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Abstract. ��� ����������� ������� �� ������ ������ ���������� ����������� ������� �� ������������ ������-
����d �� ��������� ���o�� ����� ��d ��������� ��� �x������o� of 
�������� ����� ���o�����d w��� ���o�� ���� ��o��f�����o�, ��v�-
��o� ��d ��o��o���, w���� w�� ��ow� �� o�� ���v�o�� ���d���. 
Cx43 ��� b��� �d������d �� � ���o� ��������o� ��d ��jo� 
�o��o���� fo� ��� ����b�������� of ��� j�����o� ������������� 
�o���������o� (GJIC) �� ����� �����, w���� �� f��q������ 
��d���d o� d�����d �� ��������d� ���o���. A��o�d��� �o 
b�o��fo������ ��������, �o���x�� 43 (Cx43) ��� b� o�� of ��� 
������ ����� of �����������. ��� ��� of ��� ������� ���d� 
w�� �o v���d��� Cx43 �� � ������ ���� of ����������� ��d 
�o d�������� w������ ov���x������o� of ����������� �� o�� 
of ��� �o������� ���������� fo� ��� ��d���d �x������o� of 
Cx43 �� ��������� ���o���. W� �����f����d ����������� ����-
����� o���o�����o��d�� (AS������������) ���o U�5� ����� 
���ob����o�� ����� ����� � ���of�������� ����od. No������ 
b�o� �������� w�� �o�d����d �o d����� ��� �x������o� of ��� 
����������� �������. L���f����� ���o���� ������ w��� �x��o���d 
�o �o�f��� Cx43 �� � ������ ���� of �����������. Cx43 
�x������o� w�� �������d b� w������ b�o����� ��d �����o-
fl�o�������� ��������. S����� �o�d��� ��d d�� �����f�� (SLD�) 
������ w��� ���d fo� �x�������o� of GJIC. P�o��f�����o� ��d 
��v���o� of U�5� ����� w��� �v������d b� M�� ��d �����w��� 
������, ��������v���. C��� ����� k������� ��d ��o��o��� w��� 
d��������d w��� flow ���o�����. W� fo��d ���� �x������o� of 
��� ����������� ������� w�� ������������ ��d���d w���� Cx43 

�x������o� w�� ����������d �� U�5� ����� �����f����d w��� 
AS������������, ��d ��� GJIC d�������� �� �������� U�5� 
����� w�� �������b�����d. Mo��ov��, ��� ����f����� ����v��� 
d��������d b� ��� ����f����� ���o���� ����� w�� �������d 
�� AS�������������������d �����, ��d ���� ��o��f�����o� ��d 
��v���o� w��� ���������d w���� ��o��o��� w�� ��d���d. W� 
�o����d� ���� ����������� f�����o� �� o��o����� ����o�NA� 
�� ����� ���o���, �� ����� �� ����, b� ��������� Cx43.

