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.

t h e a

om li t u d e Of t he K
十 e u r

-

托 nl W a s u n肛 I e c l e Q D y er m o v a l 0 1 b n n n
·

、 c / 乃 r t e r P r e t r e at m e n t or c e i l s
iw

t n 斗 a r u JJ 、 U
·

口 肛 n l。厂 L , O P e n c o l u m n s 夕 o r r U O U 、 U
·

5 拌m o l / L
,

if l le d C o lu

nm
s

) fo : 16 h
, v o l t a罗

一

g a r e d K
+ c u

err
n t s w e er er e o记e d for m t w 。 t er a t m e n t 脚

u p s
(
。 二 6 fo : e

ac h 脚
u p )

.

St a t i s t i e al da t a

( m e a n 士 5
.

e
.

m
. , n 二 6 ) of r * h e K

十 e u rr e nt e v o k e d b y d e p o liar
: i n g p u l s e

ofr m a h p of 一 80 m V t o +
60 m V

.

N o

d iffe
r e n e e i n v o l t a罗

一

gate d K
十 e

二
e in s w as o b se vr e d b etw

e en tw o

tre at , nt s u n d e: e o l l t r o l e o

dn iit on
.

Th e a pp l i e iat o of GH R H ( 10

n m o l / L )
5 1邵 i if e a n t ly a n d er v e sr i bl y er d u e e d t h e er e o dr e d K

十 e u

err
n t in 4 a P DD

一

t er at e d e e ll s b u t did n o t m o di fy t h e K
十 e u

erz
n t i n

p DB u一 tr e at e d e e n s
.

( d )助
e al 即 lPi e a ti o n of DP B u

( 0
.

5 拜m ol / L
,

if l l e d e o lu

mn
s

) b u t n o t 4 a p l 〕D ( 0
.

5 拜m ol / L
, o p e n e o lu m n s

)
fo r 10 m i n

for m a
即 l i e at i o n pip e t t e d e e er a s e d t h e v o l t铭 e

一

g a t e d K
十 e u

err
n t

.

S t at i s t i e al da t a
( m e a n 士 s

.

e
.

m
.

, n 二 6 ) of r t h e K
十

e u
rre

n t e v o k e d b y d e田l a d z i n g D u l s e

ofr m a h D of 一 8 0 m V t o + 60 m V a re g i v e n i n t h i s n a n e l
.

No t e t h ia t h e re e o v e ry of K
十 e u r -

r e n l w a s n o t O D s e vr e a at l e a s t 乙U m l n 肛 t e r re m o v a l 0 1 r u o u
.

、 e ) r 人七 I n n l D l ot ry P e P t1 Q e , t’ 入气
,
飞, 召 6 , 1 5 II O t n l e m Dr an e Pe n 刀 e a D le

.

An i n t e nr al d i a ly s i s

wa
s t h e r e fo er u s e d t o i n t or du e e i t to t h e er e

odr
e d e e l l

.

C o n v e n ti o n a l W C R e o

inf , art i o n w a s e m p lo y ed i n t hi s

sut dy as de t ia l e d i n t h e M at e五 al s a n d Mhet
o d s

.

C lO u m n s i n t h i s p an e l s h、 s t a t i s ti e公 d a ta ( m e a n 士 5
.

e
.

m
.

, n = 4 ) fo r t h e K
十

e u
err

n t e v o ke d b y d e即l a ir
z

i n g p u l s e

for m a hp of 一 80 m V t o + 60 m V
.

In e lu s i o n o f KP C ,二 36

( 10 拌mo l/ L ) i n i n t e m al s o lu ti o n

( if lle d e o lu m n s ) fo r 15 m i n di d n ot 5 1即 i if e a n t lv m o divf t he er e o司 e d K
中 e u

err
n t a n d G H R H d id n o t m o di fy t he a m o l i t u d e o f t he K

十

c u r r贬: n t I n Per s e n c e O l r 入七 19
一

肠 I n t n e r e c o m e a c e l i s
·

i n a g r o u P 01 c e l l s er c o r o e a w lt n o ut r 入七 一,
·

3 6 In e l e c 让 ( ,a e \ OP e n c o lu m ll s ) ,

e H R H : e v e r s ib ly er d u e e d t h e K
十 c

uerr
n t

.

