima (Heinemann et al. 2022). Druge potencijalne primene ovog 

tehnološkog napretka uključuju studije ćelijske mehanike, unutarćelijskog transporta i ćelijske 

signalizacije, kao i razvoj novih terapija za bolesti kao što su kancer i genetski poremećaji. U 

kontekstu gljiva, fs laserska nanohirurgija bi se mogla koristiti za selektivno uklanjanje delova 

ćelijskog zida. Kombinacija laserske ablacije i lokalizovanog MNVnDM bi omogućila registarciju 

jonskih struja kroz ćelijsku membranu, uz zadržavanje informacija/podataka o lokaciji dela 

membrane sa koje su napravljeni strujni zapisi. Ovo bi omogućilo otkrivanje asimetrične 

distribucije jonskih kanala duž hifa i istraživanje uključenosti jonskih kanala u uspostavljanju 

polariteta gljivnih ćelija, integraciji signala i hifalnom tropizmu, što sve igra ključnu ulogu u 

uspostavljanju virulencije gljiva (Pérez-Martín et al. 2016) i interakciji sa okolnim organizmima 

ili životnom sredinom (Gutjahr and Parniske 2013; Bassilana, Puerner, and Arkowitz 2020). Sve 

ovo je bila motivacija da se razvije i optimizuje protokol koji omogućava visokokvalitetno 

snimanje struja metodom nametnute voltaže na deliću membrane na ćelijskoj membrani gljivnih 

protoplasta oslobođenih kroz zid subćelijskom nanohirurgijom korišćenjem fs titanijum-safirnog 

(Ti:Sa) lasera.   
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Slika 1.5. Šema interakcije lasera sa materijalom (čelična folija). a) dugi laserski impulsi b) kratki laserski 

impulsi c) Elektronska mikrografija ablacionog kratera napravljenog ns laserom (780 nm, 3,3 ns, 0,5 J/cm2) d) 

Elektronska mikrografija ablacionog kratera napravljenog fs laserom (780 nm, 200 fs, 0,5 J/cm2). Izmenjeno i 

preuzeto iz (Z. Lin and Hong 2021). 
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1.3.4 THG oslikavanje dinamike lipidnih kapi u končastim gljivama bez 

obeležavanja 
 

Mikroskopija detektovanja THG kao tehnika nelineranog oslikavanja bez obeležavanja je moćan 

alat za vizuelizaciju različitih ćelija i struktura tkiva (Weigelin, Bakker, and Friedl 2016). THG se 

uglavnom primenjuje za oslikavanje struktura životinjskih ćelija (Weigelin, Bakker, and Friedl 

2016; Barzda et al. 2005; Witte et al. 2011; Tsai et al. 2012; Weigelin, Bakker, and Friedl 2012; 

E. Gavgiotaki et al. 2015) i tkiva (Witte et al. 2011; Oron et al. 2004; C.-K. Sun et al. 2003; Aptel 

et al. 2010; Débarre et al. 2006; Genthial et al. 2017; Evangelia Gavgiotaki et al. 2020), kao i za 

dinamiku ćelijskih procesa (funkcionalno oslikavanje) (Farrar et al. 2011; Canioni et al. 2001). 

Takođe, THG mikroskopija je korišćena za proučavanje humanih zuba i fosila kičmenjaka (Y.-C. 

Chen, Lee, et al. 2015), 3D projektovanog humanog masnog tkiva (T. Chang et al. 2013) i malih 

organizama (Drosophila melanogaster, D. rerio, Xenopus laevis, ranih embriona miša (Oron et al. 

2004; Débarre et al. 2004; C. K. Sun et al. 2004; Watanabe et al. 2010) i C. elegans (G. J. 

Tserevelakis et al. 2010; Aviles-Espinosa et al. 2013)). Pored animalnih uzoraka, THG 

mikroskopija je primenjena i na biljke (Débarre et al. 2006; M. M. L. Yu et al. 2008; Prent et al. 

2005; Tokarz et al. 2014; Cisek et al. 2009; Barzda 2008), alge (Cisek et al. 2009; Barzda 2008) i 

kvasce (Yelin and Silberberg 1999; Segawa et al. 2012), dok su THG studije o končastim gljivama 

oskudne.  

THG fenomen je nelinearni koherentni proces rasejanja indukovan strukturama sa specifičnim 

svojstvima. Kod THG, združena energija tri fotona se konvertuje u jedan foton. Pošto je THG 

proces trećeg reda, potrebni su ultrakratki laserski impulsi sa velikom gustinom vršne snage u 

optičkom fokusu da bi se obezbedio dovoljan signal. Jak signal trećeg harmonika se generiše na 

granicama gde postoji velika promena indeksa prelemanja ili nelinearna osetljivost trećeg reda 

(Barad et al. 1997; Boyd 2008). Zbog većeg indeksa prelamanja (I.P.) lipida (I.P.(lipidi) = 1,46-

1,48 na 1100-480 nm) (IY, EN, and VV 2018) u odnosu na citoplazmu (I.P. = 1,36-1,39 na 633 

nm) (P. Y. Liu et al. 2016) THG signal se efikasno stvara na granici između vode i struktura 

bogatih lipidima (Y.-C. Chen, Hsu, et al. 2015; Small et al. 2018; Bautista et al. 2014). Ovo 

uključuje ćelijske membrane i lipidne kapi.  

Kako su LK dinamične organele sa važnom ulogom u homeostazi lipida eukariotskih ćelija, a 

studije LK na ćelijama gljiva još uvek u povoju, postoji potreba za razvojem protokola za novim 

eksperimentalnim pristupima ovom problemu. Kao što je gore pomenuto, THG mikroskopija je 

posebno pogodna tehnika za proučavanje fiziologije LK (Débarre et al. 2006; Bautista et al. 2014; 

George J. Tserevelakis et al. 2014). Prednosti THG mikroskopije su u tome što je neinvazivna, 

proizvodi inherentno konfokalne slike, ne zahteva fiksaciju ili spoljno obeležavanje – slično 

mikroskopijama baziranim na Ramanovom rasejanju (Siddhanta et al. 2017; C. Zhang et al. 2017; 

Brackmann et al. 2009; C. Zhang and Boppart 2020; Dong et al. 2021; Yasuda, Takeshita, and 

Shigeto 2019), mikroskopiji diferencijalnog interferencijskog kontrasta (Kurian, Pietro, and Read 

2018) i light sheet mikroskopiji (Siddhanta et al. 2017), i minimalno je fototoksična što omogućava 

in vivo studije. Razlike između tehnika zasnovanih na Ramanovom rasejanju i THG mikroskopije 

je jednostavnija šema ekscitacije i minimalni rizik od aberacijskih artefakata u THG mikroskopiji. 

Kombinovanje THG sa fluorescentnom mikroskopijom je korisno za identifikaciju molekularnog 

izvora THG signala (tj. lipofilne fluorescentne boje za ciljanje LK) (Witte et al. 2011; E. 

Gavgiotaki et al. 2015; George J. Tserevelakis et al. 2014). Jednom kada se identifikuju strukture 

povezane sa THG-om, mogu se dalje pratiti korišćenjem THG mikroskopije in situ.  
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Kvantifikacija slika koje sadrže LK može biti izazovna. Željeni parametri uključuju broj, gustinu, 

veličinu i morfologiju LK. Lako dostupni softveri za analizu slika i programski jezici za ovu svrhu 

su ImageJ, Cell Profiler, Imaris, AMIRA, Volociti, MATLAB, D programiranje, kako za 

fluorescentne slike (Adomshick, Pu, and Veiga-Lopez 2020; Jüngst, Klein, and Zumbusch 2013; 

Exner et al. 2019; Rambold, Cohen, and Lippincott-Schwartz 2015) tako i za slike lipidnih kapi 

snimljene tehnikama bez obeležavanja (Débarre et al. 2006; T. Chang et al. 2013; Watanabe et al. 

2010). Automatska kvantifikacija LK koristi ili metode bazirane na postavljanju granične 

vrednosti signala (eng. thresholding) na slikama ili watershed metode (bazirane na 

morfologiji/segmentaciji) (Dejgaard and Presley 2014), i obično su optimizovane za određenu 

ćelijsku liniju. Bilo bi poželjno imati opštiju platformu za analizu slika koja ne zahteva opsežno 

postavljanje praga specifično za ćelijsku liniju. U tom smislu, korelaciona analize slike (eng. 

Image Correlation Spectroscopy - ICS) je obećavajući metod jer se zasniva na merenju prostorno 

korelisanih fluktuacija. Ova metoda je primenjena na konfokalne slike gde se meri prostorna 

varijacija intenziteta fluorescencije, što se dalje može povezati sa gustinom čestica i stanjem 

agregacije (Nohe and Petersen 2007). S druge strane, ICS je retko korišćena za nelinearne tehnike. 

Dosad je primenjena samo kod TPEF (Wiseman et al. 2000) i nedavno kod SHG oslikavanja 

(Slenders et al. 2018).  

Izazov korišćenja THG oslikavanja končastih gljiva je taj što su LK u končastim gljivama prilično 

malih dimenzija (< 1,5 μm) za razliku od npr. onih u ćelijama belih adipocita gde dimenzije LK 

mogu dostići 100 μm (Suzuki et al. 2011). Radi testiranja ovako razvijenog protokola, bilo bi 

poželjno pokazati njihovu primenljivost u uslovima koji zasigurno dovode do promena sadržaja 

LK, i u nekim uslovima za koje još ne postoije podaci, a može se pretpostaviti na osnovu 

prethodnih saznanja da bi mogli dovesti i do promena u LK. 
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2 CILJEVI ISTRAŽIVANJA 
 

Predmet ove doktorske disertacije je primena različitih modaliteta nelinearne laserske 

mikroskopije za proučavanje fiziologije i energetskog metabolizma živih ćelija končastih gljiva. 

Pomenute tehnike treba da omoguće da se u živom organizmu, u intaktnom stanju, vrše 

posmatranja i merenja od značaja za razumevanje niza fizioloških procesa. Predmet rada ove 

disertacije je podeljen na dva osnovna cilja. Prvi cilj je da se fs laser iskoristi za manipulaciju na 

ćelijama u svrhu razvijanja laserske nanohirurgije ćelijskog zida končastih gljiva kojim bi se 

omogućila registracija struja kroz pojedinačne jonske kanale na ćelijskoj membrani, koje su gotovo 

u potpunosti nepoznate kod končastih gljiva. Drugi cilj je razvijanje i optimizovanje metode 

nelinearne mikroskopije za strukturno i funkcionalno oslikavanje ćelijskog metabolizma končaste 

gljive P. blakesleeanus, korišćenjem dva modaliteta nelinearne optičke mikroskopije, THG i 

TPEF. Ova dva glavna cilja su podeljena na dodatne podciljeve i zadatke.  

1. Razvijanje i optimizovanje metode laserske nanohirurgije ćelijskog zida na modelu žive 

gljive P. blakesleeanus radi dobijanja preciznog reza kako bi se obezbedilo dobijanje 

intaktne ćelijske membrane i omogućilo dobijanje gigaomskog kontakta koji je 

neophodan uslov za registrovanje struja kroz pojedinačne jonske kanale. Ovaj cilj je 

razrađen kroz sedam podciljeva: 

 

1.1 Osmisliti protokol gajenja koji će dati hife pogodne za nanohirurgiju. 

 

1.2 Testirati niz uslova za hiper- i hipoosmotskog tretmana za plazmolizu, odnosno 

deplazmolizu hifa gljiva sa ciljem da se ćelijska membrana maksimalno brzo odvoji i 

dovoljno efikasno, ponovljivo i reverzibilno povuče od ćelijskog zida, a protoplast uspešno 

oslobodi kroz hirurški napravljen rez. Uporedo odrediti optimalne koncentracije inhibitora 

regeneracije ćelijskog zida tokom produžene kompletne procedure hirurgije i metode 

nametnute voltaže na deliću membrane. 

 

1.3 Naći uslove za uspešno uklanjanje ćelijskog zida sa hifa gljive P. blakesleeanus kroz 

utvrđivanje lokacije sečenja duž hife, izbor talasne dužine, obrasca za sečenje, objektiva, 

snage odnosno energije impulsa, vremena zadržavanja laserskog snopa u tački (dwell 

time). 

 

1.4 Analizirati uticaj različitih parametara kao što su širina hifa, dužina reza, udaljenost reza 

od hifalnog protoplasta, postojanje citoplazmatskog mosta i koncentracija Ca2+ na 

verovatnoću oslobađanja protoplasta. 

 

1.5 Ispitati da li različita lokacija hirurgije duž hifa utiče na verovatnoću oslobađanja i broj 

izašlih protoplasta.  

 

1.6 Okarakterisati hirurški rez i protoplast pomoću skenirajuće elektronske mikroskopije 

(SEM).  
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1.7 Registrovati struju pojedinačnih jonskih kanala na membrani protoplasta korišćenjem 

metode nametnute voltaže na deliću membrane kao test uspešnosti izvršene laserske 

nanohirurgije.  

 

2. Razvijanje i optimizovanje metode nelinearne mikroskopije za strukturno i funkcionalno 

oslikavanje ćelijskog metabolizma končaste gljive P. blakesleeanus. Ovaj cilj je razrađen 

kroz šest podciljeva: 

 

2.1 Ispitivanje mogućnosti za oslikavanje lipidnih kapi kod živih i neobojenih pojedinačnih 

hifa gljive P. blakesleeanus koristeći THG modalitet nelinearne laserske mikroskopije.  

 

2.2 Razvoj metoda za kvantifikaciju lipidnih kapi pomoću Image Correlation Spectroscopy 

koji dosad nije korišćen za analizu THG slika uopšte, a može obezbediti informacije o 

broju i veličini LK. Poređenje rezultata sa uobičajenim softverskim prebrojavanjem čestica 

dostupnim u slobodnim paketima kao što je ImageJ.  

 

2.3 Primena THG modaliteta na oslikavanje LK u hifama podvrgnutim različitim 

eksperimentalnim tretmanima. Ovaj podcilj je razrađen na dva zadatka.: 

 

2.3.1 Tretman za koji je poznata vrsta i smer očekivanog efekta na LK – 

izgladnjivanje uskraćivanjem azota. Potvrditi da li se THG oslikavanjem može 

izmeriti fiziološka promena broja, veličine, distribucije veličina i lokalizacije 

LK. 

2.3.2 Tretman za koji nije poznato kakve efekte ima na LK – natrijum selenit. Ispitati 

uticaj različitih koncentracija natrijum selenita na metabolizam hifa. 

 

2.4 Primena TPEF modaliteta na oslikavanje mitohondrija u hifama podvrgnutim istim 

tretmanima kao i prilikom THG oslikavanja LK – Izgladnjivanje uskraćivanjem azota i 

tretman natrijum selenitom. 

 

2.5 Ispitati uticaj povišene temperature gajenja na promene energetskog metabolizma, 

dinamiku LK i mitohondrije.  

 

2.6 Testirati mogućnost dobijanja informacije o redoks stanju ćelija (promeni metaboličkog 

stanja) pomoću dvofotonske mikroskopije korišćenjem autofluorescencije endogenih 

fluorofora NAD(P)H i FAD i redoks odnosa koji je definisan kao količnik intenziteta 

dobijenih signala (FAD/NAD(P)H) u živim hifama gljive P. blakesleeanus. Potvrditi 

validnosti metode praćenjem promena redoks odnosa pod dejstvom rotenona – blokatora 

kompleksa I respiratornog lanca. 
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3 MATERIJAL I METODE 
 

3.1 Eksperimentalni model i medijumi za rast 
 

Za sve eksperimente u ovoj tezi korišćen je divlji soj NRRL 1555(-) končaste gljive P. 

blakesleeanus Burgeff koji je najverovatnije autohton za jugoistočnu Ameriku (Camino, Idnurm, 

and Cerdá-Olmedo 2015). Eksperimenti su izvođeni na pojedinačnim ćelijama ove gljive, hifama, 

za čiji rast je korišćen minimalni tečni medijum, dok je za pravljenje zaliha vegetativnih spora 

korišćen čvrst krompirov medijum.  

 

3.1.1 Čvrst krompirov medijum i uzgoj micelijuma P. blakesleeanus za štok 

spora 
 

Za zasejavanje spora u cilju obnavljanja njihovih rezervi korišćen je čvrst PDA (eng. potato 

dextrose agar) medijum. 1 L PDA medijuma se priprema na sledeći način: u staklenu čašu 

postavljenu na mešalicu se doda 600 mL destilovane vode i 40 g PDA (Neogen, Culture Media, 

Heywood, UK), koji predstavlja glavni izvor ugljenih hidrata, i 20 g agara (Neogen, Culture 

Media, Heywood, UK) neophodnog za zgušnjavanje/učvršćivanje medijuma. Ova hranljiva 

podloga se dodatno obogaćuje sa 0.5 mg ili 1 mL 0.05% vitamina B1 (Sigma-Aldrich) i 5 g 

ekstrakta kvasca (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) koji u najvećoj meri sadrži aminokiseline, 

peptide i neorganske soli i predstavlja lako dostupan izvor azota i minerala koji poboljšavaju rast 

ćelija. Nakon mešanja i dobijanja homogene tečne smeše, čaša se dopuni do 1 L destilovanom 

vodom. Dok je medijum još uvek u tečnom stanju, razlije se u staklene boce i steriliše 15 minuta 

na 121ºC u autoklavu. pH ovog medijuma je neutralan, oko 7 i nije ga potrebno dodatno podešavati 

pre sterilizacije. Sterilisan medijum se odmah razliva u Petri šolje (prečnika 100 mm) do jedne 

trećine njihove dubine (maksimalno ½) i ostavi da se ohladi i stegne. Na ohlađen medijum, u 

svakoj Petri šolji, zasejava se po 100 μL aktiviranih spora u koncentraciji od 102 spora/mL. Da bi 

se aktivirao proces klijanja, spore se inkubiraju u vodenom kupatilu 15 minuta na 49-50 ºC. Petri 

šolje sa zasejanim sporama se zatim postavljaju u prozirne plastične kutije sa poklopcem prethodno 

sterilisane UV lampom i navlažene destilovanom vodom po dnu. Ovim se postiže održavanje 

konstantne vlažnosti vazduha tokom rasta gljiva. Kutije sa Petrijevim šoljama su pozicionirane u 

komori za uzgoj na standardnoj temperaturi za rast od 22±1ºC (Cerda-Olmedo and Lipson 1987), 

relativnoj vlažnosti vazduha od 95% i pod konstantnim belim osvetljenjem od 10 W/m2. Nakon 4 

dana, kada gljive dostignu poslednju fazu rasta, sporangiofori sa zrelim sporangijama se potapaju 

u sterilnu destilovanu vodu gde one u kontaktu sa vodom pucaju i oslobađaju spore. Oslobađanjem 

spora u prethodno definisanoj količini destilovane vode (1,5 mL vode po gusto izrasloj Petrijevoj 

šolji) dobijaju se desetine mililitara štoka spora koncentracije 107 spora/mL koji se čuvaju u 

zamrzivaču na -20ºC. Štok se prethodno alikvotira u zaprimene od po 1 mL u ependorf tubice od 

2 mL čime se sprečava nepotrebno i štetno ponavljajuće otapanje veće količine suspenzije spora. 

Koncentracija štokova se proverava na hemocitometru prema standardnoj proceduri 

preračunavanja za dati tip hemocitometra. 
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3.1.2 Standardni minimalni tečni medijum  
 

Standardni minimalni tečni (SMT) medijum (Sutter 1975) sadrži sledeća jedinjenja (za 1 L): 20 g 

D (+) glukoze (izvor ugljenika za gljivu), 2 g L-asparagin monohidrata (izvor azota), 5 g KH2PO4, 

500 mg MgSO4·7H2O i mikroelemenate (28 mg CaCl2, 1 mg tiamin hidrohlorida, 2 mg limunske 

kiseline, 1,8 mg Fe(NO3)3·9H2O, 1 mg ZnSO4·7H2O, 300 µg MnSO4·H2O, 50 µg CuSO4·5H2O i 

50 µg Na2MoO4·2H2O). Mikroelementi se prave i čuvaju kao 100x koncentrovani štok. Glukoza 

se autoklavira zasebno. pH ovog medijuma je 4,5, a osmolarnost oko 200 mOsm. 

 

3.2 Rastvori  
 

Svi rastvori su pravljeni sa dejonizovanom vodom kao rastvaračem i filtrirani korišćenjem filtera 

sa veličinom pora od 0,22 μm. pH svih rastvora je podešen na 7. Željena osmolarnost rastvora za 

plazmolizu i deplazmolizu je podešavana sorbitolom, dok su izoosmotski i pipetni rastvori 

podešavani saharozom. Hemikalije korišćene za pravljenje rastvora su date u tabeli 1. 

Tabela 1. Spisak hemikalija i proizvođača  

Naziv hemikalije Proizvođač  

KCl – kalijum hlorid Centrohem 

C5H8KNO4·H2O – kalijum glutamat 

monohidrat (monohidrat kalijumove soli L-

glutaminske kiseline) 

Sigma-Aldrich, MO, SAD 

MgCl2 – magnezijum hlorid VWR Chemicals 

CaCl2·2H2O – kalcijum hlorid dihidrat Fisher Scientific, VB 

Ca(NO3)2 – kalcijum nitrat Sigma-Aldrich, MO, SAD 

HEPES Sigma-Aldrich, MO, SAD 

C6H14O6 - D-Sorbitol Alfa Aesar 

C12H22O11 - Saharoza Serva 

 

3.2.1 Hiperosmotski rastvori za plazmolizu gljiva  
 

Za plazmolizu hifa P. blakesleeanus korišćen je standardni i hiperosmotski vanćelijski rastvor 

pojačane jonske jačine.  

Za eksperiment sa uticajem kalcijuma na oslobađanje protoplasta, korišćeni su rastvori sledećeg 

sastava (u mM): standardni Ca2+ rastvor: 60 KCl, 65 K-glutamat, 2 MgCl2, 10 HEPES, 1 ili 3 

CaCl2, osmolarnost 555 – 560 mOsm; rastvor sa visokim sadržajem Ca2+ je imao isti jonski sastav 

kao i standardni Ca2+ rastvor sa tom razlikom što je molarnost CaCl2 bila 30 mM a ukupna 

osmolarnost rastora 600 – 617 mOsm. 

Hiperosmotski vanćelijski rastvor (HiperR) sa pojačanom jonskom jačinom korišćen za 

plazmolizu i tokom nanohirurgije sadrži (u mM): 60 KCl, 65 K-glutamat, 2 MgCl2, 30 CaCl2, 10 

HEPES. Za deo eksperimenata, rastvor je modifikovan da bi se uskladio sadržaj jona sa rastvorom 

za deplazmolizu i da bi se istražila jonska osnova snimljenih struja. Za eksperimente sa rastvorom 
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na bazi nitrata, HiperR je modifikovan zamenom CaCl2 sa Ca(NO3)2. Za eksperimente sa 

rastvorima na bazi glutamata, odnos KCl i K-glutamata u HiperR je promenjen na 1:4 ili 1:0, dok 

je zbirna koncentracija ostala 125 mM. Osmolarnost ovih rastvora je bila 620 mOsm. U nekim 

eksperimentima, korišćeni su nešto više hiperosmotski uslovi, 680 mOsm (osmolarnost rastvora 

za deplazmolizu je u tom slučaju bila 640 mOsm). Od 13 pokušaja pristupa pipetom, samo 2 su 

bila uspešna koristeći ove uslove. 

 

3.2.2 Izoosmotski rastvor  
 

Izoosmotski rastvor (IzoR) koršćen za razblaženje Calcofluor White (CFW) boje sadrži (u mM): 

60 KCl, 65 K-glutamat, 2 MgCl2, 1 CaCl2, 10 HEPES i podešen je saharozom do 495 mOsm.  

 

3.2.3 Rastvori za snimanje MNVnDM 
 

3.2.3.1 Vanćelijski rastvori za deplazmolizu  
 

Tokom deplazmolize i izmene rastvora, za dobijanje nitratnog rastvora, rastvor HiperR (60 mM 

KCl, 65 mM K-glutamat, 2 mM MgCl2, 30 mM Ca(NO3)2, 10 mM HEPES) je mešan sa 

odgovarajućim rastvorom za deplazmolizu (NitR: 125 mM KCl, 5 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 10 

mM HEPES) u potrebnom odnosu da bi se jonski sastav finalnih rastvora u komorici za registraciju 

struja doveo na sledeće (u mM): 82.75 Cl¯, 125 K+, 48.75 glutamat¯, 23.75 Ca2+, 45 NO3¯, 2 

MgCl2, 10 HEPES; Za dobijanje rastvora sa visokom sadržajem glutamata rastvor HipeR sa CaCl2 

i visokim sadržajem glutamata (25 mM KCl, 100 mM K-glutamat, 30 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 

10 mM HEPES) je mešan u potrebnom odnosu sa odgovarajućim rastvorom za deplazmolizu 

(VGlutR: 0 mM KCl, 125 mM K-glutamat, 5 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 10 HEPES) da bi se jonski 

sastav finalnih rastvora u komorici za registraciju struja doveo na sledeće (u mM):: 70.25 Cl¯, 125 

K, 106.25 glutamat¯, 23.75 Ca2+, 2 MgCl2, 10 HEPES. Konačna osmolarnost vanćelijskog rastvora 

u mikroskopskoj komorici za snimanje je bila 595 ± 10 mOsm, za 25 mOsm hiperosmotska/viša 

u poređenju sa pipetnim rastvorom (570 mOsm).  

 

3.2.3.2 Pipetni rastvori  
 

Rastvori za elektrofiziološke pipete su sadržali (u mM): pipetni rastvor korišćen u kombinaciji sa 

NitR: 125 KCl, 5 CaCl2, 2 MgCl2, 10 HEPES (570 mOsm); rastvor sa malo hlorida: 50 KCl, 5 K-

glutamat, 1 CaCl2, 2 MgCl2, 10 HEPES (650 mOsm). Pipetni rastvor korišćen u kombinaciji sa 

VGlutR: 125 KCl,  5 K-glutamat 1 CaCl2, 2 MgCl2, 10 HEPES (618 mOsm).  
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3.3 Gajenje gljiva za eksperimente i tretmani 
 

U svim eksperimentima, gljive su gajene u minimalnom tečnom medijumu u osvetljenoj komori 

za uzgoj. Prvo se štokovi gljiva 107 spora/mL odmrzavaju na sobnoj temperaturi, a zatim se vrši 

aktivacija spora inkubacijom u vodenom kupatilu na 49-50 ºC u trajanju od 10 do 15 minuta. Po 1 

mL aktiviranih spora se zatim zasejava u 11 mL SMT (ili izmenjenog SMT) medijuma u velikim 

Petri šoljama (Ø 100 mm). SMT medijum se neposredno pre svakog zasejavanja filtrira. Dalji 

koraci, kao i temperatura na kojoj su gljive gajene, zavise od eksperimenata. Svi eksperimenti su 

rađeni na gljivama u eksponencijalnoj fazi rasta. Rast končastih gljiva u tečnim kulturama je 

okarakterisan sa tri glavne i dve prelazne faze u rastu: faza kašnjenja (lag faza), tokom koje se 

gljiva prilagođava novoj sredini, sintetiše enzime, aktivira metaboličke puteve i priprema se za brz 

rast, faza ubrzanja, zatim eksponencijalna (log) faza rasta koju karakteriše brz rast hifa sa 

konstatnom stopom rasta, faza usporavanja (dostupna koncentracija ugljenika počinje da pada 

ispod potrebne za maksimalan rast) i stacionarna faza tokom koje se rast gljiva usporava usled 

daljeg iscrpljivanja izvora ugljenika u kulturi i akumulacije otpadnih proizvoda (Moore, Robson, 

and Trinci 2020).  