Introduction

G��ob����o�� (GBM) �� ��� �o�� f��q���� ��d ��� �o�� ������-
��v� ������� b���� ���o� �� �d���� (�), ��d d������ ��� ��������� 
�v����b�� ����������� �����v����o��, ��� ��o��o��� fo� GBM 
�������� ������� d�����. ��� ��d��� ���v�v�� of �������� w��� 
GBM �� ���� ���� o�� ���� (�,�). �����fo��, �� �� ��������v� �o 
f������ ���d� ��� �o������� ����o������� of GBM fo� ��� d�v��-
o����� of �ov��, �ff����v� ����������� ����o�����. I� ������ 
�����, ����o�NA� (���NA�, ����) w��� ��w�� ���o���z�d 
�� ���� �x������o� �������o��. ����o�NA� wo�k �� �o���
�����������o��� ��d�o� ���������o��� ��v��� ��d ��v� b��� fo��d 
�o b� ���o�����d w��� �����o�� b�o�o����� ��o������, �����d��� 
d�v��o�����, ���� d�ff���������o�, ��o��f�����o� ��d ��o��o��� 
(3�7). I� �� ���������d ���� ���� ��� �� ����b�� of ��������� 
���d��d� of ����������� b� d������� b��d��� �o ������ ��NA 
3'U���, ��d �������� ���� ��� �o�v���� o� � ������ ��o���� 
�od��� ���� ������ (8��0). �����fo��, ��� �o������� �ff��� of ���� 
o� ��������o� of ���� �x������o� �� ��o��o��. A���������d 
�v�d���� ��d������ ���� d����������o� of ���� �o����b���� �o � 
����� of ����� ���o��, �����d��� ���o�� (��). ��� d���ov��� 
of ���� ��� off���d ����� �o������� fo� �o�������� ��� ��������o� 
of �b�������� �x������d ��d �������������d �����, �� w��� �� �� 
��� d�v��o����� of �ov�� ����������� ������ fo� GBM�. S��d��� 
o� ��� �x������o� ��o���� �� ����� GBM� ��v� b��� ������d 
o�� b� ����o����� �������� (����5), ��d ��� ������� ��v����d � 
������ of ���� ov���x������d o� w��k�� �x������d. A�o�� 
����, ������ ��d ����������� w��� ��� �o�� �o��o� ��d 
�����f������� ov���x������d �� GBM� (��,�6). O�� ���v�o�� 
���d� o� ���� �x������o� ��o���� of ��x GBM ���� ����� ���o 
��ow�d ���� ov���x������o� of ��� ����������� ������� w�� ��� 
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�o�� �o��o� �������������� of ����� ���� ����� (�7). �����d� 
���o����� w�� ���d fo� ���d������ ������� of �����������, ��d 
Cx43 w�� �d������d �� � ������v� ������ ����. ��d���d Cx43 
�x������o� ��d �o�� of GJIC �� �o���������� fo��d �� ��������� 
���o��� (�8,�9), �����fo��, ��� ��� of ���� ���d� w�� �o �o���� 
Cx43 �� � ������ ���� of �����������, ��d �o �o���� �f ������-
����o� of Cx43 �x������o� �� GBM ���� ����� b� k�o�k��� dow� 
ov���x������d ����������� w��� �������b���� GJIC, o� f������ 
����b�� ���� ��ow��.

Materials and methods

Cell culture. H���� U�5� ���ob����o�� ����� w��� ��ov�d�d 
b� I�������� of B�o��������� ��d C��� B�o�o��, C������ 
A��d��� of S�������. ��� ����� w��� �������d �� D��b���o'� 
�od���d E����'� ��d��� (DMEM) (G�b�o, USA) ������-
�����d w��� �0% f���� bov��� �����, � �M ��������� 
(S����), �00 �������� of ������������� (S����), ��d �00 µ��
�� of ������o����� (S����) �� 37˚C �� 5% CO2, ��d ��b���-
����d �v��� o���� d��.

Oligonucleotides and cell transfection. O���o�����o��d�� w��� 
���������� ��������z�d ��d ����f��d b� ��������fo������ 
��q��d ���o���o������ (G���P����� Co., L�d., S�������, 
C����). ��� ��������� o���o�����o��d� ��q������ ������� 
������� (AS��������) ��d ������� (AS��������) w��� 
5'�AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC�3' ��d 5'�AGCUA 
CAUCUGGCUACUGGGU�3', ��������v���. A �����b�� o���o-
�����o��d�, 5'�UCUACUCUUUCUAGGAGGUUGUGA�3', 
w�� ���d �� �o���o�. C���� w��� �������d �� 6�w��� ������ �� 
DMEM �����������d w��� �0% f���� bov��� �����. A� �4 � 
�f��� �������, ��� �o������ ��d��� w�� �������d w��� ������
f��� ��d���. C���� w��� ���� �����f����d w��� �00 ��o� 
o���o�����o��d�� ����� L��of�������� �000 (I�v���o���, USA). 
Af��� 6 �, ������f��� ��d��� w�� �������d ����� w��� 
�o������ ��d��� ��d �������d �� 37˚C �� 5% CO2.