A da p t e d for m R e f
.

[ 12〕诫 t h p e
mr i s s i o n

.
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s ig n a l l in g s y s te m s a r e i l lu s t r a te d in F ig
.

5
,

w h i e h d e m o n s t r a t e s a d iv e r s i ty o f i n tr a e e l l u l a r s i g n a l li n g

s y s t e m s e m p l o y e d b y G H R H r o r e邵 l a t e v o l t a g e 一

g a t e d C a Z + o r K + e h a n n e l s
.

S u e h a n i n e er a s e i n

e aZ
+ c u rr e n t a n d d e e er a s e i n K + e u

err
n t C a u s e a n e l e v a t io n o f C a Z +

i n且u x a n d th e er b y th e G H s e e er
-

t l o ll
.

K
十

G H R H r e e e P t o r

C矛

瓤
e

A T P c A M I
〕
/P K A

V o l t a g e
-

gat e d C扩

Ch an n e 】s

V o l t眼 e -

gat e d K
十

Ch即 fl e ls

F
i g

.

Th i s

M e e h a n i s m 。 f t h e a e t i o n 。 f G H R H 。 n e aZ
+ a n d K

+ c h a n n e l s
一

e o u
lP i n g 讯 t h l

〕
K A a n d P K C Sy s t e m s

.

di a盯 a m i l lu s t ar t e s t h e e o u p l i n g 。 f t h e C aZ
+ a n d K

+ e
h a n n e l s 俪 t h G H R H

lu l a r a n d i n t ar e e l lu l a r 叩 p li e d v h a

mr
a e o l o g i e al r e a g e nt s a g a i n s t d iffe er nt s t e p s

r e e e p t o r s
.

U
s i n g t h e e x tacr

e l
-

i n P K A o r P K C 5 1邵 a l l i n g s y s
-

t e m s , w 。 h a v 。 d e m o n s t r at e d t ha t 。 A M P
一

P以
s y s t e m m e di a t e s t h。 。 e t i o n 。 f G H R H o n v o l t a g e

一

g a t e d C扩
+ e

ur
-

r e n t s a n d p K C s y s t e m 15 e s s e
nt i al fo r t h e a e t i o n o f G H R H o n v o l t铭 e

一

g a t e
d K

+ e u

讹
n t s i n s o m a t o t or p e s

.

2 E fer
e t o r s R I F o n v o 一t a g e 一

g a t e d e a Z+ a n d K
+ e u rr e nt s

2
.

1 C aZ
+ e u rr e n t s

A s d i s e u s s e d a b o v e ,
t
wo yt p e s o r c aZ

+ e u rr e n t s w e r e er e o r d e d a s T a n d L yt p e s w i t h L e u rr e n t a s

t h。 m aj o r i t y [’ 」
.

L o e a l 。 d m i n i s t r a t i。。 。 f s n xr er d u e e d b o th T 。 n d L 。 u rr e n t , w i t h o u t p r e免er n e e
.

W e

h a v e s h o

wn t h a t t h e r e d u e t i o n i n CaZ
+ e u rr e n t s b y s R I r w a s e o m p le t e l y a b o l i s h e d b y t h e t er a t m e n t o f

th e e u l t u r e w i山 p e rt u s s is t o x i n
( 10 0 。 g / m L ) fo r l o h [8〕

.

仆 15 er s u l t i n d i e a te 、 t h a t th e fu n e t io n a l e x -

p r e s s i o n o f s R xF o n e aZ
十 e u

err
n t s 15 m e di a t e d t h or u g h a e ti v a t i o n o f p e rt u s s i s to x i n s e n s i t iv e G p or

-

t e i n s
.

w e h a v e a ls o s h o w n t h a t [26 ] w i th w e R u s i n g a n ti
一 a o a n ti b o d i e s i n th e p i p e t t e , a r e d u e t io n i n

e a Z + C u

err
n t s b y s R I F w a s o b ta i n e d w it h i n 5 m in aft

e r e s t a b l i s h i n g W C R ( F i g
.

