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Absztrakt

A glioblasztéma egy gyakori malignus agydaganat, mely invaziéjadhoz hozzajarul a BK
csatorna. Célunk volt kideriteni a BK béta alegységek kifejez6dését a specifikus csator-
nagatlas érdekében. Az U-87 MG sejtvonalat hasznaltuk, melynek szinkronizacidja utan
vizsgaltuk biofizikai paramétereit és BK béta alegységeit patch-clamppel. Eredmény: az
M fazist sejtek jelentds eltérést mutattak, melyet a béta alegység kifejez6désének eltéré-
se nem magyaraz, ami egy ismeretlen ioncsatorna aktivitasara utal.
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Abstarct

THE EFFECT OF THE CELIL CYCLE ON THE PHENOTYPE

OF THE BK CHANNEL IN GLIOBL.ASTOMA CELL.S

The glioblastoma is a common malignant brain tumor, which invasivity is caused by
the BK channel. We aimed to find out the expression of the BK beta subunits to
achieve the specific inhibition of the BK channel. We used the U-87 MG cell line. After
synchronisation we studied the biophysical parameters of the cells and the expression
of the BK beta subunits with patch-clamp. Results: the M phase cells shown significant
differences, but it’s not associated with the differences in the beta subunits.
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A gliomak az agyallomany gliasejtjeibdl
all6 tumorok, melynek f6 csoportjai kozé
tartoznak az oligodendrogliomak, ependy-
momik és az astrocytomak. Az utébbinak
az egyik leggyakoribb formédja a diffuz
astrocytoma, mely a feln6ttkori primer
gliomdk 80%-at képezi. Szévettani megje-
lenés alapjan a glioblasztoma a legkevésbé
differencialt (IV. gradust) diffuz astro-
cytoma, melynek kialakuldsaban szamos
jelatviteli utvonalat érinté mutdcié fedez-
het6 fel, koztik a p53 és Rb tumor-
szupresszor gének funkcidveszts, vala-
mint a PI3K funkciényer6 mutacidja
(Kumar és tsai, 2007).

A hisztolégialag igazolt glioblasztéma
prognézisa rendkivil kedvezétlen, az at-
nére sem haladja meg a 15 hodnapot
(Burzynski és tsai, 2004). A tumorsejtek
invaziv tulajdonsagat mar sokan vizsgaltak
és szamos cikk sz6l arrél, hogy mik okoz-
hatjak a glioblasztémanak ezt a malignus
tulajdonsagat. Leggyakrabban az ioncsa-
tornak, koztik a fesziltség-figes klorid
(CIC-3 — lasd: Wang és tsai, 2017), kalium
(BK — lasd: Rosa és tsai, 2017) és natrium
csatornak (Nav1.7 — lasd: Joshi és tsai,
2011) szerepe mertl fel.

Azt, hogy a BK csatornanak koze van-e
a glioblasztéma invazivitasahoz Steinle és
tsai (2011) vizsgaltak migracios esszével és
arra jutottak, hogy az ionizalé sugarzas
hatisira megemelkedett migracios készsé-
get az egyidejlleg alkalmazott specifikus
gatlészer, a paxilline, jelentSsen, a kontroll
(besugarzatlan) szint ala csokkenti. A BK
csatorna és a glioblasztéma invazivitdsa

10

kozotti Osszefliggésre a jelenlegi elmélet a
kovetkezé:

A BK csatornaval paralel aktivalédnak a
storage-operated CRAC csatornak, ami
megnéveli az intracellularis kalcium szin-
tet, igy a CAMKII aktiv lesz és fosz-
forildlja a CLC-3 antiportert, ami azt je-
lenti, hogy a kifele iranyulé kaliumaram
hatasara meg fog jelenni egy szintén kifele
iranyuld klorid aram (Huber és tsai, 2013).
Ennek a kévetkezménye lesz a viz kidaram-
lasa a sejtbdl, igy a sejt zsugorodik, ami
miatt képes lesz beszirni az agyallomanyt
(McFerin és Sontheimer, 20006).