Northern blot analysis. �o��� �NA w�� �x������d f�o� U�5� 
����� �����f����d w��� A������������� ��d �����b�� o���o��-
���o��d�� ����� ��Izo� ������� (I�v���o���, USA). ��� ��o�o�o� 
fo� No������ b�o� �������� of ���NA w�� ���d �� ���k���oo� 
et al (�0) ���o���d. B���fl�, �o��� �NA (�0 µ�) w�� ��������d o� 
� ��% d��������� �o����������d� ���, ��d ���� �����f����d �o 
H�bo�d N+ ���o� ���b���� (A�b�o�, USA). ��� ���b���� 
w�� d���d, UV ��o������k�d, ��b��d�z�d w��� D��ox������ 
(DIG) ��b���d ��ob�� ov������� �� 37˚C �� � b�ff�� �o�������� 
5X SSC, �0 ��o��� N�2HPO4 (�H 7.�), 7% SDS, �X D�����d�'�, 
��d 0.� ����� ����o� ����� DNA. ��� ������� ��ob� ��d�
��b���d w��� DIG �� 5'�GAAACCCAGCAGACAA�G�A 
GC��3' fo� d�������� ���NA����; 5'�GAGACCCAG�AGCC 
AGA�G�AGC��3' fo� d������o� of �������; ��d 5'�A���GC 
G�G�CA�CC��GCG�3' fo� U6 �� �������� �o���o�. ��� 
��ob�� w��� ��������d f�o� P�o���o P����� ��d P�ob�� 
(S����, USA). ��� ���b���� w�� w����d w��� �X SSC� 
�% SDS b�ff�� �� 50˚C. Af��� �q����b����o� �� d������o� b�ff��, 
b�o�� w��� d������d w��� D�� L���������� d������o� k�� 
(�o���, USA) ��d �����z�d b� G���G�����.

Luciferase reporter assay. ��� �����d� ���o����� (����:��
www.����o���.o�������o���) w�� ���d �o ���d��� ��� 

����� ����o�NA b��d��� ����� �� 3' U�� ���������� of 
CX43 ��NA (NCBI ���� ID �697). ��� ����� 3'�U�� of 
��� Cx43 ���� w�� ���� �����f��d b� PC� ����� ��� 
fo��ow��� �������: CX43�3'U���fo�w��d: 5'��CAGGAA� 
�C��G���GACA��CCA�G��AAACACGG�CA�G� 
�CAGC��CA��GCA��3' ��d Cx43�3'U�����v����: 5'�A 
ACAC�C�CCAGAACACA�GA�C�GA�GGAC�AG�C� 
ACA��ACA�GCAA�GAAGC�G�3'. ��� �DNA w�� 
��o��d ���o ��� �GL3��o���o� v���o� (P�o����, USA), 
dow������� of ��� ����f����� ����, �o �������� ��� v���o� 
�GL3�Cx43�3'U��. Fo� ��� ����f����� ���o���� �����, U�5� 
����� w��� �������d �� 96�w��� ������ ��d �o������f����d 
w��� 0.� µ� of ��� �GL3�Cx43�3'U�� ��d 5 ��o� of 
AS������������ o� �����b�� o���o�����o��d� ��d����d b� 
L��of�������� �000. L���f����� ����v��� w�� �������d �� 
7� � �f��� �����f����o� w��� ��� L���f����� ���o���� A���� 
S����� (P�o����).

Scrape loading and dye transfer (SLDT) assay. U�5� ����� 
w��� ���d�d �� 6�w��� ������, ���� �����f����d w��� AS�����
�������. Af��� 48 �, ����� ���w �o �o�fl�����. S����� �o�d��� 
w�� ���fo���d ����� � ����o������� ��� �o d��w ��v���� ����� 
�������� ����� o� ��� �o�o����� of �����. Af��� ������� w��� 
PBS, ����� w��� �������d �� 0.05% L���f�� Y���ow (S����) 
�� PBS fo� 3 ���. ��� L���f�� Y���ow �o����o� w�� ���ov�d, 
����� w��� w����d w��� PBS, ��d �����f�� of L���f�� Y���ow 
w�� ob���v�d ��d�� �� ��v����d fl�o�������� ����o��o��. 
C���� �o������� �� GJIC d��o�������d ��� �����f�� of L���f�� 
Y���ow �o �����bo���� ����� f�o� ��� ������d ���� bo�d��, 
w������ ����� ���o������� �� GJIC d�d �o� ��ow d�� �����f��.