6 )
.

T h i s r e s p o n s e d i
-

m i n i s h e d a ft e r 2 0 m i n o f d i a l y s i s o f a n ti
一 a o a n t ib o d i e s ,

w h e n S R IF w a s g iv e n a s e e o n d ti m e
.

W i t h a n -

ti
一 a i z _ 2 , a n ti

一 a i3 o r h e a t
一

i n a e t iv a t e d a n ti
一 a o a n t i b o d i e s i n t h e e l e e t or d e s o l u t i o n th e r e w a s n o e

ffe
e t o n

t h e er d u e t i o n in C aZ
+ e u rr e n ts b y S n IF e it h e : ju s t a ft e : w e R fo mr

a ti o n o r a ft e r 20 m in o f d i a l y s i s

( F i g
.

6 )
.

I n o r d e r to i d e n ti fy t h e s u b yt p e o f oG p or t e i n s i n v o l v e d i n t h e C a Z + e u

err
n t er s p o n s e t o

G H R H
,

w e d
e v e l

o
p

e
d a n t i s e n s e s t r a t e g i e s to s p e e iif e a l l y tar g e t o n a o l o r a o Z s u b

一 u n i ts w h e er a s th e

s p e e i if e a n t i b o d i e s w e r e n o t a v a i l a b le [2 6 〕
.

A t th e t im e o f d i a l y s i s w i th a n t is e n s e o l i g o n u e le o t i d e s

( l 拼m o l / L )
, r e e o r

d i n g s w e r e m a d e o f v o l t a g e 一

g a et d e aZ
十 e u rr e n ts an d t h e r e s p o n s e t o S R IF

.

I n o r d e r

t o s t u d y th e t i m e e o u r s e o f t h e e
ffe

e t o f a n t i s e n s e d i a ly s i s , a o a n t is e n s e
( A S m ) w a s d i a l y s e d i n t o t h e

e e l l w h e n i n i t i a l r e s p o n s e t o s R x F w a s r e e o r
d e d [26 〕

.

e e l l d ia ly s i s la s t e d fo
r 5 m i n ,

w h i e h w a s s u
iff

-

e i e n t fo
r t h e d i a l y s is o f t h e a n t is e n s e o l i g o n u e l e o t id e s

.

A t th e e n d o f t h e d i a ly s i s p e r i o d
,

th e p a t e h
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iF g
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6 E ffe
e t o f i n t ar e e llu l a r di a lv s i s o f a n ti

一
a s u b

一 u n i t o f G
一

p or t e i n a n t ib o d i e s o n S R I-F i l l ( Iu c e d er d uc iot
n in C矿

+ e
ur

-

er n t
.

e aZ
+ e u

err nt wa
s e v o ke d by d e p o l面

s i n g p u l s e s
for m a 抽 ld i飞 即 t e n t i a l o f 一 5 0 m v t。 0 m v

,

诫 t h a n e l e e t o d e s o lu
-

t i o n e o n t a i n i n g 。 n t i
一 a o s u b

一
u n i t a n t s玩 di e s

ofr i n t ar e e llu lar d i a xy s i s

(
a

)
.

e aZ
+ c u

rre
n t w a , e v o k e d by d e p o la ` s i n g p u l s e s

for m a h o ld in g oP t e n t ial o f 一 80 m V t o 20 m V w i t h e le e r or d e s o lu t i o n e o n t a i n i嗯 a n t i
一

a i l
一

2 s u b
一

u n i t a n ti bo dy ( b )
o r a n t i

-

a i3 , u b
一

u n i t an t i场 d y (
。

) fo : i n t ar e

lle lu a r di al y s i s
.

