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SANTRUMPOS

AA — akrilamidas;

AP — apraotininas;

AP-1 — aktyvuojantis baltymus (activator protein 1)

APS — amoniopersulfatas;

BIS — bisakrilamidas;

CAF —vézinio audinio fibroblastai (cancer-associated fibroblasts);
DAMP — su pazeidimu asocijuoti molekuliniai Zymenys (damage-
associated molecular patterns);

DAPI -4, 6-diamidino-2-fenilindolis;

DMEM - Dulbecco modifikuota Eagle terpé;

DMKL — danteny mezenchiminés kamieninés lastelés;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

DPKL — danty pulpos mezenchiminés kamieninés lastelés;

DTT — ditiotreitolis;

ECL — chemoliuminescencijos tirpalai;

EDTA — etilendiamintetraacto rugstis;

ER — estrogeno receptorius;

ERK — uZlgsteliniy signal reaguliajama kinazé (extracellular signal-
regulated kinase);

FAK — fokalinés adhezijos kinazé;

FBT — Fosfatinis buferinis tirpalas;

FDM - lydyto nusédimo modeliavimas (fused deposition modeling);
FVS — fetalinis verselio serumas;

HIF1/2-0. — hipoksijos jjungiamas veiksnys 1/2 a (hypoxia induced
factor 1/2 a);

HRP — krieny peroksidazé (horseradish peroxidase);
IMDM - Iscove modifikuota Dulbecco terpé;

JNK — ¢-Jun N galo kinazé;

KS10 — 10 dieny Igsteliy stimuliacija kietu pavir§iumi;
KT — kambario temperatiira;

MAPK — mitogeny aktyvuojamos baltymy kinazés (mitogen activated
protein kinase);

MKL — mezenchiminés kamieninés lgstelés;

MS10 — 10 dieny Iasteliy stimuliacija mink§tu pavirSiumi;



NCBT - natrio citrato buferinis tirpalas;

NDS — natrio dodecilsulfatas;

PCL — polikaprolaktonas (polycaprolactone);

PDMS — polidimetilsulfoksidas;

PEG — polietilenglikolis;

PLA — polilaktinés rugsties polimeras (polylactic acid);
PMSF — fenilmetilsulfonilfloridas;

PR — progesterone receptorius;

PRR — Zymenys atpaZystantys receptoriai (patterns recognition
receptors);

PVDF — polivinildenfluoridas;

ROS - reaktyvios deguonies formos (reactive oxygen species);
SLA — Stereolitografija;

TEMED - tetrametiletilendiaminas;

TGF-B — audiniy augimo veiksnys B (Tissue growth factor p);

VEGEF - kraujagysliy endotelio augimo veiksnys (Vascular Endothelial
Growth Factor);

VSA — verselio serumo albuminai;
ZEAV2R — 7zmogaus epidermio augimo veiksnio 2 receptorius;
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IVADAS

Skirtingy audiniy lasteléms biidinga labai savita augimo aplinka. Nuo
audinio tipo priklauso ar audinyje dominuoja tarplgstelinés saveikos ar Igsteliy
saveikos su uzlasteliniu uzpildu. Be to, skirtingi audiniai taip pat pasizymi ir
specifinémis uZzlgstelinio uzpildo savybémis, kurios lemia skirtinga audiniy
kietuma. Vieni minks¢iausiy audiniy organizme yra smegenys, kuriy kietumas
siekia vos 0,1-1 kPa, vidutiniu kietumu pasizymi raumens audinys, jo
standumas svyruoja nuo 5 iki 12 kPa, o kieCiausi misy kiino audiniai yra
kremzlés ir kaulai — nuo 40 kPa iki 4 GPa. Taciau audiniy kietumas néra
pastovus, 0 ypa¢ dideli poky&iai vyksta vystantis organizmui. Si mechaniné
savybé pasitarnauja kaip signalinis stimulas reguliuojantis lasteliy migracija,
diferenciacija bei Kkitus gyvybinius procesus. Lasteliy aplinkos mechaniniy
savybiy pokyc¢iai vyksta ir jvairiy ligy patogenezés metu.

Mechaninés aplinkos jutime — mechanojutime, dalyvauja labai daug
lastelés komponenty, kuriuos galima suskirstyti j penkias pagrindines grupes:
i) fokalines adhezijas, ii) baltymy kompleksus, dalyvaujancius tarplastelinés
sgveikos uztikrinime, iii) | mechanines deformacijas reaguojancius jony
kanalus, iv) lgstelés citoskeletg ir v) branduolj. Visi jie padeda mechaninius
signalus paversti biocheminiais. Siuos procesus, pradedant mechaninio
signalo priémimu, baigiant Igstelés atsaku j stimulg, tiria dar pakankamai
jauna mokslo sritis mechanobiologija, kurios atsiradimg 1émé visa eilé
pasteb¢jimy apie mechaniniy poveikiy milziniska jtaka lasteliy procesams.
PavirSiaus mechaninés bei topografinés savybés reguliuoja jvairias lgsteliy
savybes, pradedant proliferacija, migracija, baigiant lasteliy diferenciacija ir
net Ziities procesy reguliavimu. Taip pat, pastebéta, kad jvairiy ligy vystymosi
metu smarkiai pakinta audinio mechaninés savybés, o tai ypa¢ svarbu
tolimesnei ligos eigai ir gydymo efektyvumui. D¢l $iy priezaséiy,
mechanobiologija pastaruoju metu sulaukia vis daug démesio, tiriant jvairiy
ligy patogenezés mechanizmus, taip pat j mechaninés aplinkos poveikj Vvis
dazniau atsizvelgiama ir sprendziant regeneracinés medicinos problemas.

Regeneraciné medicina — tai medicinos sritis, kurios tikslas yra atkurti
paZeistus ar uzauginti naujus audinius. Sig medicinos sritj galima skirstyti j
dvi Sakas: lasteliy terapija ir audiniy inzinerija. Lasteliy terapija orientuota j
audiniy ar jy funkcijy atstatymg, naudojant kamienines lgsteles ar jy
isskiriamas medziagas. Si tyrimy $aka yra placiai tyringjama — yra atliekama
visa eilé klinikiniy ir ikiklinikiniy tyrimy, skirty, neurologiniy, Sirdies ir
kraujagysliy, autoimuniniy ir kt. ligy gydymui. Nemazai pasistiméjo ir
audiniy inzinerijos sritis. Kitaip nei lgsteliy terapija, §ios mokslo srities tikslas
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yra sukurti naujus, funkcionalius dirbtinius audinius, o ne atkurti pazeistus.
Dél to, be kamieniniy Igsteliy, Cia labai svarby vaidmen;] atlieka ir dirbtinis
karkasas, kuris suteikia audiniui forma bei aplinka lasteléms saveikauti ir
migruoti. Nors Siai mokslo Sakai dar tik 30 mety, ta¢iau per §j laikotarpj
pasiekta daug svarbiy atradimy, visgi, dabartinés Zinios ir technologijos
leidzia sukurti ir regeneruoti tik pakankamai paprastus audinius — kaulus,
kremzles, oda. Todél, mechanobiologijos tyrimai yra labai svarbis, norint
stimuliuoti regeneracines, imunomoduliacines kamieniniy lasteliy funkcijas,
tiksliai valdyti Iasteliy diferenciacija ir migracija.

Viena pagrindiniy zmoniy mirties priezas¢iy pasaulyje iSlicka véziniai
susirgimai. Siuos susirgimus lemia nekontroliuojamai besidalinangios
lastelés, kurios sukelia jvairiy audiniy pazeidimus ir galiausiai lemia individo
mirt]. Si liga gali prasidéti bet kuriame audinyje, kai dél mutacijos ar genetiniy
veiksniy lgstelés jgyja galimybe neribotai daugintis. Véziniai susirgimai
skirstomi pagal tai kuriame audinyje atsirado pirmosios vézinés lastelés.
Daugiausiai pasaulyje diagnozuojama kriities vézio atvejy, 0 daugiausiai
gyvybiy nusinesa plauciy vézys. Pastaryjy mety duomenys rodo, kad véziniai
susirgimai néra vien tik véziniy lasteliy nulemta liga. Labai svarby vaidmenj
ligos vystymesi ir jos gydymo efektyvumui turi véZzio aplinka, kurig be véziniy
lasteliy sudaro vézinio audinio fibroblastai, jvairios kamieninés Igstelés,
imuninés lgstelés ir kt. VéZinio audinio mechaniné aplinka taip pat atlieka
labai svarbig funkcija ir keiciasi kartu su besivystanéiu véZiniu audiniu. Si
vézinio audinio ypatybé netgi yra naudojama vézio diagnostikai ir vadinama
palpacija. Véziniai audiniai daZniausiai yra kietesni uz atitinkamg sveika
audinj. Nustatyta, kad mechaniné aplinka koreliuoja su vézio stadija bei

.....

Taigi, Siame darbe tyréme, kaip mechaniné aplinka veikia
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy ir krities vézio lgsteliy savybes bei jy
gebéjimg reaguoti jvairius citotoksinius ar terapinius poveikius. Pirmuoju
atveju vertinome mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy atsparumg oksidaciniam
stresui, priklausomai nuo aplinkos kietumo. Oksidacinj stresa sukelia
oksidanty ir antioksidanty disbalansas, lemiantis reaktyviy deguonies formy
padidéjimg. Sios reaktyvios deguonies formos, reaguodamos su lasteliy
komponentais, sukelia jvairius pazeidimus: inaktyvuoja baltymus, sukelia
DNR mutacijas, padidina membrany pralaidumg ir kt. Oksidacinis stresas yra
ir vienas pirmyjy veiksniy, kurj patiria Igsteliy terapijos metu j pazeistg audinj
grazintos lastelés. Nuo to, kaip lastelés reaguos j oksidacinj stresa, priklauso
ju iSgyvenamumas, imunomoduliacinés funkcijos, diferenciacijos ir
atsinaujinimo potencialas.
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Vystantis véZiui, audinio mechaninés savybés kinta dél véZinio audinio
fibroblasty sintetinamy uzlgstelinio uzpildo komponenty. Literatiiros
duomenys rodo, kad audinio mechaniné aplinka svarbi vystantis véziniy
lasteliy atsparumui prieSvéziniams vaistams. Pavyzdziui, dél padidéjusio
vézinio audinio kietojo kiino spuidzio ir tarplastelinio skysCio slégio yra
uzspaudziamos audinio kraujagyslés, taip i§ naviko ,iSplaunant®
prie§vézinius vaistus. Toks vézinis susirgimas tampa atsparus tiek spindulinei
(dél hipoksiniy sglygy) terapijai, tick chemoterapijai. Be Siy jégy, vézinj
audinj veikia ir jo paties kietumas. D¢l to, $io darbo metu vertinome kriities
vézio lasteliy linijos MCF-7 jautrumg chemoterapinio vaisto doksorubicino
poveikiui, priklausomai nuo pavirsiaus mechaniniy savybiy.

Darbo tikslas — jvertinti pavirSiaus mechaninés aplinkos savybiy jtaka
sveiko (mezenchiminiy kamieniniy lasteliy) bei vézinio (krtties véZio lasteliy
linijos MCF-7) audinio kilmés Igsteliy savybéms ir jautrumui citotoksiniams
poveikiams.

UZdaviniai:

1. Sukurti metoda, leidziant] jvertinti lasteliy skaiciy 2,5D ir 3D aplinkose;

2. Jvertinti pavirSiaus mechaniniy savybiy poveikj Zmogaus danteny
mezenchiminéms kamieninéms lgsteléms ir jy jautrumui oksidaciniam
stresui;

3. Nustatyti mitogeny aktyvuojamy baltymy kinaziy (angl. Mitogen-actived
protein  kinases, MAPK) vaidmenj danteny mezenchiminéms
kamieninéms lasteléms atsakant | oksidacinj stresg skirtingo kietumo
aplinkose;

4. Jvertinti véziniy lasteliy elgseng ant skirtingo kietumo pavirsiy ir
nustatyti, ar mechaniné aplinka daro jtaka MCF-7 lasteliy atsparumui
doksorubicino poveikiui;

5. Istirti MAPK vaidmenj MCF-7 lasteléms atsakant j doksorubicino
poveikj skirtingo kietumo aplinkose;

6. Palyginti, kaip mechaninis stimuliavimas minks$ta (1 kPa) ir kieta (10
GPa) aplinka veikia MCF-7 lasteles ir jy atsaka j doksorubicino poveikj.
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Darbo mokslinis naujumas ir aktualumas

Mechanobiologija — tai mokslo sritis, kuri tiria kaip iSorinés ir
vidulastelinés mechaninés jégos prisideda prie vystymosi, lasteliy
diferenciacijos, audiniy homeostazés bei jvairiy ligy patogenezés. Tai
palyginti nauja mokslo sritis, kuri jungia platy spektra kity mokslo discipliny,
tokiy kaip vystymosi biologija, regeneraciné medicina, vézio biologija ir kt.
Mechanobiologija intensyviai pradéta tyrinéti tik Sio tukstantmecio pradzioje,
atsiradus technologijoms, leidzian¢ioms jvertinti ir generuoti labai mazas
jégas. Per beveik du desimtmecius buvo parodyta, kad mechaniné aplinka daro
milziniska poveikj audinio lasteléms, nuo jos savybiy priklauso Iasteliy
proliferacija, migracija, diferenciacija, imunomoduliacija ir net geny raiska.
Evoliucijos eigoje, lastelése susiformavo ne vienas mechanizmas, kurio
pagalba lgstelés geba jausti ir atsakyti | mechaninius veiksnius.

Vis daugiau tyrimy parodo, kad jvairios ligos néra sukeltos ar nulemtos
vieno veiksnio — daznu atveju tai yra sgveika keleto skirtingy veiksniy.
Pavyzdziui, plauciy fibrozés atveju, dél jvairiy priezasCiy sukeltas plauciy
audinio sukieté¢jimas aktyvuoja plauciy audinio fibroblastus, kurie,
sintetindami uZzlastelinio uZpildo komponentus, dar labiau kietina plauciy
audinj. Taip inicijuojama grandininé reakcija — audiniui kietéjant aktyvuojama
dar daugiau audinio fibroblasty, kurie dar labiau skatina audinio kietéjima.
Taigi, net pasalinus pradinj audinio sukietéjimg indukavusj veiksnj, i§likusi
pakitusi mechaniné aplinka toliau skatina ligos vystymasi. Panasis procesai
stebimi ir véZiniy susirgimy atveju, kuriy metu po remisijos stebimas
recidyvaves vézinis susirgimas. Yra manoma, kad likusi pakitusi vézinio
audinio aplinka gali skatinti naujo vézinio Susirgimo susiformavimg ir
vystymasi. Dél to labai svarbu suprasti, kaip mechaninés aplinkos savybés
veikia vézines lasteles ir jy jautruma prie§véziniams vaistams. Iki Siol, kiek
mums zinoma, nebuvo atlikta tyrimy, kuriy metu bity vertinta kaip minkstus,
vidutinio kietumo ir kietus audinius atitinkantys pavir§iai veiks kriities vézio
lasteliy linija MCF-7. Yra duomeny su kitomis lgsteliy linijomis, pavyzdziui,
tiriant kraties vézio linijos MDA-MB-231 Iasteles ir kasos vézio lgsteles
parodyta, kad jy jautrumas prieSvéziniy vaisty poveikiui priklauso nuo
aplinkos mechaniniy savybiy. Tac¢iau MDA-MB-231 kriities Igsteliy linija
atitinka tik nedidelés dalies, apie 1015 % krities vézio atvejy fenotipa, kai
tuo tarpu MCF-7 lasteliy linija — net 70 % vézio atvejy fenotipa. Misy tyrimas
parodé, kad MCF-7 lasteliy linija, kaip ir MDA-MB-231 yra veikiama jas
supancios aplinkos mechaniniy savybiy, taciau, MCF-7 lgsteliy jautrumas
chemoterapiniam vaistui doksorubicinui nepriklausé nuo aplinkos kietumo.
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Taigi, skirtingy fenotipy kriities vézio lastelés j aplinkos mechanines savybes
atsako skirtingai.

Regeneracingje medicinoje jvairiais tikslais naudojama daug jvairios
kilmés kamieniniy lasteliy, tarp kuriy populiariausios yra mezenchiminés
kamieninés lgstelés, nes jos pasizymi auk$tu diferenciacijos potencialu,
imunomoduliacinémis ir oksidacinj stresg slopininanéiomis savybémis.
Danteny mezenchiminés kamieninés lastelés néra labai placiai tyrinétos,
taCiau sulaukia nemazai démesio dél galimo jy panaudojimo terapiniams
tikslams. Siame darbe jvertinome jy saveika su skirtingais organizmo audiniy
kietumus atitinkanéiais pavirSiais ir pirma Kkarta parodéme, kad
mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy jautrumas oksidaciniam stresui priklauso
nuo mechaniniy aplinkos savybiy. Gauti tyrimy duomenys leidZia teigti, kad
skirtingy Saltiniy mezenchiminés kamieninés lastelés gali biiti atsparesnés
stresiniams, jy gyvybingumg veikiantiems faktoriams, aplinkoje, artimoje jy
kilmés audinio kietumui. Tokia mezenchiminiy kamieniniy Iasteliy savybé,
vien tinkamai pasirinkus S$iy lasteliy Saltinj, leisty smarkiai pagerinti
regeneracinés medicinos efektyvuma.