Western blot analysis. A� 48�7� � �f��� �����f����o� w��� 
A������������� ��d �����b�� o���o�����o��d�, �o��� ��o����� 
f�o� �o���o� ��d �����f����d U�5� ���o�� ����� w��� �x������d 
��d ��� ��o���� �o���������o� w�� d��������d b� N��od�o� 
������o��o�o����� (G��� Co., USA). P�o���� (40 µ�) 
f�o� ���� ������ w�� ��bj����d �o SDS�PAGE o� ��% 
SDS��o����������d� ���. S�������d ��o����� w��� �����f����d 
�o � PVDF ���b���� (M�����o��, USA). ��� ���b���� w�� 
����b���d w��� ������� ����bod��� ������� Cx43 (C����o�: 
���6560, S���� C��z B�o�����o�o��, USA; �:500 d�����o�), 
fo��ow�d b� H�P��o�j�����d ���o�d��� ��o���� (���. �o. 
8���6�0, Z���d, USA; �:�000 d�����o�). ��� Cx43 ��o���� w�� 
d������d ����� � S����S����� ��o���� d������o� k�� (P�����, 
USA). ��� ���b���� w�� �������d ��d ����ob�d w��� �� 
����bod� ������� β������ (C����o�: ����3030�, S���� C��z 
B�o�����o�o��; �:500 d�����o�), fo��ow�d b� H�P��o�j�����d 
���o�d��� ��o���� (���. �o. 8��67�0, Z���d, USA; �:�000 d���-
��o�). ��� b��d d������ of Cx43 ��o���� w�� q�������d �f��� 
�o�����z���o� w��� ��� d������ of β������.

Immunofluorescence staining. Fo��������� �o��� �f��� �����-
f����o� w��� o���o�����o��d��, �����f����d ��d �������� ����� 
��ow��� o� �ov������� w��� w����d w��� PBS, �x�d w��� ��0˚C 
�����oo��d ������o� fo� 5��0 ���, b�o�k�d w��� �% BSA �� 
PBS fo� 30 ��� �� �oo� ����������� ��d ����b���d ov������� 
�� 4˚C w��� ������� ����bod��� ������� Cx43 (C����o�: ���6560, 
S���� C��z B�o�����o�o��; �:500 d�����o�). ��� ����� w��� ���� 
����b���d �� � FI�C (fl�o������� ��o���o�������) �o�j�����d 
���o�d��� ����bod� (���. �o. 6���6��, I�v���o���, USA; �:�00 
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d�����o�) �� 37˚C fo� 30 ���, ���� w����d w��� PBS. ��� ���d�� 
w��� �����d w��� 0.5 M N�2CO3, 50% ������o�, ��d ��� Cx43 
�x������o� w�� ob���v�d ����� � ����� �o�fo��� ����o��o��.

MTT assay. ��� ��o��f�����o� ����v��� of �o���o� ��d 
AS������������ �����f����d ����� w�� �v������d ����� 
��� 3�[4,5�d�����������zo������]��,5�d�������������zo���� 
b�o��d� (M��, S����) �����. B���fl�, 5x�03 ����� w��� �����d �� 
���� w��� of � 96�w��� �����. E��� d�� fo� ��x �o�������v� d���, 
�0 µ� M�� (5 ����) w�� �dd�d ���o ���� w��� ��d ����� w��� 
����b���d fo� �� �dd���o��� 4 �. Af��� ��� ��d��� �o�������� 
M�� w�� ���ov�d, ��� fo���z�� �������� w��� d���o�v�d �� 
�00 µ� of d������� ���fox�d� (DMSO) fo� 5 ���. ��� q�����-
�����o� ����������� (o������ d������) w�� ���o�d�d ����� � 
������ 96�w��� ������o��o�o����� �� � w�v������� of 570 ��. 
��� d��� w��� d���v�d f�o� ���������� ������� of �� ����� ����� 
��d����d��� �x��������� ��d �x������d �� ��� ���������� of 
�o���o�.