A BK csatorna egy nagy konduktancigja
(200-300 pS 150 mM KCL-ban) feszilt-
ség- és kalcium-fiiggé kalium csatorna,
mely a legtobb emberi szévetben jelen
van. A csatorna alfa alegysége a transz-
membran modifikalé SO hélix és az
intracellularis ~ Ca?* RCK
domének kivételével hasonlit a t&bbi fe-

SZenzor

sziiltség-fiiged kalium csatorna alfa alegy-
ségéhez. Négy alfa alegység alkot egy
homotetramert és minden alfahoz tarsul-
hat egy jarulékos béta alegység. A béta al-
egységek a csatorna finomhangoléi, mivel
moédositjak a csatorna kinetikajat és fe-
sziltség-fiigeését (Lee és Cui, 2010; Li és
Yan, 2010).

Ezen kivil fontos megjegyezni, hogy a
bétaknak mind a farmakologiai tulajdon-
sagaik, mind a szOveti megoszlasuk eltér
(Poulsen és tsai, 2009).

Emiatt ha ismernénk a glioblasztoma
BK béta alegységének kifejezGdését és an-
nak sejtciklus-fiiggését, akkor akar ki le-
hetne fejleszteni egy specifikus, szovet-
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mintazat-fliged gatlészert, ami a paxi-
linne-el ellentétben nem okozna halilos
mellékhatasokat.

MODSZER

Minta

Az U-87 MG glioblasztéoma sejtvonalat
hasznaltuk, ami a legelterjedtebb sejtvonal
a glioblasztéma kutatasidban. A révidités
jelentése: Uppsala-87 Malignant Glioma.
A sejtvonalat képezé eredeti sejtek egy 44
éves férfi paciensbdl lettek biopsziaval el-
tavolitva 1966-ban. A sejtek morfoldgidja
epithel, genotipusukat pedig egy kozel
diploid, hypodiploiditas jellemzi. Habar a
kézel 50 évben szamos mutacié bekovet-
kezett (Allen és tsai, 2016), nincs semmi-
lyen bizonyiték arra, hogy az inva-
zivitasban is lenne eltérés az U-87 sejtek
és a glioblasztéma kozott.

A kisérlethez ezeket a sejteket szinkro-
nizaltuk a sejtciklus kiilénb6z6 fazisaiba,
mint GO/G1, M és S fazis. A harom
szinkronizalt populicié mellett (G0/G1,
M, S) hagytunk egy szinkronizalatlan cso-
portot kontrollnak. A szinkronizacié utan
az sejtek elektrofiziologiai paramétereit
vizsgaltuk  patch-clamp  technoldgiaval,
ahol a mintavételezés is zajlott (n=10 sejt
minden csoportbdl a biofizika paraméte-
rek felméréséhez és szintén n=10 sejt
BK  béta

expresszi6 meghatarozasahoz).

minden  populdciébdl a
Fontos
emliteni, hogy az elérhet§ legjobb szink-
ronizalasi moédszer ellenére sem szamitha-
tunk 100%-os sikeraranyra, de a szinkro-
nizalassal jelentésen né a sejtek szama az
adott sejtciklus fazisaban (lasd: 1. tabla-
zat). Igy nagyobb val6szintséggel tudunk
taldlni az adott fazisra jellemz6 morfol6-
giaju és méretd sejteket (Lloyd és tsai,
2000).