I n

(
a
)
一

(
e

)
, t ar e e 1 re pre s e n r s t he e o n t or l e u

rre
n t ; t ar e e 2 15 t he e u r

-

re nt Bft e r t he 肠r s I a p p li e at i o n of 10 n M S RI F ; tr ac
e 3 15 ht e e

urre
nt re e

odr
e d ab o u t 20 而 n

aft
e r e s tabl i s hi鸣 W CR ; a n d

t ar e e 4 15 t he e u

o nt 硫
e r t h e s e e 。

耐铆 li e at i o n o f 一。
~

l/ L s m F ( of ll洲 i n g tr ac
e 3 )

.

( d ) c aZ
+ e

urrent
一

it me
r el iat on

-

s hi ps d u ir n g i n t ar e e l lul ar d i目y s i s o f ant i
一

a i3 s u b
一

u n i t ( . )
, a n ti

一
a o s u b

一
u n i t (一 )

o r a n t i
一

a i l
一

2 s u b
一

u n i t s
( ▲ )

a in ib o id e s
.

e aZ
+ 。 u

err
n t w a , er e。记 e d e v e巧 m in an d s h

own
。 5 a p e 二 e n t叱 e of e o n t or l e u

err
n t ( p e a k v d u e ,

10 0 % )
.

N u m b e rs o n t h e

e u o e re p re s e n t t h e t im e s at w hi e h i n w
adr

。 u

rre
n t s w e re p a s s e d t。 d e力v e t h e da t a s ho w n i n p a n e l s

(
。
)
一

(
e

)
.

(
e
) ( M e a n

士 5
.

e
.

m
.

) p e cr e n t a罗 i n h ib i t i o n of 邵 ak e aZ
十 e u rr e n t by 10 n m o l / L s RI F du 五n g t he if rs t aP p li e a t i o n of s R I r ( if lle d

e

olu mn
s
)

o :

20 而 n
aft

e r e s tabl i s h i n g W CR (
o p e n e ol u

mn
s
) d u ir n g ht e i n t ar e e n u lar d ialy

s i s w i th a n t i
一 a 。

(
n 二 8 )

, a nt i
-

ia 一2 (
n = 5 )

,

ant 卜a i3 (
。 二 8 ) or h e

-at i n
ac ivt at e d a n t i

一

ao (
n 二 8 ) 印币bo di e s

一
` : P < 0

.

0 1
.

A datP
e d for m R e f

.

[ 2 6〕 w i t h p e

mr i s s i o n
·

p iP e tt e w a s e

aer fu lly w iht d

awnr
,

an d u s u al ly ht e e e l l er s e a l e d i ts e l f
.

D is t i n e t iv e m ar k s w e r e m a d e o n

er e o dr e d d i s h e s ot fo e a et th e d i a
ly

s e d e e l lo fo r s u b s e q u e n t er e o dr i n g
.

hT
e e e l l s w e er t h e n i n e u b at e d i n

th e p er s e cn e o f s e
m m fo r 12

,

24
,

4 8
,

an d 7 2 h
,

ht e e e l l s ht at s u vr i v e d d i al y s is w e r e r e 一

p a te h e d fo r

a s e e o n d time fo r ht e er s p o n s e ot S R IF
.

A s h娜
r e d u e t ion in ht e e

ffe
e t Of s IR F o n ht e C aZ

+ e u rr e n t

w as o b s e vr e d a ft e r 2 4 h o f icn u b at i o n ,

er ac h e d a Pe a k aft
e r 4 8 h i n e u b at ion

, a n d P art i al ly
r e e

vo
e r e d

aft
e r 7 2 h 。 f i n e u b a t io n 「26 ]

.

仆
。 i n e u b a t io n t ime

。 f 4 5 h w as t h e n , e l e e te d t。 , t u
dy t h e 。

ffe
e t 。 f di

ffer
-

e n t an t i s e n s e o l i go
n u e l e o ti d e s d i a

ly
s i s o n t h e er s

OP
n s e ot S R I F

,

ftA
e r d i a

ly
s i s Of a o A Sm o r a o : A S

,

th e er w as a : e d u e e d e
ffe

e t Of s R xF 。 n e aZ
十 C u

err
n t s C o m p ar e d w i t h 山e i n i ti al er s p o n s e t。 s R I F ( F i g

.