Flow cytometric analysis of the cell cycle. P������� ��d 
�����f����d ����� �� ��� �o� ����� of ��ow�� w��� w����d w��� 
PBS, �x�d w��� �����o� ��d ����b���d w��� �N��� �� 37˚C fo� 
30 ���. N����� of ����� w��� ������d w��� ��o��d��� �od�d� fo� 
�� �dd���o��� 30 ���. A �o��� of �0,000 ������ w��� �x�����d 
����� FACSC���b�� (B���o��D��k���o�, USA) ��d DNA ����o-
����� w��� �����z�d b� Mod��� �of�w���.

Transwell invasion assay. ��� ����� ���f��� of �o�����bo��� 
���b����� (�o�� ��z� 8 µ�) w����� �����w��� f������ w��� 
�o���d w��� �������� (3.9 µ��µ�, 60 µ�). Co���o� ��d �����f����d 
����� (�x�05) ������d�d �� �00 µ� of ����� f��� DMEM w��� 
�dd�d �o ��� ����� ����b�� ��d �o�d���o��� ��d��� of ����� 
����� w�� �����d �� ��� �ow�� ����b�� �� ����o�����������. 
Af��� �4 � of ����b���o� �� 37˚C �� 5% CO2, ��� ��d��� w�� 
���ov�d f�o� ��� ����� ����b��. ��� �o����v�d�d ����� o� 
��� ����� ���f��� of ��� �������d ������ w��� ������ ������d 
w��� � �o��� �o��o� �w�b, ��d ��� ����� w���� ��d ��v�d�d ���o 
��� �ow�� ���f��� of ��� ������ w��� ������d w��� �����ox���� 
��d �o����d ����� � ����� ����o��o��. ��� �v����� ���b�� of 
��v�d�d ����� f�o� �v� ���do��z�d ���d� fo� ���� w��� w�� 
���������d.

Detection of cell apoptosis by Annexin-V staining. Fo� ��� 
�v������o� of ��o��o��� �� �o���o� ��d �����f����d �����, 
A���x���V�FI�C ��b���d A�o��o��� D������o� K�� (Ab���, 
USA) w�� ���d ���o�d��� �o ��� ����f�������'� ��o�o�o�.

Statistical analysis. A�� d��� w��� �����z�d ����� SPSS ��.5 
�of�w���. M���������� d��� ��� �x������d �� ���� ± SE, ��d 
��v����� <0.05 w�� �o���d���d ���������� ����� ANOVA ��d 
LSD�� ����.

Results

As-miR-221/222 knocks down the expression of miR-221/222 
in U251 cells. U�5� ����� �x��b�� ����������o� of ������� 
��d �������, ��d ���� ov���x������o� w�� ����������� ��d 
�ff����v��� k�o�k�d dow� b� �����f����o� w��� ��� �����-
����� ��������z�d ��������� o���o�����o��d�, A������������� 
(F��. �).

CX43 is the target gene of miR-221/222. ��� ����f����� 
���o���� ������ d��o�������d ���� dow���������o� of 
����������� w��� AS������������ ���k�d�� �������d 
����f����� ����v��� of �GL3�Cx43�3'U�� (F��. �B). ���� ������ 
��d�����d ���� ��� Cx43�3'U�� �o������d d����� b��d��� ����� 
of ����������� ��d ��� b��d��� b��w��� ���� w�� ����b���d 
b� AS�����������. Mo��ov��, �f��� ����f����o� w��� AS�����
�������, Cx43 �x������o� w�� ����������d ������������ �� 
U�5� ����� �� ��ow� b� w������ b�o����� (F��. �C) ��d ����-
�ofl�o�������� �������� (F��. �D), �dd���o�����, SLD� ����� 
��ow�d ��� �������b�������� of GJIC (F��. �E).