Taip pat, $io tiriamojo darbo pradzioje buvo sukurtas metodas, kurio
pagalba galima jvertinti lgsteliy skai¢iy tiek paprastose 2D aplinkose, tiek
sudétingose 3D struktiirose. Sis metodas yra pagristas DNR specifiniu DAPI
dazu, kurio fluorescencijos ekstinkcijos koeficientas saveikoje su DNR iSauga
~20 karty. Mes parodéme, kad metodas yra suderinams su vézinémis,
kamieninémis ir pirminémis kamieninémis lgstelémis. Jo jautrumas priklauso
nuo atitinkamos lasteliy linijos. Visgi, metodas néra tinkamas Igsteliy
skai¢iaus vertinimui citotoksiniuose tyrimuose, nes juo negalima atskirti gyvy
ir zuvusiy lasteliy.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Mechanobiologija

Mechanobiologija — tai mokslo sritis, kuri tiria kaip iSorinés bei
vidulastelinés mechaninés jégos prisideda prie vystymosi, lasteliy
diferenciacijos, audiniy homeostazés ir jvairiy ligy patogenezés. Nors
pirmasis tiriamasis darbas teigiantis, kad mechaninés jégos lemia kaulinio
audinio struktiirinius poky¢ius buvo publikuotas beveik pries 120 mety, taciau
intensyvis §ios srities tyrimai prasidéjo tik XXI amziuje [1-3]. Tai gal¢jo buti
susije su tyrimams reikiamy jrankiy stoka — pagrindiniai molekulinés
biologijos jrankiai, skirti vertinti mechanobiologijos procesus buvo sukurti
XX amziuje. Be to, tik XX amziaus pabaigoje buvo sukurtos technologijos
leidziancios tirti itin mazy jégy poveikj lasteléms.

Misy organizme kiekvienas audinys turi jam specifing mechaning
aplinka, kuri yra bitina to audinio funkcijos ir homeostazés uztikrinimui (1.1
pav.). Net mazi audinio standumo nuokrypiai gali lemti jvairiy ligy
i§sivystyma, pavyzdziui, normalus plau¢iy audinio kietumas yra apie 0,5 kPa,
taCiau pasiekus didesnj nei 3 kPa standuma yra aktyvuojami plauciy audinio
fibroblastai, kurie pradeda sintetinti uzlgstelinio uzpildo baltymus ir tokiu
biidu skatina plauciy fibrozés vystymasi [4].

Skystiai, kravjas Endotelinis Jungiamasis Lygieji Skersaruoziai Plastikas!

gleivés Plauciai Kritys audinys audinys raumenys raumenys stiklas
LS af Ao Y Red
Smegenys| Kremzle Kaulas

S D

L —
50 200 400 800 1200 2000 3000 5000 12,000 20,000 2-4 GPa

Elastiskumo modulis. Pa

Kietumo did&jimas

1.1 pav. Skirtingy audiniy kietumo palyginimas. Parengta pagal [5].

Audinio mechaninés savybés taip pat kinta ir jvairiy véziniy susirgimy
metu [6,7]. Véziui vystantis jo uzlastelinis uzpildas vis tankéja,
nekontroliuojamai besidalinancios lastelés dar labiau padidina $iy audiniy
kietuma [8,9]. Si savybé yra pritaikoma net véZiniy susirgimy diagnostikai —
palpacijos metodu atliekama standesniy audinio sri¢iy paieska. Vézinio
audinio mechaninés savybés yra svarbios tiek paties vézinio susirgimo
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vystymuisi, tiek ir jo atsparumo prie§véziniams vaistams susidarymui [10—
12].

Dél siy priezasciy yra labai svarbu suprasti, kaip lastelés jaucia ir atsako
i mechaninés aplinkos poky¢ius. Sios Zinios pasitarnaus ne tik audiniy
inzinerijos ar lasteliy terapijos srityse, bet ir vézio gydyme. Baltymai
dalyvaujantys mechanojutime gali tapti naujais terapiniais taikiniais, taip pat
didesnis démesys bus skiriamas ir karkasy mechaninéms savybés, kurios
leisty dar tiksliau kontroliuoti lasteliy infiltracijos, proliferacijos ir
diferenciacijos procesus.

1.1.1. Mechanojutimas ir signalo perdavimas

Mechanobiologija tiria lasteliy mechanojutimus ty. kaip jos
lasteliniame lygmenyje jauéia, perduoda, supranta ir atsako j mechanines
jégas. Visi gyvi organizmai evoliucijos eigoje jgijo molekulines struktiras
leidziancCias jausti Ir reaguoti j mechanines jégas (1.2 pav.).
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1.2 pav. Mechaninio signalo perdavimas lasteléje. Centre — lasteliy sgveikos su
aplinka suvestiné. A — tarplgsteliniy sgveiky buidai, B — membraniniai mechanojutimo
komponentai, C — branduolio ir citoskeleto saveika, D — mechaninio signalo
perdvimas per fokalines adhezijas (FA). Parengta pagal [3].

Lasteles organizme veikia jvairiy tipy jégos: tempimo, gniuzdymo,
Slyties, hidrostatinio slégio, standumo, elastiskumo ir viskoelastiskumo jégos.

Jas jaucia ir | jas atsako skirtingi lasteliy komponentai (1 lentelé) [13-22].

1 lentelé. Lasteles veikiancios jégos ir baltymai, dalyvaujantys jy jutime.

Jéga Baltymai
Tempimo (angl. Miozinas Il, integrinai, FAK, F-
traction) aktinas, Ifs, ZO-1, E-kadherinas, Lmn

AIC, Arp2/3, vinkulinas, kolafenai,
elastinai, fibrilinas, mikrovamzdeliai
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Gniuzdymo Kolagenai, vimentinas, F-aktinas,

(angl. compression) ROCK, lengvoji miozino grandiné,
Wnt/p-kateninas
Slities (angl. PECAM1, VEGFR, ERK1/2,
shear) PGTS2, IER3, EGR1, IGF1, IGFBP1,

integrinai, TGF-p, B-kateninas, MAPK,
lamininas 5, F-aktinas, PI3K

Hidrostatinio Shcl, integrinai, kolagenai, TGF-
slégio (angl. hydrostatic B, F-aktinas
pressure)
Standumo (angl. o2 integrinas, fibronektinas,
stiffness) kolagenai, a-aktinas, Rho signaliné

kaskada, talinas, vinkulinas, FAK,
BMPR, F-aktinas, Ifs vimentinas,
mikrovamzdeliai, filaminas, lamininas
A/C, emerinas, YAP

Elastiskumo Kolagenas IV, tenascinai, titinas,
(angl. elastic) elastinas, fibrilinai, integrinai, F-aktinas,
mikrovamzdeliai, miozinas Il
Viskoelastiskumo Kolagenai, elastinai, ICAM-1, F-
(angl. viscoelastic) aktinas.

1.1.1.1. Uzlastelinis uzpildas

UZlgstelinio uzpildo poveikis Igsteliy funkcijoms yra intensyviai
tiriamas. Cheminés, mechaninés ir topologinés uzlastelinio uzpildo savybés
daro jtaka lasteliy adhezijai, morfologijai, migracijai, taip pat signaliniy keliy,
kurie reguliuoja lasteliy proliferacijg ir likima, aktyvavimui [23,24].
UZlastelinj uzpilda sudaro strukttriniy makromolekuliy tinklas, Kuris sukuria
karkasa, leidZiant] lasteléms sgveikauti jo viduje [23-25]. Jis yra sudarytas i$
kietos fazes (fibriliniy baltymy (kolageny, elastino, laminino, fibrinektino ir
kt.), glikozaminoglikany (hialurono ragsties), proteoglikany (chondroino
sulfato, heparano sulfato, keratino sulfato) ir sindekany) bei tirpiy
komponenty (citokiny, augimo veiksniy, proteaziy), kurie veikia kaip
mediatoriai tarp lasteliy ir uZlgstelinés aplinkos (2 lentelé) [23-28]. Pagal
uzlastelinio uzpildo struktiirg ir sudétj jis gali buti skirstomas j dvi grupes: i
pamating membrang ir jungiamojo audinio karkasg. Pamatiné membrana
sukuria 2D pamatg lasteléms. Ji daugiausia yra sudaryta i§ laminino, IV tipo
kolageno, nidogeno ir heparano sulfato. Jungiamojo audinio uzlgstelinis
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uzpildas suformuoja 3D tinklg, leidziantj Iasteléms formuoti audinio struktiira.
Jis daZniausiai susideda i§ fibriliniy kolageny, proteoglikany ir
gliukozaminoglikany [26,27,29,30].

2 lentelé. UZlgstelinio uzpildo komponentai.

Komponentas ApraSymas

Kolagenai Pagrindiniai uzlgstelinio uzpildo komponentai. Jie
saveikauja su kitais uzlastelinio uzpildo komponentias
bei lgsteliy integrinais. Kolagenai suformuoja 10-300

nm diametro fibriles (1, Il ir 11 tipo kolagenai) arba

tinklines strukttras (IV tipo kolagenas). Fibriliniai
kolagenai atsakingi uz mechanines uzlastelinio uzpildo

savybes, o IV tipo kolagenas, kartu su Kitais
uzlastelinio uzpildo komponentrais suformuoja
pamating laming.

Fibronektinas Vienas pagrindiniy dimeriniy fibriliniy uzlgstelinio
uzpildo glikoproteiny. Jis saveikauja su kitais
uzlastelinio uzpildo komponentais, lasteliy integrinais,
glikozaminiglikanais ir su kitomis fibronektino

molekulémis.
Elastinas  Hidrofobinis, daug glicino ir prolino turintis baltymas.
(Tropelestinas) I uZlastelinj uzpilda lasteliy sekretuojamas tirpioje

formoje kur polimerizuojamas j netirpius elastines
fibriles ar klostes. Sios struktiiros yra atsakingos uz
uzlgstelinio uzpildo formos atsistatyma po
deformacijos.

Lamininai Didelés molekulinés masés heterotrimerai sudaryti i$ o,
B, y subvienety kuriy deriniai sudaro 15 skirtingy tipy
deterotrimerus. Jie yra pagrindiniai nekolageniniai
pamatinés laminos komponentai.

Hialurono Polisacharidas sudarytas i§ D-gliukurininés riigsties ir
rugstis N-acetillgliukozamino pasikartojimy. Tai vienas
pagrindiniy uzlastelinio uzpildo komponenty, atsakingy
uZ pasipriesinimg spaudimo deformacijai. Sis
polisacharidas surisa daug vandens molekuliy ir tai
padeda amortizuoti jvairias deformacijas. Hialurono
rugstis vaidina labai svarby vaidmenj embriogenezéje,
zaizdy gyjime, uzdegimo ir vézio metastazavimo

procesuose.
Chondroino Proteoglikanas atsakingas uZ uzlastelinio uzpildo
sulfatas kompresines savybes. Jis lemia kremzliy, rai$éiy,
sausgysliy tampruma, dalyvauja neuroplastiskumo

procesuose
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Heparinas/Hepa Proteoglikanas dalyvaujantis lasteliy adhezijos,
rino sulfatas migracijos, proliferacijos, angiogenezés, kraujo
kres¢jimo, vézio metasatazavimo ir vystymosi

procesuose. Yra daznas virusy receptorius.

Keratano Reguliuoja uzlgstelinio uzpildo fibriliy diametra ir jy
sulfatas i$sidéstyma.
Sindekanai Keturis narius turinti baltymy $eima, kuriai badingas

vienas transmembraninis domenas. Sie baltymai turi
nuo trijy iki penkiy heparano ir chondroitino sulfaty
grandiniy, kuriy pagalba sgveikauja su augimo
veiksniais: fibronektinu ir antitrombinu 1.

Elastiniai pluostai, fibriliniai kolagenai, gliukozaminoglikanai ir
proteoglikanai nulemia uzlgstelinio uzpildo mechanines savybes, tuo tarpu
elastiniai baltymai (elastinas, kolagenas) suteikia uZlgsteliniam uzpildui
elastingumo [23,24]. Dél to kei¢iantis sudéciai, uzlastelinis uzpildas gali bati
tiek labai minkStas ir elastingas, tiek labai kietas ir netamprus. Uzlastelinio
uzpildo sudétis bei architektiira yra unikali kiekvienam audiniui ir
kontroliuoja lgsteliy specifing diferenciacijg [3,23-31].

Uzlastelinis uzpildas priklausomai nuo savo sudéties jgauna savitg
geometring konformacija, kuri veikia kaip topografinis ir mechaninis
kamieniniy Igsteliy dirgiklis, galintis daryti jtaka Iasteliy fenotipui [23,24,30].
Visgi, uzlastelinis uzpildas néra statiné struktiira. Su juo sgveikaudamos
Iastelés, keidia tiek uzlgstelinio uzpildo sudétj, tiek ir jo mechanines savybes
bei architektiirg. Tai lastelés atliecka déka jy sintetinamy naujy uzpildo
struktiriniy komponenty, metalo proteaziy bei keisdamos tempimo jéga
(sgveikos jéga) [32]. Todél sudéties ir reguliaciniy molekuliy pokyciai
tiesiogiai veikia uZzlgstelinio uzpildo biochemines ir fizikines savybes. O
nuokrypiai nuo normos, savo ruoztu, paveikia lgsteliy funkcijas bei inicijuoja
procesus, kuriy metu dar labiau kei¢iamos uzlgstelinio uzpildo savybés, o tai
skatina tolimesnius lasteliy funkcijy poky¢ius, kurie galiausiai sukelia organy
funkcijy sutrikimus. Sie procesai labai gerai iStyrinéti véziniy susirgimy ir
audiniy fibrozés atvejais, kai uzlastelinio uzpildo pokyciai yra kritiniai ligy
progresavimui [31,33,34].

1.1.1.2. Integrinai

Integrinai yra pagrindiné transmembraniniy baltymy klasé, atsakinga uz
mechaniniy signaly priémimg ir perdavimg i branduolj [35,36]. Jie yra
lokalizuoti 1asteliy membranos ir uzlgstelinio uzpildo sandiroje (1.2 pav. D)
[27]. Integrinui prisijungus prie uzlastelinio uzpildo komponenty (kolageny,
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fibronektino, elastino, lamininy) pasikeicia jy vidulgstelinés baltymo dalies
konformacija, pradeda formuotis fokalinés adhezijos kompleksas [36,37].

1.1.1.3. Fokalinés adhezijos

Fokalinés adhezijos kompleksai yra sudaryti i§ daugiau nei 700
skirtingy baltymy, jy sudétis kinta priklausomai nuo jvairiy veiksniy (1.2 pav.
D). Siy kompleksy baltymams yra biidingi kalpoino, plekstrino, src 2 ir 3
homologijos, FERM ir LIM domenai, kuriais $ie baltymai saveikauja tiek su
lasteliy citoskeleto aktinu, tiek su integriny citozoliniu domenu [38-40].
Fokalinés adhezijos veikia kaip tiltas, jungiantis uzlastelinj uzpilda su lasteliy
citoskeletu [41,42].

Vinkulinas, paksilinas, talinas ir fokalinés adhezijos kinazé (FAK) yra
pagrindiniai  fokaliniy adhezijy komponentai. Fokalinés adhezijos
susirinkimas priklauso nuo jégy perduodamy per uzlastelinio uzpildo—
integrino jungtis [37]. Pavyzdziui, lasteliy saveikos su kietu pavirSiumi metu
generuojamos jtempimo jégos inicijuoja vinkulino saveikg su talinu
[27,35,42-45]. Taip pat, talinas 1 savo ROD domenu inicijuoja bei
stabilizuoja lgstelés ir uzlgstelinio uzpildo adhezijos procesg, 0 esant iSoriniy
jéguy poveikiui sustiprina integrino-citoskeleto sgveika [41,46,47]. Taip pat yra
manoma, kad nuo jégos tipo ir jos stiprumo priklauso kokie baltymai sudarys
fokalinés adhezijos kompleksa [48]. Taigi, jei suprasime kaip mechaninés
jégos daro jtaka fokaliniy adhezjos kompleksy sudéciai, galésime iSsiaiskinti
kaip mechaniniai signalai yra perduodami ir kokig jtaka jie turi lgstelés
funkcijoms [48].