 

3.3.1 Gladovanje uzrokovano nedostakom azota  
 

Ispitivan je uticaj gladovanja uzrokovan nedostatkom azota na morfologiju mitohondrija, veličinu 

i udeo lipidnih kapi u pojedinačnim hifama. U slučaju LK, oslikavanje neobojenih uzoraka je 

rađeno pomoću THG modaliteta, dok su mitohondrije bile obojene bojom rodamin 123 (poglavlje 

3.4.1.2) i oslikavane TPEF metodom.  

Za eksperimente sa azotnim gladovanjem, gljive u koncentraciji 107 spora/mL su prvo uzgajane u 

SMT medijumu u Petri šoljama (Ø 100 mm) na 22±1ºC i nakon 22 h podeljene u dve grupe, 

kontrolnu i grupu koja je izgladnjivana. Gljive iz kontrolne grupe su sakupljene centrifugiranjem 

(10 minuta) i resuspendovane u SMT medijumu. Gljive iz druge grupe su takođe centrifugirane 10 

minuta ali resuspendovane u SMT medijumu bez azota, tj. SMT medijumu bez L-asparagina (slika 

3.1). Neobojene gljive su snimane u različitim vremenskim tačkama nakon gladovanja 

uzrokovanog nedostatkom azota (3, 4,5, 6 i više sati (do 8,5)) na sobnoj temperaturi. Podaci 

prikupljeni iz vremenskih tačaka 6-8,5 h su objedinjeni i predstavljaju grupu sa produženim 

azotnim gladovanjem (na graficima označeni kao 6 h). Sve kulture gljiva koje su korišćene za 

snimanje su bile u eksponencijalnoj fazi rasta gde je ukupno vreme od aktivacije spora bilo u 

opsegu od 24 do 30,5 h.  

U slučaju obojenih  gljiva, mitohondrije su posmatrane samo nakon 5h gladovanja. 
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Slika 3.1. Eksperimentalni dizajn izgladnjivanja hifa potpunim nedostatkom azota u hranljivom medijumu. 
Vremenske tačke uzorkovanja su označene plavim tačkama. 

   

 

3.3.2 Tretman natrijum selenitom za ispitivanje uticaja na lipidne kapi, 

mitohondrije i morfologiju pojedinačnih hifa P. blakesleeanus  
 

Za ispitivanje hroničnog uticaja natrijum selenita na LK metodom THG i morfologiju pojedinačnih 

neobojenih hifa BF mikroskopijom, potrebno je zasejati gljive 24 h pre početka eksperimenta 

prema uputstvu iz odeljka 3.3 i odmah ih podeliti na kontrolu i tretman. Dakle, spore se inicijalno 

zaseju u SMT medijum na optimalnoj temperaturi 22±1ºC u velikoj Petri šolji (Ø 100 mm), a zatim 

se gaje u različitim koncentracijama natrijum selenita u manjim Petri šoljama (Ø 35 mm). U male 

Petri šolje se prebacije određena zapremina suspenzije spora iz velike Petri šolje i dodaje određena 

zapremina 20 mM štoka natrijum selenita kako bi se dobili uzorci sa konačnim koncentracijama 

selenita od 25 µM, 100 µM, 500 µM i 1000 µM. Konačna zapremina u svim Petri šoljama je bila 

2 mL. Kontrolna Petri šolja je sadržala samo suspenziju spora iz velike Petri šolje u istoj zapremini 

od 2 mL kao i tretmani. 

Isti protokol gajenja je korišćen za ispitivanje uticaja natrijum selenita na morfologiju mitohondrija  

u obojenim hifama (poglavlje 3.4.1.2) metodom TPEF, sa tom razlikom što su koncentracije 

selenita bile 500 µM i 1000 µM.  

 

3.3.3 Tretman povišenom ambijentalnom temperaturom  
 

Za ispitivanje uticaja povišene temperature na LK i mitohondrije, gljive su gajene u SMT 

medijumu kako je opisano u poglavlju 3.3 na dve različite temperature, 22ºC i 25ºC. I lipidne kapi 
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i mitohondrije su oslikavane TPEF metodom a bojene prema uputstvu u poglavljima 3.4.1.1 (LK) 

i 3.4.1.2 (mitohondrije).  

 

3.3.4 Praćenje metaboličkog stanja zasnovanog na autofluorescenci 

endogenih flurofora NAD(P)H i FAD 
 

Gljive su gajene u SMT medijumu kako je opisano u poglavlju 3.3 na 22ºC i snimane metodom 

TPEF. Za potrebe ovog eksperimenta gljive nisu bojene. 

 

3.3.5 Gajenje gljiva za kolokalizacione eksperimente 
 

Za kolokalizacione eksperimente, gljive su gajene u SMT medijumu kako je opisano u poglavlju 

3.3 na 22ºC, obojene Nile Red bojom (poglavlje 3.4.1.1) i snimane metodom TPEF simultano sa 

THG metodom (poglavlje 3.5.1.2). 

 

3.3.6 Gajenje gljiva za ćelijsku nanohirurgiju  
 

Za ovaj eksperiment gljive su uzgajane na pokrovnim staklima (Ø 15 mm) obloženim tankim 

slojem kolagena kao imobilizatorom i postavljene na dno ploča sa 6 bunarića (eng. 6 well plate). 

Spore su prvo zasejane u koncentraciji 107 spora/mL u otvorenim Petri šoljama (Ø 100 mm) u 

izmenjenom SMT medijumu na 21-22ºC. Korišćena je duplo manja količina glukoze kako bi se 

smanjila osmolarnost medijuma sa ciljem da se gljive prilagode uslovima niže osmolarnosti i time 

obezbedi brža plazmoliza tokom pripremne faze nanohirurgije. Osmolarnost je dodatno smanjena 

razblaživanjem medijuma za 10% i konačna osmolarnost takvog medijuma je bila 140 mOsm. 

Odmah nakon zasejavanja u Petri šolje po 15 μL suspenzije spora iz ove kulture je korišćeno za 

inokulisanje pokrovnih stakalaca sa kolagenom. Ovih 15 μL suspenzije spora se dodatno razblaži 

sa 50 μL razblaženog SMT medijuma, razvuče preko kolagena i ostavi sat vremena na sobnoj 

temperaturi kako bi se sporama omogućilo da se pričvrste za kolagen. Nakon sat vremena, dodaje 

se još 2 mL razblaženog SMT medijuma u bunariće kako bi se izbeglo isušivanje i obezbedila 

dovoljna količina medijuma za rast spora. Ovaj metod se pokazao kao najbolji u pogledu vezivanja 

i rasta hifa. Eksperiment se uvek izvodio na gljivama u eksponencijalnoj fazi rasta, starosti 19-30 

h. Većina hifa su bile jednostavne izdužene ćelije sa još uvek vidljivom sporom, dok su neke tek 

počele da formiraju bočne grane. 

 

3.3.6.1 Podloge i mapiranje pokrovnih stakalaca  

Pre zasejavanja hifa na kolagen, urađeno je testiranje vezivanja hifa za više različitih podloga za 

oblaganje supstrata, kao i direktna modifikacija površine pokrovnih stakalaca. U tabeli 2 su 

prikazane testirane podloge i njihov efekat na lepljenje tj. njihova efikasnost u vezivanju hifa. Od 

svih testiranih podloga, hife su se najbolje vezivale i rasle na kolagenu tipa I (iz tetive repa pacova, 
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proizvođač Sigma-Aldrich), i to 50% razblaženom kolagenu koji je prethodno polimerisao na 

sobnoj temperaturi tokom 24 h. Testirana je i njegova polimerizacija u sušnici na 37ºC u trajanju 

3 do 5 sati ali sa slabijim rezultatima u vezivanju hifa za njegovu površinu. Zatim je testirana 

optimalna debljina kolagena i utvrđeno da je to 10 µL radnog rastvora kolagena na pokrovnom 

staklu prečnika 15 mm. Pre tretiranja kolagenom, pokrovna stakla su „mapirana“ urezivanjem 

brojeva veličine do pola milimetra. Ovo je postignuto korišćenjem lupe i dijamantske olovke za 

pisanje po staklu. Mapiranje pokrovnih stakalaca, na kojima su gajene gljivne ćelije, je bilo 

neophodno da bi se tačno odredili položaji hifa pre i posle hirurgije, jer se sama nanohirurgija i 

elektrofiziologija obavljaju na dva odvojena mikroskopa. Pokrovna stakla sa imobilisanim hifama 

se pre eksperimenta postavljaju na dno mikroskopske komore a komora se zatim puni 

odgovarajućom količinom hiperoosmotskog rastvora.  

Radni rastvor kolagena, 50% razblažen od početne koncentracije 10 mg/mL, je pripremljen prema 

protokolu (Slater, Partridge, and Nandivada 2018). 1 mL radnog rastvora kolagena sadrži 500 μL 

nepolimerisanog kolagena, 398 μL sterilne dejonizovane H2O, 100 μL 10xPBS-a i 2 μL 1M NaOH. 

Kolagen i radni rastvor kolagena se čuvaju u frižideru na 4ºC. Prilikom rada sa kolagenom 

neophodno je da isti bude konstantno na ledu kako bi se sprečilo njegovo polimerisanje na višim 

temperaturama. Mapirana pokrovna stakla na koja se razliva rastvor kolagena se prethodno 

sterilišu u 70% etanolu 15 minuta, isperu destilovanom vodom i ostavljaju pod UV svetlom još 30 

minuta.  

Tabela 2. Efekasnost različitih podloga u vezivanju gljiva za pokrovno staklo. Procena vezivanja 

gljiva je izvršena prebrojavanjem hifa koje su ostale pričvršćene za pokrovno staklo nakon izmene 

rastvora u 4 vidna polja (posmatrano objektivom 20x, NA=0,8) na svetlosnom mikroskopu. 

Veoma visoka snaga vezivanja: više od 80% hifa po vidnom polju; visoka: između 40 i 80 hifa po 

vidnom polju; srednja: između 10 i 40 hifa po vidnom polju; slaba: između 1 i 10 hifa po vidnom 

polju; bez vezivanja: manje od 3 hife na celom pokrovnom staklu. 

Podloge i modifikacije  Snaga vezivanja 

Želatin  slaba 

Silikon  srednja 

Laminin  bez vezivanja 

Laminin + poli L lizin slaba 

Konkanavalin A  slaba 

Kolagen tip I veoma visoka 

Konkanavalin A + kolagen visoka 

Modifikacija pokrovnog stakla plazmom bez vezivanja 
 

 

3.4 Priprema uzoraka za TPEF oslikavanje i ćelijsku hirurgiju 
 

3.4.1 Fluorescentno bojenje organela i ćelijskog zida P. blakesleeanus  
 

Sva bojenja su rađena na živim hifama na sobnoj temperaturi (20ºC), u mraku i bez ispiranja, osim 

u slučaju bojenja ćelijskog zida. Radni rastvori svih boja su pravljeni korišćenjem SMT medijuma, 

osim u slučaju CFW boje za koju je korišćen izoosmotski ratsvor. Radni rastvori boja su dodavani 
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direktno u suspenziju hifa. U tabeli 3 su prikazane korišćene boje i njihove talasne dužine 

maksimalne ekscitacije i emisije, kao i talasne dužine korišćene za dvofotonsku ekscitaciju. 

 

Tabela 3. Ekscitacioni i emisioni maksimumi korišćenih boja za obeležavanje ćelijskog zida 

i organela u živim hifama P. blakesleeanus.  

 

Boja 
Objekat 

bojenja 

Miksimum 1-

fotonske 

ekscitacije (nm) 

Maksimum 

emisije 

(nm) 

Talasna dužina 2-

fotonske eksc. (nm) 

Nile red lipidne kapi 553 585 1040 

Rhodamine 123 mitohondrije  514 529 800 

DAPI jedra  359 457 730 

Calcofluor White ćelijski zid 350 432 730 

 

 

3.4.1.1 Bojenje lipidnih kapi  
 

Za oslikavanje TPEF metodom, lipidne kapi su bojene Nile Red (NR) bojom (9-diethylamino-5H-

benzo[α]phenoxazine-5-one, Acros Organics) i inkubirane 10 minuta.  

Za eksperiment sa uticajem temperature na dinamiku LK testirane su koncentarcije od 1,26, 0,63 

i 0,25 μM pri čemu se koncentracija od 0,63 μM pokazala najpogodnijom (najbolji odnos 

signal/šum za najmanju korišćenu snagu lasera).  

Za potrebe kolokalizacionog eksperimenta, lipidne kapi u živim hifama u eksponencijalnoj fazi 

rasta (26 h) su obojene sa manjom koncentracijom, 0,126 μM, jer su korišćene veće snage lasera 

kako bi se istovremeno dobio i THG signal za koji je potrebna veća snaga nego za TPEF. 

 

3.4.1.2 Bojenje mitohondrija  
 

Za eksperimente sa uticajem selenita, azotnog gladovanja i povišene temperature, mitohondrije su 

bojene upotrebom Rhodamine123 (Rh123) (2-(6-Amino-3-imino-3H-xanthen-9-yl) benzoic acid 

methyl ester, Sigma-Aldrich) boje čiji ulazak u ove organele zavisi od potencijala njihove 

membrane. Testirane su koncentracije od 1, 5, 10 i 42 μM, pri čemu je koncentracija od 5 μM 

davala najbolji odnos signal/šum. Veće koncentracije nisu davale značajno poboljšanje u signalu 

poreklom iz mitohondrija u odnosu na 5 μM, a u medijumu je stvaran preveliki šum za efikasno 

oslikavanje. Boja je inkubirana 30 minuta.  

 

3.4.1.3 Bojenje jedara  
 

Jedra su bojena DAPI (4′,6-Diamidino-2-phenylindole, Sigma-Aldrich) bojom koja se vezuje za 

nukleinske kiseline i standardno se koristi za obeležavanje jedara kod živih i fiksiranih ćelija. 

Korišćena je koncentracija od 0,4 µM i boja je inkubirana 15 minuta u suspenziji hifa u SMT 

medijumu.  
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3.4.1.4 Bojenje ćelijskog zida  
 

Za vizualizaciju ćelijskog zida, za potrebe eksperimenta sa nanohirurgijom, korišćena je boja 

Calcofluor White (Sigma-Aldrich). CFW ima visok afinitet za komponente ćelijskog zida (hitin i 

drugi polisaharidi) i maksimum apsorpcije na 345 nm u uslovima jednofotonske ekscitacije 

(Maeda and Ishida 1967). Žive hife u eksponencijalnoj fazi rasta (19-30 h) su inkubirane sa 1% 

CFW u izoosmotskom rastvoru (495 mOsm) 10 minuta. S obzirom da je ovaj korak predstavljao i 

korak preplazmolize, sa ciljem da se smanji osmotski šok pri prelasku iz medijuma za rast u 

hiperosmotski rastvor, u razblaženje boje je dodat i 10 µM brefeldin A. Nakon inkubacije, hife su 

isprane tri puta u SMT medijumu.  

 

3.4.2 Plazmoliza i deplazmoliza hifa P. blakesleeanus  
 

Za eksperimente sa nanohirurgijom, plazmoliza je izvedena u dva koraka predstavljenih 

preplazmolizom i plazmolizom. U koraku preplazmolize (desetominutna inkubacija) hife su 

prenete iz hipoosmotskog medijuma za rast (140 mOsm) u izoosmotski rastvor (495 mOsm) koji 

je sadržao CFW boju. Korak preplazmolize je poslužio da se olakša plazmoliza koja je inicirana 

prenošenjem hifa u hiperosmotski rastvor (HiperR) u kome su ostajale tokom oslikavanja i 

nanohirurgije. Hiperosmotski ratsvor (620 mOsm, izuzev u jednom podskupu eksperimenata gde 

je korišćen 680 mOsm HiperR) je sadržao visoku koncentraciju kalcijuma (30 mM), u obliku 

CaCl2 ili Ca(NO3)2.  

Za početak plazmolize je smatrano vreme u kome je primećeno povlačenje protoplasta na dva ili 

više mesta duž hifa u najmanje 25-30% hifa u vidnom polju. Povlačenje protoplasta sa vrha hife 

nije korišćeno kao kriterijum za merenje vremena plazmolize. Nakon hirurške procedure, usledio 

je korak blage deplazmolize. Pažljivo je uklonjena ¼ HiperR i polako i postepeno dodavan 

komorični rastvor (520 mOsm, NitR ili VglutR) u istoj zapremini, što je vodilo ka konačnoj 

osmolarnosti od 595±10 mOsm u mikroskopskoj komorici. Razlika od 25±10 mOsm između 

HiperR i komoričnog rastvora je omogućila protoplastima da izađu. Međutim, u većini (64%) 

eksperimenata, protoplasti su izlazili kroz hirurški rez na zidu dok su hife još uvek bile u HiperR.  

Da bi se sprečila regeneracija ćelijskog zida tokom hirurgije i elektrofizioloških merenja, gljive su 

tretirane inhibitorom egzocitoze (10 µM brefeldin A), koji je dodavan u IzoR u koraku 

preplazmolize, i inhibitorom mitohondrijalnog disanja (2 mM natrijum azid) koji je dodavan u 

HiperR i rastvore za komoricu. Koncentracija je izabran na osnovu pretodno izmerenih efekta i 

doze u našoj laboratoriji (Stanić 2014). Dakle, natrijum azid je bio kontinuirano prisutan u svim 

rastvorima, izuzev tokom bojenja ćelijskog zida. Testirano je dodavanje koktela enzima hitinaze i 

hitozanaze koji razgrađuju ostatke ćelijskog zida a za koje smo pretpostavili da bi mogli biti 

prisutni na mestu reza. Utvrđeno je da nemaju efekta i nisu korišćeni u optimizovanim uslovima.  
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3.5 Instrumentalne postavke i uslovi snimanja 
 

3.5.1 Nelinearna laserska skenirajuća mikroskopija  
 

Laserska nanohirurgija, TPEF i THG oslikavanje živih gljivnih ćelija su izvedeni nelinearnim 

laserskim skenirajućim mikroskopom (slika 3.2) konstruisanim u Laboratoriji za biofiziku na 

Institutu za fiziku Univerziteta u Beogradu. Eksperimentalna postavka nelinearnog mikroskopa je 

zasnovana na značajno modifikovanom Zeiss Janaval uspravnom (eng. upright) mikroskopu, 

prilagođenom za lasersko skeniranje i dodatno modifikovana dodavanjem transmisione grane za 

THG oslikavanje. Pored postojećih komponenti dodata je i kompletna postavka za pobudu, glavno 

dihroično ogledalo, refleksiona i transmisiona detekciona grana. Postavka ima dva ultrabrza lasera. 

Za THG oslikavanje neobojenih hifa, kao i za dvofotonsku pobudu NR boje, korišćen je 

iterbijumski (Yb:KGW) femtosekundni laser sa pasivnom sinhronizacijom modova pomoću 

SESAM ogledala (Time-Bandwidth Products AG, Time-Bandwidth Yb GLX; Cirih, Švajcarska) 

koji generiše impulse trajanja od 200 fs i sa učestanošću ponavljanja od 83 MHz na 1040 nm. 

Talasna dužina lasera je odabrana tako da THG signal čija je talasna dužina 3 puta kraća (347 nm) 

i dalje bude u opsegu konvencionalne UV optike. Laserski zrak se prvo propušta kroz kolimišući 

1:1 proširivač snopa (S1 i S2) za kompenzaciju divergencije, a zatim se kombinuje na preklapaču 

snopova (PS) sa laserskim snopom titan-safirnog (Ti:Sa) lasera koji se koristi za (auto)TPEF 

oslikavanje i fs hirurgiju. Laser promenljive talasne dužine (700 - 1000 nm) kod koga je 

sinhronizacija modova postignuta pomoću Kerovog sočiva Ti:Sa laser (Mira 900, Coherent Inc. 

CA, SAD) generiše impulse od 160 fs pri učestanosti ponavljanja od 76 MHz i energijom 

pojedinačnog impulsa od 30 nJ. Ti:Sa laser se pumpa sa kontinualnim Nd:YVO4 laserom, sa 

udvojenom učestanošću, na 532 nm (VERDI V10, Coherent Inc. CA, SAD). Kontrola snage za 

nanohirurgiju i oslikavanje je postignuta korišćenjem motorizovanog varijabilnog neutralnog 

filtera (eng. variable neutral density filter – VNDF) i brzog mehaničkog zatvarača (Z) (eng. shutter) 

za blokiranje ili propuštanje laserskog zraka. Oba laserska snopa, nakon kombinovanja, prolaze 

kroz VNDF i Z. Zraci se zatim rasterski skeniraju preko uzorka pomoću dva galvo-skenirajuća 

ogledala (Cambridge Technologies, 6215H; Bedford, Masačusets, SAD). Nakon skeniranja, 

laserski zraci prolaze kroz 1:3,75 proširivač snopa (S4 i S5) koji je korišćen da bi se popunila 

zadnja apertura objektiva i postigla 4f konfiguracija. Zraci se dalje usmeravaju na uzorak 

niskopropusnim glavnim dihroičnim ogledalom (GDO) (propušta do 700 nm / reflektuje iznad 700 

nm), Thorlabs, Nju Džerzi, SAD). Za dobro fokusiranje laserskih zraka u uzorak korišćeni su 

objektivi velike numeričke aperture (NA). Fiziološki (eng. dip-in) objektiv (Carl Zeiss W Plan-

Apochromat 40x, NA=1,0) koji služi za direktno uranjanje/potapanje u rastvore sa uzorkom je 

korišćen za nanohirurgiju, dok je za oslikavanje korišćen uljni imerzioni objektiv velike numeričke 

aperture (Carl Zeiss, EC Plan-Neofluar 40x, NA=1,3).  



 
38 

 

 
Slika 3.2. Šema NLSM postavke. Ti:Sa – fs laser za ćelijsku hirurgiju i TPEF oslikavanje, Yb:KGW – fs laser za 

TPEF i THG oslikavanje, S1 i S2 – sočiva (eng. lens) proširivača snopa 1:1 za rekolimaciju, PS – preklapač snopova 

(eng. beam combiner), VNDF – motorizovani varijabilni neutralni filter za regulaciju snage lasera, Z – brzi mehanički 

zatvarač, GSO – galvoskenirajuća ogledala, S4 i S5 – sočiva proširivača snopa 1:3,75 za oslikavanje, GDO – glavno 

dihroično ogledalo (reflektuje preko 700 nm), Obj. – mikroskopski objektivi, Kon. – asferično kondenzorsko sočivo, 

DO – dihroična ogledala koja reflektuju THG signal (347 nm) a propuštaju Yb laser (1040 nm), TS – sočivo tubusa, 

DS/O – delitelj snopa ili pomično ogledalo (eng. mirror toggle), F – VIS filter (400-700 nm) ili VIS + emisioni 

interferencioni filter (479/20 uskopojasni filter za fluorescenciju DAPI-ja ili 530/43 uskopojasni filter za 

fluorescenciju Rh123 ili 570 nm dugopropusni za fluorescenciju NR), F1 – Hoya glass UV filter sa maksimumom 

transmisije na 340 nm, F2 – filter propusnog opsega 275-375 nm, S3, S6 i S7 – sočiva za fokusiranje zraka, TPEF 

PMT – fotomultiplikator za TPEF signal, THG PMT – fotomultiplikator za THG signal, FD – fotodioda, AD/DA – 

akviziciona kartica. Električno povezivanje je označeno punim linijama. 

 

3.5.1.1 TPEF modalitet - Femtosekundna laserska nanohirurgija 
 

Fiziološki objektiv je korišćen da bi se omogućio rad u istoj mikroskopskoj komori tokom laserske 

hirurgije i elektrofiziološke procedure na dva odvojena sistema. Elektrofiziološka snimanja su 

rađena na odvojenom sistemu sa invertovanim mikroskopom koji omogućava mernoj pipeti da 

priđe, odnosno pristupi uzorku odozgo. Kako se hirurgija i oslikavanje rade na nelinearnom 

uspravnom mikroskopu sa objektivom pozicioniranim iznad uzorka i kako taj isti uzorak treba 

preneti na patch sistem sa invertovanim mikroskopm gde je objektiv sa donje strane uzorka a pipeta 

sa gornje, neophodna je upotreba fiziološkog objektiva i mikroskopske komore. U suprotnom, 

ukoliko se ne bi koristio fiziološki objektiv, uzorak bi morao biti između dva mikroskopska stakla. 

Kombinacija fiziološkog objektiva i komore obezbeđuje brži prelaz sa nelinearnog na patch sistem 

i sprečava perturbaciju uzorka i mogući gubitak dobijenih protoplasta prilikom uklanjanja gornjeg 

pokrovnog stakla.  

Da bi se odredio položaj za hirurgiju na ćelijskom zidu hife, potrebno je vizualizovati ćelijski zid 

i uveriti se da postoji dovoljna apsorpcija laserskog zraka na talasnoj dužini određenoj za hirurgiju. 
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Intrinzična autofluorescencija hitina omogućava oslikavanje ćelijskog zida. Ipak, hife su obojene 

CFW bojom da bi se povećala apsorpcija laserskog zraka i posledično smanjila vrednost snage 

lasera potrebne za oslikavanje uzorka i nanohirurfiju. TPEF je korišćen za oslikavanje ćelijskog 

zida hifa obojenog bojom CFW, koristeći istu talasnu dužinu kao i za hirurgiju, 730 nm. 

Fluorescentni signali su prikupljeni u refleksionoj grani pomoću sočiva objektiva i nakon prolaska 

kroz GDO i sočiva tubusa (TS) (eng. tube lens) filtriran pomoću VIS filtera propusnog opsega 

400–700 nm (Canon, preuzet iz EOS50D kamere). TPEF signali su detektovani nakon što su 

fokusirani sočivom od 50 mm žižne daljine (S6) na ulazni prozor fotomultiplikatora (TPEF PMT) 

(RCA, PF10006). Upravljanje galvo ogledalima, akvizicija TPEF signala i mehanički zatvarač su 

kontrolisani pomoću National Instrument kartice (USB-6351) pri brzini uzorkovanja od 1,2 MHz 

sample/s. Regulacija snage i aksijalni položaj mikroskopskog postolja su kontrolisani 

mikrokontrolerom. Uzorak, pokrovno staklo sa imobilisanim hifama na dnu otvorene 

mikroskopske komore, je bio postavljen na motorizovano translativno, odnosno pokretno postolje. 