AS-miR-221/222 inhibits U251 cell growth. ��� M�� ����� 
��v����d ���� ��� v��b����� of U�5� ����� �����f����d w��� 
AS������������ d�������d �������� 48 � �f��� �����f����o� ��d 
�o������d d�������� �o ������ 30�40% of �o���o� ����� d����� 
��� 6�d�� ob���v���o� ����od; w������ ��� v��b����� of ����� 
�����f����d w��� �����b�� o���o�����o��d� w�� �o� ���������d 
������������ w��� �o�����d w��� �������� ����� (F��. 3A). 
��� ���� ����� k������� of �������� ��d �����f����d ����� w�� 
�����z�d b� flow ���o�����. A� ��ow� �� F��. 3B, ��� S ����� 
f�����o� of �������� ����� ��d ����� �����f����d w��� �����b�� 
o���o�����o��d� w�� 36.� ��d 37.7%, ��������v���, w������ 
AS������������ ������d ����� ��d � d�������d S ����� f���-
��o� of �5%. ��� G0�G� ����� of AS������������ �����f����d 
����� w�� ���v���d �� 65%, w���� �� w�� 55.4 ��d 5�.8% �� 
�o���o� ��d �����b�� o���o�������d� �����f����d �����. ����� 
������� ��������� ���� ����� w��� �������d �� G0�G� �����, ���� 
����� ��o������o� w�� d�����d, ��d ��o��f�����o� ����v��� �� 
U�5� ����� �����f����d w��� AS������������ w�� d�������d.

AS-miR-221/222 inhibits cell invasion. ��� ��v���v� �b����� of 
U�5� ����� �����f����d w��� AS������������ w�� ������������ 
d�������d w��� �o�����d �o ���� of �o���o� ��d �����b�� 
o���o�������d�������f����d �����. ��� �v����� ���b�� of 
��v�d�d ����� fo� ���� w��� �o�������� AS������������ �����-
f����d ����� w�� �5±�.39, w���� �� w�� 40±�.58 ��d 39±�.07 
�� �o���o� ��d �����b�� o���o�����o��d�������f����d �����, 
��������v��� (F��. 4).

AS-miR-221/222 induces cell apoptosis. A���x���V �������� 
��ow�d ���� ��o��o��� ����� �� U�5� ����� �����f����d w��� 
AS������������ w��� ������������ ��������d w��� �o�����d 
w��� ��o�� �� �������� ����� ��d ����� �����f����d w��� �����b�� 
o���o�����o��d�� (F��. 5). ����� ��d���� ������� ���� ���k of 

F����� �. A������������� dow���������� ��� �x������o� of ����������� 
�� U�5� �����. ����������� �x������o� ��v�� �� U�5� ����� �����f����d w��� 
A������������� w�� ������������ k�o�k�d dow� �� ������d b� No������ b�o� 
��������. U6 �NA w�� ���d �� �������� �o���o�. 
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����������� �x������o� �� �b�� �o ��d��� ��o��o��� �� ���o�� 
�����.

Discussion

M��� ��� ���������d �o �������� �� �o 30% of ��� ����� 
���o�� v�� ��d����o� of ��NA d����d���o� o� ����b���o� of 
���������o� b� ��������� ��� 3' �����������d ����o�� of ����� 
���o��� ������� b��� ������� (����5). Mo�� ���� ���f of ��� 
k�ow� ����� ��� ����� ��� �o����d �� ����������o�����d 

���o��� ����o��, �����d��� f������ ����� of ���o�o�o���, 
�o��o� b���k�o��� ����o��, ������� ����o�� of �����oz�-
�o���� (LOH) �o��, ��d ������� ����o�� of �����f�����o� 
(�6,�7). A�������o� of ��� �x������o� ��� b��� fo��d �� �����-
������ �v��� ������ ���� ���d��d (6). ���� ��� b� �b�������� 
�x������d �� ������ ���o��� � v������ of ����������, ���� �� 
���o�o�o��� �b������o��, ���������� d�f����, ������o��, ��d 
��������o�� �� ��� ��o���� of ��� b�o������� (�8).