1.1.1.4. Adhezinés jungtys

Mechaninés jégos per audinj keliauja ir dalyvaujant lgstelé-lastelé
saveikos kompleksams (1.2 pav. A). Sios adhezinés jungtys yra atsakingos uz
audiniy persitvarkymo, morfogenetinio vystymosi, zaizdy gijimo koordinacija
ir audinio elongacijos procesus [49,50]. Pagrindiniai $iy adhezijy kompleksy
baltymai yra kadherinai. | tipo kadherinai vidulgstelinius lgstelé-lastelé
adhezijos domenus sujungia su aktino filamentais. Sios tipo kadherinai yra
sintetinami visose organizmo lgstelése ir jiems yra priskiriami E-kadherinai,
P-kaderinai (epiteliniy lasteliy), VE-kadherinai (endoteliniy lasteliy), N-
kadherinai (kitose nei epitelinése lastelése) [50]. Sie baltymai vienas nuo kito
skiriasi kintanc¢ia uzlastelinio domeno seka. Konservatyvis kadherino
pasikartojimai turi kalcj suriSancig seka, kuri kontroliuoja lgstelé-lastelé
jungties susidarymg ir suirimg. Dazniausiai E-kadhernai jungiasi su kitos
lastelés E-kadherinais, N- kadherinai — su kitos lastelés N-kadherinais
[49,51,52]. Be kadheriny, j lastelé-lastelé adhezijos kompleksy sudétj jeina
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bei dalyvauja mechaniniy signaly perdavime kateninai, nektinai ir Kiti
baltymai [50,53,54].

1.1.1.5. Citoskeletas

I$ lastelés iSorés atéjes mechaninis signalas toliau perduodamas per
lastelés citoskeleta [55-57]. Reguliuojant citoskeleto jtempj, jégos toliau
perduodamos kitiems lastelés komponentams. Si dinaminé struktiira, sudaryta
i§ F-aktino mikrofilamenty (G-aktino polimeras), mikrovamzdeliy (af-
tubuliny dimery polimeras), tarpiniy filamenty bei juos riSanciy baltymy,
sukuria tridimensing aplinka, kuri ne tik palaiko lastelés forma, bet ir
reguliuoja vidulastelinj transportg [56]. Citoskeleto mechaninés savybés
tiesiogiai priklauso nuo jo dinamiSkumo, geometrijos ir poliariSkumo. F-
aktinas formuoja lankscig strukttira, kuri prieSinasi vidulgsteliniam stresui;
esant tempimui, jis yra aktyvuojamas ir padidina vidulastelinj citoskeleto
jtempj bei suteikia lgsteléms standumo [56,58]. Mikrovamzdeliai yra standiis
ir, apskritai, labai jautras iSilginiams, sukamiesiems tempimams [56]. Kai
mikrovamzdeliai yra tempiami, padidéja jy susisukimas, o tai turi jtakos
vidulgsteliniam transporto greic¢iui [55]. Dar viena grupé svarbiy citoskeleto
komponenty yra tarpiniai filamentai. Tai labai lankstds ir lengvai
deformuojami elementai [57].

Citoskeleto jtempis yra kontroliuojams dalyvaujant aktomiozino
filamenty tinklui. F-aktinas ir neraumeninis miozinas-II sgveikos metu sukuria
tempimo jégas [58,59]. Jie sudaro 10-30 nm streso pluoStus, prie kuriy
jungiasi ir kiti baltymai (A-aktininas, fascinas, filaminas, spektrinas,
distrofinas, Arp2/3, profilinas, ADF/kofilinas, fimbrinas, profilinas, vilinas,
forminy $eimos nariai ir tropomiozinai) [58,59]. Sie streso pluostai yra
tiesiogiai susieti su uzlasteliniu uzpildu per fokalinés adhezijos kompleksa
arba netiesiogiai per kitus su uzlgsteliniu uzpildu sgveikaujancius baltymus,
pavyzdziui, CD44 [58,59]. Citoskeleto jtempis ir mechaninés jégos
branduoliui perduodamos per aktomiozino skaidulas. Si sgveika yra
kontroliuojama fosforilinant miozino lengvaja grandine [59,60].

1.1.1.6. Branduolys

Mechaninés jégos, lastele pasiekusios arba per uzlastelinj uzpilda ir
fokalines adhezijas, arba per Igstelé-lastelé jungtis, keliauja lastelés
citoskeletu ir galy gale pasiekia branduolj (1.2 pav. C). Lastelés citoplazmoje
yra mechaniniams signalams jautriis baltymai. Veikiami iSoriniy ar vidiniy
jégu, jie keicia savo konformacijg ir sekos, nukreipiancios juos j branduolj,
pradedamos eksponuoti baltymo iSor¢je. Tai galiausiai lemia Siy baltymy
perne$img | branduolj. Branduolyje jie arba saveikauja su transkripcijos
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veiksniais, arba patys tiesiogiai reguliuoja geny raiska [61-64]. Vieni i$ jy —
YAP ir TAZ baltymai, priklausantys Hippo signaliniam keliui. Lastelése jie
veikia kaip reostatai, kuo kietesnéje aplinkoje auginamos Igstelés, tuo didesné
dalis YAP/TAZ buna lgstelés branduolyje [65,66]. Kanoniné $iy baltymy
funkcija yra valdyti kamieniniy lasteliy regeneracines ir atsinaujinimo
funkcijas. Be to, jie dalyvauja ir jvairiy ligy vystymesi, pavyzdziui,
arteriosklerozés, fibrozeés, plauciy hipertenzijos, uzdegimo, raumeny
distrofijos ir jvairiy véziniy susirgimy [67]. Kiti transkripcijos veiksniai,
pavyzdziui, NKX-2.5, prieSingai, yra aktyvuojami reaguojant |} maza
citoskeleto jtempimg ir, pateke j branduolj, jie slopina geny raisSka atsakinga
uz standzios lastelés busenos palaikyma [62].

Mechaniniai signalai i§ lgstelés citoskeleto | branduolj gali biti
perduodami ir tiesiogiai [64,68,69]. Lasteliy branduolys yra susijunggs su
citoskeletu per LINC kompleksus [68,70]. Branduolys taip pat turi branduolinj
skeleta, susiformavusj ties vidine branduolio membrana. | jo sudétj jeina
tarpiniai filamentai lamininai A, B ir C, kurie dar ir tiesiogiai jungiasi su DNR
bei telkia jg ties vidine branduolio membrana [71,72]. LINC kompleksas,
kuris jungia lastelés citoskeleta su branduolio lamininais, sudarytas i$
baltymy, turin¢iy SUN ir KASH domenus [73,74]. Mechaniniy signaly
perdavimo metu $ie baltymai patiria konfomacinius poky¢ius, kurie lemia
tiesioginius chromatino i$sidéstymo pokyc¢ius branduolyje bei geny
ekspresijos pokyc¢ius [68,70].

1.2. Audiniy inzinerija ir Igsteliy terapija

Audiniy inzinerija ir 1gsteliy terapija ilga laikg buvo tik fantastiniy filmy
ir romany objektai. Tadiau situacija i§ esmés pasikeité XX a. pabaigoje,
suintensyvéjus kamieniniy Igsteliy tyrimams. Pastaruoju metu rinkoje
atsiranda vis daugiau naujy Siomis technologijomis pagrjsty produkty. Visgi,
kol kas medicinoje yra pritaikomi tik palyginti nesudétingi produktai,
pavyzdziui, pasitelkiant audiniy inZinerijos principus sukurti odos ir uretros
lopai ar kamieninés lgstelés hematologiniy susirgimy, autoimuniniy ligy
gydymui. Taciau dazniausiai miisy audiniai yra sudaryti i$ keliolikos skirtingy
lasteliy tipy, kuriems unikaliy funkcijy atlikimui reikia specifinés aplinkos. Be
to, audiniai turi turéti i§vystyta kraujagysliy tinklg, o tai kol kas yra vienas i$
taikyma. Taip pat, didzioji dalis Igsteliy po grazinimo j organizmag ziiva dél
deguonies trukumo, uzdegimo ir Kity, neigiamai lasteliy gyvybinguma
veikianCiy procesy. Taciau, $i tyrimy sritis yra kaip niekad populiari ir,
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tikétina, Sie sunkumai ateityje bus i$spresti. Kai kurias i§ iy problemy gali
padéti iSspresti mechanobiologija.

1.2.1. Audiniy inZinerija

Audiniy inZinerijos terminas pirmg kartg paminétas beveik pries 30 m.
- 1993 m. Sios mokslo srities tikslas — funkcionaliy dirbtiniy audiniy ar organy
sukiirimas [75]. Siuo metu organy transplantacijos daznu atveju yra vienintelis
gydymo budas, galintis pacientui iSgelbéti gyvybe, suteikti galimybe jam
grizti | normaly gyvenima. Taciau dél organy trikumo visame pasaulyje yra
nusidriekusios milziniskos eilés jy laukian¢iy Zzmoniy. 2017 m. duomenimis,
vien JAV sarasuose lauké virs 120 000 Zmoniy, kai tuo tarpu tik 5200 sulauké
savo donoro [76]. Visgi, net gavus donorinj organg dar nereiskia, kad liga bus
jveikta. Nors prie$ transplantacija atlickami plataus spektro audiniy
suderinamumo tyrimai, kartais donoro audiniai vis tiek biina atmetami, net ir
naudojant imunosupresinius vaistus [77]. D¢l §iy priezaséiy audiniy inzinerija
susilaukia ypatingai daug mokslininky démesio. Dirbtiniai audiniai i§spesty
donory trikumo problemas, be to, jy gamybai panaudojus recipiento lasteles
biity iSvengta atmetimo reakcijos ir imunosupresiniy vaisty naudojimo
[78,79].

Audiniy inzinerija yra pagrjsta svarbia triada, batina funkcionalaus
audinio suktrimui (1.3 pav.).
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1.3 pav. Audiniy inZinerijos triada. Nupiesta Biorender.com puslapyje.

25



Ja sudaro (i) karkasas, suteikiantis audiniui forma ir lasteléms atrama,
(ii) lastelés, uzpildanCios karkaso tirj ir prisitaikancios atlikti audinio
funkcija, bei (iii) biomolekulés, leidziancios lasteléms sgveikauti viena su kita
bei su uzlasteliniu uzpildu [80].

1.2.1.1. MedZiagos naudojamos audiniy inzinerijoje

Audiniy inzinerijoje yra tiriami trijy tipy karkasai: nulgstelinti audiniai
[81], nestruktiirizuoti ir strukttrizuoti karkasai [82]. Natarals nulastelinti
audiniy karkasai turi daug privalomy lyginant su kitomis grupémis, nes
pasizymi fiziologinémis uzlastelinio uzpildo savybémis, juos naudojant buvo
gauti jspudingi rezultatai [78]. Naudojant peliy nulastelintus $irdies, plauciy
ir inksty audinius mokslininkams jau pavyko sukurti dalinai funkcionalius
organus [83-85]. Siy karkasy privalumas — islikes dalinai nepakites
uzlastelinis uzpildas, kuris savo sudétimi ir topografija geba reguliuoti
kryptinga recipiento lasteliy migracijg, proliferacija ir diferenciacijg. Taciau
ju pagrindinis minusas — prieinamumas. Jie neiSsprendzia donory trikumo
problemos, taciau, naudojant $ig technologija daugiau donoriniy audiniy biity
galima panaudoti kuriant audinius, nes donoro audinio lasteliy buklé, Siuo
atveju, néra tokia kritiskai svarbi. Be to, dél natralaus karkaso variabilumo
labai sunku kontroliuoti naujy audiniy gavima [78].

Struktiirizuotiems ir nestruktiirizuotiems karkasams gaminti gali buti
naudojamos tos pa¢ios medziagos, skiriasi tik gamybos technologija [82]. Siy
karkasy gamybai naudojami tiek natdraldis, tiek sintetiniai polimerai
[76,82,86]. Pirmuoju atveju dazniausia naudojami: kolagenas, Zzelatina,
alginatai, celiulioz¢, chitinas, hialurono rtgstis, taip pat, galima naudoti ir
specifiniy nulgstelinty audiniy uzlgstelinio uzpildo komponenty misinj
[81,82]. Sintetiniy polimery jvairové daug didesné. Vieni populiariausiy yra
polilaktinés riigSties polimeras (PLA), polikaprolaktonas (PCL), polilaktinés
rugsties ir polikaprolaktono kopolimeras (PLA/PCL), polietilenglikolis
(PEG), polidimetilsiloksanas (PDMS) ir kt. [82,87]. Tiek natiralas, tiek
sintetiniai polimerai turi savo pliusy ir minusy. Natiiralis polimerai yra
lengvai atpazjstami lgsteliy membraniniy baltymy, Siy pavirSiy nereikia
papildomai modifikuoti siekiant pagerinti lasteliy adhezijos savybes. Taciau,
kadangi tai yra natiiralis polimerai, jy savybés kinta priklausomai nuo
partijos. Taip pat, Sie polimerai turi gana greitg degradavimo laika, kuris daznu
atveju yra per trumpas pilnai dirbtinio audinio integracijai ir naujo karkaso
suformavimui [82,88]. Tuo tarpu, sintetiniai polimerai gali turéti platy spektra
lengvai kontroliuojamy fizikiniy ir cheminiy savybiy. Galima kontroliuoti tiek
ju degradacijos laika, tiek karkaso hidrofiliskumg bei mechanines savybes
[82,89]. Taciau daznu atveju, pats polimero pavirSius yra netinkamas
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lasteléms prisitvirtinti. D¢l to, tokiy polimery karkasai turi buti papildomai
modifikuojami, pavyzdZziui, prie pavirSiaus prijungiant kolagenus ar RGD
sekas [29,90,91]. Kitas sintetiniy polimery trikumas — per létas jy irimas.
Pavyzdziui, PLA polimerui suirti in vivo reikia daugiau nei dviejy mety, PCL
— net keturiy [92-96]. Taip pat, Sie polimerai neturi savyje cheminiy signaly,
kuriy pagalba buty galima kryptingai valdyti lasteliy integracijg. Dél to,
nestruktiirizuoti karkasai, kuriy vidinés organizacijos ir komponenty
i8sidéstymo kontroliuoti negalima, turi daug trikumy [97]. Siekiant juos
pasalinti, yra sukurta daug metody tokiy karkasy gamybai, jy tarpe — drusky
iSplovimo ar putojimo metodai, liofilizacija. Ta¢iau tokiu badu gauti karkasai
neturi jokios kryptingos organizacijos [98-101]. Todél didziausias démesys
yra skiriamas struktiirizuotiems karkasams [79,97].

1.2.1.2. 3D spausdinimo technologijos

Audiniy inzinerijoje gaminant struktiirizuotus karkasus yra naudojamos
jvairios 3D spausdinimo technologijos pagristos jvairiomis technikomis:
lydyto nusédimo modeliavimo (angl. Fused Deposition Modeling (FDM)),
lydalo isstimimo (angl. Melted Extrussion), isstimimo (Extrussion), InkJet,
stereolitografijos (SLA), miltelinio spausdinimo (angl. Powder Bed Fusion),
elektrorasymo/elektropynimo [76,102,103]. Siy metody pagalba galima
spausdinti termopolimerus, hidrogelius, keramikas, pavienes lasteles, metalus
[76]. Taip pat, rinkoje jau yra ne vienas spausdintuvas, jungiantis daugiau nei
vieng spausdinimo technologijg. Tokie spausdintuvai yra labai galingi
jrankiai, nes kombinuojant visiskai skirtingas medziagas, kuriy nejmanoma
kartu struktiirizuoti viena technika, gali bati sukuriami karkasai, turintys
unikalias tiek mechaniniu, tiek biologiniu atzvilgiu savybes [86,97].
Pavyzdziui, kuriant dirbtinio kaulo karkasg yra naudojamas termopolimeras
PLA, kuris yra praturtintas hidroksiapatitu. Toks karkasas isryskina kiekvieno
komponento geriausias savybes — uztikrina PLA mechanines savybes,
hidroksiapatito osteoindukcinj potencialg, taip pat neutralizuoja PLA
degradacijos metu susidariusius raig§tinius monomerus, mazina uzdegima.
Trapios keramikos nedalyvauja struktiiros palaikyme, bet uZztikrina
osteogenezeg [104].

1.2.1.3. Kamieninés lgstelés, naudojamos audiniy inzinerijoje

Didzigja dalj audinio tiirio sudaro lastelés ir jy skaicius audinyje yra
milziniskas. Pavyzdziui, 1 g kepeny audinio yra apie 100 mln. Igsteliy [105].
Dél to norint regeneruoti pazeistus audinius reikalingas labai didelis 1asteliy
skaiCius. Audiniy inZinerijoje yra naudojami keturi pagrindiniai lasteliy
Saltiniai: embrioninés lastelés, vaisiaus lastelés, suaugusio organizmo
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kamieninés lgstelés ir indukuotos pliuripotentinés kamieninés lgstelés gautos
i§ diferencijavusiy somatiniy lasteliy (3 lentel¢) [106].

3 lentelé. Kamieniniy lgsteliy tipai naudojami audiniy inZinerijoje.
Parengta pagal [107].