1. tiblazat: A sejtszinkronizdlds sikeressége (forrds: a Szerzd)

Kontroll 82,7%
Kolhicin 58%
Eheztetés 90,8%
Aphidicolin 69,6%

7,4% 9,8%
8,6% 33,4%
5,4% 3,8%
16,8% 13,6%



OxIPO

Eszkozok

Sejtszinkronizdlds

Ez a labortechnika az adott sejtciklus fa-
zisban 1év6 sejtek aranyanak megemelésé-
re szolgal. Szamos maédja van a sejtszink-
ronizalasnak, de csak azokra tériink ki,
melyeket hasznaltunk a kutatdsunk soran.
A GO/G1 fazis eléréséhez éheztetéses
technikat alkalmaztunk (szérummentes
DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle
Medium). Szérum nélkdl a sejtek nem jut-
faktorokhoz,
szitkségesek a sejtproliferacios jelatviteli
utvonalak aktivalasahoz. Nélkiiliik a sejtek
a GO/GT1 fazisban maradnak (Yan és Tao,
2007). Az M fazisba szinkronizalashoz

kolhicint adtunk a médiumhoz, ami meg-

nak noévekedési melyek

gatolja a mikrotubulusok polimerizaciojat,
gy a sejtciklus megall az M fazisnak a
metafazisaban (Taylor, 1965). Az S fazist
sejtek aranyanak megnéveléséhez pedig
aphidicolint alkalmaztunk. Ez a szer spe-
cifikusan gatolja a DNS polimeraz alfat,
igy gatolva a DNS replikaciét  (ldsd:

Darzynkiewicz és tsai, 2011). Sajat proto-
kollokat hasznaltunk a szinkronizalashoz

a hatasos koncentraciok ismeretében (v.6.:
Tate és Ferringo, 2005).

Aramlisi citometria

Bz a technika a sejtek differenciacio-
jahoz sziikséges, mely megtorténhet ki-
16nb626 attributumok alapjan (pl. sejtmé-
ret = elre szoras/granulaltsig = oldalra
széras; lasd: 1. abra). Tovabbad megjel6l-
hetjitk a sejtkomponenseket fluoreszcens
festékkel és detektalhatjuk az emmitalt
fényt (ha a megfelel6 gerjesztési hullam-
hosszokat és szlrérendszert alkalmazzuk),
mely megjelenik a dot plot-on. Az egyik
leggyakrabban hasznalt fluoreszcens fes-
ték a propidium-jodid (PI), ami a DNS
nagy arkaba kétédik, igy a DNS mennyi-
ség mérhetévé wvallik (a PI intenzitdsa
egyenesen arinyos a DNS mennyiségé-
vel), ami hasznos a sejtciklus fazisainak
meghatarozasiaban (Crowley, Chojnowski
és Waterhouse, 2010).

1. dbra: Egy S fizisi sejt dot plot-ja. Az x-tengelyen azg eldre szords (FSC-A) és azg y-tengelyen ag
oldalra szdrds (SSC-A) lithat. (forrds: a Szerzd)
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Patch-clamp

A legfontosabb eszkéz a cellularis elek-
trofiziol6giaban a patch-clamp. Ezzel azt
az aramot tudjuk detektalni, ami a sejt-
membranon keresztil folyik. Ehhez pedig
két elektrodara van sziikség (egy belsd
clektrédara, ami az dvegpipettaban van a
bels6 oldatban és egy kiilsé elektrodara,
ami a sejten kivil van a kilsé oldatban).
Létezik fesziiltség-zar (voltage-clamp) és
aram-zar (current-clamp) Uzemmoéd. Az
el6bbi segitségével meg tudjuk hatarozni a
sejtmembranon  keresztilfolyé —4ramot
ugy, hogy a méréfejjel valtoztatni és kont-
rollalni tudjuk a membran két oldala ko-
zO6tt 1év6 fesziltséget. A masik iizem-
médndl a méréfejjel a sejtmembranon 4t-
foly6 aramot tudjuk befolyasolni és emiatt
mérhetévé vallik a bekévetkezd feszilt-
ségvaltozas. Van par konfiguracié, amit
érdemes megemliteniink. Az els6 a cell-
attached konfiguracié, mikor a pipetta a
membran felszinéhez ér és az alkalmazott
szivassal gigasealt (R=1 G€) érunk el
Ezzel a médszerrel az egyéni csatorna ak-
tivitasat lehet vizsgalni. Ha azonban t&bb
csatornat szeretnénk szimultan detektalni,
akkor hozzaférést kell szerezni a cyto-
plasmahoz, ami a gigaseal utini membran
megszakitasaval érhetS el. Ez a whole-cell
(teljes-sejtes) konfiguracié. A farmakolo-
giai tanulmanyokhoz az inside-out és
outside-out technikak lehetnek sziiksége-
sek. Az el6bbi a cell-attached, az utébbi
pedig a whole-cell konfiguraciébol érhetd
el a pipetta sejtt6l valdé elhtzasaval
(Sakmann és Neher, 1984). Ebben a kisér-
letsorozatban a teljes-sejtes konfiguraciot
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hasznaltuk mind a biofizikai paraméterek
(cstcsaram  és  feliiletegységre normalt
aramsiriség) és a BK béta alegységek
farmakoldgiai teszteléséhez is.

