Kalcio jony jtaka molekuliy pernasai pro plazming¢ membrang ir lasteliy gyvybingumui po
Igsteliy elektroporacijos
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Kalcio jonai dalyvauja jvairiuose lasteliy procesuose
— raumeny susitraukimuose, hormony ir neuromediatoriy
iSskyrime, lgsteliy proliferacijoje, geny raiskos valdyme,
fermenty aktyvumo reguliavime (Carafoli et al., 2001),
lasteliy plazminés membranos pazaidy tvarkymo
mechanizmuose (Bunney et al., 2017). Tiriant plazminés
membranos  pazaidy susitvarkymo  mechanizmus
lastelése, pastebéta, kad kalcio jonai yra atsakingas uz Sio
proceso iniciacija. Sis kalcio jony poveikis plazminés
membranos pazaidy tvarkyme gali taip pat turéti jtakos
medziagy transmembraninei pernasai po lasteliy
elektroporacijos. Be to, padidinus kalcio jony
koncentracija lastelés citoplazmoje vir§ slenkstinés
koncentracijos, lastelés gyvybingumas yra negrjztamai
sutrikdomas (Frandsen et al., 2017). Siuo metu, pradéti
kalcio jony pernasos (kalcio elektroporacijos) tyrimai,
sickiant pritaikyti metoda priesvézingje terapijoje
(Frandsen et al., 2020).

Darbo tikslas: istirti kalcio jony jtaka molekuliy
transmembraninei pernasai ir lgsteliy gyvybingumui po
lasteliy elektroporacijos.

Tyrimams naudotos Ziurkéno kiausidziy CHO-K1,
lastelés bei skirtingy linijy vézinés 4T1, B16F10, MX-1
ir U87 lastelés. Lastelés prie§ eksperimentus buvo
suspenduojamos HEPES pagrindu paruostoje terpése su
skirtingomis kalcio jony koncentracijomis. Lasteliy
elektroporacijai buvo naudojami BTX T820 ar
laboratorijoje  pagaminti elektroporatoriai. Lasteliy
elektroporacijos efektyvumui vertinti buvo naudojamos
fluorescuojanéios molekulés: propidzio jodidas (Pl),
YO-PRO-1 ir kalceinas. Kalcio jony vidulgstelinés
dinamikos vertinimui buvo naudojamas kalbraitas
590AM. Lasteliy fluorescencijos poky¢iai vertinti
naudojant fluorescencing mikroskopija bei tékmés
citometrija.

Rezultatai parodé, kad kalcio jony koncentracijos
didéjimas elektroporacijos terpéje sumazina mazy
molekuliy elektropernasos efektyvuma tiek | CHO-K1 (1
pav.) tiek ir j kitas tirtas vézio linijy lasteles. Be to,
nustatéme, kad kalcio jonai ne tik mazina molekuliy
pernasg j lasteles, bet taip pat slopina ir kalceino
istekejima is Igsteliy. Sie efektai yra susije su kalcio jony
poveikyje pagreitéjusiu membranos barjerinés funkcijos
atstatymu. Tiriant vienalaikj kalcio jony vidulgstelinés
dinamikos poky¢ius ir lgsteliy gyvybinguma nustatyta,
kad elektroporacijos terpe papildzius 1 mM kalcio jony
koncentracija, lasteliy zuvimo padidéjimas po
elektroporacijos yra susijgs su lgsteliy nesugebéjimu
iSpumpuoti kalcio jony pertekliaus.
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1 pav. PI elektropernasos priklausomybé nuo
elektroporacijos  terpéje  esancios  kalcio  jony
koncentracijos. Lasteliy, | kurias pernestas PI, dalis (A)
ir lasteliy, j kurias pernestas PI, bendra fluorescencija (B).
Lastelés buvo elektroporuojamos, taikant vieng aukstos
jtampos (800—1800 V/cm) 100 ps elektrinj impulsg. PI
fluorescencija buvo matuojama praéjus 15 min po
elektroporacijos.
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