Kamieninés & e s Diferenciacijos
. Saltinis .
lastelés potencialas

L Morula Totipotentinés
Embrioninés - — —
Blastocista Pliuripotentinés
.. Multipotentiné
Vaisiaus wipotentines,
pliuripotentinés
Muli —
Placenta ultipotentines,
pliuripotentinés
Vaisiaus Amniotinis skystis M‘.ﬂtl.pOtentl.ne.S’
pliuripotentinés
“oqs Multipotentinés,
Wharton zéle b .
pliuripotentinés
Virkstelés kraujas Multipotentinés
Mezenchiminés kamieninés
lgstelés i jvairi iniy (kaul . .
QSE? ©s 1S fvalriy ajudlmq. (kauly Multipotentings,
Ciulpai, riebalinis audinys, . .
pliuripotentinés
dantenos, danty pulpa,
Suaugusio antkaulis, raumenys) . .
organizmo Hematopoetinés Oligopotentinés
Krities audinio kamieninés . o
. Bipotentinés
lastelés
Kraujagysliy endotelinés Multipotentinés
Zarnyno epitelinés Oligopotentinés
Ivairiy audiniy somatinés
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Indukuotos fibroplastai, keratinocitai, Pliuripotentinés

Slapimtakiy epiteliniy Iasteliy,
periferinio kraujo lasteliy)
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diferencijavusios lastelés. Siai grupei priklauso apvaisintas oocitas bei Iastelés
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susidariusios po pirmy dviejy jo dalijimysi. Totipotentinés lastelés gali
diferencijuotis j visas organizmo lasteles ir j uzembrioninj audinj — placenta
[108].

Pliuripotentinés arba daugiagalés lgstelés gali diferencijuotis j visy
tipy audiniy ir organy lasteles, kurios iSsivysto i§ trijy gemaliniy lapeliy —
ektodermos, endodermos ir mezodermos. Pliuripotentinéms Iasteléms,
priklauso embrioninés kamieninés lastelés bei genetiSkai perprogramuotos
somatinés lgstelés — indukuotos pliuripotentinés/daugiagalés lastelés
[109,110].

Multipotentinés lastelés yra aptinkamos beveik visuose audiniuose.
Sios lastelés gali diferencijuoti j ty audiniy lasteles, kurios susidaro i3 to paties
gemalinio lapelio. Joms priklauso mezenchiminés kamieninés (MKL) Iastelés,
i§skiriamos i§ jvairiy audiniy, pavyzdziui, kauly ¢iulpy, riebalinio audinio,
kauly, kraujo. MKL gali diferencijuotis | jvairius audinius, susidarancius i$
mezodermos gemalinio lapelio: riebalinj sluoksnj, kaulinj, kremzlinj,
raumeninj ir kt. audinius [111].

Oligopotentinés lastelés. Dalinantis oligopotentinéms lasteléms
susidaro naujos oligopotentinés kamieninés lgstelés bei keliy linijy specifinés
audiniy lastelés. Puikus $ios grupés pavyzdys — hematopoetinés kamieninés
lastelés. Jos gali diferencijuotis | mieloidines arba limfoidines lasteles
[106,112].

Unipotentinés lgstelés yra save atnaujinancios lgstelés. Joms dalinantis
susidaro nauja unipotentiné kamieniné lastelé bei tam tikro audinio
diferencijuota lastelé. Pavyzdziui, dalijantis Zarnyno epitelinei kamieninei
lastelei susidaro nauja epiteliné kamieniné lastelé bei diferencijavusi zarnyno
epiteliné lastelé [106,113].

Daugiausiai démesio dél prieinamumo ir etiniy aspekty susilaukia
indukuotos pliuripotentinés ir suaugusio organizmo kamieninés lgstelés. IS jy
dazniausiai yra tiriamos MKL ir endotelinés kamieninés lastelés [114]. MKL
yra randamos beveik visuose audiniuose ir pasizymi gana placiu
diferenciacijos potencialu, leidzian¢iu vieno Saltinio MKL naudoti jvairiy
audiniy regeneracijai [115]. Vienas i§ pagrindiniy platesnj audiniy inZinerijos
taikyma ribojanciy veiksniy yra iSvystyto kraujagysliy tinklo stoka. Dél to,
daug tyrimy atliekama ir su endotelinémis kamieninémis lastelémis [116,117].

1.2.2. Lasteliy terapija

Lasteliy terapija yra kita regeneracinés medicinos sritis, kurios Kitaip
nei audiniy inzinerijos, tikslas néra pakeisti paZeista audinj ar organg, O
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naudojant kamienines, pirmines ar genetiskai modifikuotas lasteles, atstatyti
prarastas ar i$siderinusias audinio funkcijas [118]. Kadangi gydymui
naudojamos to paties paciento lastelés, po tokios terapijos pacientui nereikia
vartoti imunosupresuojanciy vaisty, kaip kad audiniy persodinimo atveju. Yra
du pagrindiniai keliai, kaip lasteliy terapijos metodais gydomi paZzeisti
audiniai ar atstatomos jy funkcijos: (i) j pazeista vieta perkeliamos kamieninés
lastelés, kurios tiesiogiai dalyvauja audinio atstatyme, proliferuodamos ir
diferencijuodamos j reikiamo tipo lasteles, arba (ii) naudojami lgsteliy
i§skiriami citokinai, augimo veiksniai ir kitos biomolekulés, kuriy pagalba
stimuliuojama audinio regeneracija, skatinant kamieniniy lgsteliy, esanciy
tame audinyje, migracija, proliferacija, diferenciacija ir imunomoduliacija
[118,119].

Siuo metu vyksta nemazai lasteliy terapijos klinikiniy tyrimy, kuriy
metu bandoma gydyti platy spektra susirgimy: Sirdies ligas, kepeny cirozg,
inksty nepakankamumg, oftalmologines ligas, neurologinius susirgimus,
autoimunines ligas bei kraujotakos susirgimus (1.4 pav.) [118,120-126]. Nors
Sios srities tyrimai yra daug zadantys, taciau dar licka daug neiSspresty
problemy ir neatsakyty klausimy [115]. Viena pagrindiniy problemy — tai
lasteliy Saltinio pasirinkimas bei jy i§skyrimo, padauginimo ir diferenciacijos
strandartizuoti protokolai [127]. Taip pat, vis dar neaisku, kaip tinkamai
kontroliuoti organizmo imunologinj atsaka, uztikrinti lasteliy tikslinga
migracija, kontroliuojamg proliferacija ir diferenciacija bei  lasteliy
iSgyvenamuma po transplantacijos [128]. Be to, svarbu uztikrinti, kad
perkeltos lastelés nesuvézés ir nepaveiks gretimy audiniy [115,118,127].
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Kiti susirgimai

. Epidermologinés ligos
Plauéiy ligos

B inksty ligos
Kepeny ligos

. Oftalmologinés ligos
Hematologinés ligos

. Kraujagysliy ligos
Kauly ir sanariy pazeidimai

. Autcimuninés ligos
Neurologinés ligos

. Sirdies ir kraujagysliy ligos

1.4 pav. Ikiklinikiniai ir klinikiniai tyrimai vykdomi lasteliuy terapijos srityje.
Parengta pagal [118].

1.2.2.1. Kamieninés lgstelés naudojamos lgsteliy terapijoje

Lasteliy terapijos taikymuose naudojami jvairiis lgsteliy Saltiniai (1.5
pav.) [118]. Dazniausiai naudojamos MKL, nes jos ne tik turi platy
diferenciacijos potencialg, bet ir sekretuoja jvairius augimo veiksnius,
citokinus, chemokinus, prieSuzdegiminius, angiogenez¢ skatinancius
veiksnius [129]. Jos taip pat pasizymi imunomoduliacinémis savybémis.
Grazintos j audinj, Iastelés aktyvuoja audinio kamienines Igsteles, kurios, savo
ruoztu, prisideda prie audinio regeneracijos [130]. Sios Iastelés naudojamos
tiek ikiklinikiniuose, tiek ir klinikiniuose tyrimuose, gydant Sirdies ir
kraujagysliy ligas, galvos ir stuburo smegeny traumas, infarkta, diabetg, kauly
ir sanariy pazeidimus, Krono liga, audiniy atmetimo reakcija ir kt. [131].
Nepaisant puikiy rezultaty, kai kurie tyrimai, deja, dél kol kas neZinomy
prieza$¢iy baigiasi neigiamais rezultatais [118].
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B «iti lasteliy saltiniai

| Neurcninés kamienings/pirmings Iastelés

. Endotelinés progenetorinés lastelés

. Suaugusio individo kamieninés laslelés
Embrioninés/Indukuotus pliuripotentinés Igstelés

. Kauly ¢iulpy vienbranduoling frakcija

B Pirmings lasteles

. Hematopoetinés kamieninés lgstelés

I Mezenchimings kamienines lastelés

1.0%
1.0%

3.0%

5.0%

10.0%

1.5 pav. Lasteliy $altiniai naudojami Igsteliy terapijoje. Parengta pagal [118].

Taip pat labai daug démesio susilaukia pirminés lgstelés, pavyzdziui,
chondrocitai, miocitai ir keratinocitai [132-134]. Tyrimy, atlikty panaudijant
Sias lasteles, rezultatai tikrai daug Zadantys, taciau dél riboto proliferacijos
potencialo, i$skirty lasteliy kokybés ir funkcionalumo, jy praktinis taikymas
kelia daug sunkumy [118].

Pacios pirmosios atrastos kamieninés lgstelés buvo hematopoetinés.
Siuo metu tai vienintelés lastelés, kuriy naudojimas specifiniy kraujo vézio
atvejy gydymui pripazintas visame pasaulyje [135]. Sias lasteles perkélus j
organizmg, jos migruoja j kauly Ciulpus, kur proliferuodamos, jos atstato
paciento hematopoeting sistemg [136]. Taip pat, Sios lgstelées gali bti
naudojamos tam tikry autoimuniniy lygy gydymui bei kaip prevenciné
priemoné po organy transplantacijos, mazinanti organy atmetimo rizika [135].

I$ kauly ¢iulpy taip pat i$skiriama vienbranduoliniy lgsteliy populiacija,
naudojama eil¢je klinikiniy ir ikiklinikiniy tyrimy gydant Sirdies ir
kraujagysliy ligas, galiiniy iSemijas ir neurologines ligas [137]. Sig Iasteliy
populiacija sudaro pirminés hematopoetinés lastelés, limfinés sistemos
lastelés, monocitai ir makrofagai [138].

Dar viena i$ kauly ¢iulpy i$skiriama kamieniniy lgsteliy populiacija,
kuri sudaro tik apie 1 % visy periferiniy vienbranduoliniy lasteliy, yra
endotelinés progenitorinés lastelés [139,140]. Sioms lasteléms budingi tiek
hematopotiniy Igsteliy Zymenys (pavyzdziui, CD34, CD133), tiek endoteliniy
lasteliy Zzymenys (pavyzdziui, VEGFR2). Taciau, iki Siol nebuvo
identifikuotas nei vienas tik Sioms lgsteléms biidingas pavir$iaus Zymuo [141].
Sios lastelés daugiausiai naudojamos neovaskuliarizacijos proceso iniciacijai.
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Neurologinéms ligoms gydyti dazniausiai naudojamos kamieninés ir
pirminés neurony lgstelés. Jos gali buti iSskiriamos tiek i§ vaisiaus, tiek i$
suaugusio individo galvos ir stuburo smegeny. Jos geba diferencijuoti tiek |
neuronines lasteles, tiek ir j glijos lasteles [118].

Pastaruoju metu daug démesio susilaukia pliuripotentinés Iastelés. Siai
grupei priklauso embrioninés, vaisiaus ir indukuotos somatinés lastelés.
Embrioniniy kamieniniy lasteliy panaudojimg apriboja daug veiksniy —
neskaitant etiniy, jy naudojimg ribojanéiy, sumetimy, problemy taip pat kyla
ir su iy lasteliy saugojimu, kultivavimu, dél to labiau linkstama j indukuotas
pliuripotentines lgsteles [142]. Kaip galima suprasti i§ pavadinimo, Sios
lastelés gaunamos somatinése lgstelése indukavus keliy specifiniy geny
raiSka, pavyzdziui, Oct3/4, Sox2, c-Myc ir KIf4 [110]. Po indukcijos, Sios
lastelés pasizymi pliuripotentinéms lasteléms budingu atsinaujinimo
potencialu, taip pat jos gali diferencijuoti j bet kokias autologines audinio
lasteles. Jy platy panaudojimg audiniy terapijoje stabdo nepakankamai
jvertintas §iy Igsteliy genetinis stabilumas ir suvéZzéjimo potencialas[110,142].

1.2.3. Audiniy gijimas ir uzdegimas

Daznai audiniy uzdegimas yra siejamas su jvairiomis chroninémis ir
degeneracinémis ligomis, taciau jis taip pat padeda organizmui susitvarkyti su
infekcijomis, pasalinti paZeistas lasteles ir inicijuoti audinio regeneracija. Sis
procesas biidingas tiek zinduoliams, tiek evoliucijos atzvilgiu Zemesniems
organizmams — tai rodo uzdegiminio proceso svarba [143]. Zala organizmui
kyla tada, kai $is procesas yra netinkamai valdomas. Jei uzdegimas biina per
silpnas, gali biiti nepakankamas susidoroti su infekcijomis ir gali lemti audinio
pazeidimus, o tuo tarpu per stiprus uzdegimas lemia jvairiy patologijy, tokiy
kaip véziniai susirgimai, audiniy fibrozé, vystymasi [144-146]. Abi Sios
patologijos yra netinkamo audinio gijimo rezultatas. Kontroliuojamas
uzdegimas yra pirmoji Zaizdos gijimo stadija, kurios metu yra sukuriamas
barjeras, uztikrinantis netrukdomg audinio regeneracija. Po to seka audinio
formavimosi ir persitvarkymo Zingsniai [147].

Esant vidiniams pazeidimams inicijuojamas taip vadinamas sterilus
uzdegimas. Jj sukelia j uzlgsteling aplinkg pakliuve su pazeidimu asocijuoti
molekuliniai zymenys (angl. damage-associated molecular patterns
(DAMP)). Tai yra vidiniai lasteliy komponentai: nukleoriigstys, chromatino
komponentai, ATP ir kiti nukleotidai, §lapimo ragstis, citoskeleto fragmentai,
kars¢io Soko baltymai, oksiduota mitochondrijy DNR ir kt. [148]. DAMP
atpazjsta Zymenis atpaZjstantys receptoriai (angl. patterns recognition
receptors (PRR)). PRR prisijungus liganda, lastelése inicijuojami jvairiis su
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uzdegimu susij¢ signaliniai keliai, aktyvuojantys jvairius transkripcijos
veiksnius, jskaitant NF-kB, AP-1 ir STAT [149]. Taip pat j uzlasteling terpg
pakliuve DAMP paveikia ir lasteliy membrany pralaidumg kalio ir kalcio
jonams. Tai sukelia mitochondrijy pazeidimus, dél kuriy mitochondrijy DNR
ir mitochondrijose susidar¢ reakaktyvios deguonies formos (angl. Reactive
Oxygen Species (ROS)) patenka i citoplazma [150]. Visa tai skatina
inflamosomos aktyvacija ir prouzdegiminiy interliaukiny IL-1f ir IL-18
sekrecijg. Aktyvuota inflamosoma sukelia piroptozg (vienas i$ lasteliy Zities
mechanizmy), kurios metu j aplinka iSskiriama dar daugiau ROS ir DAMP
[148,149].

Tolimesné Zaizdos gijimo eiga kontroliuojama eilés kity citokiny ir
augimo veiksniy. IL-6 skatina Iasteliy proliferacija ir i§gyvenima [151]. Sj ir
didziaja dalj kity citokiny atpazjsta heterotetrametriniai receptoriai, turintys
gpl130 signalo perdavimo subvienetg [152]. Kitas svarbus regeneracijai
citokinas, priklausantis IL-10 Seimai — IL-22. Jj sekretuoja limfocitai (ypa¢ T
lasteliy pagalbininkiy subpopuliacijos lastelés Th17), limfoidinés ir tam tikros
mieloidinés lastelés, taciau kitaip nei daugelio citokiny atveju, Sie yra skirti ne
imuninéms lasteléms, o fibrobalstams ir epitelinéms Iasteléms. IL-22
stimuliuoja minéty lasteliy proliferacija, slopina Zzitj ir atitolina galuting
diferenciacija [153]. Su ligandu susijunges IL-22 receptorius inicijuoja JAK-
STATS3 aktyvacijg, mitogeny aktyvuojamas baltymy kinazes (angl. Mitogen-
Activated Protein Kinase (MAPK)) — aktyvuojancio baltymo-1 (angl.
Activating Protein - 1 (AP-1)) signalinius kelius [153].