Elinyik: Valos id6ben tudjuk észlelni az
adott miik6ds ioncsatornakat és nem csak
a csatorna proteineket, mint Western
blottal. Hadtrinyok: a patch-clamppel az
Osszes jelenlévs aramot detektaljuk és
nemcsak azt, amire sziikségiink van (per-
sze ez tébbnyire kivédhet6 csatorna gatld-
szerek alkalmazasaval és a kulsé/belsé

oldatok Gsszetételének véltoztatasaval).

Eljaras

Sejtszinkronizdcid

El6szor szinkronizaltuk az U-87 glio-
blasztéoma sejteket. Az M fazishoz 4
ug/ml kolhicint, az S fazishoz 4 pg/ml
aphidicolint és a GO/G1 fazis eléréséhez
szérummentes DMEM-et hasznaltunk. A
kezelések utan a sejtek 24 6ran keresztiil
inkubalédtak 37 °C-on. (Ez a 1épés min-
den egyes patch-clamp mérés és aramlasi
citometria rekordalas el6tt megtortént.)

Aramlisi citometria

A szinkronizalas sikerességét Pl-os sejt-
ciklus aramlasi citometriaval ellendriztik.
A DNS mennyiség kétfajta szlrérend-
szerrel volt mérve: Yellow-A-t hasznal-
tunk a kontoll, az éheztetett és a
kolhicinnel kezelt populaciéknal (gerjesz-
tési szrd: 532 nm/emisszids szird: 564-
606 nm) és PE-Texas Red-A-t hasznal-
tunk az aphidicolinnal kezelt csoportnal

(getjesztési szrs: 561 nm/emisszids szi-
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t6: 610-620 nm). Mindkettd szett alkalmas
a PI intenzitas vizsgalatahoz ugyanis a PI
excitaciés maximuma 535 nm, emisszios
maximuma pedig 617 nm. (Ez a Iépés
egyszer tortént meg az elsé kezelések
utan). A kapott adatokat FlowJo VX nevd
program segitségével értékeltik ki.

Patch-clamp

A tumorsejtek biofizikai paraméterinek
vizsgalatahoz hasznalt oldatok a k&vetke-
z6k voltak. Kilsé oldatként natrium-alapd
oldatot (145 mM NaCl, 5,5 mM gliikéz, 5
mM KCl, 2,5 mM CaCl,, 1 mM MgCly, 10
mM HEPES, pH=7,35) és belsé oldat-
ként KF-alapu oldatot hasznaltunk (140
mM KF, 11 mM EGTA, 10 mM HEPES,
2 mM MgCl, 1 mM CaCl,, pH=7,23).

Protokollként a sejteket -100 mV-os tar-
tofeszltségrél a -80 mV - +140 mV tar-
tomanyban depolariziltam +20 mV-os
Iépésekben 200 ms hosszusaga impulzu-
sokat 5 s-ként alkalmazva (lasd: 2. abra).
Az gy kapott I-V (aram-feszilltség)
gbrbékkel a sejtek csicsaramat és a ki-
szamitott, feliiletegységre normalt aramsi-
rlségét hasonlitottam Ossze a kilonb6z6
populacidk kozott (n=10 sejt mind a négy
csoportbdl) one way ANOVA statisztikai
probat  alkalmazva. Kiilonbség esetén
post-hoc analizisként Tukey’s Multiple
Comparison-t hasznaltam a csoportok
Osszehasonlitasara. Az egyes csoportok
kozotti  statisztikai  kiilénbségek p<<0.05
szint esetében tekinthetSk szignifikans-

nak.