Motorizovano postolje se pokreće koračnim motorom koji može da pomera uzorak duž z-ose sa 

rezolucijom od 0,3 µm. Ovo je neophodno kako bi se precizno ciljala sredina uzdužnog preseka 

ćelijskog zida. 

Za nanohirurgiju je korišćen prilagođeni dodatak softvera za oslikavanje. Ovaj dodatak 

omogućava upisivanje proizvoljnog obrasca na TPEF sliku, dok je moguće kontrolisati vreme 

zadržavanja (dwell time) i prosečnu snagu laserskog zraka. Procedura hirurgije je sledeća: prvo se 

snima TPEF slika hifa, zatim se obrazac (obično kao BMP slika) uvozi i superponira na TPEF 

sliku, dok se skaliranje, tačna pozicija i ugao rotacije obrasca mogu podesiti. Nakon toga se 

definiše prosečna snaga lasera i vreme zadržavanja (dwell time). Brzi mehanički zatvarač se otvara 

na početku i zatvara na kraju hirurške procedure, nakon čega se snaga lasera i softver automatski 

vraćaju u režim oslikavanja. Tokom hirurgije, laserski zrak se pomera od tačke do tačke za vreme 

(< µs) mnogo kraće od vremena zadržavanja (reda 1 s). 

 

3.5.1.2 TPEF modalitet - Dvofotonsko oslikavanje 
 

Za (auto)TPEF oslikavanje živih hifa korišćen je Ti:Sa laser. Talasna dužina Ti:Sa lasera je 

podešena na 730 nm za autoTPEF oslikavanje jer većina endogenih fluorofora (NAD(P)H, flavini, 

itd.) može biti pobuđena na ovoj talasnoj dužini (S. Huang, Heikal, and Webb 2002) s jedne strane, 

i zbog tehničkog ograničenja (opseg talasnih dužina lasera i cut-off-a dihroičnog ogledala) s druge 

strane. AutoTPEF signali su selektovani pomoću VIS filtera. Za dvofotonsku pobudu boje DAPI 

je takođe korišćena talasna dužina od 730 nm, dok je signal detektovan kroz interferencioni filter 

MF479/40 (ThorLabs, USA) sa centrom transmisije na 479 nm i propusnim opsegom 459-499 nm. 

Za pobudu boje Rh123 je korišćena talasna dužina od 800 nm a signal je detektovan kroz 

interferencioni filter MF530/43 (ThorLabs, USA), sa centrom transmisije na 530 nm i propusnim 

opsegom 508-551 nm. S obzirom da VIS filter propušta vidljivu svetlost a blokira IR i UV, isti je 

dodatno korišćen u kombinaciji sa pomenutim uskopojasnim emisionim filterima kako bi se 

uklonila rasejana laserska svetlost. Za razliku od prethodnih indikatora, NR boja je dvofotonski 

pobuđena Yb:KGW laserom na talasnoj dužini od 1040 nm a TPEF signal detektovan pomoću 

apsorpcionog 570 dugopropusnog (obojeno staklo, nepoznat proizvođač) filtera. Za potrebe 

kolokalizacionih eksperimenata TPEF signal od NR je detektovan simultano sa THG signalom, 

što je omogućeno dodatnom modifikacijom softvera za simultano snimanje.  
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Brzina uzorkovanja od 1,2 MHz sample/s je omogućilo dovoljno veliku brzinu slika pri niskoj 

rezoluciji za praćenje/monitoring uživo, npr 3 slike po sekundi za 256x256 piksela/tačke sa 6 

usrednjavanja. Za slike visoke rezolucije, potrebno je 24 s za sliku od 1024x1024 piksela sa 30 

usrednjavanja. Lateralna i aksijalna rezolucija mikroskopa sa objektivom 40x NA=1,3 procenjene 

su na 300 nm i 1000 nm.  
 

3.5.1.3 THG modalitet 
 

THG signal je detektovan u smeru prostiranja laserskog zračenja (transmisiona grana). Prvo, signal 

je prikupljen asferičnim sočivom (kondenzer) sa velikom NA (NA=0,9). Zatim je signal 

reflektovan sa dva dihroična ogledala (DO) koja reflektuju 347 nm ali propuštaju 1040 nm da bi 

sprečili da laserski snop stigne do detektora. Dalje, signal je filtriran od ostatka laserskih fotona 

pomoću filtera propusnog opsega 275-375 nm (Thorlabs FGUV11M) i Hoya glass UV filtera 

(Newport FSR-U340) sa maksimalnom transmisijom na 340 nm. THG signal je detektovan 

korišćenjem fotomultiplikatora (THG PMT) (H7422, Hamamatsu, Japan), nakon što je fokusiran 

sočivom žižne dužine 50 mm (S7) na ulazni prozor PMT-a. 

Korišćen je specijalno dizajniran metalni držač uzorka (dimenzija 75 x 25 mm) koji omogućava 

da se žive hife sa (nutritivnim) medijumom postave između dva pokrovna stakla #1,5 (debljine 

170 μm) kako bi se ispunili kriterijumi za najbolji NA objektiva, ali i da se izbegne gubitak THG 

signala debelim predmetnim staklom koji se inače standardno koristi u mikroskopiji sa biološkim 

uzorcima. Da bi uzorak bio što tanji ali i obezbedio bolji THG signal, korišćeno je 20 µL suspenzije 

gljiva. Optimizacijom pripremanja preparata za THG oslikavanje, utvrđeno je da je ova količina 

suspenzije hifa dovoljna da se hife održe u životu i ne dođe do sušenja uzorka tokom snimanja, a 

u isto vreme dovoljno mala da obezbedi tanak uzorak za snimanje u transmisiji. S obzirom da se 

THG signal najbolje oslikava na granicama sredina, poželjno je da uzorak bude uz gornje staklo 

kako ne bi bilo dodatnog rasejavanja, što je i postignuto ovako dizajnirami preparatom. Držač je 

postavljen između objektiva i asferičnog kondenzera (Kon.) na motorizovanom postolju koji se 

može pomerati u koracima od 0,3 μm duž pravca prostiranja lasera (z-osa) za optičko sečenje 

uzorka i 3D oslikavanje.  

Na slici 3.3 je prikazana šema dizajniranog držača uzorka za THG snimanje sa prikazanom 

debljinom pokrovnih stakalaca i uzorka, kao i idealne pozicije za THG oslikavanje i dobijanje 

najboljeg odnosa signal-šum na slikama. Ovako „usendvičeni“ preparati sa 20 µL suspenzije hifa 

su takođe korišćeni i kod TPEF oslikavanja mitohondrija kako bi se obezbedili uzorci sa jednim 

slojem hifa između pokrovnih stakalaca. 
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Slika 3.3.  Šema držača uzorka za THG oslikavanje. a) Izgled držača uzorka (gore) i poprečni presek držača uzorka 

sa umetnutim pokrovnim staklom (dole). b) Poprečni presek „usendvičenog“ uzorka. Visina suspenzije gljiva između 

dva pokrovna stakla: 10 – 20 μm. Donje i gornje pokrovno staklo su dodatno bili pričvršćeni lakom na 4 četiri ivice 

manjeg gornjeg stakla (nije prikazano na šemi). Imerziono ulje: I.P. 1,518.  

Tokom oslikavanja kontrolne i izgladnele grupe vremenske tačke su skupljane uzastopno. 

Korišćenje tehnika za oslikavanje bez obeleživača, kao što je THG, omogućilo nam je da snimimo 

uzorke sa minimalnim kašnjenjem nakon uzimanja gljiva iz kulture. Ukupno vreme držanja uzorka 

pod mikroskopom da bi se dobile najmanje 3 THG slike žive hife bilo je između 25 i 37 minuta. 

Efektivno, vremenske tačke za kontrolu i tretman su pomerene za 30-40 minuta jedna u odnosu na 

drugu u jednom eksperimentalnom danu, a zatim su sledećeg dana pomerene u suprotnom smeru.  

 

3.5.2 Svetlosna mikroskopija  
 

Bright-field (BF) slike su snimljene digitalnim fotoaparatom Canon EOS 50D (Tokijo, Japan) čiji 

je senzor postavljen u ravan slike sočiva tubusa (TS). Delitelj snopa ili pomično ogledalo DS/O 

omogućava korišćenje bilo kamere za BF ili TPEF PMT za fluorescentno oslikavanje. Za 

eksperiment sa uticajem selenita na dužinu hifa, za merenje dužine hifa korišćen je objektiv Carl 

Zeiss 12,5x NA=0,25.  

 

3.5.3 Skenirajuća elektronska mikroskopija  
 

Karakterizacija laserski napravljenog reza i oslobođenog protoplasta je urađena pomoću 

skenirajućeg elektronskog mikroskopa (SEM) visoke rezolucije (4 nm) sa emisionim pištoljem 

(FEGSEM-Mira3, TESCAN). Uzorci za SEM su pripremljeni prema standardnom protokolu sa 
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fiksacijom paraformaldehidom, nakon čega je usledilo sušenje uzoraka u uređaju za sušenje koji 

radi na principu kritične tačke (eng. critical point dryer) (K850, Quorum Technologies, Laughton, 

UK) kao što je prethodno opisano (Žižić et al. 2022). Uzorci su naparavani kombinacijom 10 nm 

zlato/paladijuma korišćenjem uređaja za naparavanje (eng. sputter coater) (Quorum Technologies, 

Laughton, UK) da bi bili provodljivi za SEM analizu. 

 

3.5.4 Postavka sistema za primenu tehnike nametnute voltaže na deliću 

membrane i elektrofiziološka registracija struja  
 
Mikroskopska komorica je postavljena na invertovani mikroskop (Zeiss Axiovert 10, Germany) 

sa Luis & Newman mikromanipulatorskim sistemom. Struje su merene pomoću EPC8 pojačivača 

(HEKA), digitalizovane na 10 kHz sa Instrutec 1600 konverterom/pretvaračem (HEKA), 

niskopropusno filtrirane na 3 kHz, snimljene i obrađene u programu Pulse (HEKA). Pipete koje 

su korišćene za snimanje u konfiguracijima „na ćeliji“ (eng. on-cell) i „unutra-spolja“ (eng. inside-

out) su imale otpore od 10 do 20 MΩ, dok su one korišćene za snimanje u konfiguracijama „cela 

ćelija“ (eng. whole cell) i „spolja-spolja“ (eng. outside-out) bile u opsegu od 5 do 10 MΩ. Pipete 

su izvučene od debelozidnog borosilikatnog stakla sa filamentom na Flaming-Brown P97 

izvlakaču pipeta (Sutter Instruments) i polirane na sistemu za poliranje toplotom - Microforge 

(L/MCPZ 101, List Medical-Elektronic).  

Formiranje gigaomskog kontakta, odnosno povećanje otpora kontakta između pipete i membrane 

praćeno je kontinuiranim testiranjem odgovora na pravougaoni naponski stimulus. Pre uranjanja 

u komorični rastvor, kroz pipetu je nametnut pozitivan pritisak od 60±10 mbar kako bi se osiguralo 

da moguće nečistoće budu uklonjene sa vrha pipete pre kontakta. Nakon kontakta sa membranom, 

što rezultira povećanjem otpora za nekoliko MΩ, oslobađanje pozitivnog pritiska često nije bilo 

dovoljno za uspostavljanje gigaomskog kontakta. Primenjivan je i blagi negativni pritisak da se 

membrana uvuče u pipetu, da bi isti zatim ponovo bio otpušten kako bi se sprečilo da protoplast 

bude usisan u pipetu. Formiranje gigaomskog kontakta (eng. seal) je obično trajalo nekoliko 

sekundi do pola minuta. Gigaomski kontakt je postignut kada je otpor kontakta dostigao ili 

premašio 1 GΩ. Snimanje u konfiguraciji „na ćeliji“ se retko koristilo jer nije pružalo 

zadovoljavajuću kontrolu napona. Istrzanje delića membrane je postignuto brzim pomeranjem 

pipete od protoplasta u horizontalnom pravcu. Aktivnost membranskih struja u istrgnutim 

konfiguracijama („unutra-spolja“ ili „spolja-spolja“) je snimana primenom kontinualnih 

protokola. Kontinualni protokoli su primenjivani na različitim naponima (eng. holding voltages - 

Vh) radi merenja amplitude aktivnih kanala i konstruisanja strujno-naponskog dijagrama. 

Alternativno, standardni protokol je primenjen pri ulasku u konfiguraciju „cela ćelija“: Vh od 50 

mV, nakon čega sledi serija pravougaonih naponskih stimulusa rastućih amplituda od -110 mV do 

+110 mV, u koracima od po 20 mV. Trajanje svakog pravougaonog stimulusa je bilo 500 ms sa 

periodom odmora od 0.5-1 s. Serijski otpori u konfiguraciji cela ćelija nisu kompenzovani. Svi 

eksperimenti su izvedeni na 20ºC. 
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3.5.5 Merenje efekta kalcijuma na oslobađanje protoplasta   
 

Efekat Ca2+ na verovatnoću oslobađanja protoplasta iz nanohirurških rezova je meren korišćenjem 

TPEF slika snimljenih neposredno nakon što su rezovi napravljeni. Za ovu seriju eksperimenata 

korišćen je uljani objektiv 40x numeričke aparture 1.3. Nanohirurgija i oslikavanje su izvedeni u 

rastvorima sa standardnom koncentracijom Ca2+ i sa visokim sadržajem Ca2+, ali bez naknadne 

primene MNVnDM. 

 

3.5.6 Merenje prinosa biomase i potrošnje kiseonika  
 

Da bi se izmerio prinos biomase u kontrolnim izoosmotskim (500 mOsm) i hiperosmotskim 

uslovima (760 i 860 mOsm), micelijum P. blakesleeanus je prvo uzgajan u petri šoljama u SMT 

medijumu 16 sati. Biomasa je merena 30 i 90 minuta nakon tretmana sa hiperosmotskim i 

izoosmotskim rastvorima. Micelijum je prvo iscentrifugiran, odliven je medijum i dodati su 

rastvori pomenute osmolarnosti. Prinos (eng. yield gain) je određen za svaku kulturu kao razlika 

biomase u svakoj vremenskoj tački i prosečne biomase kontrole na početku rasta.  

Potrošnja kiseonika micelijuma P. blakesleeanus je merena korišćenjem kiseonične elektrode tipa 

Clark (Qubit Systems). Suspenzija micelijuma je razblažena u svežem tečnom minimalnom 

medijumu do odgovarajuće koncentracije (potrošnja kiseonika između 15-25 µmol/L x min) i 

aerisana 1 minut pre merenja. Dva mililitra suspenzije (n=3) je prebačeno u elektrodnu komoru od 

4 mL i održavano na konstantnoj temperaturi od 25°C.  

 

3.6 Analiza rezultata 
 

3.6.1 Analiza slika  
 

3.6.1.1 Analiza THG slika  
 

Analiza THG slika (2D) lipidnih kapi izvedena je korišćenjem programa ImageJ (W. Rasband, 

National Institute of Health, Marilend, SAD, http://imagej.nih.gov/ij/ ). Za obradu 3D slika i 4D  

trodimenzionalnih snimaka korišćeni su algoritmi za normalizaciju slika napisani u MatLab-u 

(domaći kod kreiran u Laboratoriji za biofiziku Instituta za fiziku Beograd) i program VolView 

(verzija 3.4, Kitware Inc., Klifton Park, SAD). Za kvantifikaciju broja i veličine lipidnih kapi 

nakon gladovanja korišćene su dve metode za analizu slika: Analiza veličine čestica (eng. Particle 

Size Analysis – PSA) i korelaciona analiza slike (eng. Image Correlation Spectroscopy - ICS).  

U PSA proceduri slike su prvo prostorno skalirane i automatski je postavljen prag/granična 

vrednost signala (eng. threshold) primenom algoritma Maksimalna entropija 

(https://imagej.nih.gov/ij/plugins/entropy.html) (slika 3.4). Granična vrednost/prag za sve slike je 

bila između 0,03 i 0,1 procenata. Nakon ovog koraka, svaka slika je konvertovana u osmobitnu 

masku, koja je korišćena za dobijanje podataka o lipidnim kapima, pomoću opcije Analyze 

Particles u programu ImageJ. Cirkularnost (4π × [površina]/[obim]2) je ograničena na interval od 

0,3 do 1, gde vrednost 1 predstavlja savršen krug a 0 beskonačno izdužen poligon. Donja granica 

http://imagej.nih.gov/ij/
https://imagej.nih.gov/ij/plugins/entropy.html
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za veličinu čestica je bila postavljena na 0,3 µm. Za potrebe kvantifikacije LK, ovom metodom je 

izračunat broj, pojedinačna i ukupna površina LK i feretov prečnik. Feretov prečnik je najduža 

udaljenost između bilo koje dve tačke duž izabranih objekata, u našem slučaju lipidnih kapi.  

ICS procedura se takođe sprovodi u programu ImageJ dok je za analizu dobijenih korelacionih 

krivi korišćen OriginPro 8.5. Prvo se računa srednja vrednost pozadinskog intenziteta THG slika 

kao prosečna vrednost piksela u malom regionu od interesa (eng. region of interest – ROI) koji je 

izvan hifa. Zatim se pozadinski intenzitet oduzima od slike (veličine 1024x1024 piksela) 1, 2,3 ili 

20 puta. Dobijena slika nakon oduzimanja se sačuva u .png formatu, zatvori i ponovo otvori u 

ImageJ-u, nakon čega sledi autokorelacija. Proračun autokorelacije je urađen korišćenjem 

Furijeove analize nakon čega se dobija nova, tzv. rezultujuća ICS slika. Putanja za ovu funkciju u 

ImageJ-u je sledeća: Process > FTT > FD Math. Rezultujuća slika se zatim normalizuje deljenjem 

sa ukupnim brojem piksela i kvadratom prosečnog intenziteta originalne slike. Nakon povlačenja 

linije kroz centar rezultujuće slike dobija se profil intenziteta koji se dalje analizira u programu 

OriginPro.  

Za analizu uticaja natrijum selenita na LK je takođe korišćena PSA metoda. Procenat površine hife 

koju zauzimaju lipidne kapi je računat tako što se ukupna površina lipidnih kapi jedne hife podeli 

sa površinom iste hife. Površina hife je računata pomoću opcije Measure nakon što se Freehand 

alatom obeleže granice hife.  

 

 

Slika 3.4. PSA procedura. a) Originalna, neobrađena THG slika neobojene hife. Vide se okrugle lipidne kapi i ćelijski 

zid. b) Slika sa postavljenim pragom signala (threshold) (Max entropy). Nakon postavljanja praga primenom algoritma 

za maksimalnu entropiju signali slabijeg intenziteta se gube i ostaju samo lipidne kapi koje daju najjači THG signal. 

c) 8-bitna maska sa zaokruženim lipidnim kapima nakon PSA analize. 

 

3.6.1.2 Analiza TPEF slika  
 

Za analizu 2D TPEF slika uticaja selenita na mitohondrije i povišene temperature na lipidne kapi 

i mitohondrije, korišćena je PSA metoda u programu ImageJ. Analiza mitohondrija i LK je 

obuhvatala izračunavanje površine pojedinačnih mitohondrija/lipidnih kapi i ukupne površine 

mitohondrija, odnosno LK po hifi. Procenat površine hife koju zauzimaju mitohondrije ili LK je 

računat kao količnik ukupne površine mitohondrija ili lipidnih kapi u hifi i površine iste te hife. 

Površina hifa je računata pomoću opcije Measure nakon što se alatom Freehand obeleže granice 
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hifa. Analiza zastupljenosti morfoloških tipova mitohondrija na nivou celih hifa je urađena 

vizuelnom inspekcijom na osnovu dominantno zastupljnih oblika mitohondrija. 

Za kreiranje 3D i 4D prikaza korišćen je domaći algoritam napisan u MatLab-u i program VolView 

(verzija 3.4, Kitware Inc., Klifton Park, SAD).  

Kompozitne slike preklapanja (auto)TPEF i THG signala, kao i preklapanje signala 

autofluorescencije NAD(P)H i FAD su urađene u programu ImageJ pomoću opcije Image/Merge 

Channels.  

 

3.6.1.3 Analiza BF slika  
 

Analiza BF slika hifa radi ekstrakcije morfometrijskih parametara izvedena je korišćenjem 

programa ImageJ. Za utvrđivanje uticaja različitih koncentracija selenita i starosti hifa na bojenje 

mitohondrija bojom Rh123, kao i uticaj selenita na morfologiju pojedinačnih hifa, analizirana je 

dužina i prečnik hife na sredini i pri vrhu (slika 3.5a). Za određivanje prečnika hife korišćen je alat 

Straight Line i opcija Analyze/Measure, dok je za određivanje dužine hife korišćen alat Freehand.  

U eksperimentima laserske nanohirurgije, analizirani su sledeći parametri: prečnik ekstrudiranih 

protoplasta, dužina napravljenih hirurških rezova u ćelijskom zidu, udaljenost reza od protoplasta 

(slika 3.5b) i prečnik hifa na mestima sečenja. Za sva merenja je korišćen alat Straight Line i opcija 

Analyze/Measure. 

 

 

Slika 3.5. a) Reprezentativna BF slika hife korišćena za ekstrakciju morfometrijskih podataka. Glavne merene 

karakteristike su označene crnim linijama. Skala: 10 µm. b) BF slika plazmolizovane hife sa isečenim ćelijskim zidom. 

Crvenim strelicama je označeno merenje udaljnosti reza od ćelijske membrane protoplasta. Skala: 10 µm. 
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3.6.2 Analiza struja  
 

Analiza podataka o snimljenim strujama u ćelijskoj membrani izašlih protoplasta izvršena je 

korišćenjem programskih paketa Pulse i Clampfit (Molecular Devices, SAD). Potencijali reverzije 

(Vrev) za svaki jon su izračunati pomoću kalkulatora dostupnog na 

https://www.physiologyweb.com/calculators/nernst_potential_calculator.html. Provodljivost g 

(pS) je izvedena kao nagib strujno-naponske zavisnosti za svaku detektabilnu struju pojedinačnih 

kanala snimljenu na tri ili više različitih Vh. Vrev je ekstrapoliran iz linearnog IV dijagrama. U 

retkim slučajevima gde je struja bila ispravljena (nelinearni IV odnos), linearni deo IV zavisnosti 

je korišćen za ekstrapolaciju. Vodilo se računa o osmišljavanju rastvora tako da teorijski Vrev za 

svaki jon bude dovoljno odvojen od ostalih da bi se omogućilo grubo kategorisanje struja na 

osnovu jona koji najviše doprinosi Vrev-u (definisan kao jon čiji je Vrev bio blizu Vrev snimljene 

struje pojedinačnog kanala). 

 

3.6.3 Statistička analiza  
 

Za izradu svih grafika i statistička poređenja korišćen je program GraphPad Prism 6 (San Dijego, 

Kalifornija, SAD), izuzev za predstavljenje udela morfoloških tipova mitohondrija gde je korišćen 

program Excel 2016. Grafici podataka koji su prikazani u obliku pravougaonika sa brčićima (eng. 

Box plot with whiskers) su okruženi opsegom 25-75%, pri čemu vodoravna linija predstavlja 

medijanu, a granice brčića minimalnu i maksimalnu vrednost. Jednosmerna ili dvosmerna 

ANOVA za višestruka poređenja sa Holm-Sidac korekcijom, kao i neupareni dvostrani t-test sa 

Velšovom korekcijom za nejednake varijanse su korišćeni za izračunavanje statističkih 

značajnosti. Nivoi pouzdanosti za statističku značajnost su bili 0.05 (*), 0.01 (**), 0.005 (***), 

0.0001 (****). Gde je bilo prikladno, korišćen je neupareni dvostrani Mann-Whitney test.  

Histogrami dužine rezova su formirani od svih vrednosti u svakoj grupi sa opsegom vrednosti od 

3 µm i ucrtani na gornjoj granici osega na x-osi. Histogrami udaljenosti hifalnih protoplasta od 

mesta reza, kao i širine hifa na mestu reza, su formirani od svih vrednosti u svakoj grupi sa 

opsegom vrednosti od 2 µm i ucrtani na gornjoj granici osega na x-osi. Verovatnoće oslobađanja 

su izračunate iz svih dostupnih podataka. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost ± 

standardna devijacija (SD).  

Histogrami koji pokazuju raspodelu veličina LK nakon gladovanja su generisani iz svih prečnika 

LK u svakoj grupi sa opsegom vrednosti na svaka 0,3 µm tako što je broj LK iz datog opsega 

normalizovan na zbir površina hifa u toj eksperimentalnoj grupi (kontroli ili tretmanu). Greške u 

histogramima koji pokazuju raspodele broja LK/površina hife su računate iz relativne greške (broj 

hifa u tom opsegu veličina, po jedinici površine hife) koja je bila pomnožena sa vrednošću „broja 

LK po površini hife“ za taj opseg vrednosti. Relativna greška (broja hifa u tom opsegu 

vrednosti/površina hifa) je dobijena sabiranjem relativne greške (broj LK/površina hife) i relativne 

greške (površina hife). Podaci iz tabele koja prikazuje poređenje broja i veličine LK dobijenih 

kvantifikacionom analizom ICS i PSA, prikazani su kao srednja vrednost ± standardna greška 

(SE).     

https://www.physiologyweb.com/calculators/nernst_potential_calculator.html
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Statističke značajnosti uticaja prečnika hifa i različitih koncentracija natrijum selenita na bojenje 

mitohondrija bojom Rh123 su testirane t-testom, dok je za kontrolne podatke korišćen Mann-

Whitney test. Razlike su smatrane značajnim na nivou pouzdanosti od 95%.  

Statističke značajnosti uticaja selenita na dinamiku LK i morfologiju hifa su testirane studentovim 

t-testom sa nivoom pouzdanosti od 95%. Podaci su prikazani kao srednja vrednost ± standardna 

greška (SE).     