1.2.3.1. Signaliniai keliai dalyvaujantys zaizdy gijime

MAPK-AP-1 - vienas pagrindiniy signaliniy keliy, jungianciy
uzdegiminius procesus su audinio regeneracija [154,155]. MAP kinaziy Seimag
sudaro trys pagrindinés kinazés: ERK (angl. Extracellular signal-Regulated
Kinase), JNK (angl. c-Jun N-terminal Kinanse) ir p38 [156]. Vienas i$
pagrindiniy $iy kinaziy taikiniy yra AP-1 transkripcijos veiksnys, kuris gali
buti sudarytas i§ c-Jun homodimero arba c-Jun/c-Fos heterodimero [157].
Taciau, Sios kinazés reguliuoja ir kity transkripcijos veiksniy aktyvuma.
Pavyzdziui, drozofilose, JNK ir p38 kinazés turi papildomy taikiniy, tokiy
kaip Foxo, kurie kotroliuoja geny, susijusiy su lgsteliy atsparumu stresui ir
antioksidanty sinteze, raiska [154]. Zinduoliuose c-Jun baltymas kontroliuoja
kepeny regeneracija, slopindamas p53 ir p38 kinazes [158] bei indukuodamas
ciklino D1 ir JNK raiska [159]. Taciau sudétinga iSskirti tik vieng MAP
kinaziy vaidmenj, nes jis priklauso ir nuo kity signaliniy keliy, inicijuojamy
lastelése. Pavyzdziui, JNK-AP-1 signalinis kelias gali inicijuoti hepatocity
zuti, slopindamas NF-«xB proisgyvenamuosius signalinius kelius [160-162] ir,
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priesingai, skatinti hepatocity iSgyvenamuma indukuodamas Nos-2 [163].
JNK- ir p38-AP-1 signaliniai keliai parenchiminése kepeny Iastelése
inicijuoja TNF ir IL-6 sekrecija, o tai indukuoja kepeny regeneracijos
procesus [164].

1.2.3.2. Oksidacinis stresas

Oksidacinj stresg lastelése ir audiniuose sukelia atsirades disbalansas
tarp ROS ir antioksidanty [165]. Esant normalioms salygoms, lastelés
mitochondrijose metabolizmo metu susidaro nedideli kiekiai ROS, kuriuos
neutralizuoja lastelése esantys antioksidantai [166]. Be to, lastelés ROS
naudoja kaip signalines molekules ar kaip tarpinius produktus lasteliy
komponenty sintezei bei kaip ginkla prie§ patogenus [167,168]. Taciau dél
vidiniy ar iSoriniy veiksniy, sutrikus ROS ir antioksidanty balansui,
pasireiSkia neigiamas ROS poveikis. ROS gali reaguoti su jvairiais lasteliy
komponentais: plazmine membrana, lipidais, baltymais, nukleortigstimis. Tai
sukelia jvairius Salutinius poveikius — Iasteliy senéjima, zitj, 0 Susikaupusios
DNR mutacijos gali lemti véZio atsiradimg ir vystymasi [165,169].

Dideli kiekiai ROS susidaro ir uzdegimo metu [170]. Todél tiek lasteliy
terapijos, tiek audiniy inZinerijos taikymuose, lastelés grazinamos | labai
nedraugiska aplinkg. Tai lemia, kad didzioji dalis lasteliy ztiva netrukus po
transplantacijos [171,172]. Dél to, didelis démesys yra skiriamas lasteliy
atsparumo oksidaciniam stresui padidinimui [173-177]. Lastelés su
padidéjusiu  ROS  kiekiu gali kovoti dviem biadais: dalyvaujant
antioksidantiniams  fermentams  (katalazei, glutationo peroksidazei,
superoksido dismutazei) ir antioksidantams [165]. Tai reiSkia, kad lastelés gali
padidinti geny, atsakingy uz atioksidantinj veikimg, raiska arba su mitybine
terpe papildomai gauti antioksidantinj poveikj turiné¢iy molekuliy, pavyzdziui,
vitamino C, omega riebaly riigi¢iy. Sie procesai padeda Igsteléms iSgyventi
nepalankioje aplinkoje, tadiau antioksidanty poveikis jy neapsaugo nuo
senéjimo [178]. Dél Sios priezasties labai svarbu i$siaiskinti, kaip oksidacinis
stresas veikia kamienines lasteles ir kaip galima padidinti Igsteliy atsparuma
jo zalingam poveikiui. Tai leisty pagerinti lasteliy terapijos ir audiniy
inZinerijos efektyvuma [170].

1.3. Véziniai susirgimai

Pries 100 m. ir seniau, véziniai susirgimai nebuvo tokie dazni, taiau
pastaruoju metu, ypa¢ rimta problema jie tapo XX a. pabaigoje-XXI a.
Paskaiciuota, kad net 1 i§ 4 zmoniy per savo gyvenimg susidurs bent su vienu
véziniu susirgimu. Toks smarkus véziniy susirgimy padaznéjimas gali biiti
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siejamas su keliais aspektais. Visy pirma, pastaraisiais deSimtmeciais smarkiai
patobuléjo diagnostiniai metodai, leidziantys aptikti véZzinius susirgimus net
ankstyvose stadijoje [179]. Antra, per pastargjj Simtmet] vyry ir motery
gyvenimo trukmé smarkiai pailgéjo, nuo atitinkamai 48 ir 51 mety iki 72 ir 79
mety, o véziniais susirgimai dazniau pasireiskia vyresnio amziaus zmonéms
[179,180]. Trecia, smarkiai pasikeité miisy gyvenimo sglygos, vis daugiau
zmoniy kasdien susiduria su jvairias junginiais — kancerogenais, kurie siejami
su véziniy susirgimy inicijavimu. Jie buvo sutinkami visur — maiste,
drabuziuose, kosmetikoje ar net ore [181]. Taciau pastaruoju metu jy
naudojimas smarkiai ribojamas [182].

Vézys — tai nekontroliuojamai besidalinancios audinio lgstelés, kurios
néra specializuotos atlikti konkrecig funkcija. Jos pasizymi gebéjimu plisti |
Kitus audinius — metastazuoti. Vézys gali iSsivystyti visuose Zmogaus
audiniuose ir bent pirmosiose stadijose, dazniausiai nepasireiskia jokiais
simptomais [183]. Pagal vézinio susirgimo i$sivystyma, vézys skirstomas j 5
stadijas. O stadija — vézZys dar néra iSsivystes, ta¢iau audiniuose randamos
pakitusios lgstelés, kurios vadinamos karcinomos lgstelémis. I stadija — vézys
yra mazas, neisplites, susitelkes viename audinyje. II ir III stadijos véZiniai
audiniai jau biina didesni, iSplitg¢ pirminiame audinyje ir aplinkiniuose
limfmazgiuose. IV stadijos véZys jau biina metastazaves | kitus audinius
[145,184]. Pagrindinis kelias, kuriuo veziniai susirgimai sukelia individo mirtj
yra audiniy ar organy pazeidimai, sukeliami nekontroliuojamo $iy lasteliy
dalijimosi [185].

Vézinis audinys turi jam biidingg specifine aplinka, kuri keiciasi visos
ligos vystymosi metu [186]. Yra jau nemazai duomeny, kurie rodo, kad véZinj
audinj supanti aplinka daro jtakg lasteliy dalijimuisi, atsparumui
prieS§véZiniams vaistams ir kitoms gydymo strategijoms, ligos atsinaujinimui
bei metastaziy atsiradimui [187]. Pavyzdziui, kietyjy véziniy audiniy
kietumas tiesiogiai koreliuoja su ligos stadija — kuo kietesnis vézinis audinys,
tuo didesné mirties nuo atitinkamo vézinio susirgimo rizika [187,188]. Dél iy
priezas¢iy, mechanobiologija susilauké daug démesio véZiniy susirgimy
tyrimuose  [8,187,189]. Baltymai dalyvaujantys véziniy lasteliy
mechanojutime yra tiriami kaip potencialiis nauji prie§véziniy vaisty taikiniai
[190]. Tikimasi, kad $i nauja tyrimy kryptis padés geriau suprasti véziniy
lasteliy metastazavimo procesus ir padidinti véziniy susirgimy gydymo
efektyvuma.
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1.3.1. VéZio aplinka

Vézinj audinj supanti aplinka yra svarbi tiek jo iniciacijai, tiek ir jo
vystymuisi [191]. Ji sudaryta i§ véZiniam audiniui specifinio uZlgstelinio
uzpildo ir jvairiy tipy lasteliy, jskaitant vézines lasteles, vézines kamienines
lasteles, endotelines lasteles, fibroblastus, pericitus, lygiyjy raumeny lasteles,
dentritines ir jvairias kt. imunines lasteles [183,192]. Sios lastelés tarpusavyje
bendrauja besikeisdamos tirpiais augimo veiksniais ir mechaniniais stimulais.
Jy visuma yra dalinai atsakinga uz didelj véziniy lasteliy proliferacijos
aktyvumga [191].

Vézinio audinio fibroblastai (angl. Cancer-Associated Fibroblasts
(CAF)) dazniausiai sudaro didzigja dalj auglio lasteliy, kai kuriais atvejais
netgi iki 80 % visy lasteliy [193]. Sios lastelés yra labai heterogeniskos, nes
jos véziniy lasteliy ir aplinkos poveikyje kyla i$ to audinio fibroblasty, kauly
Ciulpy lasteliy, adipocity, endoteliniy lgsteliy, epiteliniy lasteliy ir kt. [194—
201]. Sioms lasteléms biidinga a-SMA baltymo raiska [202] ir jos atsakingos
uz vézinio audinio traplastelinio uzpildo sinteze, kraujagysliy tinklo
susidaryma, imuninio atsako reguliavimg [203]. Jdomu tai, kad CAF
sintetinamas uZzlgstelinis uzpildas savo struktira ir iSsidéstymu skiriasi nuo to
paties audinio fibroblasty sintetinamo uZlastelinio uzpildo [204,205]. Taip pat
jam budingas didesnis kolageno kiekis [206].

Vézinéms lasteléms proliferuojant, vézinio audinio diametras did¢ja ir
pasiekus ~1 mm, vézinés lastelés negali biiti apriipinamos pakankamu kiekiu
deguonies, vystosi hipoksinis stresas [207]. Tiek vézinés lastelés, tiek CAF
pradeda sintetinti jvairius citokinus ir augimo faktorius, kurie skatina
endoteliniy lasteliy pritraukimg ir naujy kraujagysliy formavimasi [208-210].
Taip pat, trukstant deguonies, vézinés lastelés pradeda energijos Saltiniu
naudoti gliukoze (jos metabolizmui nereikalingas deguonis), kuri glikolizés
kelio metu verCiama pieno ragstimi ir kaupiasi lgstelése [191]. VéZinés
lastelés pradeda vandenilio jonus perneSti j uzlastelinj uzpilda, taip
palaikydamos savo pH ir riigstindamos aplinka [211]. Susidargs kraujagysliy
tinklas leidzia véziui toliau progresuoti [191]. Lyginant ~1 mm diametro
vézinius audinius su ~4 mm diametro, nustatyta, kad hipoksinés sglygos yra
daug stipresnés mazuosiuose véziuose, nes juose dar nebiina susiformavusi
kraujotaka [207]. Tik susiformavus kraujagysliy tinklui, sukuriamos sglygos
tolimesniam véziniy lgsteliy dalijimuisi. Taip pat, hipoksinés sglygos dél
riboto deguonies kiekio véziniame audinyje smarkiai sumazina spindulinés
terapijos ir kai kuriy chemoterapijy efektyvumg [183,212]. Spinduliné terapija
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yra pagrista ROS indukavimu, 0 tai lemia jy reakcija su lastelés DNR ir kitais
komponentais, taip inicijuojant véziniy lasteliy zatj [212].

Hipoksinés salygos taip pat lemia ir limfinés sistemos formavimasi
[191]. Tadiau tiek kraujagyslés, tick limfagyslés turi daug defekty, kurie lemia
ju nesandaruma. Dél to, véziniuose audiniuose padidéja tarplastelinio skyscio
slégis ir Slyties jégos [213]. Visa tai papildomai mechaniskai stimuliuoja
vézinj audinj, skatina tolimesnj ligos vystymasi [214].

Hipoksiné aplinka pritraukia ir imunines lasteles [191]. Hipoksijos
metu vézinio audinio i$skirti hipoksijos jjungiami veiksniai I ir II a (HIF1-a
ir HIF2-a) i8 kraujotakos pritraukia neutrofilus, kurie gali tiek slopinti, tiek
skatinti vézio vystymasi [215-217]. Daugiau Zinoma apie hipoksijos jtaka
makrofagams. Sios Iastelés po aktyvacijos gali tapti M1 arba M2 tipo. M1 tipo
makrofagai kovoja su véziniu audiniu ir slopina jo augimg ir vystymasi, tuo
tarpu M2 tipo makrofagai, kaip tik prieSingai, gali skatinti véZio vystymasi
[218]. VéZinio audinio aplinka, hipoksinés salygos ir glikolizés metu iSskirtos
pieno rigsties molekulés lemia M2 tipo makrofagy poliarizacijg [219,220].

Mieloidinés kilmés supresinés lastelés taip pat yra pritaukiamos |
hipoksinj vézinj audinj. Sios lastelés atkeliauja i3 kauly &iulpy ir jy skaidius
véziniame audinyje smarkiai iSauga, palyginus su sveikais audiniais. Sios
lastelés yra atsakingos uz autoimuninio atsako slopinimg — tai apsaugo vézines
lasteles ir leidZia joms toliau vystytis [221].

Nors j vézinj audinj patenka ir T lgstelés, taciau hipoksiné aplinka ir
maistiniy medziagy trilkumas smarkiai slopina Siy lasteliy aktyvuma
[222,223]. Aplinka nukreipia T lasteliy diferenciacijg j T pagalbininkes ir T
reguliacines lasteles [224-226]. Hipoksinés sglygos indukuoja T Iasteles
pagalbininkes j uzlasteling terpe iSskirti adenozing, kuris dar papildomai
slopina efektorines T lasteles [227,228].

1.3.2. Kriities vézys

Kriities véZys yra dazniausias vézinis susirgimas diagnozuojamas
moterims [229]. Lyginant visas vézio rasis, jis nusinesa daugiausiai motery
gyvybiy [230]. Kraties vézys priklausomai nuo estrogeno, progesterono bei
zmogaus epidermio augimo veiksnio 2 receptoriy (ZEAV2R) raiskos yra
skirstomas ] tris tipus: 70 % atvejy vézinés Iastelés turi hormoninius
receptorius, bet neturi ZEAV2R, 15-20 % — turi visus tris receptorius ir 10—
15 % — neturi nei vieno receptoriaus [231]. Be to, JAV daugiau nei 90 %
atvejy, krities vézys yra nustatomas I-1l stadijose [232]. Priklausomai nuo
kraties vézio tipo, naudojamos skirtingos gydymo strategijos. Tais atvejais,
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kai chirurginis gydymas netaikomas, yra skiriama sisteming, visg organizma
veikianti terapija. Kriities vézio lgsteléms turint visus receptorius paprastai
skiriamas prie§ ZEAV2R nukreiptas antikiny gydymas kartu su
chemoterapija arba gydymas maza molekuline mase turinciais slopikliais
kombinuojant su chemoterapija. Kai vézys turi tik lytiniy hormony
receptorius, skiriama endokrininé terapija, kuri kartais kombinuojama su
chemoterapija. Nei vieno i§ minéty receptoriy neturintys véziniai susirgimai
gydomi tik chemoterapija [231].