2. dbra: A bal felsd panelen lathato az I-V fesziiltség-protokoll, a jobb felsd panelen pedig a proto-
kollal egy M fazisit sejten mert dramgirbék. A bal alsé panelen a farmakoligiai mérésekbes hasgndlt
fesziiltség-protokollt, a jobb alsé panelen a protokollal egy M fagisii sejten kapott dramgorbéket tintet-

tem fel (forrds: a Szerzd).
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A BK csatorna béta alegység mintazata-
nak feltérképezéséhez hasznalt oldatok:
bels6 oldat (145 mM K-aszpartat, 10 mM
EGTA, 10 mM HEPES, 2 mM MgCl,,
8,5 mM CaCl,, pH=7,2), kiils6 oldat (145
mM Na-aszpartat, 10 mM HEPES, 5,5
mM glikéz, 5 mM KCl, 2,5 mM CaCl,, 1
mM MgCl,, pH=7,4). Ebben a protokoll-
ban is -100 mV-os tartéfesztiltséget al-
kalmaztunk, de itt a sejteket mindig +100
mV-ra depolarizaltam 200 ms idStartamra
5s-ként (lasd: 2. abra). Igy vizsgaltuk a BK
csatornara specifikusan haté anyagokat,
mint a litokélsavat (75uM), ami 1 alegy-
ség jelenléte esetében aktivalja a csatornat,
az arachidonsavat (30uM), ami B2/B3
koexpresszi6 esetében noveli meg a
csucsaramot, valamint alkalmaztuk a BK
csatorna specifikus gatloszerét a Paxilline-
t (1uM). Mind a négy populaciébdl lemér-
tink n=10 sejtet, majd minden sejtnél az
adott farmakon hatasara kapott csucsara-
mokat atlagoluk és normaltuk a kiilsé ol-
datban mért csicsaramhoz képest.

Az adott szer hatasat egyoldald egymin-
tas t-proba alkalmazasaval teszteltik, va-
lamint a béta alegységek sejtciklus fiiggd
valtozasat egytényezds varianciaanalizissel
(one way ANOVA) vizsgaltuk, ahol post-
Multiple
Comparison tesztet végeztink el, ami a

hoc analizisként Dunnett’s
kezelést kapott csoportokat hasonlitotta
Ossze a kezeletlen kontroll csoporttal

(p<0,05).

15

A grafikonok készitéséhez GraphPad
Prism nevii programot hasznaltam.

Eredmények

A szinkronizilds sikeressége

Az aramlasi citométerrel kapott adatok
alapjan a kontroll, kezeletlen U-87 sejtpo-
pulacié a kévetkezéképpen oszlott meg:
82,7% GO fazisban, 7,4% S fazisban és
9,8% M fazisban volt jelen. A 4 pg/ml
kolhicinnel kezelt populacional a sejtek
58%-a volt GO fazisban és 8,6%-a S fazis-
ban, mig az M fazisu sejtek aranya meg-
nétt 33,4%-ra. Ez a kontroll/kezeletlen
sejtekhez  képest 3,4-szeres emelkedést
jelent az M fazisban.

Az éheztetéses technikaval (szérum-
mentes DMEM) kezelt sejteknél is meg-
gy6zéek voltak az eredmények: a tu-
morsejtek  90,8%-a volt GO fazisban
(5,4% S fazisban, valamint 3,8% M fazis-
ban volt jelen), ami alapjan az éheztetéses
technika a GO sejtek aranyat tobb mint
8%-kal novelte meg.