 

4 REZULTATI  
 

4.1 Laserska nanohirurgija ćelijskog zida pojedinačnih hifa 

končaste gljive P. blakesleeanus   
 

4.1.1 In vivo dvofotonsko oslikavanje, laserska nanohirurgija ćelijskog zida i 

metoda nametnute voltaže na deliću membrane  
 

Nelinearni laserski skenirajući mikroskop koji koristi fs laserske impulse je neophodan preduslov 

za primenu precizne laserske ablacije. NLSM sistem takođe omogućava in vivo snimanje 

pojedinačnih ćelija i ćelijskih struktura korišćenjem dvofotonske ekscitacione fluorescencije 

(TPEF) pre i posle laserske nanohirurgije. Laserski generisani rezovi na delovima ćelijskog zida 

končaste gljive P. blakesleeanus su uspešno napravljeni koristeći dobro fokusirane laserske 

impulse od 160 fs (slika 4.1). Da bi se uklonio mali deo ćelijskog zida u određenom delu hifa, 

ćelijski zid se mora vizualizovati i razdvojiti od ćelijske membrane i drugih ćelijskih struktura. 

Pošto su ćelijski zid i ćelijska membrana u bliskom kontaktu (Knepper, Savory, and Day 2011), 

hife su plazmolizovane i držane u hiperosmotskom rastvoru da bi se citoplazma sa ćelijskom 

membranom povukla i odvojila od ćelijskog zida pre procedure, kao što je prikazano na slici 4.1a. 

Plazmolizovane hife, obojene bojom CFW i tretirane inhibitorom egzocitoze i respiratornim 

inhibitorom (natrijum azidom) kako bi se sprečila regeneracija ćelijskog zida, podvrgnute su 

nanohirurgiji. Deo hife gde je došlo do povlačenja hifalnog protoplasta od ćelijskog zida odabran 

je za nanohirurgiju pozicioniranjem tačkastog obrasca (slika 4.1b) na slobodan deo zida. Laserski 

generisani rez je jasno vidljiv na TPEF slikama (Slika 4.1c), kao i na BF slikama. Vijabilnost ćelija 

nakon nanohirurgije je rutinski verifikovana BF mikroskopijom. Samo vijabilne ćelije zadržavaju 

karakteristično strujanje citoplazme. Glavna funkcija strujanja citoplazme je transport subćelijskih 

čestica kao što su mitohondrije, LK i glikogen (Bergman et al. 1969). Protoplasti obavijeni 

ćelijskom membranom su izlazili kroz rezove u ćelijskom zidu bez deformisanja ili pucanja (slika 

4.1d). Tako oslobođeni okrugli protoplasti bili su održivi i do nekoliko sati tokom 

elektrofizioloških merenja. Reprezentativni snimci struja dobijenih MNVnDM iz oslobođenih 

protoplasta u konfiguracijama „spolja-spolja“ i „cela ćelija“ su prikazani na sl. 4.2b i 4.2c. 
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Slika 4.1. In vivo laserska nanohirurgija ćelijskog zida končaste gljive P. blakesleeanus korišćenjem fs laserskih 

impulsa. a) BF i b) TPEF slika plazmolizovane i obojene hife pre hirurgije. Tačkasti obrazac 20x2 je postavljen na 

ćelijski zid u delu hife bez citoplazme. Prosečna snaga lasera u ravni uzorka za oslikavanje je bila 1.1 mW (dwell time 

2,5 µs) na 730 nm. c) TPEF slika iste hife nakon hirurgije. Hirurški rez je označen strelicom. Snaga lasera u ravni 

uzorka za hirurgiju je 6,1 mW (dwell time 1 s) na 730 nm. Skala intenziteta za TPEF signal: ljubičasta – najniži TPEF 

signal, tamno crvena – najviši TPEF signal. Skala intenzieta je linearna i pokriva ceo opseg podataka. d) BF slika iste 

hife sa protoplastom oslobođenim kroz hirurški rez nakon sečenja laserom. Skala: 10 µm. Sve slike su snimljene 

uljano-imerzionim objektivom Zeiss 40x, NA=1,3. 

Od svih hifa koje su bile podvrgnute hirurgiji 36% je dalo protoplaste koji su bili dovoljno veliki 

(veći od 7 µm) i prostorno dostupni pipeti za registraciju. Za registraciju struja korišćene su sve 

konfiguracije metode NVnDM. Familija struja dobijena sa cele membrane protoplasta u 

konfiguraciji „cela ćelija“ je imala tipičan izgled (slika 4.2c). Struje pojedinačnih kanala snimljene 

u konfiguracijama „unutra-spolja“ ili „spolja-spolja“ su bile raznovrsnije. Korišćeni su rastvori sa 

asimetričnim koncentracijama jona da bi se identifikovao opšti tip jonske selektivnosti (K+, Cl¯, 
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glutamat- ili Ca2+) za svaku snimljenu struju pojedinačnih kanala na osnovu potencijala reverzije 

(Vrev) (slika 4.2b). Dalje analiziranje dobijenih struja je van opsega ove disertacije.  

 

Slika 4.2. Struje registrovane sa ćelijske membrane protoplasta oslobođenih nakon laserske nanohirurgije, 

snimljene metodom nametnute voltaže na deliću membrane u različitim konfiguracijama. a) BF slika 

elektrofiziološke pipete u kontaktu sa membranom protoplasta oslobođenog kroz hirurški rez. Skala: 20 µm. BF slika 

je snimljena objektivom Zeiss 20x, NA=0,5. b) Vrh: reprezentativni snimak struje pojedinačnog kanala dobijen iz 

oslobođenog protoplasta na Vh + 20 mV i 0 mV. O: otvoren kanal; C: zatvoren kanal. Kalibraciona skala je na desnoj 

strani. Dole: Strujno-naponski (IV) dijagram strujnog zapisa prikazanog iznad. Na apscisi su prikazani potencijali 

reverzije glavnih jona u rastvorima u komorici i pipeti, što ukazuje da je struja uglavnom nošena glutamatom. Dobijena 

provodljivost (g) je data iznad linearnog fita kroz merene tačke. Snimljeno je u VGlutR rastvoru. c) Reprezentativna 

struja snimljena sa cele membrane u konfiguraciji „cela ćelija“. Snimljeno u NitR sa pipetnim rastvorom niskog 

sadržaja hlorida. Protokol naponske stimulacije koji je korišćen za dobijanje strujnog zapisa je prikazan u umetku. 

Kalibraciona skala je na dnu. 

 

4.1.2 Procedura laserske nanohirurgije – glavni koraci i ključni faktori 
 

Glavni koraci uspešne fs laserske nanohirurgije ćelijskog zida gljiva za dobijanje vijabilnih 

protoplasta za analizu MNVnDM su prikazani na slici 4.3. Prvi važan korak je bio smanjenje 

osmolarnosti medijuma za rast kako bi se gljive prilagodile uslovima sa nižim osmolarnostima i 

bile osetljive na rastvor za plazmolizu. Ovo je obezbedilo bržu plazmolizu tokom pripremne faze 

nanohirurgije. Smanjenjem osmolarnosti medijuma za rast za 30%, vreme plazmolize je smanjeno 

sa 30 ± 10 minuta na 5 ± 2 minuta. Uvođenje dvostepene plazmolize i povećanje koncentracije 

Ca2+ u hiperosmotskom rastvoru je sledeći, i možda najvažniji faktor za uspešnu hirurgiju i 

dobijanje vijabilnih oslobođenih protoplasta na kojima je bilo moguće dobiti gigaomski kontakt. 
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Koncentracija Ca2+ je povećana da bi se ubrzala plazmoliza (< 1 min) i obezbedio stabilišući efekat 

na protoplaste (Véry and Davies 1998). Korak preplazmolize smanjio je fiziološki šok koji nastaje 

kada se gljive prenose direktno iz medijuma u hiperosmotski rastvor (razlika od 450 mOsm). Ovo 

je postignuto bojenjem gljiva razblaženom bojom u standardnom izoosmotskom rastvoru.  

 

 

Slika 4.3. Glavni koraci laserske nanohirurgije i prekretnice za uspešno uklanjanje ćelijskog zida hifa P. 

blakesleeanus. Osmolarnost vanćelijskog rastvora u svakom koraku procedure je naznačena na plavoj gradijent traci. 

Detaljan opis postupka je opisan u poglavlju Materijal i metode. Distribucija prosečne snage lasera koja je korišćena 

za nanohirurgiju ćelijskog zida P. blakesleeanus je prikazana na gornjem grafiku, a distribucije veličine protoplasta 

oslobođenih u dva uzastopna koraka (dole) su date kao histogrami sa gornjom granicom opsega stubića na apscisi.  
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Da bi se odredila optimalna osmolarnost rastvora za plazmolizu, testiran je uticaj hiperosmotskih 

rastvora srednje (760 mOsm) i veće (860 mOsm) osmolarnosti u odnosu na izoosmotske (500 

mOsm) uslove na rast i vijabilnost hifa, tokom 30 i 90 minuta. Izabrana vremena odgovaraju 

tipičnom i maksimalnom trajanju celokupne hiperosmotske inkubacije tokom nanohirurške 

procedure. Kao što se može videti na slici 4.4a, hiperosmotski uslovi od 760 mOsm nisu značajno 

uticali na rast gljiva ni u jednoj vremenskoj tački, dok je oštriji hiperosmotski tretman izazvao 

značajno smanjenje prinosa biomase nakon 30 minuta. Tokom dugotrajne inkubacije došlo je do 

adaptacije na tretman više osmolarnosti, uzrokujući odsustvo uticaja hiperosmotskih uslova na rast 

kulture. U istim uslovima je provereno i disanje gljiva. Oba hiperosmotska tretmana su imala 

značajan uticaj na disanje (slika 4.4b), smanjujući ga za 11% i 30%. Na osnovu ovih rezultata 

izabran je tretman blagim hiperosmotskim rastvorom od 620 mOsm kako bi se umanjio negativan 

uticaj plazmolize na hife i osiguralo dobijanje vijabilnih protoplasta sa intaktnom ćelijskom 

membranom.  

 

Slika 4.4 Disanje i rast P. blakesleeanus u hiperosmotskim uslovima. a) Rast kulture u Petri šoljama, izražen kao 

prinos gljivne biomase u rastvorima povećane osmolarnosti (nakon 30 i 90 min inkubacije). Srednja linija predstavlja 

medijanu. N = 3-4. b) Disanje gljiva nakon 90 minuta u rastvorima povećane osmolarnosti, izraženo kao potrošnja 

kiseonika u minuti i normalizovano na suvu masu (SM) kulture. N = 3. 

Da bi se postigla preciznost i omogućila uspešna nanohirurgija i oslikavanje, hife gljiva su 

imobilisane na pokrovnom stakalcu. Testirano je više materijala za oblaganje supstrata (tabela 2, 

poglavlje 3.3.6.1, Materijal i metode) i otkriveno je da kolagenski premaz obezbeđuje bolju 

imobilizaciju hifa, istovremeno omogućavajući pristup pipeti. 

Ćelijski zid hifa končaste gljive P. blakesleeanus je slabo autofluorescentan i može se vizualizovati 

ekscitacijom na 730 nm, najverovatnije kao signal od komponenti ćelijskog zida koje sadrže hitin 

(hitin i hitozan) (Rabasović et al. 2015; L. Y. Chung et al. 1994). Uklanjanje ćelijskog zida 

postupkom laserske nanohirurgije nije bilo dovoljno efikasno na nativnim hifama. Nakon bojenja 

ćelijskog zida bojom CFW, hirurgija je bila skoro 100% uspešna. Sve predstavljene nanohirurške 

procedure su izvedene sa obojenim ćelijskim zidom kako bi se poboljšala apsorpcija laserske 

energije.  

Dvofotonsko oslikavanje ćelijskog zida izvedeno je sa veoma malom prosečnom snagom lasera 

od 0,5 mV i energijom impulsa od 0,007 nJ u ravni uzorka. Talasna dužina od 730 nm je korišćena 
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i za multifotonsko oslikavanje i za nanohirurgiju, skraćujući vreme procedure time što talasne 

dužine nisu menjane. Prečnik hifa (< 15 µm) predstavlja veliki izazov za uspešno odsecanje dela 

ćelijskog zida bez ugrožavanja ostatka ćelije. Nakon optimizacije hirurške procedure, izabrali smo 

tačakasti obrazac 2x20 i pozicionirali ga na delu ćelijskog zida bez citoplazme na TPEF slici. U 

zavisnosti od stepena plazmolize, odnosno dužine mesta dostupnog za sečenje, obrazac 2x20 

tačaka za hirurgiju se skalira (prilagođava se razmera, ugao i položaj) do veličine koja će odrezati 

što je moguće veći deo zida bez kritičnog približavanja ćelijskoj membrani. Na osnovu izabrane 

dužine hirurškog obrasca, debljine ćelijskog zida i blizine protoplasta, snaga sečenja je izabrana u 

delu programa koji služi za iscrtavanje. Parametri hirurgije koje je bilo moguće kontrolisati su bili: 

vreme zadržavanja (dwell time) po tački, snaga lasera i talasna dužina. Sam postupak hirurgije je 

automatizovan i traje oko 20s. Pre hirurških eksperimenata, izvršeni su testovi da se odredi 

prosečna snaga lasera potrebna za presecanje malog dela ćelijskog zida i određen je prag oštećenja 

(eng. damage threshold). Prag oštećenja bio je približno 3,5 mV (koristeći fiziološki objektiv 40x, 

NA=1,0). Ukupna distribucija laserskih snaga u ravni uzorka koja je korišćena za nanohirurgiju 

prikazana je na gornjem grafikonu na slici 4.3, odakle se može videti da je u većini slučajeva 

korišćen niži opseg snaga. Snage lasera od 6 do 12 mV su korišćene u 90% hirurgija ćelijskog zida 

(slika 4.3 gornji grafik). Vreme zadržavanja (dwell time) od 1 s po tački je održavano na istoj 

vrednosti tokom hirurške procedure na svim hifama. Femtosekundni impulsi (160 fs) pri brzini 

ponavljanja od 76 MHz i veoma niske energije impulsa (0,05-0,20 nJ) u ravni uzorka obezbedili 

su uspešno sečenje zida sa visokom prostornom rezolucijom hirurških rezova. 

Zatim je izvedena suptilna deplazmoliza kako bi se stimulisalo oslobađanje protoplasta bez 

preteranog istezanja membrane koja stupa u interakciju sa pipetom. Da bi se izbegao hipoosmotski 

stres i održao integritet ćelijske membrane protoplasta, osmolarnost rastvora u mikroskopskoj 

komorici je smanjena za samo nekoliko desetina mOsm tako da su zadržani blago hiperosmotski 

uslovi. Kako su neki protoplasti izlazili i odmah nakon hirurgije u standardnim hiperosmotskim 

uslovima (slika 4.3 srednji grafik), zamena potpune deplazmolize sa suptilnom je omogućila 

dodatni izlazak protoplasta većih prečnika (slika 4.3 donji grafik), a sprečila hipoosmotski stres. 

Optimizovana koncentracija natrijum azida, koja inhibira proizvodnju ćelijskog zida, je bila 

konstantno prisutna u svim rastvorima, što je bio još jedan bitan faktor uspeha u produženim 

snimanjima.  

Budući da su sistemi za nanohirurgiju (uspravni nelinearni mikroskop) i elektrofiziologiju (invertni 

mikroskop) odvojeni, fiziološki objektiv je imao ključnu ulogu. Pošto se objektiv za uranjanje 

normalno koristi bez gornjeg pokrovnog stakla, moguće je prići uzorku odozgo i potpuno uroniti 

vrh objektiva u rastvor koji okružuje uzorak. Shodno tome, nema potrebe za uklanjanjem 

pokrovnog stakla što bi inače dovelo do mogućeg gubitka dela izašlih protoplasta. S druge strane, 

mapirana pokrovna stakla na kojima su gljive uzgajane i postavljene na dno otvorene 

mikroskopske komore omogućila su preciznu lokalizaciju hifa podvrgnutih nanohirurgiji.  

Ceo proces (hirurgija na nivou ćelije + metoda nametanja voltaže na deliću membrane) je prilično 

složen i određeni koraci se moraju precizno pratiti da bi se dobila visoka stopa uspešnosti i 

ponovljivosti. Koncentracija hemikalija, osmolarnost rastvora, vremenski parametri i parametri 

sečenja se takođe moraju držati u okviru određenog uskog opsega.  
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4.1.3 Oslikavanje hirurškog reza u ćelijskom zidu i oslobođenog protoplasta 

elektronskom mikroskopijom  
 

Da bismo proverili izgled ivica hirurških rezova na ćelijskim zidovima plazmolizovanih hifa, 

gljive koje su prethodno bile podvrgnute laserskoj nanohirurgiji smo oslikali pomoću skenirajućeg 

elektronskog mikroskopa.  

Kao što je prikazano na slici 4.5, slike sa SEM-a su pokazale precizne rezove bez pukotina, sa 

glatkim ivicama proreza na zidu hifalnih ćelija napravljenih femtosekundnim laserom (N = 11 

rezova na 10 slika). Oslobođena membrana protoplasta nije imala velike komade preostalog ili 

deponovanog materijala (N = 2) (slika 4.5f). Korišćeni hirurški parametri su omogućili 

lokalizovano uklanjanje ćelijskog zida sa prosečnom debljinom od 30 nm (slika 4.5e), ponekad 

čak i na izuzetno malim udaljenostima od ćelijske membrane (0,5 – 3 µm), ostavljajući oslobođeni 

protoplast vijabilnim. Srednja dužina rezova izmerena sa TPEF slika bila je 6,7 ± 2,9 µm (N = 

185), dok je sa SEM slika bila 9,3 ± 4,4 µm (N = 6). Širina rezova merena na SEM slikama bila je 

2,2 ± 0,2 µm (N = 3).  
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Slika 4.5. SEM slike rezultata femtosekundne laserske nanohirurgije ćelijskog zida P. blakesleeanus. a) TPEF 

slika laserski generisanog reza u ćelijskom zidu hifa. Prosečna snaga lasera u ravni uzorka je bila 1,0 mW za 

oslikavanje (dwell time 2,5 µs) i 7,5 mW za hirurgiju (dwell time 1 s). Skala: 5 µm. b) SEM slika istog laserski 

generisanog reza prikazanog pod a. Skala: 2 µm. c) TPEF slika reza napravljenog fs laserom. Prosečna snaga lasera u 
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ravni uzorka je bila 1,0 mW za oslikavanje (dwell time 2,5 µs) i 7,6 mW za hirurgiju (dwell time 1 s). Skala: 5 µm. 

Sve TPEF slike su dobijene pomoću uljanog imerzionog objektiva Zeiss 40x NA=1,3. Skala intenziteta za TPEF 

signal: ljubičasta/plava – najniži TPEF signal, tamno crvena – najviši TPEF signal. Skala intenziteta je linearna i 

pokriva ceo opseg podataka. d) SEM slika celog laserski generisanog reza, istog reza kao što je prikazano pod c. Skala: 

2 µm. e) Uvećana slika pod d sa prikazom debljine ćelijskog zida hife (d). Skala: 0,5 µm. f) SEM slika oslobođenog 

protoplasta kroz hirurški rez napravljen prosečnom snagom lasera od 6,7 mW na 730 nm. Skala: 1 µm. 

 

4.1.4 Uticaj različitih parametara na oslobađanje protoplasta 
 

Nakon uspešno napravljenog reza u ćelijskom zidu primećeno je oslobađanje protoplasta u okolni 

medijum. Međutim, nisu svi rezovi oslobodili protoplaste. Ustanovljeno je da nekoliko faktora 

utiče na verovatnoću oslobađanja protoplasta (Po = broj protoplasta / broj rezova). Udaljenost 

laserskog reza od membrane protoplasta u hifi tokom procedure uticala je na to koliko se 

protoplasta može dobiti po završetku procedure hirurškog uklanjanja zida. Kao što se može videti 

na slici 4.6a, kada je protoplast u hifi udaljen više od 6 μm od mesta reza, verovatnoća oslobađanja 

protoplasta opada sa vrednošću od približno 0,4 i najniža je na najvećim testiranim rastojanjima. 

Ovaj rezultat je dodatna potvrda da protoplasti nisu oštećeni u ovom protokolu, čak i kada je mesto 

nanohirurgije u neposrednoj blizini povučenog hifalnog protoplasta. Izgleda da širina hifa (šh), 

koja odražava ukupnu veličinu hifa, nije uticala na verovatnoću dobijanja oslobođenih protoplasta 

za šh < 10 μm. Šire hife (šh > 10 μm) su bile povoljnije za oslobađanje protoplasta: Po = 0,6, dok 

je za manje hife Po bio 0,35 (slika 4.6b). Konačno, veličina reza je takođe uticala na verovatnoću 

oslobađanja protoplasta, pri čemu su manji rezovi oslobađali više protoplasta. Kao što je prikazano 

na slici 4.6c, verovatnoća se smanjila pri većim dužinama reza, sa Po = 0,62 za dužine reza od 5,5 

± 1,5 μm na Po = 0,35 za dužine reza od 11,5 ± 1,5 μm. Još jedna potvrda da su sve hife bile 

vijabilne nakon nanohirurške procedure je ta da su sve zadržale svoj karakterističan 

protok/strujanje citoplazme i zdrav izgled, kao i to da su se deplazmolizovale kada su prenete u 

manje hiperosmotske uslove. Stoga, zavisnost Po od veličine reza je posledica uticaja osnovnih 

fizioloških ili mehaničkih aspekata koji kontrolišu oslobađanje protoplasta.  

U izdvojenom skupu eksperimenata, ispitano je oslobađanje protoplasta neposredno nakon 

nanohirurgije (bez koraka deplazmolize) pod nešto drugačijim uslovima plazmolize i hirurgije kao 

što je objašnjeno u poglavlju 3.5.5, Materijal i metode. Ispitano je da li je visoka koncentracija 

Ca2+ korišćena tokom procedure uticala na oslobađanje protoplasta (slika 4.6d). Upoređeno je 

oslobađanje protoplasta pri visokoj koncentraciji Ca2+ (30 mM) sa oslobađanjem protoplasta pri 

standardnoj koncentraciji Ca2+ (1 i 3 mM zbirno). Kod standardnog [Ca2+] verovatnoća 

oslobađanja protoplasta je jasno zavisila od veličine reza i bila je prilično niska (< 0,2). Povećanje 

[Ca2+] na 30 mM je povećalo verovatnoću dobijanja protoplasta, za istu veličinu reza, na 0,4. 

Zavisnost verovatnoće oslobađanja protoplasta od koncentracije Ca2+ sugeriše da je fiziološki 

mehanizam uključen u proces izbacivanja protoplasta kroz hirurški napravljen rez u ćelijskom zidu 

hifa.  
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Slika 4.6. Parametri koji utiču na verovatnoću oslobađanja protoplasta. Verovatnoća oslobađanja protoplasta iz 

reza dobijenog nanohirurgijom je superponirana na odgovarajući stubić vrednosti parametara. a) Udaljenost laserskog 

reza od hifalnog protoplasta tokom nanohirurgije: raspodela i zavisnost verovatnoće oslobađanja protoplasta. b) Širina 

hifa na mestu nanohirurgije: raspodela i zavisnost verovatnoće oslobađanja protoplasta. c) Dužina hirurškog reza: 

raspodela i zavisnost verovatnoće oslobađanja protoplasta. d) Efekat povećane koncentracije kalcijuma na 

verovatnoću oslobađanja protoplasta (neposredno nakon hirurgije, bez koraka deplazmolize) u funkciji dužine reza 

(posebna serija eksperimenata). Visok [Ca2+]: 30 mM, korišćen u nanohirurškom protokolu. Hiperosmotski rastvor je 

bio 600-617 mOsm tokom perioda oslobađanja protoplasta. Standardan [Ca2+]: 3 mM i 1 mM (zbirni podaci). 

Korišćeni hiperosmotski rastvor tokom vremena oslobađanja protoplasta bio je 555-560 mOsm. Za svaki opseg 

vrednosti (3 μm) veličine reza na histogramu, odgovarajući broj dobijenih protoplasta podeljen brojem hirurških 

rezova je prikazan iznad krive verovatnoće. Na svim graficima vrednosti na apscisama predstavljaju gornju granicu 

opsega vrednosti. Za a-c: Ntot (rezovi) = 203 (a); 209 (b); 208 (c). Ntot (protoplast) = 71 (a); 81 (b); 112 (c). Za d: Ntot 

(rezovi) = 272 (standardni Ca2+); 148 (visoki Ca2+). Ntot (protoplast) = 43 (standardni Ca2+); 55 (visoki Ca2+).   

Takođe je primećen nešto bolji prinos protoplasta u onim plazmolizovanim hifama koje su imale 

citoplazmatski most (slika 4.7) preko „praznog“ regiona blizu mesta sečenja (Po = 0,44) u 

poređenju sa onima čiji su hifalni protoplasti bili potpuno odvojeni (Po = 0,36). 
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Slika 4.7 BF slike plazmolizovane hife sa citoplazmatskim mostom pre hirurgije (levo) i sa oslobođenim protoplastom 

neposredno nakon izvršene hirurgije (desno). Slike su snimljene uljano-imerzionim objektivom Zeiss 40x, NA=1,3. 

Skala: 20 μm. 

 

4.1.5 Laserska nanohirurgija ćelijskog zida na različitim lokacijama duž hifa  
 

Pošto su hife polarizovane ćelije, od velikog je značaja da se protoplasti mogu ciljano osloboditi 

iz različitih regiona hife što bi omogućilo ispitivanje prostorne distribucije membranskih proteina, 

među kojima i jonskih kanala. Stoga smo iskoristili smo preciznost i fleksibilnost nanohirurške 

metode da napravimo rezove i dobijemo protoplaste iz lokalizovanih delova sledećih hifalnih 

regiona: 1. vrh (apeks), koji predstavlja brzo rastući deo hife (slika 4.8a); 2. sredina (sl. 4.8b); 3. 

„vrat“, koji predstavlja osnovu hife, neposredno do spore (sl. 4.8c); 4. bočna grana (sl. 4.8d). 