1.3.3. Krities vézio MCF-7 linija

Kriities vézio tyrimuose placiai naudojamos jvairios krities vézio
linijos: MCF-7, BT483, MDAMB134, AU565, SKBR3 ir kt. [233]. Vienos
Seniausiai i8skirtos ir jau vir§ 50 m. pladiai moksliniuose tyrimuose
naudojamos MCF-7 Igstelés [234]. Jos isskirtos i§ 69 mety moters, kuri sirgo
IV stadijos krities véziu [235]. Si linija charakterizuojama kaip estrogeno ir
progesterono receptorius turinti, bet ZEAF2R neturinti Igsteliy linija [233].
Tokia receptoriy raiSka pasizymi ~70 % visy diagnozuojamy kriities vézio
atvejy [231]. Taciau, §i lgsteliy linija néra vienalyté, joje aptinkamos jvairiy
fenotipy lgstelés, besiskirianc¢ios geny raiska. Taciau, jy kiekis populiacijoje
yra pastovus, taikant specifines atrankas, galima S§ias subpopuliacijas
iSgryninti ir praturtinti [236]. MCF-7 lgsteléms btidinga aneuploidija, jos turi
nuo 60 iki 140 chromosomy (sveikose lastelése yra 46 chromosomos) [237].
Sios lastelés daugiausia sintetina estrogeno receptoriy (ER) o ir labai mazus
kiekius ERp [238]. Pradiné MCEF-7 linija taip pat sintetina didelius kiekius
progesterono receptoriaus (PR), tadiau prieSvéziniui vaistui tamoksifenui
atspari MCF-7 lgsteliy populiacija Sio receptoriaus beveik neturi [236]. MCF-
7 lastelés turi diferencijavusiy pieno liauky epiteliniy lasteliy pavirSiaus
zymenis E-kadhering, B-katenina, citokerating 18, bet neturi MKL Zymeny —
vimentino, SMA, CD44 [239,240]. Sios lastelés sintetina nedidelius kiekius
kraujagysliy endotelio augimo veiksnio A (angl. Vascular Endothelial Growth
Factor A (VEGF-A)), VEGF-C ir labai mazus kiekius VEGF-D [241]. VEGF-
A yra atsakingas uz angiogenezés iniciavimg. Kadangi lastelés sintetina
nedidelius jo kiekius, MCF-7 suformuotose navikuose iSsivysto prastas
kraujagysliy tinklas, dél to, Sio tipo lasteliy linijai paprastai néra biidingos
tolimos metastazés [242]. Tuo tarpu, VEGF-C inicijuoja limfagysliy
formavimasi. Dél to, Sios lgstelés daznai i$plinta j limfmazgius [243]. Kadangi
MCF-7 lastelés yra iSskirtos jau palyginti seniai (1970 m.), apie jas sukaupta
labai daug duomeny. Tai leidzia Sias lasteles placiai naudoti tiek vézio
patogenezés tyrimuose, tiek naujy gydymo strategijy paieskose [244,245].
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1.3.4. PrieSvézinis vaistas doksorubicinas

Jungtiny Valstijy maisto ir vaisty administracija Siuo metu yra
patvirtinusi vir§ 150 prieSvéziniy vaisty, i§ kuriy patys populiariausi
antraciklinai [246]. Pirmasis antraciklinas 1957 m. buvo iSskirtas i§
Streptomyces peucetius bakterijos ir pavadintas daunorubicinu [247]. Sis
gamtinis junginys pasizyméjo dideliu efektyvumu Zudant jvairias vézines
lasteles. Tikintis dar padidinti Sio junginio toksiSkumg vézinéms Igsteléms,
buvo isbandytos jvairios daunorubicino modifikacijos [248]. Dar po 3 mety,
i§ Streptomyces peucetius mutanto buvo iSskirtas Siek tiek modifikuotas
daunorubicino analogas, kuris buvo pavadintas doksorubicinu [249]. Jis
pasizyméjo dar didesniu prieSvéziniu efektyvumu ir Siuo metu yra vienas
dazniausiai naudojamy priesvéziniu vaisty [250]. Tiek daunorubicinas, tiek
doksirubicinas turi aglikoninj ir sacharido motyvus (1.6 pav.). Aglikolinés
molekulés dalys turi tetraciklinj Zieda su Soninémis chinoninémis ir
hidrochinoninémis grupémis, prijungg metoksi pakaitalg ir trumpg Soning
granding su karboniline grupe. Sacharidas, pavadintas daunosaminu, yra
prijungtas prie vieno i§ tetraciklino ziedo per glikolinj ry$j. Daunosaming
sudaro 3-amino-2,3,6-trideoksi-L-fukosil motyvas. Vienintelis skirtumas tarp
daunorubicino ir doksorubicino yra papildoma OH grupé Soninéje
doksirubicino grandingje (1.6 pav.) [251].

Daunorubicinas Doksorubicinas

1.6 pav. Daunorubicino ir doksorubicino struktiirinés formulés. Melsvas fonas
rodo sacharidinj molekulés fragmenta — daunosamina, zalsvas fonas — aglikoling
molekulés dalj. Mélyna rodyklé Zymi struktiiry skirtuma.

Doksorubicinas turi kelis veikimo mechanizmus. Jis interkaliuoja tiek j
branduoling, tiek j mitochondring DNR [252], prisijungia prie topoizomerazés
II ir ja inaktyvuoja [253], patekes | mitochondrijas, ten generuoja ROS, kurie
véliau reaguoja su lasteliy komponentais ir sukelia lasteliy zatj [254,255].
Doksorubicinas yra tirpus lipiduose, todél nesunkiai patenka j lastelés vidy.
Cia jis gali jungtis prie citoplazminiy baltymy, baltymy kompleksy, vienas i§
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jy yra proteosoma, Kkuri pasizymi dideliu afiniSkumu doksorubicinui.
Proteosomos lasteléje gali bati transportuojamos tiek j branduolj, tiek j
mitochondrijas. Patekes | Sias organeles, doksorubicinas difunduoja nuo
proteosomos ir jungiasi prie didesnj afiniskuma turiné¢iy molekuliy [250].

Doksorubicinas puikiai interkaliuoja j DNR, taip slopindamas DNR,
RNR ir baltymy raiska [256,257]. Taip pat, doksorubicinas jungiasi su
topoizomeraze II. Sis fermentas atsakingas uz DNR molekulés
superspiralizacijos kontrole. Ji perkerpa vieng i§ DNR grandiniy ir sumazina
DNR  superspiralizacijg. Doksorubicinas biitent ir jungiasi  prie
topoizomerazés II, Kai ji perkerpa vieng i§ DNR grandiniy ir stabilizuoja §j
kompleksg. Tai lemia viengrandzio triikio susidaryma, kuris véliau gali tapti
dvigrandziu [253,258,259].

Pakliuves | mitocondrijas, doksorubicinas ne tik jungiasi prie
mitochondrinés DNR, bet ir kardiolipino — mitochondrijos vidinei membranai
biidingo fosfolipido. Tai blokuoja kreatino kinazés prisijungimg prie
mitochondrijos vidinés membranos. To pasékoje slopinamas daugelio svarbiy
mitochondrijos funkcijos palaikymui baltymy aktyvumas. Taip pat,
doksorubicinas i§ mitochondrijos Krebso ciklo I komplekso priima laisva
elektrona, susiformuoja semichinonas, kuris reaguoja su O ir susidaro ROS
[260-263].

Dél didelio afiniskumo kardiolipinui, doksorubicinas turi daug stipriy
Salutiniy poveikiy [250]. Jis zudo ne tik vézines organizmo lgsteles, bet ir
kitas, metaboliskai aktyvias audiniy lasteles. Doksorubicinas pazeidzia Sirdies
miocitus, kepeny, inksty ir smegeny lgsteles [248,250]. Taciau Sie $alutiniai
poveikiai buvo smarkiai sumazinti pritaikius vaisty nesiklius. Doksorubicinas,
patalpintas | liposomas, daug sunkiau kerta kraujo barjera, dél to jo
koncentracija Sirdies ir kituose audiniuose smarkiai sumazéja lyginant su
laisvu doksorubicinu. Kadangi véZiui buidinga prasta, nesandari kraujotakos
sistema, liposomos dél to ir kaupiasi véZiniuose audiniuose. Siuo atveju,
doksorubicino poveikis biina labiau vietinis [248].

1.3.5. Vézys ir mechanobiologija

Vézys seniau buvo laikomas liga, kurig sukelia geny, kontroliuojanciy
lasteliy proliferacijg, mirtj, metabolizma ir DNR reparacija, mutacijos [264].
Tai vis dar galioja lasteliniame lygyje, taciau jau dabar aisku, kad vézj supanti
aplinka ir kitos lgstelés kontroliuoja tolimesnj jo vystymasi ir netgi atsparumo
priesvézinéms terapijoms susidaryma [265]. Véziniame audinyje vyrauja
keturios biidingiausios iSorinés aplinkos jégos, kurios iSskirtinai budingos
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Siam audiniui. Tai kietojo kiino spudis, tarplastelinio skyséio slégis,
uzlastelinés aplinkos kietumas ir jos mikroarchitekttra (1.7 pav.) [266].

Sveiko audinio Igstelés
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1.7 pav. Pagrindinés jégos, veikiancios véZinj audinj ir ju poveikis. Paregta pagal
[266].

Kieto kiino spuidj sudaro kelios jégos — gniuzdymo, tempimo ir $lities,
kurios yra generuojamos tiek Igsteliy, tiek uzlgstelinio uzpildo komponenty
[267]. Skirtinguose véziniuose susirgimuose §ios jégos smarkiai svyruoja,
pavyzdziui, glioblastomos vézinis audinys yra veikiamas 0,1 kPa, 0 kasos
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vézinis audinys — 10 kPa jégos [268]. Siy jégy atsiradimg lemia dél imuniniy
ir kamieniniy lgsteliy infiltracijos, véziniy lasteliy proliferacijos ir padidéjusio
uzlastelinio uzpildo sintezés padidéjgs vézinio audinio turis [268]. Naujos
struktiiros stumia jau esamas, jégos perduodamos tiek vézinio audinio viduje,
tiek ir jo iSoréje — sveikam audiniui. Sios jégos didina uZlastelinio uzpildo
itempj. Tai aktyvuoja CAF ir jie, sintetindami wuzlgstelinio uzpildo
komponentus, dar papildomai didina kieto kano spadj [269]. Sios
generuojamos jégos yra pakankamai stiprios, kad uzspausty kraujotakos ir
limfinés sistemos kraujagysles [270-272]. Tai lemia hipoksijos streso
atsiradimg véziniame audinyje [272,273], suprastéjusia maisto medziagy
apykaitg ir prieSvéziniy vaisty atneSimg j vézinj audinj, o taip pat slopina
imuninj atsaka, nes imuninéms lasteléms sunkiau patekti | vézinj audinj
[274,275]. Véziui toliau augant, pradeda trikti ne tik vietos, bet ir maisto
medziagy, prasideda procesas vadinamas lgsteliy varzybomis (angl. Cell
competition) [276]. Vézinés lastelés yra geriau prisitaikiusios augti tokioje
aplinkoje ir dél to iSstumia sveiko audinio lasteles, sukelia jy zatj [277].Dél
$iy iSvardyty priezasCiy yra sukurtos kelios gydymo strategijos, siekiancios
likviduoti kieto kiino spiidzio sukeliamus vézio vystymosi procesus. JOS §iuo
metu yra klinikiniy tyrimy stadijose [266]. Viena i§ strategijy pagrijsta
fibroziniy procesy slopinimu ir uzlastelinés aplinkos degradacijos skatinimu.
Sioje gydymo metodikoje naudojamas losartanas, angiotensino 1 receptoriaus
slopiklis, kuris slopindamas audiniy augimo veiksnio 3 (angl. Tissue growth
factor f (TGF-B)) isskyrimg, sumazina kolageno I ir hialurono riigsties
gamyba [273]. Kasos vézio atveju, losartanas, sumazina kasos audinio kieto
kino spudj, 0 tai lemia kraujotakos sistemos atstatymg ir chemoterapijos
efektyvumo padidinima [273].

Didziojoje dalyje organy, kraujas atkeliauja arterijomis ir iSkeliauja
venomis, o perteklinis audiniy skystis pasalinamas per limfing sistema. Taip
audiniuose palaikoma tarplgstelinio skys¢io homeostazé, dél to sveikuose
audiniuose tarplastelinio skys¢io slégis yra beveik nulinis. Tuo tarpu smegeny
véziui budingas <1 kPa tarplastelinio skyscio slégis, o pavyzdziui, inksty
vézio atveju jis siekia ir 5 kPa. Si jéga atsiranda dél nesandariy veZinio audinio
kraujagysliy ir pries tai minétos kieto kiino spiidzio nulemto tiek kraujotakos,
tiek limfinés sistemos uZspaudimo [278]. Tarplastelinio skysCio slégis
mazdaug vienodai pasiskirstes po visg vézinj audinj, o jo pakraSciuose staigiai
sumazéja. Si jéga taip pat aktyvuoja CAF [279], skatina angiogeneze
[279,280], inicijuoja metaloproteaziy sinteze [281] ir véziniy lasteliy
migracija [282,283]. D¢l didesnio tarplastelinio skysCio slégio véziniame
audinyje lyginant su sveiku, skystis juda i§ naviko j sveikus audinius. Tai
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lemia chemoterapijos vaisty koncentracijos véziniame audinyje sumazéjima
[284]. Taip pat, $i tékmé lemia ir augimo veiksniy transportg j sveikus
audinius, tai sukuria gradienta vézinéms lgsteléms migruoti. Remiantis Siais
procesais taip pat yra sukurtos kelios gydymo strategijos. Pavyzdziui,
sumazinti tarplgstelinio skys¢io slégj galima pagerinus vézinio audinio
kraujagysliy kokybe, padidinant jy sandarumg [266]. Ta galima padaryti
naudojant VEGF-A suriséjus, VEGF receptoriaus tirozino kinazés slopiklius
[285].

Kiino kietumas arba standumas dar kitaip — elastinis modulis, nurodo,
medziagos savybe prieSintis tiek j ktino vidy, tiek j jo iSor¢ nukreiptoms
deformacijoms. Tai vidiné audinio savybé, unikali kiekvienam audiniui
[266,286]. Kaip buvo minéta ank$Ciau, véziniams audiniams budingas
didesnis kietumas nei sveikiems audiniams. Pavyzdziui, smegeny augliui
budingas 1 kPa kietumas, tuo tarpu cholangiokarcinomai — net iki 70 kPa
kietumas [265]. Si vézinio audinio savybé yra naudojama diagnozuoti véj
[287] ir net prognozuoti ligos eiga [288,289]. I§ aibés atlikty tyrimy Zinome,
kad audinio kietumas tiesiogiai reguliuoja Igsteliy diferenciacijag [15],
proliferacija [290,291], angiogeneze [292], metabolizmag [293], migracija ir
metastaziy susidarymg [294-296]. UZlgstelinio uzpildo sintezé ir jo suri§imas
yra pagrindinés priezastys, lemianc¢ios audiniy standéjima. Uz Siy procesy
valdymg yra atsakingos CAF [269,297]. Taip pat, lastelés turi molekulinius
mechanizmus, kuriy pagalba gali atsiminti aplinkos, kurioje jos pries tai augo,
savybes. Sis procesas yra vadinamas lasteliy mechanine atmintimi. Jos
susidarymo procese dalyvauja mikroRNR-21. Tokios lastelés perkeltos j
minkstg aplinka toliau elgiasi lyg augty kietoje aplinkoje [298]. Tai padidina
ju proliferacijos intensyvuma, pagerina adhezija ir lasteliy atsparuma
jvairiems stresiniams veiksniams [266]. Kadangi didéjant audinio kietumui,
taip pat greitéja lasteliy metabolizmas, $i savybé yra panaudojama véZio
terapijoje. Naudojant metforming, sumazinamas kraujyje esancios gliukozés
kiekis tokiu budu apribojant jos prieinamumg vézinéms lasteléms, kurios
gliukoze naudoja kaip pagrindinj energijos $altinj [293,299].

Kiekvienas audinys yra sudarytas i§ lasteliy ir uzlastelinio uzpildo,
kurie erdvéje yra iSdeéstyti tam tikra tvarka — ty. budinga specifiné
mikroarchitektiira, kuri buvo optimizuota ir stabilizuota per ilgg laika,
evoliucijos proceso metu. Pavyzdziui, zarnyno epitelis auga 2D plokStumoje,
vienoje puséje lastelés yra prisitvirtinusios prie pamatinés laminos, kita puse
lastelés saveikauja su zarnyno turiniu [266]. Augant véziniam audiniui, $i
audinio mikroarchitektiira yra prarandama. Dél lasteliy susispaudimo,
perteklinio uzlastelinio uzpildo sintezés, visiSkai pasikei¢ia audinio
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architektira [189,266]. Sie poky¢iai indukuoja epitelinj-mezenchiminj
virsma, kurio metu plokscios epitelinés Igstelés jgauna mezenchiminéms
lasteléms budingg morfologija, kuri smarkiai padidina lasteliy migracijos
potenciala, leidzia joms geriau sgveikauti su uZlgsteline aplinka [266,300].
Pakitusi Igsteliy geometrija lemia ir branduolio morfologijos pokycius. Tai
daro jtaka geny raiskai, nes priklausomai nuo morfologijos, skirtingos
chromosomy sritys biina lokalizuotos prie branduolio membranos, o biitent
Siose srityse didzioji dalis chromatino biina aktyvioje bsenoje, vyksta ty geny
raiSka, ir prieSingai, | branduolio vidy nukreipti baltymai dazniausiai biina
neaktyvioje heterochromatino formoje [62,301]. Dar didesnes brandulio
deformacijos patiria migruojancios lgstelés, ypa¢ pro tarpus, mazesnius uz
branduolio skersmenj. Tokia migracija gali sukelti DNR i$stimimg j lgstelés
citolplazma pro branduolio poras ar net sukelti dvigrandzius DNR trakius
[302-304].
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