A 4 ng/ml aphidicolinnal kezelt U-87-
cknél az aramlasi citometria eredménye
alapjan a sejtek 77%-a GO fazisban ma-
radt. Az S fazisu sejtek 16,8%-ban és az
M fazisu sejtek 13,6%-ban voltak jelen,
tehat a kezeletlen populacidhoz képest az
S fazisban 1évé tumorsejtek aranya a 2,2-
szeresére emelkedett (lasd: 1. tablazat és 3.
abra).
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3. dbra: Bal oldalon lithatd a kontroll, éheztetett (s3érummentes DMEM) és a kolbicinnel kezelt
sejteke bisgtogramya. Jobb oldalt ag aphidicolinnal kezelt sejtek eloszldsa szemlélhetd. Az x-tengely a

PI intenzutdst, ag y-tengely a sejtszdamot jeloli (forrds: a Szer3d).
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Biofizikai paraméterek

Az adatok alapjan a kezelést nem kapott
kontroll, az aphidicolinnal (S fazis) és a
szérummentes DMEM-mel (GO fazis) ke-
zelt populacidk kozott sem csticsaramban,
sem aramsdrdségben nem volt megfigyel-
heté szignifikans kildnbség (p> 0,05).
Kivételt képeznek a GO sejtek aramstrd-
ségei +120 és +140 mV-on. El6bbi fe-
szultségen 4tlagosan 59,75 nA/nF-dal,
mig utébbin 101,2 nA/nF-dal emelkedett
az aramslrlség a kontroll sejtekhez ké-
pest (lasd: 4. abra). Mivel a csucsaramok
nem emelkedtek szignifikansan, ez az elté-
rés azzal magyarazhat, hogy a GO fazisu
sejtek kisebb méretlick voltak, ami az
éheztetéses szinkronizacié (szérummen-
tesség) kovetkezménye lehet. A kolhicin-
nel kezelt M fazisu sejteknél azonban mar
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Propidium-jodid intenzitas (ONS mennyiség)

egyéni mérések soran is szembetliné volt
a csucsaram megemelkedése. Az alabbi
abran lathat6 I-V gérbéken a BK csatorna
+60 mV-os depolarizaciénal kezd nyitni.
Tiz sejt adatai lapjan lathatd, hogy az M
tazisba szinkronizalt sejteknek mind a
csticsarama, mind az dramsirisége szigni-
fikdnsan nagyobb, mint szinkronizalatlan
sejteké, és a kiillonbség mar -20mV-os fe-
sziltségtdl lathaté (p<<0,05). A +60mV-
tol +140mV-ig tartd intervallumban (ahol
a BK csatorna aktiv) a csucsaram atlago-
san 1,15 (+60mV), 1,5 (+80mV), 1,4
(+100mV), 1,8 (+120mV) és 2,4 (+140
mV) nanoamperrel emelkedett. Az aram-
strGség ugyanebben a tartomanyban 36.8,
52.9, 67.3, 69 és 81.5 nA/nF-al néveke-
dett (lasd: 4. 4bra).
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4. dbra: Balrél-jobbra lithatéak a GO, S és M fiazisii sejtek csiicsarama (feliil) és feliiletegységre nor-
madlt dramsifrilsége (alul). *p<0,05, **p <0,01, ***p<0,001 (forrds: a Szerzd)
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Farmakoligiai eredményeke

A kezeletlen kontroll sejtek csticsarama
+100 mV-os fesziltségen LCA hatdsara
atlagosan az 1,28-szorosara (SEM=0,17),
mig AA jelenlétében atlagosan 1,15-
sz6r0sére (SEM=0,077) emelkedett (az
egyoldalt, egymintas t-proba eredménye
szerint mindkét farmakon szignifikdnsan
megemelte a csucsaramot prca=0,0021,
paa=0,0252).