Prosečna snaga lasera koja je korišćena za rezove na različitim odeljcima nije varirala, dok je 

rastojanje reza od hifalnog protoplasta u vreme nanohirurgije moralo da se prilagođava zbog užeg 

prostora u odeljku bočne grane (udaljenost reza od hifalnog protoplasta je bio kraći u odeljku bočne 

grane nego u srednjem odeljku: p = 0,0220; u poređenju sa odeljkom na vrhu: p = 0,0003). Slika 

4.8e prikazuje broj rezova sa Po vrednošću za svako mesto. Ovaj parametar je bio najveći u 

apikalnom regionu (0,6), dok je u bočnim granama bio prilično nizak (0,13). Zanimljivo je da su 

protoplasti oslobađani iz različitih regiona pod različitim osmotskim uslovima (slika 4.8f). Na 

primer, protoplasti iz vrata se nikada nisu pojavili u hiperosmotskom rastvoru koji se koristi za 

nanohirurgiju (100% protoplasta dobijenih iz vrata je oslobođeno tokom deplazmolize), dok su se 

protoplasti iz vrha hifa oslobađali podjednako dobro i u hiperosmotskim i u rastvorima za 

deplazmolizu. Uspešnost u postizanju gigaomskog kontakta bila je najveća za protoplaste iz bočnih 

grana (55%), dok je za protoplaste iz drugih regiona iznosila 25-30%.  
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Slika 4.8. Nanohirurgija se može primeniti na različita mesta duž hife. TPEF slike hifa sa hirurškim rezovima 

na različitim lokacijama duž hifa: a) apeks b) sredina c) vrat i d) bočna grana obojenih hifa. Bele strelice pokazuju 

na laserom napravljene rezove u ćelijskom zidu hifa. Sve slike su snimljene uljnim imerzionim objektivom Zeiss 40x, 

NA=1,3. Skala: 10 µm. Skala intenziteta za TPEF signal: ljubičasta/plava – najniži TPEF signal, tamno crvena – 

najviši TPEF signal. Skala intenziteta je linearna i pokriva ceo opseg podataka. e) Verovatnoća oslobađanja protoplasta 

po lokacijama reza (apeks, sredina, vrat i bočna grana) sa odgovarajućim dobijenim brojem rezova. f) Osmotski uslovi 

tokom oslobađanja protoplasta na različitim mestima su prikazani kao frakcije ukupnog broja protoplasta oslobađenih 

na svakom mestu i dobijenih u svakom od korišćenih rastvora: „post-hirurški“ – u 620 mOsm; „komorični rastvor“ – 

u 595 mOsm. 
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4.2 Strukturno i funkcionalno oslikavanje ćelijskog metabolizma P. 

blakesleeanus 
 

4.2.1 THG oslikavanje bez obeležavanja i kvantifikacija lipidnih kapi u živim 

hifama P. blakesleeanus  
 

4.2.1.1 Uslovi oslikavanja lipidnih kapi detekcijom signala trećeg harmonika 
 

Intenzitet THG signala snažno zavisi od lokalnih uslova snimanja i u ovom poglavlju će biti 

opisani ključni elementi za razvoj protokola THG oslikavanja lipidnih kapi končaste gljive P. 

blakesleeanus. Za THG oslikavanje živih hifa testirano je nekoliko tipova objektiva sa različitim 

NA. Kada se fiziološki objektiv, 40x, NA=1,0 (slika 4.9a), koji ima veliko radno rastojanje (2,5 

mm), zaroni u mikroskopsku komoru sa suspenzijom gljiva (gljive u SMT medijumu), mali deo 

pobudne svetlosti lasera stiže do žižne ravni, rasejanje je veliko i fokus se gubi, što se i očekuje za 

debele uzorke. Kada se uzme ista suspenzija gljiva na kojoj se ranije nisu mogle videti lipidne kapi 

i stavi između dva pokrovna stakla (hife gljiva su sada u sendviču između dva pokrovna stakla 

debljine 0,17 mm) i primeni uljni imerzioni objektiv, 40x, NA=1,3, vide se jasno istaknute lipidne 

kapi (slika 4.9c). Debljina ovako pripremljenog uzorka je 20-30 μm, dok je u komori njegova 

debljina oko 3 mm. THG signal lipidnih kapi se može videti i sa objektivom 20x, NA=0,8, ali 

samo sa povećanom snagom (slika 4.9b). Izbor radnog tečnog medijuma je takođe bitan. Rastvori 

koji sadrže samo soli i sorbitol mogu poboljšati odnos signal/šum u odnosu na medijume koji pored 

soli sadrže veće molekule kao što su vitamini. Kada su ćelije gljiva iscentrifugirane i 

resuspendovane u izoosmotski ekstraćelijski rastvor bilo je moguće videti lipidne kapi i sa 

fiziološkim objektivom 40x 1,0 (slika 4.9e). Dobijeni kvalitet slike je blizak onom koji se dobija 

sa uljnim imerzionim objektivom 40x 1,3 i usendvičenim hifama u izoosmotskom rastvoru između 

dva pokrovna stakla (slika 4.9d). U ovom slučaju, manja gustina ćelija i manji broj velikih 

molekula u oslikavanju usendvčenog uzroka, uz naknadno smanjenje apsorpcije THG signala od 

strane ćelijskih membrana i velikih molekula, omogućava vizualizaciju lipidnih kapi u debljem 

uzorku. Na kraju može se zaključiti da se najbolji signal dobija sa usendvičenim uzorkom i 

imerzionim objektivom.  

Poboljšanjem našeg nelinearnog mikroskopa, pre svega softvera, i upotrebom specijalno 

dizajniranog držača usendvičenog uzorka (pogledati poglavlje 3.5.1.3, Materijal i metode), 

vizualizacija uglavnom submikronske LK u živim hifama je bila uspešna. Ovo je dalje omogućilo 

kvantitativnu analizu njihovog dinamičnog ponašanja. 
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Slika 4.9. Testiranje uslova THG oslikavanja lipidnih kapi u hifama P. blakesleeanus bez obeležavanja. Hife u 

SMT medijumu: a) u komorici, fiziološki objektiv 40x, NA=1,0 (prosečna snaga lasera u ravni uzorka 58 mW), b) 

između dva pokrovna stakla, objektiv 20x, NA=0,8 (prosečna snaga lasera u ravni uzorka 51 mW), c) između dva 

pokrovna stakla, uljni imerzioni objektiv 40x, NA=1,3 (prosečna snaga lasera u ravni uzorka 23 mW). Hife u 

izoosmotskom rastvoru nakon ispiranja: d) između dva pokrovna stakla, uljni imerzioni objektiv 40x, NA=1,3 

(prosečna snaga lasera u ravni uzorka 34 mW), e) u komorici, fiziološki objektiv 40x, NA=1,0 (prosečna snaga lasera 

u ravni uzorka 39 mW). Skala intenziteta za THG signal: tamno plavo – najniži signal, crveno – najviši signal. 

THG slike, jedan presek (2D) i 3D rekonstrukcija, neobojenih živih hifa P. blakesleeanus u fazi 

eksponencijalnog rasta prikazani su na slici 4.10a i 4.10b. THG signal sa granica ćelije potiče od 

hitinskog ćelijskog zida i ćelijske membrane koja prati oblik ćelijskog zida. Hife su postavljene u 

tečni medijum za rast između dva pokrovna stakala. Visoka rezolucija mikroskopskog sistema 

(ograničena difrakcijom), debljina hifa (oko 10 µm) i transparentnost medijuma omogućavaju da 

se cele hife optički preseku i 3D model rekonstruiše (slika 4.10b i video na: 

https://www.nature.com/articles/s41598-022-23502-4#Sec15). Očigledno je da su strukture sa 

https://www.nature.com/articles/s41598-022-23502-4#Sec15
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jakim THG signalom istaknute među svim entitetima u citoplazmi. Prema literaturi, najverovatnije 

se radi o lipidnim kapima jer imaju veliki indeks prelamanja u poređenju sa ostatkom citoplazme.  

 

Slika 4.10. Oslikavanje hifa P. blakesleeanus u eksponencijalnoj fazi rasta u STM bez obeležavanja. a) 2D THG 

slika. Prosečna snaga lasera u ravni uzorka je bila 23 mW. b) 3D model sastavljen od 23 THG slike sa prostornim 

razmakom po z-osi od 0,9 µm. Prosečna snaga lasera u ravni uzorka je bila 26 mW. c) Multimodalno oslikavanje: BF 

slika (levo), autoTPEF slika (sredina) i THG (desno) slika iste žive neobojene hife. Hifa je plazmolizovana, a povučena 

ćelijska membrana je vidljiva samo na THG slici. Prosečna snaga lasera u ravni uzorka bila je 2,7 mW (TPEF) i 55 

mW (THG). Intenzitetska skala za oba signala TPEF i THG: tamno plava – najniži signal, crvena – najviši signal. Sve 

slike su snimljene uljnim imerzionim objektivom Zeiss 40x, NA=1,3. 

Ćelijski zid i ćelijska membrana su u prisnom kontaktu koji se ne može razlučiti na slikama 

nativnih hifa dobijenim tehnikama ograničenim difrakcijom (rezolucija od približno 250 nm). Da 

bi vizualizovali ćelijski zid i ćelijsku membranu odvojeno, hife su plazmolizovane tako da se 

ćelijska membrana povuče od ćelijskog zida na rastojanje koje je vidljivo na mikroskopu (slika 

4.10c). Povučena citoplazma je jasno vidljiva na BF (slika 4.10c levo) i autoTPEF slikama (slika 

4.10c u sredini), ali ćelijska membrana se može razlikovati samo na THG slici (slika 4.10c desno) 

pošto se njen indeks prelamanja razlikuje od citoplazme.  

 

4.2.1.2 Preklapanje AutoTPEF i THG signala u hifama 
 

Dok THG oslikavanje nije nužno specifično za LK, jer se THG signal proizvodi bilo kakvom 

promenom indeksa prelamanja, LK i dalje proizvode značajno veći THG signal u poređenju sa 



 
62 

 

drugim strukturama u citoplazmi ćelija poput P. blakesleeanus. Ova činjenica se može koristiti za 

razdvajanje LK u ćeliji od drugih entiteta citoplazme koji su u mnogo nižem opsegu signala. Kao 

prvi korak ka potvrdi da su komponente sa visokim THG signalom u neobeleženim živim hifama 

P. blakesleeanus LK, izvršeno je snimanje istih hifa detekcijom autofluorescentnog signala nakon 

dvofotonske pobude na 730 nm (Slika 4.11a levo). Da bi se osiguralo da entiteti sa visokim THG 

signalnom (slika 4.11a desno) nisu artefakti koji mogu biti uzrokovani npr. oštećenjem velikim 

intenzitetom lasera, THG i autoTPEF slike su preklopljene (slika 4.11a u sredini), jasno pokazajući 

da nema značajnog povećanja TPEF signala na istim lokacijama. Hife su bile u fazi 

eksponencijalnog rasta, kao na slici 4.10.  

 

4.2.1.3 Kolokalizacija signala lipidnih kapi snimljenih pomoću TPEF i THG 

modaliteta  
 

Dok su mnoge studije oslikavanja bez obeležavanja na različitim biološkim uzorcima pokazale da 

jak THG kontrast u citoplazmi proizilazi uglavnom od LK (Débarre et al. 2006; Bautista et al. 

2014; George J. Tserevelakis et al. 2014), oslikavanje THG modalitetom nikada nije primenjeno 

na hifama P. blakesleeanus. Kako bi se nezavisnom metodom potvrdilo da su citoplazmatske 

okrugle strukture na THG slikama hifa lipidne kapi, izvedeni su kolokalizacioni eksperimenti 

(slika 4.11b). Hife su obojene bojom Nile Red, jednom od standradnih boja za lipide (Greenspan, 

Mayer, and Fowler 1985). NR je dvofotonski pobuđena istim laserom koji je korišćen za THG. 

TPEF signal od NR je sakupljen kroz VIS filter propusnog opsega 400-700 nm i 570 nm 

dugopropusnog filtera, koji efikasno izoluju fluorescentni signal u spektralnom regionu od 570-

700 nm. Laserski snop je fokusiran pomoću imerzionog objektiva Zeiss Plan Neofluar 40x, 

NA=1.3, a oba signala TPEF i THG su detektovani istovremeno. Pre merenja, vrlo mala zapremina 

uzorka (20 μL suspenzije gljiva) dodata je između dva pokrovna stakala. Ovo omogućava hifama 

da ostanu žive tokom snimanja, ali i da budu imobilisane što je moguće bliže pokrovnom stakalcu, 

čime se postiže najbolja moguća rezolucija. Simultano oslikavanje je bilo neophodno jer su hife 

bile žive a LK mobilne organele, pa bi u suprotnom slučaju prelaska snimanja sa jednog na drugi 

modalitet došlo do pomeranja LK što bi posledično ugrozilo preklapanje TPEF i THG signala 

poreklom od LK. Zahvaljujući dodatnoj modifikaciji u softveru naše aparuture bilo je moguće 

raditi istovremeno snimanje oba signala, THG i TPEF. 
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Slika 4.11. TPEF i THG slike hifa P. blakesleeanus u eksponencijalnoj fazi rasta u STM pokazuju da su lipidne 

kapi predominantni izvor tačkastog THG signala. a) Preklopljene autoTPEF i THG slike iste neobojene hife 

pokazuju da nema preklapanja autoTPEF i THG signala. Prosečna snaga lasera u ravni uzorka bila je 28 mW na 1040 

nm (za THG) i 3,4 mW na 730 nm (autoTPEF). b) In vivo kolokalizacija obojenih lipidnih kapi snimljenih TPEF i 

THG modalitetom. Prosečna snaga lasera u ravni uzorka bila je 32 mW i za THG i za TPEF na 1040 nm. Pirsonov 

koeficijent korelacije Rtotal = 0,844 (ImageJ, dodatak The Colocalization Threshold). Sve slike su snimljene uljnim 

imerzionim objektivom Zeiss 40x, NA=1,3. c) Zavisnost intenziteta THG signala (I) od snage lasera (P). Stepen snage 

dobijen iz fita je 2,91 ± 0,09. Uzorak (u STM medijumu) je bio pozicioniran između dva pokrovna stakla.  

Kvantitativno poređenje TPEF i THG slika (kolokalizaciona analiza) izvršeno je na osnovu 

Pirsonovog koeficijenta korelacije i unakrsne korelacione analize slike (eng. Image Cross-

Correlation Spectroscopy - ICCS). Pirsonov korelacioni koeficijent je bio u opsegu 0,74 < Rtotal < 

0,88 (ImageJ, The Colocalization Threshold dodatak). Prema ICCS analizi, udeo THG-

detektovanih klastera koji su u interakciji sa TPEF-detektovanim klasterima je iznosio 0,89, što 

ukazuje na visok stepen prostorne korelacije između fluktuacija generisanih iz lipidne probe i THG 

signala. Stepen kolokalizacije dobijen u ovom radu je u skladu ili veći sa onim dobijenim u 

oslikavanju bez obeleživača na živim i nekim fiksiranim uzorcima (E. Gavgiotaki et al. 2015) (Yi 

et al. 2013). 

Dodatno je testirana zavisnost intenziteta THG signala (koja potiče od lipidnih kapi) od primenjene 

snage lasera (slika 4.11c). Za izračunavanje srednje vrednosti intenziteta THG signala za različite 

vrednosti snage lasera uzet je mali ROI (deo hife), gde je odnos signal/šum bio optimalan. Na 

grafiku se jasno vidi treći stepen zavisnosti signala od primenjene snage lasera. 
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Na osnovu eksperimenta kolokalizacije (Slika 4.11b) i rezultata prikazanih na Slici 4.11a i c, 

moglo bi se smatrati da većina okruglih svetlih entiteta na THG slikama P. blakesleeanus 

predstavlja LK. 

 

4.2.1.4 Analiza THG slika i kvantifikacija lipidnih kapi – uticaj gladovanja 

ograničenom dostupnošću azota kao neophodnim nutrijentom 
 

Radi kvantifikacije LK, analizirali smo mali skup THG slika pomoću dve metode za analizu slika: 

Analiza veličine čestica (eng. Particle Size Analysis - PSA) i Korelaciona analiza slike (eng. Image 

Correlation Spectroscopy - ICS) (obe dostupne u ImageJ-u). Kako bi se ove dve metode testirale 

i međusobno uporedile, upotrebljene su kulture hifa uzgajane u medijumu sa potpunim odsustvom 

azota (N-gladovanje) i njihove sestrinske kulture odgovarajuće starosti iz iste serije uzgajane u 

standardnom medijimu, kao kontrolne kulture. Kako je već rečeno u Uvodu, nedostatak azota 

izaziva autofagiju kod končastih gljiva (Y. Chen et al. 2018) što dovodi do promene u metabolizmu 

lipida i povećanja broja LK. THG snimanje je izvedeno na hifama u fazi eksponencijalnog rasta, 

naizmenično između kontrolnih (Slika 4.12a) i izgladnjivanih (Slika 4.12b) grupa hifa koje 

odgovaraju uzrastu. Sa slike 4.12 je očigledno, čak i golim okom, da postoji značajan porast broja 

LK nakon azotnog gladovanja u trajanju od 4,5 h. Nakon potvrde da je dobijeno očekivano 

povećanje broja LK, dve metode kvantifikacije su dalje testirane, kao i osetljivost THG metode za 

detekciju LK.  

 

Slika 4.12. THG slike lipidnih kapi kontrolne i izgladnjivane hife. a) Hifa gajena u kontrolnim uslovima. b) Hifa 

gajena 4,5 h u uslovima nedostatka azota. Obe slike su snimljene imerzionim Zeiss 40x, NA=1,3 objektivom dok je 

prosečna snaga u ravni uzorka bila 24 mW (a) i 26 mW (b). Skala intenziteta za THG signal: ljubičasto – najniži THG 

signal, žuto – najviši THG signal. 

Za PSA metodu (dostupnu u ImageJ-u kao „Analyze particles“) na neobrađenoj THG slici (slika 

4.13a levo) prvo je definisan prag signala, (thresholding), a zatim je konvertovana u 8-bitnu masku, 

nakon čega je program automatski izračunao broj čestica koje predstavljaju LK na analiziranim 

slikama (slika 4.13a sredina). Pored broja čestica, kvantifikovani su i prečnik i površina.  

Zbog postavljanja praga i ograničene rezolucije slike (veličine piksela), PSA može biti neosetljiva 

na entitete sa veoma malim ili slabim signalom. Kao rezultat toga, neke LK u nastajanju mogu biti 

izostavljene i neće biti prikazane u konačnim rezultatima. Kako bi ovaj problem bio rešen, 

primenjen je ICS koji izdvaja informacije o svojstvima čestica (broj i veličinu) na osnovu 

a b 
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prostornih fluktuacija intenziteta signala na slikama. ICS je takođe primenljiv na slike koje su 

difuzne.  

 

Slika 4.13. Korelaciona analiza slike (ICS) i Analiza veličine čestica (PSA) na THG slikama. a) Obrada za PSA i 

ICS analizu iste THG slike. Levo: Neobrađena THG slika hife P. blakesleeanus u eksponencijalnoj fazi rasta u 

standardnom tečnom medijumu. Sredina: 8-bitna maska dobijena PSA analizom (crna pozadina). Desno: Slika sa 

oduzetom pozadinom za ICS analizu. Naime, slika sa leve strane (neobrađena THG slika) je obrađena primenom 

oduzimanja pozadine 20x. Slike su prikazane u punom dinamičkom opsegu (8 bita). THG slika je snimljena 

imerzionim objektivom Zeiss 40x, NA=1,3, dok je prosečna snaga lasera u ravni uzorka bila 27 mW. b) ICS analiza: 

Autokorelaciona funkcija (G kriva) je uzeta kao kriva kroz centar intenziteta korelisane THG slike žive i neobeležene 

hife. Autokorelaciona kriva je fitovana Lorencijanovom funkcijom kako bi se izdvojila vrednost FWHM. c) ICS 

analiza, efekat uklanjanja ćelijskog zida: Broj LK dobijenih iz G krive nakon svakog oduzimanja pozadine sa THG 

slike gde je ćelijski zid ručno izrezan (crveni krugovi) i za istu THG sliku gde ćelijski zid nije izrezan pre oduzimanja 

pozadine (crni kvadrati). d) Poređenje podataka izvedenih iz ICS i PSA analize dobijenih iz istog skupa THG slika 

kultura koje su gladovale 3 i 6 sati (N = 3 za svaku grupu). Odnos broja LK po jedinici površine hife, u N-
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izgladnjivanim hifama, prema broju LK po jednici površine hife u kontrolama odgovarajućeg uzrasta. e) Podudaranje 

kvantifikacije LK dobijen ICS i PSA analizom. Za svaku sliku, broj LK dobijen ICS analizom je prikazan u odnosu 

na broj LK dobijen PSA analizom za istu sliku. Podaci za oba grafika su dobijeni iz THG slika bez obeleživača čija 

je analiza predstavljena u Tabeli 5. 

Zbog morfologije hifa, bilo je neophodno obraditi THG slike pre primene ICS analize. Ćelijski zid 

hifa je uklonjen sa slika jer ometa korelacionu analizu (stvarajući podnožja na korelacionoj (G) 

krivi) zbog oštrog diskontinuiteta u intenzitetu na periferiji hifa duž celog obima. Primenili smo 

višestruka oduzimanja pozadine (eng. background) (prosečan intenzitet piksela ROI-a izvan hife) 

sve dok zid nije nestao (Rocheleau, Wiseman, and Petersen 2003). Poslednji postupak je prikazan 

na slici 4.13a desno i očigledno je da je THG signal iz većine LK mnogo intenzivniji od signala 

zida (približno > 10x). 

Nakon uklanjanja ćelijskog zida, postupak korelacione analize slike je izveden u ImageJ-u. Kao 

rezultat, dobija se prostorna autokorelaciona slika iz koje se G kriva izdvaja uzimanjem profila 

intenziteta kroz centar slike. Primer G krive je prikazan na slici 4.13b. Broj LK je izračunat 

korišćenjem sledeće formule: 

𝑁𝐿𝐷 =
𝑁𝑝𝑖𝑥  ∙ 𝑁𝑝𝑖𝑥

𝑟2𝜋 ∙ 𝐺(0)
 

gde je Npix veličina piksela slike 2n x 2n (gde je n ceo broj), r je srednji poluprečnik LK uzet kao 

polovina FWHM G krive, a G (0) je maksimalna vrednost G krive. r i G (0) se izdvajaju iz 

Lorencovog fita G krive (umetak slike 4.13b). Treba napomenuti da se morfologija LK značajno 

razlikuje od morfologije klastera koji se obično ispituju ICS analizom. Stoga, u našem slučaju, 

višestruka oduzimanja pozadine ne dovode do zaravnjavanja G krive u odnosu na broj oduzimanja 

kako bi se moglo očekivati prema literaturi (Rocheleau, Wiseman, and Petersen 2003). 

Zaravnjavanje G krive prikazane u literaturi (Rocheleau, Wiseman, and Petersen 2003) se koristi 

kao kriterijum koliko puta se pozadina mora oduzeti pre nego što se primeni ICS. Naši kriterijumi 

za broj oduzimanja pozadine su bili: a) prestanak značajnog smanjenja broja LK nakon svakog 

sledećeg oduzimanja (slika 4.13c, crni kvadrati), b) približno podudaranje broja LK po hifi sa PSA 

metodom i c) iskustvo (ćelijski zid nestaje sa slike  posmatrane okom). Pregledom desetina slika, 

kako kontrolnih tako i tretiranih hifa, zaključili smo da je u proseku (u zavisnosti od početnog 

kvaliteta slike) 20 uzastopnih oduzimanja bilo dovoljno za pouzdanu ICS analizu.  

Da bismo proverili da li bi dodatno uklanjanje ćelijskog zida dalo drugačiji broj LK, izvršili smo 

ručno uklanjanje ćelijskog zida. To je urađeno razgraničenjem i opsecanjem pre višestrukih 

oduzimanja pozadine. Nakon 20 uzastopnih oduzimanja pozadine, ova metoda ne daje značajno 

različite rezultate u broju LK u poređenju sa slikama na kojima ćelijski zid nije ručno isečen 

(ilustrovano grafikom na slici 4.13c).  

  

4.2.1.5 Analiza lipidnih kapi pomoću PSA i ICS 
 

Poređenje broja i veličine LK dobijenih pomoću ICS i PSA je dat u Tabeli 5. Broj LK po površini 

hifa je u proseku približno isti, ali je srednji prečnik dobijen pomoću ICS nešto manji. Ovo 

odstupanje se može objasniti različitim definicijama za veličinu objekta koji se koristi u ove dve 

metode. 
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Tabela 5. Poređenje broja i veličine lipidnih kapi dobijenih kvantifikacionom analizom dve 

metode, ICS i PSA. N = 3 za svaku prikazanu grupu. 

 
Korelaciona analiza slike 

ICS 
Analiza veličine čestica  

PSA 

Kontrola / Tretman 
Broj LK / površina 

hife (1/μm²) x 
10ˉ³ (SV ± SE) 

Srednji prečnik 
LK (μm)  
(SV ± SE) 

Broj LK / površina 
hife (1/μm²) x 
10ˉ³ (SV ± SE) 

Srednji prečnik 
LK (μm)  
(SV ± SE) 

Kontrolna za 3h N-gladovanja 16 ± 1 0,56 ± 0,06 16 ± 2 0,74 ± 0,02 

3h N-gladovanje 15 ± 5 0,60 ± 0,10 15 ± 6 0,74 ± 0,03 

Kontrola za 6h N-gladovanja 15 ± 4 0,52 ± 0,08 13 ± 3 0,78 ± 0,02 

6h N-gladovanje 24 ± 3 0,46 ± 0,02 22 ± 4 0,74 ± 0,04 

 

Da bismo procenili promenu LK broja u tretiranim hifama, izračunali smo odnos broja LK po 

površini u tretiranim hifama u odnosu na kontrolne (Slika 4.13d). Ukupan broj LK nakon 3 sata 

gladovanja ne pokazuje značajnu promenu. Sa dužim vremenom gladovanja broj LK se povećava 

za više od 50%. 

Koristeći ICS analizu, broj prebrojanih entiteta bio je 80±12% broja LK koji je pronađen 

vizuelnom inspekcijom (N = 12) i u bliskoj korelaciji sa podacima dobijenim PSA metodom. Kada 

se brojevi LK dobijenih pomoću obe metode ucrtaju za svaku pojedinačnu sliku kao zasebne tačke 

(slika 4.13e), linija regresije ima nagib blizu 1, što potvrđuje da je ICS jednako pouzdan kao i PSA 

metoda u otkrivanju i prebrojavanju LK. Koeficijent regresije - R2, bio je približno 0,8.  

 

4.2.1.6 Uticaj azotnog gladovanja na broj i veličinu lipidnih kapi 
 

Da bismo u potpunosti koristili THG oslikavanje (vreme ekspozicije za sliku od 1024x1024 piksela 

sa 30 usrednjavanja traje maksimalno 24 s) i naknadnu analizu kao LK esej, izvršili smo niz 

snimanja i merenja u vremenu, kultura končastih gljiva uzgajanih u kontrolnim i uslovima bez 

azota. Da bi se izbegli mogući neželjeni efekti manipulacije micelijom tokom pripreme za početak 

tretmana (npr. centrifugiranja) na dobijene rezultate, kulture gljiva su snimane tek po proteku 2 

sata od početka tretmana (gladovanje izazvano nedostatkom azota ili kontrola).  