��k�� �o������, ���� �v�d���� ��d������ ���� ���� ��� 
��vo�v�d �� ���o��������� ��d ��� f�����o� �� o��o����� o� 

F����� �. Co���x�� 43 �� � d����� ������ ���� of �����������. (A) S�������� ������������o� of ��� ������v� b��d��� ����� �� Cx43 ��NA 3'U�� fo� ����������� 
(�d������� ���d ��q����� AGCUACAU) ��d ������� ��d ��������������� b��d��� ��q����� of ��� Cx43 3'U��. (B) ��� ����f����� ����v��� ��������d �f��� 
�o������f������ �GL3�Cx43�3'U�� ��d AS������������ �� U�5� ���ob����o�� ����� (**�<0.0�). (C) W������ b�o� �������� d��o�������d ���� ��� Cx43 �x����-
��o� ��v�� �� A������������� ��o�� w�� ����������d ������������ �o�����d �o ��� o���� �wo ��o��� (*�<0.05). (D) I����ofl�o������� �������� ��v����d ��� 
Cx43 �x������o� ���v���d �� U�5� ����� �����f����d w��� AS������������. (E) SLD� ����� ��ow�d ���� ��� f�����o��� GJIC �� AS������������ ������d U�5� 
����� w��� �������b�����d, ����f�� ����ow w�� �����f����d �o �������� �ow� of ����� ���� ��� ������ bo�d��.

F����� 3. AS������������ ���������� U�5� ���� ��ow��. (A) M�� ����� ��ow�d ���� ��� v��b����� of U�5� ����� ������d w��� AS������������ w�� ������������ 
d�������d d����� ��� ��x�� d�� of ��� ob���v���o� ����od �� �o�����d �o ��� �o���o� �����. (B) F�ow ���o������ �������� d��o�������d ���� ��� S������ f�����o� 
of U�5� ����� �����f����d w��� AS������������ w�� d�������d ��d ��� ���� ����� w�� �������d �� G0�G� �����. 
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���o� ��������o� ����� (�9). �������� ���o���d, ������� ��d 
������� w��� ���o���� ����������d �� ������� ���ob����o��� 
��d ���� �����, ���������� ������� (��,30�3�). O�� ���v�o�� 
���d��� o� ��� ��� �x������o� ��o���� of ��x GBM ���� ����� 
��d f���� ������� of ���� ���d� ���o��� ��v� ���o ��ow� 
�o��o�d��� ����������o� of ����������� (�0, ��d o�� ����b-
�����d d���). �����fo��, ����������� �o��d b� � �o������� 
��������� of GBM�. ������� ��d ������� ��� ��������d o� 
���o�o�o�� X���.3. ���� ��v� �d������� �o�� ���d ��q������ 
AGCUACAU (G���Do�, www.���.�d��b�o��d�����do�), �� 
w��� �� ���� ������ ���������� (33). Add���o�����, o�� ���v�o�� 
���d��� �o�����d ���� ������� ��d ������� ���� b� �������-

��o���� dow���������d fo� ��� �ff����v� ��������o� of �������d 
����� ��d ���������o� of ���o�� ���� ��ow�� (34,35).