Fosfatinis buferinis tirpalas (FBT) (09-8912-100, Medicago); natrio
dodecilsulfatas (NDS) (101161470, Sigma-Aldrich); Triton X-100 (X100-
5ML, Sigma-Aldrich); natrio citrato buferinis tirpalas (SSC) (93017-10L-F,
Sigma-Aldrich); DAPI (D1306, Invitrogen); IMDM (42200-030, Gibco);
DMEM (12800-017, Gibco); Penicillinas/Streptavidinas (15140-122, Gibco);
fetalinis verSelio serumas (A31608-01, Gibco); izopropanolis (UN1219, VWR
international GmbH); etanolis (32221-2.5L, Sigma-Aldrich);
paraformaldehidas (30525-89-4, Sigma-Aldrich); jaucio serumo albuminai
(BSA) (9048-46-8, Sigma-Aldrich), Rodamino faloidinas konjuguotas su
TRITC (90228, Millipore), HEPES (15630-056, Gibco), TRIzol (15596026,
Invitrogen), polilaktiné raugstis (PLA) (Pure PLA filament, Ultimaker); ozkos
antriniai antikiinai pagaminti prie§ pelés antiktino Fc gala ir konjuguoti su R-
pfikoeritrinu (PA1-84395, Thermo Scientific); ozkos antriniai antikiinai
pagaminti prie$ pelés antikiino Fc galg ir konjuguoti su krieny peroksidaze
(HRP) (31430, Invitrogen); ozkos antriniai antikiinai pagaminti prie$ triusio
antiktino Fc galg ir konjuguoti su HRP (31460, Invitrogen); peléje pagaminti
prie§ p38 baltymg (331300, Invitrogen); peléje pagaminti antikiinai prie$
fosfo-p38 baltymag (MAS5-15218, Invitrogen); o0zkos antriniai antikiinai
pagaminti prie§ triusio antikiino Fc galg ir konjuguoti su Alexa Fluor 488
(a31628, Invitrogen); triusSyje pagaminti antikiinai prie§ ERK1/2 baltyma
(137F5, Cell Signaling Technology); triusyje pagaminti antikiinai pries§ fosfo-
ERK1/2 baltymg (Thr 202/Tyr 204) (sc-16982, Santa Cruz Biotechnology);
triusyje pagaminti antikiinai prie§ JNK1/2 baltyma (56G8, Cell Signaling
Technology); triusyje pagaminti antikiinai prie§ fosfo-JNK1/2 (Thrl183,
Tyr185) baltymg (700031, Invitrogen); pelé¢je pagaminti antikiinai prie$
GAPDH baltyma (MA5-15738, Invitrogen); peléje pagaminti antiktinai prie$
c-Jun baltyma (610326, BD Bioscience); peléje pagaminti antikiinai prie$
fosfo-c-Jun (S63) baltyma (558036, BD Bioscience); triusyje pagaminti
antiklinai prie§ c-Fos baltyma (MAS5-36080, Invitrogen); triusyje pagaminti
antiktinai prie§ fosfo-c-Fos (Ser374) baltyma (PAS5-105995, Invitrogen);
EDTA (E6511, Sigma-Aldrich); vandenilio peroksidas (H10009, Sigma-
Aldrich); SP600125 (S5567, Sigma-Aldrich); SB203580 (S8307, Sigma-
Aldrich); PD98059 (19-143, Sigma-Aldrich); CD19, CD44, CD45, CD90,
CD105, CD106, CD146 ir CD166 (SC017; R&D Systems); akrilamindas
(01702, Sigma-Aldrich); bis-akrilamidas (146072, Sigma-Aldrich); TEMED
(2367, Carl Roth); amonio persulfatas (A3678, Sigma-Aldrich); sulfo-
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SANPAH (22589, Thermo Scientific); | tipo kolagenas (A1048301, Gibco);
ECL Western Blot substratas (32106, Thermo Scientific); Tween-20 (P1379-
250ML, Sigma-Aldrich); APTES (3-aminopropiltrimetoksi silanas) (80370,
Thermo Scientific); dichlormetilsilane (CMS) (440272, Sigma-Aldrich);
Rodamino faloidinas (R415, Invitrogen); MTT (475989, Merck Chemicals);
DMSO (A994.2, Carl Roth), doksorubicino chloridas (D2975000, Sigma-
Aldrich); kolagenazé (C0130, Sigma-Aldrich); hialuronidazé (H1136, Sigma-
Aldrich); tripsinas (27250-018, Life technologies); kolagenazé A (COLLA-
RO, Sigma-Aldrich); NaN3 (52002, Sigma-Aldrich); deksametazonas
(D4902, Sigma-Aldrich); indometacinas (17378, Sigma-Aldrich); 3-izobutil-1-
metilksantinas (17018, Sigma-Aldrich); zmogaus rekombinantinis insulinas
(91077C,); Sigma-Aldrich Qil red O (00625, Sigma-Aldrich); arklio serumas
(26050088, Fisher Scientific); kristalvioletas (CO775, Sigma-Aldrich); B-
glicerofosfatas (G9422, Sigma-Aldrich); askorboriigstis (A4544, Sigma-
Aldrich); alizarino raudonasis S (A5533, Sigma-Aldrich); Bredfordo reagentas
(23236, ThermoFisher Scientific); TrisHCI (10812846001, Roche); PVDF
membrana (T830.1, Carl Roth); nitroceliulioziné membrana (88018, Thermo
Scientific); GAPDH (MA5-15738, Invitrogen); NaOH (9356.1, Carl Roth);
gliutaraldehidas (340855, Sigma-Aldrich).

2.2. Metodai

2.2.1. Lasteliy iSskyrimas

Siame darbe buvo naudotos dvejos pirminiy lasteliy linijos: i§ Ziurkiy
danty pulpos iSskirtos mezenchiminés kamieninés lastelés (DPKL) ir i$
zmogaus danteny iSskirtos mezenchiminés kamieninés Igstelés (DMKL).
DPKL isskyrimui buvo naudotos keturios 3 mén. amziaus Wistar Ziurkiy
danty pulpos. Visoms procediiroms su gyviinais buvo gautas Valstybinés
maisto ir veterinarijos tarnybos Bioetikos komiteto leidimas Nr. G2-40, 2016-
03-18. I§ pradziy gyviinai buvo eutanazuojami CO2 dujy kameroje ir po to
jiems buvo iStraukiami kandZiai. IS kandziy pincety pagalba iSimami pulpos
audiniai, kurie perkeliami j Iscove modifikuota Dulbecco (IMDM) mitybine
terpe (MT) su 300 VV/ml penicilino ir 300 ug/ml streptomicino. Tada pulpos
audiniai  buvo steriliai praplaunami 3 kartus steriliame fosfatiniame
buferiniame tirpale (FBT) su 300 VV/ml penicilino ir 300 pg/ml
streptomicino ir zirklémis steriliai sukarpomi j mazdaug 1 mm?® dydZzio
gabaliukus. Susmulkinti audiniai uzpilami virSkinimo fermenty misiniu (0,5
% kolagenazé, 0,3 % hialuronidazé, 0,25 % tripsinas ir 0,02 % EDTA
sumai$yti santykiu 2:3:3:3) ir inkubuojami 37 °C temperatiiroje maisant 30—
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45 min. Po inkubacijos audiniai uzpilami MT ir du kartus praplaunami
centrifuguojant 300 RCF 10 min. kambario temperatiroje (KT) (CL10
centrifuga, Thermo Scientific). Supernatantas nupilamas, isskirtos lastelés su
susmulkintais audiniais suspenduojami MT ir i$sé¢jami j 25 ar 75 cm?
pavirSiaus ploto lasteliy auginimo flakonus. Lasteléms prilipus, neprikibe
audiniai perkeliami j kitas ploksteles, 0 prikibusios lgstelés praplanamos MT.
Lasteléems pasiekus 70-80 % monosluoksnj buvo atliekamas CD44
ekspresuojanciy lgsteliy skyrimas magnetiniy daleliy, dengty antikiiniais prie$
CD44 pavirsiaus baltyma, pagalba.

DMKL skirtos, naudojant panasig metodika kaip ir DPKL. Darbui
zmoniy audiniais buvo gautas Lietuvos bioetikos komiteto leidimas Nr.
158200-16- 860-369, 2016-07-12. Burnos chirurgé, protiniy danty Salinimo
procediiros metu i§ savanoriy (N=5) paémé mazus danteny gabalélius
mazdaug 1-1,5 mm? dydzio ir patalpino MT su 300 VV/ml penicilino ir 300
ug/ml streptomicino. Audiniai buvo laikomi 4 °C temperatiroje iki skyrimo
procediiros pradzios. PrieSingai nei DPMKL, danteny audiniai buvo
vir§kinami naudojant 1 mg/ml kolagenazés A tirpala, kuriame susmulkinti
audiniai buvo inkubuojami 45 min. 37 °C temperatiiroje maisant. Lastelés nuo
audiniy gabaliuky buvo atskirtos filtruojant virskinimo tirpala su lastelémis ir
audiniais pro 70 um nailoninj §virkstinj filtra. Surinkta lasteliy suspencija du
kartus praplauta centrifuguojant 300 RCF KT. Po to lastelés buvo
suspenduotos MT ir iSsétos j 25 ar 75 cm? pavirsiaus ploto flakonus. DMKL
ir DPKL augintos 37 °C temperattroje esant 95 % drégmés ir 5 % COs.
DMKL 3-6 pasazai buvo naudoti eksperimentams, DPKL — 3-12 pasaZo.

2.2.2. Lasteliy kultivavimas

Susiformavus monosluoksniui (po 2-3 pary), lastelés perséjamos jas
padalinant j du flakonus. I§ pradziy nupilama sena terpé, véliau
monosluoksnis praplaunamas terpe be serumo arba FBT ir du kartus
paveikiamas EDTA ir tripsino (0,025%) mi$iniu, paruostu santykiu 4:1.
Nedidelis taris EDTA ir tripsino mi$inio paliekamas ir inkubuojama 5-10
min. 37 °C, kol monosluoksnis disocijuoja nuo pavirSiaus. Po to lgstelés
suspenduojamos $viezioje MT, jvertinama jy koncentracija, galiausiai jos
i§séjamos i flakonus.

2.2.3. Lasteliy pavirSiaus Zymeny tyrimas tékmés citometru

Paruosiama tiriamyjy Igsteliy suspensija, kurios koncentracija ~1 000
000 last./ml. Lastelés nucentrifuguojamos 300 RCF 5 min. KT ir, nupylus
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supernatantg, suspenduojamos FBT su 10 % fetaliniu verSeliy serumu (FVS)
bei 1 % NaNs. Gauta suspensija iSpilstoma po 100 pl j atskirtus mégintuvélius
kiekvienam pavirSiaus zymeniui. | §iuos mégintuvélius pridedama praskiesty
pirminiy antikiiny. Taip pat naudojama ir nedazyta kontrolé (neveikta
pirminiais antiktinais) bei izotipiné¢ kontrolé, kurios reikalingos signalo
susikalibravimui ir foninio signalo jvertinimui. Lastelés inkubuojamos nuo 30
min. iki 1 val. 4 °C temperatiiroje. Po to Iastelés nucentrifuguojamos ir 3 kartus
praplaunamos FBT su 10 % fetaliniu verSeliy serumu (FVS) bei 1 % NaNs,
paveikiamos antriniais antiktinais su AlexaFluor 488 fluorescentine Zyme.
Lastelés vél inkubujamos nuo 30 min. iki 1 val. 4 °C tamsoje. Po inkubacijos
lastelés dar 3 kartus praplaunamos ir suspenduojamos FBT. PavirSiaus
zymeny rai$ka Igstelése jvertinama tékmés citometru (BD FACSCanto I1).

2.2.4. Lasteliy diferenciacinio potencialo vertinimas

MKL kamieniSkumas buvo jvertintas jas diferencijuojant adipogenine,
miogenine ir osteogenine kryptimis. Riebaliné diferenciacija buvo indukuota
auginant Igsteles adipogening diferenciacija indukuojancioje terpéje (DMEM
terpé praturtinta 10 % FVS, 1 % penicilino, streptomicino tirpalu, 1 %
glutaminu, 1 uM deksametazonu, 1 uM indometacinu, 500 uM 3-izobutil-1-
metilksantinu ir 10 pg/ml Zmogaus rekombinantiniu insulinu). Rezultatai
vertinti po 4 pary. Tuo tikslu, lasteliy monosluoksnis buvo fiksuojamas 4 %
formaldehido tirpalu 10 min. KT. Po to lastelés plautos distiliuotu vandeniu,
kuris véliau pakeistas 60 % izopropanoliu, ir inkubuota KT 5 min. Po to
izopropanolis buvo nusiurbiamas ir Igstelése esantys lipidy lgSeliai nudazomi
Oil Red O tirpalu (0,5 % Oil Red O tirpalas paruostas izopropanolyje) KT 10—
15 min. Tada dazas buvo nusiurbiamas ir lgstelés atsargiai plaunamos
distiliuvotu vandeniu, kol vanduo tampa skaidrus. Vandens likuciai labai gerai
nupurtomi ir plok$telé nusausinama ja apverciant ant popierinio ranksluoséio.
Galiausiai Igstelés uzpilamos FBT ir raudonai nusidaZziusios lipidinés piislelés
riebaline kryptimi diferencijavusiose lgstelése vizualizuojamos S$viesiniu
mikroskopu (Olympus 1X51).

Raumeniné diferenciacija buvo indukuota, naudojant miogeninés
diferenciacijos terpe (DMEM praturtinta 2 % arklio serumu, 1 % penicilino ir
streptomicino tirpalu). Rezultatai analizuoti po savaités, Igsteles dazant 0,1 %
kristalvioleto tirpalu. Metodas paremtas nespecifiniu baltymy dazymu.
Raumenine kryptimi diferencijavusios laikomos tos lastelés, kurios turi kelis
branduolius. Diferenciacijos eksperimento pabaigoje buvo pasalinama
raumening diferenciacijg inicijuojanti terp¢ ir tris kartus praplaunama FBT. Po
to Igstelés fiksuojamos ir dazomos 0,1 % kristalovioletu. Po 30 min. Sulinéliai
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tris kartus praplaunami dejonizuotu vandeniu. Vandens likuciai labai gerai
nupurtomi ir plokstelé nusausinama jg apver¢iant ant popierinio ranks§luoscio.
Raumenine kryptimi diferencijavusios lastelés vizualizuojant Sviesiniu
mikroskopu.

Kaulinei diferenciacijai indukuoti buvo naudota osteogeninés
diferenciacijos terpé (DMEM praturtinta 10 % FVS, 1 % penicilino,
streptomicino tirpalu, 10 mM p glicerofosfatu, 25 pg/ml askorbo riigstimi ir
50 nM deksametazonu). Lasteliy diferenciacija buvo vykdoma 21 diena,
diferenciacijos terpé kei¢iama kas 2-3 dienas, paliekant 1/2 senos terpés.
Rezultatai analizuoti lasteliy monosluoksnj fiksuojant 4 % formaldehido
tirpalu bei dazant 2 % Alizarino Raudonojo S tirpalu (pH=4,1-4,3), kuris
nudazo kalcio fosfato sankaupas uzlasteliniame uzpilde. Jos véliau
vizualizuojamos $viesiniu mikroskopu.

Visy diferenciacijos krypciy vertinime buvo naudotos kontrolinés
lasteliy grupés, kurios buvo augintos jprastoje auginimo terpéje su
standartiniais priedais.

2.2.5. MTT metodas

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromidas)
metodas naudojamas lgsteliy skai¢iaus poky¢iams vertinti. Tuo tikslu, lasteliy
MT buvo pasalinama ir ant lasteliy uzpilamas 37 °C 0,2 mg/ml MTT tirpalas
paruostas MT. Kamieninés lastelés su MTT inkubuojamos 1 val. 37 °C
temperatiiroje, vézinés MCF-7 lgstelés — 2 val. Po inkubacijos MT su MTT
nusiurbiama ir lastelése susidare netirplis formazano kristalai iStirpinani
DMSO tirpale. Gauto tirpalo absorbcija iSmatuojama ploksteliy skaitytuvu
Varioscan Flash, matuojant sugertj ties 570 nm bangos ilgiu. Gautas sugerties
signalas yra padalinamas i§ nulinés kontrolés (kontrolé prie§s poveikj),
duomenys pateikiami kaip lasteliy skaiciaus pokytis kartais.

2.2.6. DMKL gyvybingumo vertinimas po poveikio vandenilio peroksidu

DMKL i§séjamos ant tiriamyjy pavirSiy po 6 400 Igst./cm?. Kitg dieng
terpé pakeiciama | MT su atitinkamomis vandenilio peroksido
koncentracijomis. Lasteliy jautrumo vandenilio peroksidui eksperimentui
naudotos 100, 250, 500, 750, 1000 ir 2000 pM koncentracijos. PavirSiaus
kietumo jtakai DMKL jautrumui vandenilio peroksidui naudota 250 uM
peroksido koncentracija. Kitg dieng po poveikio, lgsteliy terpé nusiurbiama ir
ant lgsteliy uzpilamas 0,2 mg/ml MTT tirpalas, vertinama kaip apraSyta 2.2.5
dalyje. Taip pat, vandenilio peroksido poveikio pridéjimo dieng jvertinamas
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nulinés kontrolés signalas — iSmatuojamas lgsteliy signalas prie§ poveik].
Nulinés kontrolés signalas toliau naudojamas duomeny standartizavimui,
duomenys pateikiami kaip Iasteliy skaiCiaus pokytis kartais. PavirSiai be
lasteliy buvo naudoti foninio signalo jvertinimui.

2.2.7. MCF-7 gyvybingumo vertinimas po poveikio doksorubicinu

MCF-7 i8séjamos ant tiriamyjy pavirsiy po 6 400 lgst./cm?. Kitg dieng
terpé pakeic¢iama | MT su atitinkamomis doksorubicino koncnetracijomis.
Lasteliy jautrumo doksorubicinui vertinimui naudotos jvairios jO
koncentracijos, nuo 0,05 iki 40 uM. Po dviejy poveikio dieny lgsteliy terpé
buvo nusiurbiama ir ant lgsteliy uzpilamas 0,2 mg/ml MTT tirpalas,
jvertinama kaip aprasyta 2.2.5 dalyje. Poveikio pridé¢jimo dieng jvertinamas
nulinés kontrolés signalas, kuris toliau buvo naudojamas duomeny
standartizavimui. Pavir§iai be lasteliy buvo naudoti foninio signalo
jvertinimui.