Broj LK po jediničnoj površini ćelija (Broj LK/površina hife) u svim snimljenim hifama u 

kulturama gljiva koje su uzgajane u medijumu bez azota (N-gladovanje) bio je značajno veći u 

poređenju sa kontrolom (Slika 4.14a). Da bi se ispitala dinamika zapaženog povećanja broja LK, 

kontrolna i N-gladovanje grupa su podeljene na četiri grupe u odnosu na trajanje tretmana (Slika 

4.14b). Vrednosti broja LK po površini hifa su prikazane u zavisnosti od vremena. Broj LK po 

površini hife u kontrolama ostao je približno isti tokom posmatranja, sa blagim trendom povećanja 

u kasnijim vremenskim tačkama rasta koji nije bio statistički značajan (Slika 4.14b). Kod hifa iz 

grupe N-gladovanje došlo je do izrazitog i statistički značajnog porasta broja LK po površini hife 

u odnosu na kontrolu nakon 4,5 h od tretmana, i ovaj trend se održao do završetka eksperimenta 

(Slika 4.14b).  
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Slika 4.14. Kvantifikacija LK sa THG slika hifa P. blakesleeanus. Hife su kultivisane u medijumu bez azota ili u 

standardnom tečnom medijumu 2-6 sati (ili duže od 6 a najviše 8 sati) nakon početka tretmana. Dobijene THG slike 

LK su analizirane PSA metodom. n = 6 nezavnisnih kultura. a) N-gladovanje povećava broj LK po jedinici površine. 

Broj LK dobijen iz pojedinačnih hifa je normalizovan na površinu hife (103 µm2). Kontrola (N = 47), N-gladovanje 

(N = 16). Rezultati objedinjeni za sve vremenske tačke u kontroli i N-gladovanju. Neupareni dvostrani t-test sa Welch 

korekcijom, p = 0,0038. b) Vremenski tok Broj LK/jedinična površina, pokazuje da je povećanje broja LK uzrokovano 

N-gladovanjem značajno nakon 4,5 h (p = 0,0006) i u kasnijim vremenima (p = 0,0045), u poređenju sa 

odgovarajućom kontrolom. Dvosmerna ANOVA, sa Holm-Sidac-ovom korekcijom. Srednja vrednost ± SE, N(kontrola) 

= 8; 7; 11; 21 za vremenske tačke 2; 3; 4,5; 6 (u satima (h)). N(N-gladovanje) = 6; 3; 7 za vremenske tačke 3; 4,5; 6 (u 

satima (h)). c) N-gladovanje smajuje prečnik LK. Prečnici LK iz kontrole (N = 1173) i N-gladovanje grupe (N = 432). 

Rezultati objedinjeni za sve vremenske tačke u kontroli i N-gladovanju. Dvostrani Mann-Whitney (p = 0,0008). d) 

Vremenski tok promene prečnika LK koji pokazuje da je smanjenje uzorkovano gladovanjem značajno samo pri 

produženim vremenima gladovanja. Dvosmerna ANOVA, Holm-Sidac korekcija (p ˂ 0,0001) u poređenju sa 
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odgovarajućom kontrolom. Srednja vrednost ± SE, N(kontrola) = 176; 124; 302; 571 za vremenske tačke 2; 3; 4,5; 6 (u 

satima (h)). N(N-gladovanje) = 100; 118; 214 za vremenske tačke 3; 4,5; 6 (u satima (h)). e) Poređenje distribucija 

povećanog broja LK nakon 4,5 i 6 sati gladovanja. Najveće LK se gube u najdužim vremenima gladovanja. Histogrami 

raspodele prečnika LK sa opsegom vrednsoti od 0,3 µm, za kontrolnu i N-gladovanje grupu. Broj LK za svaki opseg 

vrednosti histograma podeljen je zbirom površina hifa odgovarajuće grupe. Greške su računate kako je navedeno u 

poglavlju 3.6.3, Materijal i metode. Brojevi na x osi predstavljaju gornju granicu opsega vrednosti histograma. 

Srednji prečnik LK je bio statističi značajno manji u kulturama iz grupe N-gladovanje u poređenju 

sa kontrolom, kada su poređeni sumarni rezultati grupa, bez obzira na vreme tretmana (Slika 

4.14c). Međutim, ako se analizira dinamika ovog procesa (Slika 4.14d), vidi se da u kontrolama 

nije bilo statistički značajne promene srednjeg prečnika LK, dok je tek posle 6h od početka 

tretmana došlo do izrazitog i statistički značajnog smanjenja srednjeg prečnika LK kod hifa iz 

grupe N-gladovanje u odnosu na kontrolu. 

Analiza histograma raspodele prečnika lipidnih kapi 3, 4,5 i 6h od početka tretmana, (slika 4.14e) 

pokazuje da su LK manje od 1,6 µm brojnije u grupi N-gladovanje nego u odgovarajućoj kontroli 

4,5 h od početka tretmana, dok se na 6 h povećava samo broj LK manjih od 1 µm. Stoga se 

smanjenje prosečnog prečnika LK do kojeg je došlo između 4,5 h i 6 h kod hifa koje su gladovale 

(Slika 4.14d) može objasniti značajnim gubitkom populacije LK većih od 0,6 µm tokom 

produženog rasta u uslovima N-gladovanja. Sumarno, utvrđeno je da je ukupna promena u LK 

tokom rasta bez dostupnog azota povećanje broja LK nakon 3 h od početka tretmana, koje je  

praćeno gubitkom populacije LK većih od prosečnih tokom produženog gladovanja. 

 

4.2.2 In vivo (auto)TPEF oslikavanje organela u pojedinačnim hifama P. 

blakesleeanus  
 

U ovom poglavlju će biti prikazana kolekcija TPEF slika i 3D prikaza koji ilustruju 

trodimenzionalnu organizaciju, distribuciju i dinamičko ponašanje ključnih organela energetskog 

metabolizma, kao i redoks odnos intrinzičnih kofaktora u živim hifama. Detaljna kvantifikaciona 

analiza 2D slika dobijenih na ovaj način će biti prikazana u poglavljima 4.2.2.1, 4.2.2.3 i 4.2.3.2.  

Na slici 4.15a je prikazana 2D slika autofluorescentnog signala poreklom od NAD(P)H nakon 

ekscitacije na 730 nm. Kako se NAD(P)H uglavnom nalazi u mitohondrijama a ređe u citoplazmi, 

na slici se mogu uočiti tubularne i sferne strukture. Ipak, za potrebe kvantifikacije dinamike 

mitohondrija, potreban je bolji odnos signal/šum i nedvosmislena potvrda ovih organela. Na slici 

4.15b je prikazana 2D TPEF slika jedara obojenih bojom DAPI, dok su 3D TPEF slike izduženih 

tubularnih mitohondrija obojenih rodaminom 123 i LK obojene bojom NR prikazane na slici 4.15c 

i d.  
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Slika 4.15. Upoređivanje slika hifa P. blakesleeanus dobijenih detektovanjem različitih signala: a) autoTPEF 

signal predominantno poreklom od NAD(P)H (730 nm, 7,6 mW, VIS) Skala: 20 μm. Skala intenziteta za autoTPEF 

signal: crna – najniži TPEF signal, svetlo roze – najviši TPEF signal. b) TPEF signal poreklom od jedara obojenih 

bojom DAPI (730 nm, 4,4 mW, VIS + 479/40). Skala: 10 μm. Skala intenziteta za autoTPEF signal: tamno plava – 

najniži TPEF signal, bela – najviši TPEF signal. c) 3D slika mitohondrija obojenih bojom Rh123 (800 nm, 5,2 mW, 

VIS + 530/43). 3D Model je napravljen od 21 TPEF slike koje su bile odvojene 0,9 μm duž z-ose. d) 3D slika lipidnih 

kapi obojenih bojom NR (1040 nm, 3,4 mW, VIS + 570LP). 3D model napravljen od 15 TPEF slika sa razmakom 0,9 

μm. Sve slike su snimljene imerzionim Zeiss 40x, NA=1,3 objektivom. 

Dobijeni podaci otkrivaju da je većina organela ravnomerno raspoređena u citoplazmi hifa, što 

implicira da svoju funkciju obavljaju duž cele dužine hife tokom eksponencijalne faze rasta. 

 

In vivo oslikavanje metaboličkog statusa P. blakesleeanus 

Zbog povezanosti puteva sinteze i razgradnje lipida sa putevima oksidativnog metabolizma, 

odnosno redoks potencijalom ćelije (Veech et al. 2019) i uloge LK u odbrani od oksidativnog 

stresa (Jarc and Petan 2019). Oslikavanjem endogenih fluorofora NAD(P)H i FAD moguće je 

odrediti relativne promene u oksidaciono-redukcionom stanju u ćelijama. Promene u 

koncentracijama NAD(P)H i FAD u citoplazmi i mitohondrijama mogu se detektovati pomoću 

optičkog redoks odnosa koji pokazuje metaboličku aktivnost ćelija (Z. Liu et al. 2018). NLSM 

zbog svojih osobina omogućava da odredimo redoks odnos jer su metabolički kofaktori FAD i 

NAD(P)H prirodno fluorescentni i imaju različite maksimume pobude i emisije. Na slici 4.16a se 

može videti autofluorescenti signal od NAD(P)H i FAD u hifama P. blakesleeanus i njihov redoks 

odnos nakon preklapanja slika i deljenja ova dva signala.  

Da bismo dobili redoks odnos izračunali smo odnos intenziteta autofluorescencije FAD-a i 

NAD(P)H-a. Ovo je urađeno za svaki piksel na ove dve slike, i na taj način je dobijena nova slika. 

Vrednosti odnosa su korigovane zbog različite efikasnosti detekcije za različite uslove snimanja. 

Korekcioni faktor je dobijen na osnovu snimanja rodamina B pod istim uslovima na kojima su 

snimani FAD i NAD(P)H. Vrednost redoks odnosa na slici je predstavljena bojom (color bar na 

slici 4.16), dok intenzitet slike predstavlja srednju vrednost intenziteta FAD-a i NAD(P)H-a. 

Redoks odnos koji je dobijen je upravo onakav kakav se očekuje kod zdravih ćelija. 

U cilju validacije metode koristili smo rotenon kao stimulus sa poznatim delovanjem na promenu 

odnosa NADH i FAD. Naime, rotenon izaziva inhibiciju kompleksa I mitohondrijalnog 

respiratornog lanca, odnosno inhibira oksidaciju NADH u NAD što dovodi do povećane količine 

NADH u ćeliji, ali bez promene u količini FAD. U skaldu sa očekivanim, nakon dodavanja 

rotenona dolazi do pojačanog signala NADH, dok se signal od FAD autofluorescence ne menja. 

Ovo se jasno vidi na rezultujućim slikama optičkog redoks odnosa pre i nakon dodavanja rotenona 

kao smanjenje redoks odnosa zbog veće količine NADH (4.16b). 
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Slika 4.16. Optički redoks odnos endogenih fluorofora NAD(P)H i FAD u hifama P. blakesleeanus. a) Optički 

redoks odnos endogenih fluorofora NAD(P)H i FAD. Levo: AutoTPEF slika NAD(P)H autofluorescence u hifama P. 

blakesleeanus. Talasna dužina pobude 730 nm. Emisioni filter 479/40 nm. Sredina: AutoTPEF slika FAD 

autofluorescence u istim hifama. Talasna dužina pobude 860 nm. Emisioni filter 530/43 nm. Intenzitetska skala za 

TPEF signal: ljubičasta/plava – najniži TPEF signal, tamno crvena – najviši TPEF signal. Obe slike su snimljene 

imerzionim Zeiss 40x 1,3 objektivom. Desno: Rezultujuća slika optičkog redoks odnosa NAD(P)H i FAD. Zelena 

boja predstavlja najniži redoks odnos dok crvena boja predstavlja najviši redoks odnos. Formula po kojoj je izračunat 

redoks odnos: (FAD/NAD(P)H)x(RNAD(P)H/RFAD), RNAD(P)H i RFAD su srednje vrednosti intenziteta rodamina B 

izmerene u identičnim uslovima oslikavanja FAD i NAD(P)H. b) Rezultujuće slike redoks odnosa NAD(P)H i FAD 

pre i nakon dodavanja rotenona. 

 

Uticaj starosti i prečnika hifa na obeležavanje bojom Rh123  

Tokom optimizacije bojenja mitohondrija bojom Rh123, primećeno je da se ne boje sve hife 

podjednako uspešno. Naime, uočeno je da su se starije hife u manjem broju bojile ovom bojom. 

Da bi se utvrdilo da li zaista postoji razlika u bojenju različitih veličina i uzrasta hifa ispitan je 

uticaj starosti i prečnika hifa na bojenje Rh123. U grupi kontrolnih hifa je pokazano da postoji 

statistički značajna razlika (p = 0,0001) u starosti i prečniku između hifa koje su se obojile i onih 

koje nisu. Hife većeg prečnika uglavnom odgovaraju starijim hifama, tako da između ova dva 
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parametra postoji korelacija. Sa porastom prečnika i starosti, hife su se manje bojile. Srednji 

prečnik za obojene hife u kontroli je oko 6 μm, dok je za neobojene oko 7.5 μm, što se može uočiti 

sa grafika (Slika 4.17).  

 

Slika 4.17. Zavisnost bojenja mitohondrija bojom Rh123 od starosti hifa i nhjihovog prečnika. a) Poredjenje 

prečnika hifa koje su se obojile i koje se nisu obojile bojom Rh123 u kontrolnoj grupi. N(obojene) = 48, N(neobojene) 

= 22. b) isti podaci pod (a) prikazani u zavisnosti od starosti gljiva u trenutku oslikavanja. Regresione prave se 

razlikuju (F test). 

 

Morfološki tipovi populacija mitohondrija u hifama P. blakesleeanus  

U hifama gljive P. blakesleeanus je uočeno šest morfoloških tipova hifa prema preovlađujućem 

obliku mitohondrija (u daljem tekstu morfološki tip mitohondrija): intermedijarni tip – normalan, 

intermedijarni sa malim polukružnim tubulama; tubularni, izdužene tubule; fragmentisan (male 

elipsoidne tubule) i fragmentisan tip sa mitohondrijama isključivo sfernog oblika. Morfološki 

tipovi mitohondrija koji su identifikovani tokom ovog rada su prikazani na Slici 4.18.  
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Slika 4.18. TPEF slike morfoloških tipova mitohondrija u hifama P. blakesleeanus. a) intermedijarni tip (prisutne 

su tubularne mitohondrije oko okruglih struktura veličine jedara, kao i kraće tubule i elipsoidne mitohondrije). b) 

intermedijarni tip sa dodatnim polukružnim tubulama oko okruglih struktura manjih veličina od jedara (veličina se 

podudara sa veličinom lipidnih kapi). c) tubularne mitohondrije. d) izdužene tubularne mitohondrije. e) fragmentisan 

tip morfologije koji obuhvata jako kratke tubule, elipsoidne i okrugle mitohondrije. f) fragmentisan tip morfologije 

koji podrazumeva samo male sferne mitohondrije. Sve slike su obojene 5 μM Rh123 i snimljene imerzionim Zeiss 

40x, NA=1,3 objektivom. Prosečna snaga u ravni uzorka je bila 4,2 mW (a), 4,2 mW (b), 4,3 mW (c), 5,2 mW (d), 

4,1 mW (e), 4,5 mW (f). Skala intenziteta za TPEF signal: tamno plavo – najniži TPEF signal, tamno crveno – najviši 

TPEF signal.  

 

4.2.2.1 Uticaj povišene temperature na dinamiku mitohondrija i lipidnih kapi  
 

Ispitan je uticaj povišene temperature gajenja na gustinu lipidnih kapi u živim hifama P. 

blakesleeanus. Uporedo je ispitano kako povišena temperatura utiče na morfologiju mitohondrija 

i promenu njihove zastupljenosti u hifama.  

Povećanje ambijentalne temperature za 3ºC, sa 22ºC na 25ºC, je imalo dramatičan efekat na 

morfologiju mitohondrija, izazivajući pojavu pretežno tubularne morfologije (slika 4.19a,b,c). 

Dok u kontrolnim uslovima u najvećem procentu (>70%) preovlađuje intermedijarni tip 

morfologije u svim vremenskim tačkama eksponencijalnog rasta (slika 4.19a), na 25ºC se uočava 

dinamičnija promena morfologije (slika 4.19b). Tubularna morfologija je dominantna kod mlađih 

hifa eksponencijalne faze (16-20 h) i u potpunosti preovlađuje na vrhuncu ove faze (24-28 h), dok 
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su u ostatku eksponencijalne faze dominantne mitohondrije intermedijarne morfologije. Sa grafika 

4.19c gde su sva vremena gupisana, jasno se uočava dvostruko povećanje fragmentisane i sferne 

morfologije na povišenoj temperaturi. Međutim, najizraženija promena u odnosu na kontrolu je 

višestruko povećanje tubularnih mitohondrija, kako srednjih tubula, tako i izduženih, što je 

karakteristično za stanja blagog stresa ili kada se ćelija nalazi u uslovima gde je potrebno 

produkovati više energije. Na grafiku 4.19b vidimo da se izdužene tubule pojavljuju kod najmlađih 

hifa eksponencijalne faze u uslovima povišene temperature. Procenat ukupne površine 

mitohondrija je takođe pokazao trend rasta kada se gaji na 25ºC (slika 4.19d,e) ali bez statističke 

značajnosti, što pokazuje da se ukupna površina mitohondrija ne menja značajno. Dakle, ukupna 

površina mitohondrija se ne menja značajno sa promenom temperature ali zato one dinamično 

menjaju svoju morfologiju kroz procese inztenzivne fuzije i fisije. Uočeni odgovori na malo 

povećanje temperature ukazuje na fiziološku adaptaciju metabolizma hifa. 

Povećanje ambijentalne temperature na 25ºC izazvalo je statistički značajno (p = 0,0273) 

povećanje procenta površine hifa koju zauzimaju LK sa 2,9 ± 1,6 na 4,7 ± 2,2 (slika 4.19f). Takođe 

se uočava i blagi trend povećanja površine hifa koju zauzimaju LK kod starijih hifa na standardnoj 

temperaturi gajenja (22ºC) (slika 4.19g).  
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Slika 4.19. Zastupljenost morfoloških tipova i udeo mitohondrija u kontrolnim i uslovima povišene temperature 

gajenja. Procentualna zastupljenost morfoloških tipova mitohondrija u a) kontroli +22°C (kontrolna temperatura, 

standardno korišćena u svim gajenjima) i na b) povećanoj ambijentalnoj temperaturi +25°C. c) Procentualna 
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zastupljenost morfoloških tipova mitohondrija u kontroli i na povećanoj temperaturi - objedinjene sve starosti hifa. 

(kontrola (N = 56 hifa) i tretmani gajeni na 25ºC (N = 41 hifa)). Zastupljeni morfološki tipovi mitohondrija 

(intermedijarni, tubularne, izdužene tubule, fragmentisane i sferne) su prikazani razlčitim bojama, a vrednosti na 

stubićima predstavljaju broj analiziranih hifa. d) Udeo površine hife koji zauzimaju mitohondrije u uslovima 

povećanja ambijentalne temperature, izražen u procentima. e) Isti podaci kao pod (d) prikazani u zavisnosti od starosti 

gljiva u trenutku oslikavanja. f) Procenat površine hife koji zauzimaju LK u uslovima povećanja ambijentalne 

temperature. Razlika između grupa je značajna, p = 0,0273. Kontrola (N = 11 hifa) i tretmani gajeni na 25ºC (N = 9 

hifa). g) Isti podaci kao pod (f) prikazani u zavisnosti od starosti gljiva u trenutku oslikavanja. 

 

4.2.2.2 Uticaj azotnog gladovanja na dinamiku mitohondrija  
 

S obzirom da je samo malo povećanje temperature izazvalo izuzetno dinamičnu promenu 

morfologije mitohondrija, ispitan je i uticaj gladovanja na zastupljenost pojedinih morfoloških 

tipova mitohondrija i udeo površine koji mitohondrije zauzimaju u hifi. Delovanje azotnog 

gladovanja je ispitan u dva nezavisna eksperimenta, posle 5 i 7 h od početka tretmana. Na slici 

4.20a. se može videti da se u potpunom odsustvu azota, u odnosu na kontrolu, pojavljuje novi 

morfološki tip mitohondrija – intermedijarni sa polukružnim tubulama, koji obavija neke strukture 

koje po veličini odgovaraju lipidnim kapima. U kontroli, očekivano, dominira intermedijerni oblik 

mitohondrija, dok je u tretmanu N-gladovanjem njihov udeo smanjen. Srednje i izdužene tubule, 

kao i fragmentisan tip mitohondrija nisu uočene ni u kontroli ni u tretmanima, sa izuzetkom sferne 

morfologije koja je bila prisutna u kontroli i u toku prvih 5 h tretmana N-gladovanjem. Zanimljiva 

je pojava posebnog intermedijarnog tipa mitohondrija sa manjim polukružnim tubulama, koji se 

pojavljaju samo u ovom tipu tretmana. Međutim, u pitanju je mala veličina uzorka, te se ne mogu 

donositi konačni zaključci. Analiza površine hifa koju zauzimaju mitohondrije je pokazala da 

tokom azotnog gladovanja dolazi do njenog smanjenja u odnosu na kontrolu koje nije statistički 

značajno (slika 4.20b).  

 

Slika 4.20. Zastupljenost morfoloških tipova i udeo mitohondrija u kontrolnoj i N-gladovanje grupi. a) 

Procentualna zastupljenost morfoloških tipova mitohondrija na nivou celih hifa u azotnom gladovanju i kontroli. 

Zastupljeni morfološki tipovi mitohondrija (intermedijarni, intermedijarni sa polukružnim tubulama i sferni) su 

prikazani razlčitim bojama, a vrednosti na stubićima predstavljaju broj analiziranih hifa. b) Udeo površine hife koji 

zauzimaju mitohondrije u N-gladovanju u odnosu na kontrolu. Vrednosti dobijene za hife starosti 24-31 h su grupisane 

u oba grafika. 
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4.2.3 Ispitivanje uticaja natrijum selenita na dinamiku lipidnih kapi, 

mitohondrija i morfologiju hifa P. blakesleeanus – THG i TPEF 

oslikavanje 
 

4.2.3.1 Uticaj natrijum selenita na dinamiku lipidnih kapi P. blakesleeanus - 

THG oslikavanje bez obeležavanja 
 

Uticaj različitih koncentracija natrijum selenita (25 μM, 100 μM, 500 μM i 1000 μM) na dinamiku 

lipidnih kapi pojedinačnih hifa (starosti 24 h – 31 h) gljive P. blakesleeanus ispitan je u 3 nezavisna 

eksperimenta. Na THG slikama dobijenim iz kontrolnih i hifa tretiranih selenitom (Se4+), mogu se 

lako uočiti lipidne kapi i povećana gustina LK u tretiranoj grupi (slika 4.21).  

 

Slika 4.21. THG slike lipidnih kapi u neobeleženim hifama P. blakesleeanus. Levo: Kontrola. Hife gajene u SMT 

medijumu, stare 28h. Desno: Kultura tretirana natrijum selenitom. Hife gajene u SMT medijumu sa dodatim 1000 μM 

natrijum selenitom, stare 26h. Obe slike su snimljene uljano-imerzionim Zeiss 40x, NA=1,3 objektivom dok je 

prosečna snaga u ravni uzorka bila 28,3 mW (a) i 24,9 mW (b). Svetle tačke predstavljaju lipidne kapi. Skala 

intenziteta za THG signal: tamno plavo – najniži THG signal, žuto – najviši THG signal.  

Sa THG slika kontrolnih i hifa tretiranih Se4+, određena je gustina (slika 4.22a,b), površina (slika 

4.22c,d) i veličina lipidnih kapi (slika 4.23). Gustina LK je izračunata kao: broj LK u hifi / površina 

te hife (µm2). Grafik na slici 4.22a pokazuje da je u grupi hifa mlađih od 27 h, nakon tretmana 

selenitom (1000 μM), prosečna gustina LK statistički značajno porasla skoro dva puta (1,95x, p = 

0,0003) u poređenju sa kontrolom. Statistički značajna razlika (p = 0,0368) u gustini hifa uočena 

je i u starijoj populaciji hifa između grupa tretiranih 1000 μM i 100 μM selenitom, sa značajnim 

porastom gustine LK u korist veće koncentracije selenita. U grupi hifa starosti od 24 h do 26 h 

koje su tretirane manjim koncentracijama natrijum selenita (25 µM, 100 µM i 500 µM) uočava se 

trend smanjenja broja LK u odnosu na kontrolnu grupu gljiva. Sa druge strane, kod starijih hifa, 

28 h - 30 h, tretiranih istim koncentracijama Se4+, uočava se blago povećanje gustine LK u odnosu 

na kontrolu (28 h), izuzev koncentracije 100 μM koja izaziva smanjenje prosečne gustine LK. U 

oba vremenska bloka uočava se identičan obrazac efekta četiri korišćene koncentracije selenita: 
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gustina LK je najmanja za korišćenu koncentraciju Se4+ od 100 μM, zatim blago povećanje broja 

LK sa većom koncentracijom od 500 μM i konačno statistički značajno povećanje broja LK za 

najveću korišćenu koncentraciju (1000 μM). Postavlja se pitanje da li je povećanje broja lipidnih 

kapi kod grupa tretiranih natrijum selenitom koncentracije 1000µM posledica deobe postojećih 

lipidnih kapi ili nastanka novih. Trend blagog povećanja gustine LK kod najstarijih kontrola je 

takođe evidentan (slika 4.22b) sa statistički značajnom razlikom (p = 0,0473) između najstarije 

(31 h) i najmlađe kontrole (24 h). 

Na grafiku 4.22c i 4.22d možemo videti koji procenat površine hife zauzimaju lipidne kapi u 

tretmanima i kontrolama. I ovde se uočava blagi trend porasta procenta površine hife koju 

zauzimaju LK u hifama starijih kontrolnih grupa, ali bez statističke značajnosti. Kada se pogledaju 

tretmani na mlađim micelijumima (24 h – 27 h), takođe imamo sličnu situaciju kao i sa gustinom 

LK: najmanji procenat površine hife zauzimaju lipidne kapi tretirane koncentracijom od 100 μM, 

dok najveća korišćena koncentracija Se4+, 1000 μM, dovodi do toga da lipidne kapi zauzimaju 

najveći procenat površine hife u odnosu na ostale koncentracije i kontrolu staru 24 h. Kada 

posmatramo starije micelijume (28 h – 31 h), uočavamo da svi tretmani imaju slične srednje 

vrednosti, izuzev koncentracije od 100 μM koja i ovde pokazuje najmanje vrednosti. Kada se 

grafici 4.22 c i d, uporede sa graficima 4.22 a i b, može se zaključiti da su promene procenta 

površine koju zauzimaju LK po površini hife verovatno posledica promene broja LK, a ne 

povećanja ili smanjenja njihove veličine.  
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Slika 4.22. Gustina i zastupljenost lipidnih kapi u kontrolnim i grupama tretiranih natrijum selenitom. a) Broj 

LK po površini hife u tretiranim grupama i objedinjenim kontrolama. b) Broj LK po površini hife u kontrolnim 

uslovima razdvojeno pa satima. c) Procenat površine hife koje zauzimaju LK u tretiranim grupama i objedinjenim 

kontrolama. d) Procenat površine hife koje zauzimaju LK u kontrolnim uslovima razdvojeno pa satima. N = 137 

analiziranih hifa. Nkontrola = 14, 4; 6; 5; 16; 7; 13 za vremenske tačke 24; 25; 26; 27; 28; 29; 30-31 (u satima (h)). Nselenit 

= 9 za svaku grupu. 