Cx ����� ��v� b��� d��o�������d �� ���o� ��������o� 
�����. �o d���, �w���� ���b��� of Cx ����� ��v� b��� �d����-
��d �� ��������� ������� ��d ��� �x������d �� � ������ ������� 
������. Cx43 �� ��� ���do������ fo�� of Cx� �x������d �� 
����o����� ��d �� ���o ��� �o��������� of �o���xo�� w���� 
�o��o�� GJIC �� ��� b���� (36,38). O�� ���v�o�� ���d� ��d 
o���� ���d��� ��ow�d ���� Cx43 �x������o� �� ��v������ �o���-
����d w��� ��� d����� of ���������� of ����o���o��� (�9,39). 
I� �o�� ��������� ���o���, Cx43 �x������o� w�� ��d���d o� 
d�����d ��d GJIC w�� d������� (39). U���� � b�o��fo������� 
���o�����, Cx43 �� ���d����d �o b� o�� of ��� ������ ����� of 
����������� (F��. �A). I� ��� ������� ���d�, ��� ����f����� 
���o���� ����� ��ow�d ���� ����f����� ����v��� w�� �������d 
fo��ow��� �����f����o� w��� AS������������ �� U�5� ����� 
(F��. �B). M���w����, Cx43 �x������o� w�� �����f������� 
����������d ��d GJIC w�� �������b�����d �� d������d b� 
w������ b�o����� (F��. �C) ��d �����ofl�o�������� �������� 
(F��. �D) �� w��� �� SLD� ����� (F��. �E). �����fo��, Cx43 ��� 
b��� v���d���d �� ��� ������ ���� of ����������� ��d �� ����-
��v��� ��������d b� ov���x������o� of ����������� �� GBM 
�����. I� ��� b��� ���o���d ���� Cx43 ��NA �o������ �wo 
b��d��� ����� fo� �����06 ��d ����� �� ��� 3'�U��. �����06 
��d ����� ��� ����b�� of ����b����� ��� �x������o� of Cx43 
��o���� d����� ��ob���� d�ff���������o� w���o�� �������� Cx43 
��NA ��v���. How�v��, ���� ��� ������ ������� ����, ��d 
���� �o �b������ �x������o� of �����06 o� ����� ��� ��������� 
b��� fo��d �� GBM� (40,4�).

�����f����o� of � ������� Cx ���� ���o �����fo���d ����� 
d������� �� ��� ���� Cx ���� ��� b��� ��������d �o ��v���� 
��� �����fo���d ����o����� (4��45). W� �����f����d Cx43 
�DNA ���o ��� C6 ���o�� ����� d������� �� Cx43 ��d GJIC, ��d 
fo��d ���� Cx43 ov���x������o� �x���b���d � �o���� �������-
��v� �ff��� o� ���� ��o��f�����o�, ��v���o� ��d ���o���������� 
in vitro ��d in vivo (46�48). M���w����, d������� GJIC w�� 
����o��d. W������ o� �o� ��� �b����� of Cx43 �o �������� ���o� 
���� ��ow�� d����d� o� ��� fo�����o� of f�����o��� GJIC �� 
�o���ov������ ��d ��o��d b� �x��o��d f������ (49,50).

A� ��ow� �� ���� ���d�, ��� ���� ��o��f�����o� (F��. 3A) 
��d ��v���o� (F��. 4) �b������� of U�5� ����� �����f����d w��� 
AS������������ w��� ��������d w���� ���� ��o��o��� (F��. 5) 
w�� ��d���d. ��� ����������� ������� ��� b��� �d������d �o 
������ �������� ���o����� ���o� ��������o� ��d ��o��o��o��� 
�����, ���� �� ��7, �57, ��d PUMA (34�37), ��d�o� �o�� 
���d������d ����� ���o�����d w��� ���� ��o��f�����o� ��d ��o�-
�o���. �����fo��, �� �� ���������d ���� ����������o� of Cx43 �f��� 
�����f����o� w��� AS������������ ��� b� o�� of ��� �o����b�-
�o�� �o ��� ���������o� of GBM ���� ��ow��. Co������v���, ����� 
d��� ���o���� ������� ���� ��� ����������� ������� �� ��vo�v�d 
�� ���o���������. ��� ������ of ����������� ��������� o���o-
�����o��d�� o� ����b��o�� o� ��� �dj�������� of ��o���� o����� 
����� b� � �o������� ����������� �������� �� ��������� ���o��.
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F����� 5. AS������������ ��d���� ���� ��o��o���. A�o��o��� ���� ��d�x w�� 
������������ ��������d �� U�5� ����� ����f����d w��� AS������������ �� 
�o������o� w��� ���� of ��� o���� �o���o� ���� ��o��� (**�<0.0�).
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