A BK csatornara nézve gatlé hatasu
Paxilline a kezeletlen U-87 sejtek cstcs-
aramat atlagosan a 0,19-szeresére csok-
kentette le (SEM=0,116). Az aphidi-colin
kezelést kapo S fazisu glioblasztoma sej-
tek cstcsarama LCA hatdsara atlagosan
1,32-szeresére  (SEM=0,13) ndvekedett
(szignifikans novekedés, p=0,0002), AA
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hatasara pedig a csicsaram atlagosan nem
valtozott jelentésen (1,02-szeres emelke-
dést okozott az ioniram amplitidéjaban
SEM=0,081). A Paxilline itt is hatott, hi-
szen a csucsaramot atlagosan 0,3-szoro-
sara csokkentette le (SEM=0,100). A szé-
rummentes DMEM-et kapd (éheztetett)
GO0/G1 fazisu sejtek csucsaramit a LCA
atlagosan 1,3-szorosara (SEM=0,17), mig
az AA atlagosan 1,1-szeresére (SEM=
0,09) emelte meg (mindketté farmakon
szignifikansan hatott, prca=0,0013, paa=
0,0139). Paxilline-os perfizi6 utin pedig a
csucsaram atlagosan 0,17-szeresére csok-
kent le (SEM=0,074).

A kolhicinnel kezelt M fazisu sejtpopu-
laciénal a csucsaram LCA hozzdadasa
utan atlagosan 1,1-szeresére (SEM=0,1)
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(szignifikans emelkedés, p=0,0092), AA
hatasara pedig atlagosan 0,98-szorosara
valtozott (SEM=0,109). Paxilline adasa
utan a gatlé hatds nem bizonyult olyan

effektivnek, mint a t6bbi csoportnal, hi-
szen a csucsaramot atlagosan csupan 0,4-
szeresére csOkkentette le (SEM=0,122
lasd: 5. abra).

5. dbra: Bal oldalt a litokdlsav, jobb oldalt pedig az arachidonsay BK dramon kifejtett hatdsa lat-
hatd. Az y-tengelyen dbrazolt normdlt dram: az adott perfiizid jelenlétében mért stabil csicsdaramork
dtlaga a iilsé oldatban mért csiicsaramotke dtlagira normdlva. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

Forrds: a Szerzo.
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Az egyutas varianciaanalizis eredménye
alapjan az M fazisu sejtek biofizikai para-
méterei szignifikansan eltérnek a kontroll
populaciotdl. A GO fazisu sejteknél latott
eltérések magyarazhatéak a szérummen-
tesség okozta sejtméret csokkenésével
(asd: 6. abra). A farmakologiai mérések
alapjan a litokélsav mind a négy populaci-
6nal szignifikansan hatott, igy a 81 alegy-
ség sejtciklustol fuggetlentl kifejezédik a
glioblasztéma sejtekben. Az arachidonsav
az egyoldald, egymintds t-préba alapjan
csak a kontroll és a GO fazist populaciok-

normalt aram
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(R2/R3)

Arachidonsav

nal hatott szignifikdnsan, ami azt jelenti,
hogy itt jelen lehet 32/B3 koexpressziod.
Ezen adatok alapjan azonban az M fazisa
sejtek biofizikai paramétereinek eltérése
nem magyarazhat6 a béta alegységek kife-
jez6désének megvaltozasaval, tehat az el-
térést egy ismeretlen iondram adja. Bz az
aram jelenlegi feltételezéseink szerint
kloridaram lehet, mivel a farmakologiai
mérések csak a kloridszegény oldatok al-
kalmazasaval voltak kivitelezhetSek és az
is lathat6, hogy a paxilline az M fazisa sej-
teknél kevésbé fejtette ki a hatasat (lasd: 7.
abra).
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6. dbra: A kontroll és GO fazisii sejtek kapacitdsa lithatd. A kapacitis egyenesen ardnyos a sejt
Jfeliileténeke nagysdgdval (forrds: a Szerzd).
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7. dbra: A paxilline hatdsa lithatd a kiilinbizd populdcidkndl (forrds: a Szerzd).
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Korlatozasok
A minta hatranya: Az U-87 MG sejtek a A mintavétel korlatatai: Habar a