Kako je jedino najveća korišćena koncentracija Se4+ imala statistički značajan efekat na LK, 

izmereni su prečnici lipidnih kapi u grupi tretiranoj 1000 μM Se4+ i odgovarajućim kontrolama. 

Raspodela veličina LK je prikazana kao raspodela prečnika izmerenih LK što se može videti na 

histogramima na slici 4.23a. Na histogramima možemo videti da u svakoj kontrolnoj i tretiranoj 

grupi najviše ima lipidnih kapi veličine manjih od 1μm. Najmanji broj lipidnih kapi ima prečnik 

veći od 1,2 µm i ovaj broj je manji u tretitranoj grupi u odnosu na kontrolu. Odavde se može 

zaključiti da koncentracija 1000 µM deluje na LK tako što dovodi do proizvodnje manjih lipidnih 

kapi ili deljenja već postojećih na manje. Sa grafika 4.23b vidimo da se prosečna veličina LK nije 

značajno menjala, što ne podržava očekivanja da stres indukuje stvaranje novih LK. Sa druge 

strane, distribucija veličina LK pokazuje da su LK tretirane selenitom češće male (oko 1 µm i 

manje) u poređenju sa LK u kontrolama. Pored toga, distribucija LK u kontrolama, ali ne i u 
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tretiranoj grupi, uvek je imala znak „desnog ramena“ koji pokazuje da je prisutna odvojena 

populacija LK sa prečnikom većim od proseka grupe. Isti nalaz se jasnije vidi na grafiku na slici 

4.23c, gde dobijeni parametri Gausove funkcije odgovaraju raspodeli prečnika LK.  

Lipidne kapi u gljivi P. blakesleeanus su veoma male (srednji prečnici u svim grupama su manji 

od 1 µm), dok je granica lateralne rezolucije prikazanih slika oko 0,3 µm. Manje LK od prosečnih 

su jedva bile iznad granice. Stoga je blizina granice rezolucije verovatno uzrok naše nemogućnosti 

da pouzdano otkrijemo Se4+ indukovanu generaciju najmanjih LK i naknadno smanjenje srednjeg 

prečnika. 

 

Slika 4.23. Veličina lipidnih kapi u kontrolnoj i grupi tretiranoj natrijum selenitom (1000 μM). a) Raspodela 

veličina LK za tretiranu i kontrolnu grupu najbliže starosti hifa. Vrh: 27 h tretman / 28 h kontrola. Dole: 30,5 h tretman 

/ 31 h kontrola. b) Srednja vrednost prečnika ± SD lipidnih kapi u svim grupama. N = 200-400 LK za svaku grupu. c) 

Dobijeni parametri Gausovog fita za distribuciju veličine LK.  

 

4.2.3.2 Uticaj natrijum selenita na morfologiju i zastupljenost mitohondrija u 

hifama P. blakesleeanus korišćenjem vitalnih boja i TPEF modaliteta 

nelinearne mikroskopije  
 

U poglavlju 4.2.2 je pokazano da su se starije hife većih prečnika slabije bojile bojom Rh123. 

Sličan fenomen je uočen i u grupama koje su tretirane Se4+. U grupi hifa tretiranih 500 μM Se4+ su 

se takodje razlikovali prečnici obojenih i neobojenih hifa i ova razlika je bila statistički značajna 

(p = 0,043) (slika 4.24a,b). Kada je u pitanju tretman Se4+ koncentracije 1000 μM, nema statistički 
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značajne razlike u dužini prečnika obojenih i neobojenih hifa, ali se sa grafika 4.24c vidi da se 

starije i deblje hife većinski nisu bojile, odnosno, samo su najmlađe hife, starosti 17 h bile obojene. 

Mali broj obojenih hifa i posledično mali uzorak za analizu, su uzrok što za ove eksperimentalne 

grupe nije dobijena statistička značajnost. Kako su sve kulture hifa bojene na isti način i sve bile 

izložene jednakoj koncentraciji boje u jednakom trajanju, primećen fenomen ukazuje da kulture 

nisu uniformne, kao i da je sa povećanjem koncentracije Se4+ kojoj su kulture hifa izložene, broj 

obojenih hifa indikatorom Rh123 manji.  

 

Slika 4.24. Zavisnost bojenja mitohondrija bojom Rh123 od koncentracije selenita. a) Poredjenje prečnika hifa 

koje su se obojile i koje se nisu obojile bojom Rh123 u grupi tretiranoj 500 μM Se4+. b) Isti podaci pod (a) prikazani 

u zavisnosti od starosti gljiva u trenutku oslikavanja. c) Poredjenje prečnika obojenih i ne obojenih hifa bojom Rh123 

u grupi tretiranoj 1000 μM Se4+. 

S obzirom na to da je u eksperimentima sa LK pokazano da jedino koncentracija Se4+ od 1000 μM 

izaziva statistički značajnu promenu, želeli smo da ispitamo efekat ove koncentracije i na dinamiku 

mitohondrija. Kako se mali broj hifa tretiranih ovom koncentracijom Se4+ bojio indikatorom 

Rh123, analizirana je i sledeća niža koncentracija Se4+ od 500 μM. Na slici 4.25a prikazana je 

zastupljenost morfoloških tipova mitohondrija hifa koje su bile izložene delovanju Se4+ 

koncentracija 500 i 1000 μM. Kod hifa tretiranih 500 μM Se4+ prisutni su svi morfološki tipovi 

mitohondrija kao i u kontroli, ali se uočava trend povećanja zastupljenosti tubularnog tipa. Kod 

hifa koje su bile izložene koncentraciji selenita od 1000 μM uočena su samo dva morfološka tipa, 

izdužene tubule i sferne mitohondrije. Kada se pogleda udeo površine hifa koje zauzimaju 

mitohondrije (slika 4.25b), primećuje se trend smanjenja gustine mitohondrija sa porastom 

koncentracije Se4+ u odnosu na kontrolu. 

 

Slika 4.25. Procentualna zastupljenost morfoloških tipova i udeo mitohondrija u kontrolnoj i grupi tretiranoj 

selenitom. a) Procentualna zastupljenost morfoloških tipova mitohondrija izloženih delovanju selenita. Zastupljeni 

morfološki tipovi mitohondrija (intermedijarni, tubularne, izdužene tubule, fragmentisane i sferne) su prikazani 
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razlčitim bojama, a vrednosti na stubićima predstavljaju broj analiziranih hifa. b) Udeo površine hife koji zauzimaju 

mitohondrije tretirane selenitom u odnosu na kontrolu. (kontrola (N = 15 hifa), 500 μM Se4+ (N = 7 hifa) i 1000 μM 

Se4+ (N = 2 hife)). Vrednosti dobijene na hifama starosti 17 – 29 h su grupisane u oba grafika. 

 

4.2.3.3 Uticaj natrijum selenita na morfometrijske parametre hifa  
 

Tokom ispitivanja uticaja različitih koncentracija natrijum selenita na LK i mitohondrije, 

primećeno je da hife tretirane 1000 μM selenitom (Se4+) imaju vidno drugačiju morfologiju (slika 

4.26), te je analizirano nekoliko morfoloških parametara. Ispitane su dužine i prečnici hifa na 

sredini i vrhu. 

 

Slika 4.26. BF slike kontrolnih i hifa P. blakesleeanus tretiranih selenitom. Levo: Kontrolne, 28h stare. Desno: 

Hife tretirane 1000 μM natrijum selenitom, 27h stare. Obe slike su snimljene imerzionim Zeiss objektivom 40x, 

NA=1,3. Skala: 50 μm. 

Najupečatljiviji efekat tretmana natrijum selenitom je bila inhibicija rasta hifa, sa više od četiri 

puta kraćim hifama u grupi tretiranoj Se4+ (200 ± 50 μm, N = 50) nego u kontrolnoj (900 ± 100 

μm, N = 40 hifa) posle 30 h od početka rasta, što odgovara kraju eksponencijalnog rasta u 

kontrolnim uslovima (slika 4.27a). Kada se uporede kontrolne grupe, primećuje se da se dužina 

hifa povećava što su gljive starije pri čemu najveću dužinu uočavamo kod hifa starih 28 h. Razlike 

između dužina hifa su bile statistički značajne izuzev kada se porede kontrolne hife starosti 28 h i 

30 h kao i kada se međusobno porede grupe tretirane selenitom. Pošto se dužina hife nije značajno 

povećala između 27 h i 30 h u grupi koja je tretirana Se4+, čini se da je efekat posredovan selenitom 

inhibicija, a ne jednostavno kašnjenje u rastu praćeno nepromenjenom brzinom rasta u kasnijim 

vremenima. Neometano citoplazmatsko strujanje potvrdilo je da su hife bile žive u svim izmerenim 

vremenskim tačkama. Iz raspodele dužina (slika 4.27b) može se videti da je u kontrolnoj grupi 

„rasprostranjenost“ distribucije dužina veoma široka. Nasuprot tome, hife tretirane selenitom su 

manje raznovrsne i izgleda da su sinhronizovane u rastu.  
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Slika 4.27. Poređenje morfometrijskih parametara hifa iz kontrole i kulture tretirane Se4+. a) Efekat Se4+ na 

dužinu hifa. Srednje vrednosti dužine hifa u kontroli i grupi tretiranoj 1000 μM natrijum selenitom u zavisnosti od 

vremena rasta. b) Histogram raspodela dužina hifa u kontroli i grupi tretiranoj 1000 μM selenitom. c) Odnos prečnika 

hife u sredini i prečnika hife na vrhu, izračunat za svaku merenu hifu pojedinačno i ucrtan u odnosu na vreme rasta.  

Upoređivanjem prečnika specifičnih regiona hifa, utvrđene su značajne promene u odnosu širine 

sredine prema širini vrha hife, nakon tretmana selenitom, u tridesetom satu (p < 0,0001) (slika 

4.27c). Tokom rasta u kontrolnim uslovima, ovaj odnos postepeno opada u periodu intenzivnog 

izduživanja (do 28 h), dok je u tački 30 h evidentno naglo povećanje odnosa. 
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5 DISKUSIJA  
 

Metode nelinearne laserske mikroskopije su retko primenjivane na proučavanje končastih gljiva. 

NLSM je uglavnom korišćena u cilju identifikacije medicinski značajnih končastih gljiva putem 

detekcije autofluorescence ćelijskih zidova (Sung Jan Lin et al. 2009) ili za praćenje rasta i razvoja 

gljiva detekcijom autofluorescence endogenih fluorofora (H. Knaus 2014) korišćenjem TPEF. U 

ovoj doktorskoj disertaciji je primenom ultrabrzog IR fs lasera razvijena metoda oslikavanja i 

laserske nanohirurgije ćelijskog zida končaste gljive P. blakesleeanus, čime se navedena tehnika 

prvi put uvodi u našoj zemlji, ali ovo je i prvi put u svetu da su fs laseri nelinearnog mikroskopa 

iskorišćeni za hirurgiju končastih gljiva. Sinergijom dve napredne biofizičke metode, NLSM i 

MNVnDM, razvijen je nov eksperimentalni pristup koji je omogućio uspešnu lasersku 

nanohirurgiju i registrovanje jonskih struja sa nativne ćelijske membrane protoplasta hifa končaste 

gljive P. blakesleeanus. Uvođenje ove metode je otvorilo put za istraživanje fiziologije jonskih 

kanala direktno na ćelijskoj membrani končastih gljiva koja je inače nedostupna zbog prisustva 

čvrstog ćelijskog zida. Pored laserske nanohirurgije hifa, dva modaliteta nelinearne optičke 

mikroskopije, TPEF i THG, su primenjeni za utvrđivanje strukturnih i funkcionalnih promena 

ćelijskog (lipidnog i energetskog) metabolizma P. blakesleeanus, na nivou jedne ćelije. THG 

modalitet je prvi put upotrebljen za oslikavanje metabolizma LK bez obeleživača kod končastih 

gljiva koje predominantno imaju sitne LK. Takođe je primenjena ICS metoda kvantifikacije slika 

koja dosad nije primenjena na THG slikama uopšte, a koja je pokazala veću osetljivost, tj. bolju 

preciznost u ekstrakciji signala LK i definisanja njihove veličine. THG i TPEF su pružile osnovna 

saznanja o dinamici LK i mitohondrija u pojedinačnim hifama žive gljive P. blakesleeanus, tokom 

gladovanja usled nedostatka azota i pod dejstvom visokih koncentracija natrijum selenita i 

povišene temperature. S obzirom na to da su navedene metode prvi put primenjene na model 

sistemu končaste gljive, bilo je neophodno svaku od njih optimizovati i ustanoviti jedinstvene 

protokole.  

 

5.1 Fs laserska nanohirurgija ćelijskog zida končaste gljive P. 

blakesleeanus 
 

U ovom radu je opisana visoko ponovljiva laserska tehnika za nanohirurgiju ćelijskih zidova gljiva 

kako bi se dobili vijabilni protoplasti čija je ćelijska membrana dostupna i pogodna za MNVnDM. 

Slični pristupi, ali uz korišćenje UV laserskih impulsa su poznati u literaturi (Roberts et al. 1997; 

Véry and Davies 1998), ali posle početnih pozitivnih rezultata nisu dalje razvijani niti 

upotrebljavani. U poređenju sa ns laserima, fs laseri mogu ciljati određene regione sa visokom 

preciznošću bez oštećenja struktura van fokusa, što rezultira boljim hirurškim ishodima. Oni mogu 

proizvesti čiste i precizne rezove sa minimalnim termičkim ili mehaničkim oštećenjima, što se 

može i videti na prikazanim SEM slikama. Visoka preciznost fs laserske ablacije omogućila nam 

je da isečemo mali deo ćelijskog zida bez oštećenja ćelijske membrane protoplasta, koja je udaljena 

samo nekoliko mikrometara ili čak i manje. Još jedna prednost fs IR lasera u odnosu na ns UV 

lasere je talasna dužina koja se koristi. IR laseri imaju veću talasnu dužinu u poređenju sa UV 

laserima, što im omogućava da prodru dublje u tkiva zbog nelinearne dvofotonske apsorpcije koja 

se javlja samo u fokalnoj zapremini (A. Vogel et al. 2005). Kraće talasne dužine koje emituju UV 

laseri imaju veću energiju fotona, što povećava verovatnoću oštećenja ćelijske DNK (Markolf H. 
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Niemz 2004) i indukcije oksidativnog stresa i smrti ćelije (Tirlapur and König 2002). Još jedna 

prednost ove metode je upotreba istog fs IR lasera za dvofotonsko oslikavanje živih hifa kako bi 

se označila željena površina ćelijskog zida za hirurgiju. U poređenju sa prethodnim studijama gde 

su slike svetlog polja korišćene za obeležavanje i sečenje ćelijskog zida, ovde koristimo 

dvofotonsku fluorescenciju ćelijskog zida sa TPEF slika. Mogućnost odabira regiona na TPEF 

slikama za sečenje u velikoj meri je doprinela tačnosti i preciznosti celokupne metode ćelijske 

hirurgije (A. Vogel et al. 2005). Tokom primene ove metode, nisu primećeni štetni procesi 

vaporizacije, kavitacije i karbonizacije, ni na TPEF ni na BF slikama koje su snimljene nakon 

hirurške procedure. Ukoliko se neki od tih procesa i desio tokom hirurškog zahvata, morao bi biti 

izuzetno kratkog trajanja s obzirom na činjenicu da nije dolazilo do oštećenja membrane 

protoplasta koji su satima nakon hirurgije bili vijabilni. Naš sistem nam ne omogućava (monitoring 

tokom hirurgije) da snimamo šta se dešava tokom hirurgije, već neposredno nakon nje. Nije bilo 

mogućnosti da se uzorak snimi bilo kojim modalitetom tokom hirurškog zahvata. Takođe, na SEM 

slikama ne vidimo fragmente uklonjenog ćelijskog zida. Procesi koji se mogu desiti tokom 

hirurgije i moguće transformacije odsečenih materijala su detaljno opisani u Vogel i Venugopalan 

2003 (Alfred Vogel and Venugopalan 2003). Metoda nanohirurgije koja je ovde predstavljena 

može dovesti do uspešnih registracija struja metodom MNVnDM samo ako se uslovi za svaki 

korak održavaju u optimalnom opsegu, budući da mnogi faktori utiču na biološki aspekt postupka.  

Prosečna snaga lasera koja je korišćena za rezove na različitim odeljcima duž hifa nije varirala. 

Najverovatnije iz razloga što je debljina zida duž mladih hifa koje su korišćene za hirurgiju, bila 

ujednačena, oko 30 nm ili nešto veća. Za delove hifa koje su udaljene 150 μm i više od vrha, 

posebno kod hifa u stacionarnoj fazi rasta, bi verovatno trebalo dodatno podesiti snagu sečenja s 

obzirom da debljina ćelijskog zida na većim udaljenostima kod starijih hifa može biti i 10x veća 

(Riley 1977).   

Gljive poseduju poseban signalni put koji se naziva odgovor na narušavanje integriteta ćelijskog 

zida (eng. cell wall integrity response). Ovaj signalni put se aktivira stresom ili oštećenjem 

ćelijskog zida, uključuje kinaze specifične za gljive (Yoshimi et al. 2022), i predstavlja osnovni 

mehanizam preživljavanja. Ovaj put je uključen u odgovor na osmotski stres (Köhler et al. 2017), 

morfogenezu i patogenost gljiva. Respiratorni inhibitor natrijum azid je korišćen u kompletnom 

toku protokola jer je, od najčešće korišćenih inhibitora respiratornog lanca, jedini sposoban za 

skoro potpunu inhibiciju klasičnog disanja tokom dužeg perioda (za razliku od cijanida) (Stanić et 

al. 2014) bez značajne indukcije alternativnog disanja (za razliku od antimicina) (Stanić et al. 

2014) koji rezultira u dugoročnom smanjenju ukupnog disanja na 20% uz održavanje vijabilnosti. 

U uslovima tako izražene metaboličke supresije, bilo je razumno pretpostaviti da će svi 

unutarćelijski signalni putevi koji zavise od aktivnosti kinaze i stoga zahtevaju ATP, uključujući 

odgovor na narušavanje integriteta ćelijskog zida, biti suprimirani.  

Prevencija formiranja novog zida bila je jedan od ključnih elemenata uspešnosti procedure, jer su 

u odsustvu azida protoplasti ostajali u hifama. U retkim slučajevima, kada je došlo do oslobađanja 

protoplasta u odsustvu azida, snažnim hipoosmotskim bubrenjem neposredno nakon napravljenog 

reza na zidu, ni u jednom slučaju nije došlo do obrazovanja gigaomskog kontakta između pipete i 

membrane protoplasta. Visoka koncentracija kalcijuma koja je korišćena tokom procedure može 

objasniti potpuno odsustvo struja nošenih kalijumom u našem sistemu. Izlazno ispravljeni K+ 

kanali specifični za gljive (TOK, od eng. „two-pore outwardly rectifying potassium channel“) su 

pronađeni u genomu končastih gljiva i heterologna ekspresija pokazuje da oni sadrže funkcionalne 
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K+ kanale koji mogu biti prisutni u ćelijskoj membrani končastih gljiva (Ketchum et al. 1995; 

Roberts 2003). TOK kanali se blokiraju Ca2+ na vanćelijskoj strani membrane (Roberts 2003). 

Skoro apsolutna dominacija anjonskih struja (96% svih zabeleženih struja) bi stoga mogla biti 

rezultat eksperimentalnih uslova. Dalje, moguće je da hiperosmotski uslovi tokom procedure mogu 

uticati na aktivaciju ili svojstva registrovanih jonskih struja. Treba napomenuti da je osmolarnost 

vanćelijskih rastvora tokom formiranja gigaomskog kontakta i elektrofizioloških snimanja bila 

približno izosmotska (u odnosu na citoplazmu) za protoplaste – protoplasti su bili optimalno 

„naduvani“, jer u suprotnom membrana ne bi bila pogodna za ostvarivanje prisnog kontakta sa 

pipetom za registraciju. Kako su končaste gljive organizmi prilagođeni širokom spektru različitih 

uslova životne sredine, kao što je osmolarnost okolnog okruženja, postoji mogućnost da je 

izmenjena fiziologija uzrokovana promenom osmolarnosti biološki relevantno fiziološko stanje 

(Duran, Cary, and Calvo 2010).  

Neposredno nakon hirurgije, često je primećeno oslobađanje protoplasta, i verovatnoća 

oslobađanja protoplasta je bila veća kada je rez na zidu napravljen u neposrednoj blizini hifalnog 

protoplasta. Oslobađanje protoplasta izazvano turgorovim pritiskom se ne može isključiti kao deo 

objašnjenja ovog fenomena, pošto je u intaktnim hifama pritisak u odnosu na ćelijski zid za 500 

kPa veći, dajući turgor ćeliji (Lew 2011; Lew et al. 2006). Međutim, u hiperosmotskim uslovima, 

pritisak turgora je niži (Lew 2011), i dodatni ćelijski proces, verovatno posredovan citoskeletom, 

može biti uključen u oslobađanje protoplasta. Ovome u prilog govori i podatak da je povećana 

koncentracija kalcijuma pojačala oslobađanje protoplasta iz reza, kao što je pokazano na Slici 4.6d. 

Mogući razlog uspešnijeg formiranja gigaomskih kontakta u protoplastima oslobođenim iz bočnih 

grana je taj što je poželjno raditi na mladoj ćelijskoj membrani, kao što je često slučaj sa enzimski 

dobijenim biljnim protoplastima (Elzenga, Keller, and Van Volkenburgh 1991). Treba naglasiti da 

neposredna blizina protoplasta laserskim rezovima tokom nanohirurgije nije imala štetan uticaj na 

njihove ćelijske membrane, što se ogleda u njihovoj sposobnosti da ostvare kontakt visokog otpora 

sa elektrofiziološkom pipetom, pokazujući ponovo da protokol predstavljen u ovom radu može 

proizvesti, sa različitih lokacija, dosledno zdrave oslobođene protoplaste pogodne za MNVnDM. 

Struje snimljene sa protoplasta dobijenih nanohirurgijom bile su pretežno anjonske (Stevanović 

2023; Pajić et al. 2024). Nalaz da su brojne anjonske provodljivosti prisutne na ćelijskoj membrani 

končastih gljiva u skladu je sa podacima dobijenim na nekoliko dostupnih kloniranih jonskih 

kanala končastih gljiva (Oddon, Diatloff, and Roberts 2007; Roberts, Milnes, and Caddick 2011) 

koji pokazuju prisustvo kanala sličnih CLC i bestrofinu. Otprilike jedna trećina (35%) 

registrovanih struja pripadala je grupi posredovanoj neselektivnim anjonskim kanalima koji 

transportuju i hloridne jone i organske kiseline, dok je 44% struja posredovano kanalima koji su 

visoko selektivni za hloride (Stevanović 2023; Pajić et al. 2024). Neke od zabaleženih struja (17%) 

bile su posredovane kanalima koji su visoko propusni za glutamat (Stevanović 2023; Pajić et al. 

2024). Dodatni, još neidentifikovani jonski kanali mogu biti prisutni na ovim membranama. 

Perspektiva za dalju primenu predstavljene metode je da omogući otkrivanje i identifikaciju 

jonskih struja u nativnoj membrani protoplasta koje su do danas ostale neotkrivene zbog niske 

homologije osnovnih kanala sa životinjskim ili biljnim pandanima. Takav napredak bi unapredio 

razumevanje fiziologije končastih gljiva.  

P. blakesleeanus, model sistem končastih gljiva korišćen u ovom radu, pripada redu Mucorales 

(filum Mucoromycota), čiji članovi formiraju mikorizne simbiotske odnose sa biljkama 

(Mansfield et al. 2023), dok su ostali članovi ozbiljni patogeni čoveka (Lax et al. 2020), čija je 

incidencija u porastu (G. Walther, Wagner, and Kurzai 2020; Pasrija and Naime 2022). Nedavno 
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objavljena preporuka SZO (World Health Organization 2022) identifikuje Mucorales kao grupu 

visokog prioriteta za praćenje, istraživanje i razvoj novih lekova. Stoga, otkrivanje i karakterizacija 

membranskih struja P. blakesleeanus uključenih u fiziološke odgovore hifa može potencijalno 

dovesti do identifikacije preko potrebnih novih meta za lekove za borbu protiv humanih patogena 

(M. C. Fisher et al. 2022), kao i do bolje zaštite ili eksploatacije mikorizne simbioze sa biljkama u 

ekosistemima i poljoprivredi (Mohan et al. 2014). Naknadne modifikacije opisane metode mogu 

biti potrebne u budućnosti kako bi se njena primena proširila na druge filume končastih gljiva. 

Potencijalne primene ovog tehničkog napretka obuhvataju čitav niz primena u biologiji gljiva.  

 

5.2 THG oslikavanje lipidnih kapi u živim hifama P. blakesleeanus 
 

THG oslikavanje lipidnih kapi, kao što je ovde opisano, je metoda koja se može direktno primeniti 

na žive mikorizne gljive srodne Phycomyces-u, bez potrebe za obeležavanjem.  

Uslovi kultivisanja gljiva korišćeni u našoj studiji rezultirali su malom akumulacijom lipidnih kapi, 

kao što se i očekuje u uslovima produženog gladovanja u potpunom odsustvu azota, što je 

pokazano davno starim metodama (Nand and Mohrotra 1971). Analiza THG oslikavanja nam je 

omogućila da posmatramo i kvantifikujemo promene u broju LK (Tabela 5 i Slika 4.14), izazvane 

potpunim uklanjanjem azota, iako su gljive bile veoma malih dimenzija. Kao što je i pokazano 

ranije drugim metodama (Athenaki et al. 2018), potpuno izostavljanje azota izazvalo je samo 

prolazno povećanje broja LK, praćeno prometom lipida. Analiza THG oslikavanja je otkrila 

značajan pad rezerve lipida u kasnijim fazama rasta. Izgladnjivane hife su nakon 6 h gladovanja 

imale veći broj LK ali značajno manjih dimenzija, kao što se može videti na Slici 4.14. Ovaj 

rezultat se može objasniti time da gladovanje u odsustvu azota kod P. blakesleeanus dovodi do 

podele većih LK na manje i da na taj način povećava broj LK u tretiranim hifama, ili alternativno, 

da je proces stvaranja malih LK, koje prelaze limit naše rezolucije i postaju vidljive, ubrzan, kao i 

proces smanjivanja najvećih LK usled njihove razgradnje. Sumarno, navedeni nalazi ukuzaju na 

značaj pristupa snimanja THG za šire istraživanje LK u končastim gljivama u različitim životnim 

uslovima. 