7 )
.

In e o n tr a s t
,

aft
e r d ialy

s is o f 。 i3 A S o r 。 o , A S
,

ht e S R I F er s p o n s e w a s n o t a l t e r e d ( F i g
.

7 )
.

N o
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k in e t ie e h a n g e s

we re o b r a i n e d aft
e r d i a

ly
s i s o f a n t is e n s e 0 11即n u e le o t id e s

.

OH
一a o l A S OH

·以0 2 A S

尸劫

4 8 H
一a o l A S 4 8 H

一a o Z A S

一8 0 m V 10 m V 一8 0 m V 1 0 ITI V

( a) . 1

2 5 m s

(b ) . 】

2 5 m s

ǎ工oJJllo。Jo求à

刀U。匕,。川口JO目。一沼q一召ù工

凡 9
.

7 e aZ
十 一

e u

err nt i n h ib i t ion b y s Rxr i n o讨 en s o m at o t
哪 h s 4 s h 砍

e r d i日 y s e s o f ant i s e n s e 01 1即 un
e le

iot d e s 山er e t e d

a g a i n s t

砍 N A s e n e o d i叱 。 。 , a o l
, 。 `

,

an d 。 13 s
ub

一 u n i t s
.

c矛
+ e

~
nt w as e v o ke d by d e

pol 耐
s i n g p ul s e s

for m a h o l din g

p o t e nt ial of 一 80 m V t o 1 0
Vm iw t h a n e le e t or d e s Ol u t i o n e o n t ia n i n g ao l A S (

a
) or a oZ A s ( b ) for i n t ar e e llu lar di al y s i s

.

T r a e e l er 衅
s e nt s t h e e o n tolr

e

uerr
n t ; atr

e e 2 15 ht e e

~
nt aft

e r t h e 即 lP i e a t i o n of 10

nmo
l/ L S R I F du ir 叱 in i it al er e o dr

-

i n g ; tacr
e 3 15 t h e e u

err nt er e o dr e d 4 8 h aft
e r d ial y s i s ; a n d t ar e e 4 15 t h e e

~
n t aft

e r t h e s e e o n d a P P li e at ion o f 10 n

mo l /

L s R IF
.

(
e

) ( M e a n 土 5
.

e
.

m
.

) 声 cr e nt 昭e in h i bi it o n of p e a k CaZ
十 e u

二
n t bv sR IF d u五n g 比 e di al ys i s

of
a n t i s e n se

o l i g o n u e le o t id e s

( if lle d e o lu

mn
s

)
o r 4 8 h aft

e r t he d ial y s i ,
(叩

e n e ol u m n s
) w i t h ao A s m (

n 二 7 )
, 。 0 1 A s (

n 二 4 )
,

aoz
A s (

n 二 4 )
, 。 r 。 13 A s (

n 二 5 )
.

* , : p < 0
.

0 1
.

A d atP
e d for m R ef

.

[ 2 6 ] 杭 t h 碑urn
s s i o n

.

2
.

2 K
十 e u

err
n t s

S R IF e a u s e s a er v e sr i b l e i n e er a s e i n v o l t a罗
一

g a t e d K
十 e u

err
n t s i n e lu d i n g b o t h IA a n d IK e u r -

er n t s「’ 7
,

27 〕
.

1。 。 v i n 。 , o m a to t or p e , ,
th o s e

wot 妙p e s 。 r K
十 e u

err
n t ,

we er er e o记 e d w i th IK
a s t h e m a -

jior t y仁27
,

“ 8〕
.

幼
e a l 。 d m in i s t ra tion of s R IF ( 10 n m o l / L ) i n e re a s e d b o ht IA

a n d IK w i ht o u t p re fe re n e e
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