tobb mutacién atmentek mar a megkdze-  szinkronizacié megemelte az adott fazis-
lit6leg 50 év alatt, ezért genetikailag eltér-  ban 1évé sejtek ardnyat és igyekeztink az
hetnek a glioblasztéma sejtektSl, azonban  adott fazisra jellemz6 méret és morfolo-
nincs informaciénk arrdl, hogy lenne kii-  gidju  sejteket kivalasztani az  elektro-
l6nbség az ioncsatorna expresszidban a  fizioldgiai mérésekhez, a 100%-o0s minta-

sejtvonal és a glioblasztoma sejtek kozt. vételi siker nem mondhaté ki.
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Patch-clamp korlatok: A patch-clamp-
pel az Osszes jelenlévé aramot detektaljuk
és nemcsak azt, amite szitkségiink van.

Farmakonok egyéb hatdsai: A hasznalt
farmakonok kozil a litokdlsavnak és a
paxilinnek BK csatorna specifikus hatasa
van. Azonban az arachidonsavnak a
B2/83 koexpresszi6 jelenlétében torténd
BK csatorna aktivacié mellett ismert a

protoncsatorna aktivalé hatasa is.

Konkluziok

Az aramlasi citométerrel kapott adatok
alapjan a szinkronizacié sikeresnek te-
kintheté mind a GO, M és S fazisba, ami
megnévelte a valoszinlségét annak, hogy
az elektrofiziolégiai mérések soran adott
fazisu sejtrél nyerjiink informaciot.

A patch-clamp eredmények alapjan a
sikeres szinkronizaciét kovetéen az M fa-
zisban 1évé tumorsejtek csicsaram és fe-
liletegységre normalt aramstrlsége is
szignifikansan nagyobbnak bizonyult a ke-
zeletlen kontroll populacidhoz képest.
Ezzel ellentétben az aphidicolinnal kezelt
S fazisu sejtek és az éheztetéses technika-
val szinkronizalt GO fazisu sejtek nem
mutattak eltérést sem csucsaramban, sem
aramstriségben a kontroll popu-laciotol.

A farmakoldgiai mérések alapjan mind a
négy tesztelt populdciondl hasonlé ered-
mények szilettek, miszerint a litokélsav
jelentGsen megemelte a sejtek csucsara-
mat, ellentétben az arachidonsavval. Ezzel
az informaciéval kijelenthetjiik, hogy az
U-87 MG sejtek mind a GO, S és M fazis-
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ban kifejezik a BK 31 alegységet, tovabba
val6szintsithetjiik, hogy a tumor-sejtek
expresszaljidk a B2 és/vagy a B3 alegysé-
get. Igy az eredmények alapjan nincs kii-
l6nbség a BK béta alegység min-tazatban
a sejtciklus figgvényében, ami azt jelenti,
hogy egy BK béta alegység mintdzatra
specifikus gatloszerrel sejtcik-lus fliggetlen
gatlast lehet elérni.

A j6vében ki kell deriteni, hogy az M
fazisu sejteknél mi okozta a tapasztalt
szignifikans eltéréseket. Egyik irany lehet-
ne a tumorsejteken a klorid aram vizsgala-
ta, mivel ismert, hogy a calcium-fiiggé ka-
lium csatornakon kivill a klorid csatorndk
is fontos szerepet jatszanak a sejtprolife-
CIC-3 H*/Cr

antiporter is bizonyitottan hozza-jarul a

racibban, valamint a
glio-blasztéma invazivitasahoz.

Ezen felil érdemes megemliteni, hogy a
farmakologiai mérések a kilsé és belsé
oldat cseréje el6tt (kloridszegény oldatra
valtas) kivitelezhetetlenek voltak, ami
szintén jele a klorid aramnak. Az el6bbin
kivil fontos még kideriteni, hogy a far-
makologiai mérések soran az arachi-
donsav a 62/B3 koexpresszié hidnyiban
volt-e kevésbé hatiasos a litokdlsavndl.
Ennek érdekében meg kell vizsgalni a
kontroll és szinkronizalt tumorsejtek fe-
hérje expresszidjat Western blot technikat

alkalmazva.
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