Fluorescentne optičke tehnike oslikavanja se obično koriste za proučavanje lipidnih kapi in vivo, 

ali lipidi obično moraju biti obeleženi različitim bojama (Tatenaka et al. 2019). S druge strane, 

produženo snimanje pomoću fluorescentnih boja može biti fototoksično za ćelije i može poremetiti 

metaboličke procese, uključujući metabolizam lipida. Stoga su metode oslikavanja bez 

obeležavanja poželjnije za proučavanje živih ćelija (Fujita and Smith 2008; Helene Knaus, Blab, 

Jerre van Veluw, et al. 2013; Borile et al. 2021). Iako THG mikroskopija nije hemijski specifična, 

jaki THG signali se generišu samo na granicama dve sredine različitih optičkih gustina, odnosno 

indeksa prelamanja. Takvi regioni u biološkim uzorcima su prelaz lipid-voda, a daleko najsjajnije 

strukture u živim ćelijama su LK (Débarre et al. 2006). Iz tog razloga, THG mikroskopija je 

posebno prikladna metoda za snimanje LK iz živih nefiksiranih ćelija, bez potrebe za dodatnim 

obeležavanjem. 

THG oslikavanje, metoda bez obeležavanja koju smo primenili na žive hife masne gljive P. 

blakesleeanus, dala je slike (Slike 4.10 a i b) sa karakterističnim tačkama visokog intenziteta THG 

signala koji se pripisuju lipidnim kapima kao proizvodima normalne i stresne ćelijske fiziologije. 

Nekoliko linija dokaza ovo potkrepljuje. Prvo, nagla promena indeksa prelamanja između lipida 
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na granici lipidnih kapi i ostatka citoplazme generiše THG signal visokog intenziteta prema 

literaturi (Débarre et al. 2006). Drugo, da bi se isključila moguća tačkasta mesta oštećena laserom 

koje bi proizvele visok THG signal, izvršili smo TPEF snimanje neobojenih hifa pokazujući da su 

autoTPEF slike (Slika 4.11 a) lišene bilo kakvih istaknutih tačaka, prisutnih na THG slici iste hife. 

Treće, izveli smo eksperimente kolokalizacije gde su hife bile obojene bojom specifičnom za lipide 

i snimljene obema metodama, TPEF i THG. Tačke na obe slike (Slika 4.11 b) su se većinski 

preklapale, što potvrđuje da su sadržavale lipide. Pored toga, prateći istu logiku strmih promena 

indeksa prelamanja, pokazali smo da se ćelijski zid i ćelijska membrana u neobojenim hifama 

mogu snimiti i razlikovati THG metodom (Slika 4.10 c).  

Postoji niz ograničenja u vezi sa snimanjem lipidnih boja. Zbog istovremene detekcije oba (TPEF 

i THG) signala u kolokalizacionim eksperimentima, ograničen je broj boja za oslikavanje živih 

ćelija koji bi mogao da se koristi. U ovoj studiji, fiksacija nije bila izbor, jer menja strukturu LK 

(Martins, Martins, and Santos 2018). Boja korišćena u ovom istraživanju, Nile Red, iako se 

standardno koristi kao specifična za LK, u određenim slučajevima može da se veže i za druge 

organele i strukture u ćeliji (“Nile Red,” n.d.). Signal koji potiče od drugih struktura izuzev LK 

može „iscuriti“ u opseg detekcije što bi na kraju moglo uticati na stepen kolokalizacije. Spektar 

fluorescencije NR varira u zavsnosi od hemijske polarnosti okruženja (Teo et al. 2021). THG 

oslikavanje zahteva znatno veće snage lasera u poređenju sa TPEF. Zbog toga je neophodno 

napraviti kompromis u pogledu primenjene snage lasera kada se istovremeno detektuju oba 

signala. „Cena koja se plaća“ za ovaj kompromis je gubitak nekih struktura (npr. malih LK, inače 

vidljivih pri većim snagama lasera) na THG slikama i pojava slabog, zamućenog TPEF signala od 

LK van fokusa, što inače nije vidljivo pri upotrebi nižih snaga lasera.  

Da bi se dobili kvantitativni podaci iz THG slika, primenjene su dve metode za analizu slika, 

analiza veličine čestica (PSA) i korelaciona analiza slike (ICS). Obe metode mogu kvantifikovati 

broj lipidnih kapi i njihovu prosečnu veličinu, odnosno prečnik. Budući da je metoda ICS 

prvenstveno razvijena za fluorescentne slike i analizu klastera (Nohe and Petersen 2007), i koliko 

nam je poznato do sada nije korišćena za analizu THG slika, testirali smo je upoređujući rezultate 

sa PSA metodom, što je pokazano u Tabeli 5 i na Slici 4.13 d,e. Test je izveden na slikama hifa u 

normalnim i stresnim okolnostima (gladovanje uzrokovano nedostatkom azota). Poznato je da 

azotno gladovanje izaziva povećan broj lipidnih kapi (Weng et al. 2014; Aguilar et al. 2017) što je 

potvrđeno obema metodama i poklapanje rezultata dobijenih obema metodama je bilo 

zadovoljavajuće. 

Sve u svemu, pokazalo se da su predložena metoda oslikavanja (THG) i metoda analize slika (ICS) 

pogodne za in vivo studije lipidnih kapi bez obeležavanja kod masnih gljiva. Primena THG metode 

u budućim studijama dinamike LK u gljivama mogla bi pomoći da se unapredi osnovno 

razumevanje ćelijske fiziologije gljiva, a zatim i procesa uključenih u kruženje ugljenika u prirodi. 

 

5.3 Efekti selenita i povišene temperature na LK u živim hifama P. 

blakesleeanus 
 

Da bi se pouzdano pratile LK in vivo putem oslikavanja, kao i da bi se izmerili efekti ćelijskih 

promena izazvanih oksidativnim stresom od strane Se4+, neophodno je primeniti metodu snimanja 
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koja uzrokuje minimalnu dodatnu fototoksičnost. U suprotnom, oksidativni stres izazvan, na 

primer, konfokalnim snimanjem obeleženih LK, mogao bi potencijalno da ometa procese koji su 

u osnovi merenja. Iz tih razloga, THG je metod izbora za oslikavanje LK i kvantifikaciju uticaja 

selenita na broj i veličinu LK.  

Naši rezultati prikazani na Slici 4.27 su pokazali da Se4+ utiče na inhibiciju rasta končaste gljive 

P. blakesleeanus i dovodi do povećane akumulaciije LK, kao što je pokazano na Slici 4.22, ali 

samo u slučaju najveće korišćene koncentracije od 1000 μM. Tretman 1000 μM Se4+ je doveo do 

statistički značajnog povećanja broja LK u odnosu na kontrolu (približno 2x), dok su manje 

koncentracije pokazale samo trend povećanja kod starijih hifa, odnosno trend smanjenja kod 

mlađih. Ukupna površina LK u hifama se nije značajno menjala, kao ni prosečna veličina, ali se 

sa grafika distribucije prikazanog na Slici 4.23 vidi da su LK tretirane selinitom (1000 μM) 

uglavnom manjih dimenzija od kontrolnih. Može se pretpostaviti da koncentracija 1000 µM deluje 

na LK tako što dovodi do proizvodnje manjih LK ili deljenja već postojećih LK na manje. Tretman 

1000 μM Se4+ je uticao i na morfologiju hifa, inhibirajući njihov rast više od 4x (Slika 4.27a). 

Dodatno, hife tretirane Se4+ su izgledale ujednačeno i sinhronizovano u rastu, u odnosu na kontrolu 

grupu koja je imala različitu morfologiju i veću distribuciju dužina hifa. Slični rezultati su 

prijavljeni i kod kvasaca, S. cerevisiae i C. utilis, gde je Se4+ u visokoj koncentraciji inhibirao rast 

ćelija i doveo do povećanja nezasićenih masnih kiselina (Kieliszek et al. 2019).  

 

Prema literaturi, u micelijumu masne gljive P. blakesleeanus dolazi do značajnog povećanja (2x) 

količine lipida kada je ova gljiva izložena temperaturi od 25ºC (Cerdá-Olmeda and Avalos 1994). 

Naši rezultati gajenja na istoj temperaturi od 25ºC su pokazali povećanje količine lipida od 1,6 

puta u odnosu na kontrolu. Treba uzeti u obzir da najmanje LK, koje su manje od rezolucije 

mikroskopskog sistema, nisu mogle biti detektovane, što je mogući uzrok odstupanja od literaturne 

vrednosti. Dakle, povećanje ambijentalne temperature je stimulus za povećanje površine koju 

zauzimaju LK, što je u skladu sa literaturom (Y. Huang et al. 2021). 

 

5.4 Efekti selenita, gladovanja i povišene temperature na 

mitohondrije u živim hifama P. blakesleeanus 
 

Zapaženo je, tokom izrade ove disertacije, kao što je i pokazano na Slikama 4.17 i 4.24, da se 

manji broj starijih hifa, kao i hifa tretiranih većim koncentracijama Se4+ boji bojom Rh123. Rh123 

je katjonska, potenciometrijska boja koja se sekvestrira u aktivnim mitohondrijama i čija 

fluorescenca direktno zavisi od elektrohemijskog gradijenta preko mitohondrijalne membrane 

(Baracca et al. 2003). Smanjenje membranskog potencijala mitohondrija uzrokuje smanjenje 

signala Rh123. Smanjeno bojenje Rh123 kod starijih hifa moglo bi da ukazuje na disfunkciju 

mitohondrija povezanu sa starenjem, ili, alternativno na otežano ulaženje boje u starije hife zbog 

veće debljine ćelijskog zida. Mitohondrije u ćelijama koje stare karakterišu mutacije u 

mitohondrijalnoj DNK (mtDNK), povećana proizvodnja reaktivnih vrsta kiseonika (ROS), 

smanjen respiratorni kapacitet i smanjen potencijal mitohondrijalne membrane (López-Otín et al. 

2023; Miwa et al. 2022). Opadanje membranskog potencijala mitohondrija sa starenjem je 

pokazano i kod končaste gljive Podospora anserina koja ima ograničen životni vek micelijuma 

(Koll et al. 2001). Iako micelijum većine končastih gljiva ima veoma dug životni vek, u 
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laboratorijskim uslovima one svoj životni vek završavaju po iscrpljivanju hranljivih materija iz 

podloge, tako da je starenje jedan od najverovatnijih razlog manjeg broja obojenih mitohondrija u 

starijim hifama. Razlog smanjenog bojenja hifa tretiranih većim koncentracijama Se4+, takođe je 

najjednostavnije objasniti smanjenim potencijalom membrane mitohondrija, koji dokazano izaziva 

Se4+ (Selvaraj et al. 2013).  

Neophodno je reći da je za oslikavanje u eksperimentima prikazanim u ovoj disertaciji uvek birana 

sredina hifa, izuzev u slučaju manjih hifa kada je cela hifa u vidnom polju, ili njen veći deo, i da 

ni u jednom slučaju nije primećen povećan fluorescentni signal od Rh123 u nekom delu hife (ili je 

intenzitet bio uniformno raspoređen duž hife ili hifa nije obojena). 

 

Funkcija mitohondrija, a samim tim i ćelijski metabolički status, su usko povezani sa dinamičkim 

promenama morfologije mitohondrija, uključujući mitohondrijalnu fuziju, fisiju i mitofagiju (W. 

Chen, Zhao, and Li 2023). Rezultati dobijeni u ovom istraživanju (Slika 4.25) ukazuju da je Se4+ 

indukovao pojavu izduženih tubularnih mitohondrija i veću zastupljenost srednjih tubularnih 

mitohondrija u odnosu na kontrolu. Prema literaturi (Zemirli, Morel, and Molino 2018; Sprenger 

and Langer 2019), prilikom blagog stresa dolazi dolazi do izduživanja i povećane fuzije tubularnih 

mitohondrija, a pri delovanju jačeg i/ili produženog stresa do pojačane fragmentacije ovih organela 

(kada ćelija ulazi u apoptozu ili se priprema za mitofagiju). Fuzija deluje kao zaštitni mehanizam 

mitohondrija od metaboličkih i stresnih izazova, jer su izdužene mitohondrije pošteđene od 

autofagne degradacije i imaju povećanu efikasnost proizvodnje ATP-a (Valera-Alberni and Canto 

2018). Dodatno, fuzija se prvenstveno dešava između mitohondrija sa većim membranskim 

potencijalom, jer se pretpostavlja da imaju bolji kvalitet koji može pomoći u održavanju aktivnosti 

mreže (Twig et al. 2008). Na osnovu ovoga, može se pretpostaviti da je Se4+ koncentracije 500 

μM imao efekat blagog stresa na hife P. blakesleeanus, dok je za efekat 1000 μM Se4+ teško izvesti 

pouzdan zaključak zbog malog broja obojenih hifa. Kod hifa izloženih 1000 μM selenitu  javljaju 

se samo dva morfološka tipa, izdužene mitohondrije i sferne (fragmentisane). Zanimljivo je 

uporediti ove podatke sa rezultatima studije na animalnim ćelijama koja je urađena korišćenjem 

sofisticiranog softvera za analizu slika baziranog na mašinskom učenju, iz oslikavanja 

fluorescentnom mikroskopijom ćelija koje su bile obeležene genetski kodiranim fluorescentnim 

mitohondrijalnim markerima (Zahedi et al. 2018). U ovoj studiji, kod A549 humanih ćelija 

karcinoma pluća, selen tetrahlorid u koncentraciji 1000 μM je izazvao značajno bubrenje 

mitohondrija. Za razliku od naših rezultata, na ovim animalnim ćelijama se posle samo 5 h 

tretmana, morfologija mitohondrija promenila od primarno mrežastog tipa, preko oblika malih 

prstenova, do tačkastog. Tačkaste mitohondrije su porasle i formirale nabubrele mitohondrije. 

Autori pretpostavljaju da je najverovatniji uzrok povećanje mitohondrijalnih ROS (Ahmad et al. 

2013), što je u skladu sa inhibicijom respiratornog lanca i gubitkom membranskog potencijala 

mitohondrija nakon tretmana metalima ili selenom (Belyaeva et al. 2008). U istoj studiji je 

testirana i 10x manja koncentracija (100 μM) selen tetrahlorida, gde ni nakon 24 h nije bilo moguće 

razlikovati kontrole od tretiranih ćelija, jer su obe grupe imale mrežasti fenotip mitohondrija. 

Autori su takođe pokazali smanjenje pokretljivosti mitohondrija u ćelijama tretiranim selenom i 

značajno, dozno zavisno povećanje oksidacije mitohondrijalnih proteina. Ista nabubrela 

morfologija mitohondrija koju su opisali Zahedi i saradnici, kao rezultat prisustva selenita u 

medijumu, zabeležena je u ćelijama bubrega (Liang et al. 2015). Na osnovu činjenice da nabubrela 

morfologija mitohondrija nije bila primećena tokom naših merenja uticaja selenita (Slika 4.25), 

može se zaključiti da se, u odnosu na animalne ćelije, gljiva P. blakesleeanus odlikuje većom 

otpornošću na Se4+. Ovaj zaključak je u saglasnosti sa nedavno pokazanom sposobnošću ove gljive 
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da transformiše toksični Se4+, pri izlaganju i 10x većoj koncentraciji, u neškodljive selenske 

nanočestice (Žižić et al. 2022). 

 

Naši rezultati eksperimenata oslikavanja mitohondrijalne morfologije u uslovima uskraćivanja 

azota (Slika 4.21), nisu pokazali prisustvo izduženih mitohondrija ni nakon 5h, ni nakon 7h 

gladovanja. Morfologija mitohondrija izgladnjivanih hifa se nije značajno razlikovala od kontrole 

izuzev što se pojavio novi morfološki tip sa malim polukružnim tubulama, navodeći na mogućnost 

da se radi o PKM. Prema literaturi (Jarc 2019), upravo se ovakvim bliskim kontaktom izmedju 

mitohondrija i LK omogućava izbegavanje lipotoksičnosti i oštećenja mitohondrija. Zanimljivo je 

da se promene mitohondrijalne morfologije u istim uslovima bitno razlikuju od naših nalaza na 

končastoj gljivi. Pokazano je, uglavnom genetskim manipulacijama na animalnim ćelijama, da 

izduživanje mitohondrija tokom gladovanja štiti ćelije od smrti (Gomes, Benedetto, and Scorrano 

2011). Naime, nakon gladovanja, povećanje nivoa cAMP aktivira proteinsku kinazu A, koja 

fosforiliše fisione proteine zadržavajući ih u citoplazmi, što dovodi do nesuprotstavljene 

mitohondrijalne fuzije. Kod različitih animalnih ćelija (fibroblasti, ćelije humanog raka debelog 

creva, embrionalne ćelije bubrega) dolazi do izduživanja mitohondrija i njihovog hiperfuzionisanja 

kao odgovor na nedostatak amino kiselina (Rambold et al. 2011). Kod mišjih fibroblasta do 

izduživanja mitohondrija je došlo nakon 6h gladovanja. Ova elongacija je reverzibilna, jer pri 

vraćanju amino kiselina ćelije opet zadobijaju intermedijarnu morfologiju sa prosečnim veličinima 

tubularnih mitohondrija. Takođe je pokazano da gladovanje uzrokovano nedostatkom amino 

kiselina povećava disanje i membranski potencijal mitohondrija (Johnson et al. 2014).  

 

Povećanje temperature gajenja P. blakesleeanus za samo 3ºC je favorizovalo pojavu tubularne 

morfologije mitohondrija (srednje i izdužene tubule) sa 51% zastupljenosti, dok je u kontroli isti 

morfološki tip bio zastupljen sa 7%. Takođe je jasno povećanje fragmentisane i sferne morfologije 

(22%) u odnosu na kontrolu (9%) koja je imala dominantno zastupljenu intermedijarnu 

morfologiju (84%) u svim uzrasnim grupama. Kako je širi optimalni temperaturni opseg za rast P. 

blakesleeanus 16ºC - 25ºC (Bergman et al. 1969), povećana zastupljenost tubularne morfologije 

(51%) implicira da je gajenje P. blakesleeanus na gornjoj granici njenog optimalnog 

temperaturnog opsega za rast, imalo efekat blagog stresa.  

 

Kod tretmana Se4+ i prilikom gladovanja, zabeležen je trend u smanjenju ukupne površine 

mitohondrija u hifi, ali bez statističke značajnosti, dok je kod tretmana povišenom temperaturom 

zabeležen trend rasta površine mitohondrija u hifi, ali takođe bez statističke značajnosti. Ovo 

sugeriše da se ukupna površina mitohondrija ne menja značajno u različitim stresnim uslovima i  

ukazuje na fiziološku adaptaciju metabolizma hifa.  

 

NLSM sistem i njegovi različiti modaliteti su omogućili oslikavanje LK i metaboličkih molekula 

NAD(P)H i FAD bez obeležavanja, kao i produženo snimanje obeleženih mitohondrija i LK 

vitalnim bojama u živim hifama P. blakesleeanus. Korišćenjem TPEF modaliteta uspešno su 

lokalizovani NAD(P)H i FAD, i određen njihov optički redoks odnos. Osetljivost sistema je 

testirana izazivanjem poremećaja u ćeliji rotenonom, što je rezultiralo jasno uočiljivim 

smanjenjem redoks odnosa, što dokazuje da su hife bile pod stresom. Ovo je u saglasnosti sa 

drugim studijama gde je korišćen redoks odnos za istraživanje metaboličkog statusa kod gljiva 

(Helene Knaus, Blab, Agronskaia, et al. 2013). Bilo bi zanimljivo u budućim eksperimentima 

ispitati kako se redoks odnos u živim hifama P. blakesleeanus menja u svakom od testiranih 
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eksperimentalnih tretmana, i koliko se može korelisati sa zapaženim promenama mitohondrijalne 

morfologije, jer smanjenje redoks odnosa obično ukazuje na povećanu ćelijsku metaboličku 

aktivnost, odnosno na povećanu potrošnju energije, na primer, za sintezu makromolekula (u 

diferencijaciji ćelija ili u sintezi lipida). 
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6 ZAKLJUČCI  
 

U ovoj tezi je razvijana i optimizovana metoda fs laserske nanohirurgije ćelijskog zida na 

modelu žive končaste gljive Phycomyces blakesleeanus.   

 

 Osmišljen je protokol gajenja koji je dao hife imobilisane na kolagenu i adaptirane na niže 

osmolarnosti plazmolitikuma i posledično bržu plazmolizu. Mapiranje pokrovnih stakalaca 

je omogućilo pouzdanu identifikikaciju njihovih pozicija. 

 

 Optimizacijom hiper- i hipoosmotskih rastvora dobila se idealna kombinacija za brzu 

plazmolizu i suptilnu deplazmolizu sa razlikom od samo nekoliko desetina mOsm. 

Uvedena je dvostepena plazmoliza koja je premostila fiziološki šok od 450 mOsm razlike 

i povećana je koncentracija Ca2+ što je dodatno ubrzalo plazmolizu na manje od 1 min.   

 

 Optimizovani parametri fs hirurgiije su uvek dovodili do uspešnog odsecanja ćelijskog zida 

bez oštećenja ćelijske membrane P. blakesleeanus. Parametri uspešne hirurgije su sledeći: 

prosečna snaga - 8 mW, obrazac sečenja – 2x20 tačaka, ista talasna dužina hirurgije i 

oslikavanja zida - 730 nm, fiziološki objektiv velike NA, vreme zadržavanja laserskog 

snopa u tački (dwell time) – 1 s. 

 

 Različiti parametari su uticali na oslobađanje protoplasta nakon hirurgije. Šire hife su 

oslobađale više protoplasta. Hirurški rezovi manjih dimenzija su oslobađali više 

protoplasta pri čemu je najveća verovatoća bila za rezove dužine 5,5 ± 1,5 μm. Blizna 

membrane hifalnog protoplasta mestu sečenja je takođe bila značajna. Protoplasti su imali 

veću verovatnoću izlaska ako je mesto sečenja bilo udaljeno od membrane 6 μm i manje. 

Povećanje koncentracije Ca2+ sa 1 ili 3 mM na 30mM je dvostruko povećalo verovatnoću 

oslobađanja protoplasta za istu veličinu reza. 

 

 Različite lokacije hirurgije duž hifa su uticale na verovatnoću oslobađanja i broj izašlih 

protoplasta. Najveći broj protoplasta je oslobođen sa vrha hifa, dok se najmanje oslobodilo 

iz rezova na bočnim granama. Osmotski uslovi su takođe uticali na oslobađanje 

protoplasta. Svi protoplasti dobijeni iz osnove hife („vrat“) su se oslobađali tokom 

deplazmolize, za razliku od protoplasta iz vrha hifa koji su se podjednako dobro oslobađali 

i u hiperosmotskom i u rastvorima za deplazmolizu. 

 

 SEM slike su pokazale da je rez napravljen fs laserskom nanohirurgijom glatkih ivica, bez 

pukotina i odbačenog materijala oko ivica, što potvrđuje dobru optimizaciju parametara 

hirurgije. Membrana izašlih protoplasta je takođe „čista“.   

 

 Struje su registrovane na 28% oslobođenih protoplasta metodom MNVnDM u svim 

konfiguracijama, što potvrđuje uspešnost izvršene laserske nanohirurgije. 
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Razvijena je i optimizovana metoda nelinearne mikroskopije za strukturno i funkcionalno 

oslikavanje ćelijskog metabolizma končaste gljive Phycomyces blakesleeanus.  

 

 Ispitane su mogućnosti za oslikavanje LK kod živih i neobojenih pojedinačnih hifa gljive 

P. blakesleeanus koristeći THG modalitet NLSM. Ustanovljeno je da se najbolji signal 

dobija usendvičavanjem uzorka i imerzionim objektivom. Na THG slikama se jasno vide 

okrugle svetle strukture i ćelijski zid. Preklapanjem slika THG i autofluorescentnog signala 

dobijenog dvofotonskom pobudom na 730 nm je pokazano da se svetle strukture ne 

poklapaju sa autofluorescentnim signalom. Merenje zavisnosti intenziteta THG signala od 

primenjene snage lasera je jasno pokazao treći stepen zavisnosti. Identitet LK je dodatno 

potvrđen kolokalizacionom analizom. THG signal od LK i TPEF signal odgovarajuće boje 

za LK su se većinski poklopili. 

 

 Ustanovljen je protokol kvantifikacije LK pomoću metode ICS koja je prvi put primenjena 

na THG slikama. Poređenjem ICS sa standardnom metodom za prebrojavanje čestica, PSA, 

dobijene su slične vrednosti, što potvrđuje da je ICS podjednako pouzdan metod 

kvantifikacije. 

 

 Osetljivost THG metode je ispitana oslikavanjem LK u hifama podvrgnutim tretmanu za 

koji je poznata vrsta i smer očekivanog efekta na LK, kao što je izgladnjivanje 

uskraćivanjem N. Modalitet THG je omogućio jasnu detekciju LK, određivanje njihove 

distribucije, broja i veličine in vivo, kao i karakterizaciju dinamike LK u hifama izloženim 

nedostatku azota. 

 

 Natrijum selenit u koncentraciji 1000 μM je imao jasan efekat na dinamiku LK, značajno 

povećavajući njihov broj u tretiranim hifama i indukujući pojavu manjih LK nego u 

kontroli.  

 

 Primenom TPEF modaliteta i korišćenjem vitalnih boja bilo je moguće pratiti in vivo 

promene u dinamici mitohondrija u hifama podvrgnutim azotnom izgladnjivanju i tretmanu 

natrijum selenitom. Oba tretmana su pokazala jasan uticaj na promenu morfologije 

mitohondrija. Se4+ je u koncentracijama 500 μM i 1000 μM indukovao pojavu pretežno 

tubularne morfologije (srednje i izdužene tubule), dok je gladovanje podstaklo pojavu 

novog morfološkog tipa – intermedijarni tip sa polukružnim tubulama. 

 

 Povećanje temperature za 3ºC, sa standardnih 22ºC za gajenje na 25ºC koja je na granici 

optimalne za P. blakesleeanus, je dovelo do povećanja površine koju zauzimaju LK u 

hifama i indukovalo pojavu pretežno tubularne morfologije mitohondrija (srednje i 

izdužene tubule).  

 

 Modalitetom TPEF je bilo moguće dobiti informaciju o redoks stanju ćelija (promeni 

metaboličkog stanja) korišćenjem autofluorescencije endogenih fluorofora NAD(P)H i 

FAD u živim hifama gljive P. blakesleeanus. Metoda je testirana praćenjem promena 

odnosa pod dejstvom blokatora respiratornog lanca (rotenon) pri čemu je došlo do 

smanjena redoks odnosa kao što je i bilo očekivano.  
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