2.2.8. Lasteliy adhezijos tyrimas

Ant tiriamyjy pavirS§iy buvo i$séjamos tiriamos lastelés po 8 000
last./cm?. Lasteliy adhezijos kinetikos tyrimui lastelés po iSséjimo buvo
inkubuojamos termostate 37 °C esant 5 % CO; ir, atitinkamai po 30, 60, 90 ir
120 min. lastelés vizualizuotos §viesiniu inversiniu mikroskopu (Olympus
IX51). Gautos nuotraukos buvo analizuojamos ImageJ (1.8.0_112) programa,
kurios pagalba matuojamas nuotraukose esanciy lasteliy ilgis.

Lasteliy iSplitimas ant pavir§iy ir suformuotas fokaliniy adhezijy
skaiCius vertintas imunocitochemijos metodu nudazant fokalinése adhezijoje
esanCig kinaze fosfo(Tyr397)FAK ir lasteliy i§ F-aktino suformuota
citoskeletg. Praéjus 24 valandoms po lasteliy iSs¢jimo, lastelés buvo
fiksuojamos 10 % formalino tirpalu 15 min. KT létai maiSant ant vartyklés (25
RPM). Po to, lastelés permabilizuotos tris kartus po 5 min. inkubuojant jas 0,2
% Triton X-100 tirpale, paruostame FBT. Dazant F-akting, lastelés buvo
uzpilamos 5 VV/ml rodamino phaloidino ir 4 pg/ml 4',6-diamidino-2-
fenilindoliu (DAPI) dazy tirpalais paruostais FBT. Lastelés inkubuotos
tamsoje, KT, 60 min. Po inkubacijos lastelés tris kartus buvo plaunamos FBT
ir vizualizuojamos invertuotu fluorescentiniu mikroskopu.

Fokaliniy adhezijy atveju, lastelés po permabilizacijos buvo
blokuojamos naudojant 3 % verselio serumo albumino (VSA) ir 10 % FVS
tirpalus, paruostus FBT 30 min, KT. Tada, blokavimo tirpalas buvo
nusiurbiamas ir lgstelés paveikiamos antikiinais prie§ fosforilintg (Tyr397)

51



FAK baltyma, paruostais blokavimo tirpale. Lastelés su pirminiy antikiiny
tirpalu buvo inkubuojamos 1 val., KT. Po to, lastelés 3 kartus buvo plaunamos
plovimo tirpalu (0,05 % Tween-20 pagamintu FBT) ir veikiamos antriniais
antiktinais, turin¢iais AlexaFluor 488 fluorescenting Zyme, taip pat paruostais
blokavimo tirpale ir inkubuojama 1 val. tamsoje, KT. Toliau lastelés vél tris
kartus plautos plovimo tirpalu po 5 min. Branduoliy nudazymui Igstelés 5 min.
buvo inkubuojamos su 4 pg/ml DAPI dazu paruostu FBT. Lastelés dar tris
kartus buvo plaunamos FBT ir vizualizuojamos invertuotu fluorescentiniu
mikroskopu. Lasteliy suformuoty fokaliniy adhezijy skai¢ius buvo vertinamas
pagal Horzul ir kt. (2014) aprasytg metodika [305]. Nuotrauky redagavimui
ir fokaliniy adhezijy skai¢iavimui naudota ImageJ (1.8.0_112) programa.

2.2.9. Lasteliy proliferacijos tyrimas DAPI metodu

Lasteliy proliferacija vertinta dviem metodais — MTT ir DAPI. MTT
metodais apraSytas 2.2.5 dalyje. DAPI metodo, paremto stechiometriniu
DAPI dazo ir DNR sgveikos vertinimu, adaptavimas 2.5D ir 3D aplinkai, buvo
S§io darbo vienas i§ uzdaviniy. Detaliau Sis metodas aprasomas 3.1 dalyje.
Siekiant jvertinti Igsteliy skai¢iy DAPI metodu, lgstelés buvo i$s¢jamos j
ploksteles arba ant tiriamyjy pavirSiy ir auginamos 5 dienas, periodiskai
pakeic¢iant MT. Tiriamaisiais laiko tarpais, lgstelés auganéios ant tiriamuyjy
pavir$iy — struktiiry buvo du kartus praplaunamos FBT ir perkeliamos j -20
°C saldiklj 1 val. arba iki kitos dienos. Po inkubacijos $aldiklyje lastelés buvo
lizuojamos 0,02 % NDS paruostame natrio citrato buferinis tirpale (NCBT),
30 min, 37 °C purtant 300 RPM greiciu. Reikalingas lasteliy lizés buferinio
tirpalo kiekis priklauso nuo tiriamojo pavirSiaus ploto bei lgsteliy skaiiaus.
Auginant lgsteles 24 duobuciy ploksteléje Igsteléms lizuoti naudota 400 pl
lizés buferinio tirpalo. Toliau 100 pl lasteliy lizato ir 100 pl 4 pg/ml DAPI
flluorescencinio dazo, paruosto NCBT, buvo sumaisoma ir inkubuojama 30
min, 37 °C temperattroje, tamsoje. Po inkubacijos, lizatuose buvusiy lgsteliy
DNR kiekis iSmatuojamas ploksteliy skaitytuvu Varioskan Flash (Thermo
Scientific) fluorescencijos metodu, naudojant 360 nm suzadinimo bangos ilgj
ir matuojant emisija ties 460 nm. Tiriamyjy méginiy vertinimui naudojamos
ty paciy lgsteliy kalibracinés kreivés.

2.2.10. Lasteliy baltymy raiskos ir fosforilinimo tyrimai
2.2.10.1. Lasteliy lizavimas

Paruosta lgsteliy suspensija iSs¢jama j 6 ar 12 duobuciy ploksteles,
lasteliy auginimo flakonélius arba ant tiriamyjy pavirSiy. Po 24 val.
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pakeiciama lasteliy MT, nustatytais laiko momentais pridedamas reikiamas
kiekis tiriamyjy medziagy. Eksperimento pabaigoje nupilama MT ir ant
lasteliy monosluoksnio uzpilamas reikiamas kiekis lizés buferinio tirpalo (10
mM TrisHCI, pH 7,4; 50 mM NaCl; 5mM NaF; 0,1 % BSA; 1 % Triton X-
100, 20 pg/ml aprotinino, 1 mM PMSF, 2 mM Na3V04) (10° Igsteliy imama
1 ml lizés buferinio tirpalo). Plokstelé su lastelémis ir lizés buferiniu tirpalu
laikoma ant ledo 20 min. Tuomet plokstelés turinys perkeliamas | atSaldytus
mégintuvélius ir centrifuguojama 0—4 °C temperatiiroje 15 min, 12 000 RCF.
Supernatantas perkeliamas j naujus atSaldytus mégintuvélius, uz§aldomas ir
laikomas -20 °C arba toliau sulyginama baltymy koncentracija lizatuose.

2.2.10.2. Baltymy kiekio nustatymas Bradfordo reagentu

Sis metodas pagrjstas dazo Kumasi (angl. Coomasie) briliantinio mélio
specifine sgveika su baltymy arginino ir aromatinémis aminoriigStimis bei
susidariusio komplekso spektofotometriniais koncentracijos matavimais 596
nm bangos ilgyje. I pasiruos$tus mégintuvélius jpilama 1 ml vandens, 2 ul
tiriamo lizato ir tuomet pridedama 300 pl Bradfordo reagento. | kontrolinj
mégintuvélj vietoj tiriamojo tirpalo jpilame lizés buferinio tirpalo. Gautus
tirpalus po 500 ul supilstome j 24 duobuciy plokstele. Plokstelés Sulinéliy
absorbcijg matuojame ploksteliy skaitytuvu Variokan Flash pasirinkus 595
nm bangos ilgj. Pagal gautus rezultatus visuose meégintuvéliuose
suvienodinama baltymy koncentracija.

2.2.10.3. Baltymy denatiiracija

Lizatai su sulygintomis koncentracijomis maiSomi santykiu 3:1 su 4x
NDS pavyzdzio buferiniu tirpalu. Baltymai denatiiruojami 5 min, inkubuojant
95 °C temperatiiroje. Po denatiiracijos baltymai gali biiti naudojami NDS
poliakrilamidiniy geliy elektroforezéje (NDS-PAGE) arba saugomi -20 °C.

2.2.10.4. NDS-PAGE

Ruosiamas 12 % skiriamasis gelis. 10 ml $io gelio paruo§imui imama:
3 ml 40 % akrilamido (AA)/bis-akrilamido (BIS) (37.5:1); 2 ml 4x
TrisHCI/NDS (289 mM TrisHCI, 0.4 % NDS) pH 8,8; 2,4 ml vandens; 58 ul
10 % amoniopersulfato (APS); 8 ul TEMED. Visi reagentai gerai i$maiSomai
ir polimerilizuojama poliakrilamido gelio paruo$imo gardeléje. Kad
poliakrilamido  gelio pavirSius buty lygus, tik supylus tirpalg
uzsluoksniuojama izopropanolio. Jis po polimerizacijos nupilamas, o gelio
pavirsius plaunamas distiliuotu vandeniu.

Kai 12 % skiriamasis gelis susipolimerilizuoja, ruoSiamas 4 %
koncentruojamasis gelis: 5,08 ml gamybai reikia: 0,6 ml 40 % AA/BIS; 1 ml
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4x TrisHCI/NDS pH =6,8; 2,2 ml vandens; 36 ul 10 % APS ir 10 pl TEMED.
Sudéjus visus reikiamus reagentus, tirpalas gerai iSmaiSomas. 4 %
koncentruojamasis gelis uzpilamas ant 12 % skiriamojo poliakrilamido gelio
pavirSiaus. Jdedamos “Sukos”.

4 % koncentruojamajam geliui susipolimerizavus surenkamas
elektroforezés aparatas, pripilama elektroforezés buferinio tirpalo (25 mM
TrisBase, 0,2 M glicino, 0,5 % SDS, pH 8,3) ir atsargiai i8imamos “Sukos”. |
gautus “Sulinélius” jneSama 30—60 pl (priklausomai nuo gelio storio) paruosty
zinomos baltymy koncentracijos lasteliy lizaty. [jungiama 120 V elektros
sroveé. Kai bromfenolio dazas jeina j skiriamajj gelj, srovés stiprumas gali biti
padidinamas iki 130 V. Kai bromfenolio mélio dazas priartéja prie gelio
pabaigos, srové isjungiama.

2.2.10.5. Imunoblotingo analizé

Imunoblotingo  (angl.  Western  blot)  analizei  naudotos
polivinilidendifluoridinés (PVDF) arba nitroceliuliozinés membranos.
Iskerpamas membranos gabaliukas, kurio matmenys biity truputj didesni nei
skiriamojo gelio. PVDF membrang po to patalpinama j inda su metanoliu.
Metanolyje membrana palaikoma apie 15 s, tada 2 min. pamerkiama j
distiliuvota vandenj. Po plovimo vandeniu PVDF perkeliama j pernasos
buferin;j tirpalg (10 mM TrisBase (pH 8,3); 90 mM glicino, 0,05 % SDS; 10
% metanolio). Nitroceliuloziné membrana iSkarto perkeliama j pernasos
buferj. Vatmano popierius 15 min. pamerkiamas j pernasos buferj. Toliau
vykdomas baltymy perneSamas i§ skiriamojo gelio ant PVDF arba
nitroceliuliozinés membranos. Tuo tikslu ant pernaSos aparato dedami 3
sluoksniai vatmano popieriaus (i$Smirkyto pernaSos buferyje), membrana, gelis
ir vél 3 sluoksniai vatmano popieriaus (iSmirkyto pernaSos buferyje).
Pasalinami oro burbulai ir paleidziama srové. Pusiau sausos perna$os atveju
elektros srovés stipris yra 5 mA/cm? Perne$imas vyksta 20-60 min.
priklausomai nuo gelio storio.

Po pernesimo membrana yra pamerkiama j blokavimo tirpala (150 mM
NaCl; 10 mM TrisHCI, pH 7,5; 0,05 % Tween 20, 1-5 % neriebaus pieno
milteliy arba BSA). Jame laikoma 1 val. Po to membrana dedama j maZo tiirio
polietileninj maiselj, kuriame inkubuojama su pirminiu antikiinu. Inkubacija
trunka apie 18 val. Po pirmos inkubacijos membrana plaunama plovimo
tirpalu (150 mM NaCl; 10 mM TrisHCI, pH 7,5; 0,05 % Tween 20) 3 kartus
po 5 min. Tada ant membranos uZpilami antriniai antikiinai. Su jais
inkubuojama 1 val. kambario temperattiroje maisant. Po antrosios inkubacijos
membrana vél plaunama plovimo tirpalu 3 kartus po 5 min. Imunoblotingo
reakcija isryskinama uzpylus krieny peroksidazés chemiliuminiscencijos
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substrato. Svieéiangios baltymy  juostelés nufotografuojamos
transiluminatoriuje ChemiDoc (BioRad). Gautos nuotraukos analizuojamos
ImageJ programine jranga. Kaip uzne$imo kontrolé buvo naudotas GAPDH
baltymas.

2.2.11. MAP kinaziy vaidmens tyrimai

Lastelés iSs¢jamos | ploksteles ar ant tiriamyjy pavirsiy. Po 24 val.
lasteliy MT pakei¢iama S$viezia ir | duobutes pridedami atitinkamy MAP
kinaziy slopikliai. Siekiant jvertinti JNK vaidmenj DMKL j duobutg jpilama
30 uM SP600125, p38 — 30 uM SB203580, ERK — 10 uM PD098059 (visi
slopikliai skiedziami DMSO) ir inkubuojama 30 min. Vézinéms MCF-7
linijos Igsteléms naudotos kitos slopikliy koncentracijos — 40 uM SP600125,
30 uM SB203580 ir 0,4 uM PD98059. Po pusvalandzio pridedami atitinkami
poveikiai, j kuriuos atsakant galimai dalyvauja tiriamosios MAP kinazés.
Lasteliy skaiciaus pokytis (kartais lyginat atskaiting kontrole), jvertinamas
MTT metodu apraSytu 2.2.5 dalyje.

2.2.12. Kontroliuojamo kietumo poliakrilamidiniy geliy gamyba

Siame darbe buvo naudoti trijy skirtingy kietumy poliakrilamidiniai
hidrogeliai — 1, 8 ir 40 kPa. Jy gamyba atlikta pagal Tse ir Engler apraSyta
metodikg [306]. Trumpai, hidrogeliai buvo gaminami ant apvaliy 22 mm
skersmens dengiamyjy stikliuky. Jy pavirsius i§ pradziy buvo nuplaunamas
distiliuotu vandeniu. Po to stikliukai dedami ant kaitrinés elektrinés plytelés
ir ant kiekvieno stikliuko pavirsiaus uzpilama po 990 ul 0,033 N natrio $armo.
Plytelé nustatoma ant vidutinio stiprumo Kkaitinimo, kad temperatira
nepasiekty $armo virimo temperatiiros. Visiskai iSgaravus vandeniui, susidaro
natrio Sarmo plévelé. Ant jos traukos spintoje uzpilama 120 pl 2 % 3-
aminopropiltrimetoksisilano (APTES) ir leidziama jam 5 min. reaguoti su
pavirSiumi. Véliau stikliukai labai kruopsciai plaunami dejonizuotu vandeniu
ir tuomet panardinami j 0,5 % gluaraldehido tirpala, inkubuojama 30 min.
Labai svarbu, kad inkubacijos metu greta esantys stikliukai ,,neuzlipty* ant
padengty pavirsiy. Tada stikliukai dar karta kruopsciai praplaunami vandeniu
ir paliekami isdziati. Hidrogeliy sintezei taip pat pasiruosiami kvadratiniai 22
mm stikliukai, kuriy pavirSius padengiamas hidrofobiniu junginiu
dichlormetilksilanu (CMS). Ant apvaliy stikliuky hidrofiliniy pavirsiy pilama
atitinkamos sudéties poliakrilamidiniy geliy tirpalai — AA ir BIS miSiniai, 40
kPa gelio gamybai imant 8 % AA ir 0,48 % BIS, 8 kPa—5 % AA ir 0,225 %
BIS, 0 1 kPa — 5 % AA ir 0,03 % BIS, kurie sumaisomi su 1/1000 tdriu
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TEMED ir 1/100 tario 10 % APS. 22 mm diametro stikliukams reikia 35 pl
atitinkamy kietumy AA/BIS tirpaly. Hidrogelis ant apvaliy stikliuky
suformuojamas ji uzdengus hidrofobiniu kvadratiniu stikliuku. Reakcija
vykdoma drégnoje aplinkoje, 37 °C temperatiroje 1 val. Tada, kvadratinis
stikliukas atsargiai nuimamas ir apvaliis stikliukai su susintetintais
hidrogeliais perkeliami | sterilias ploksteles ir 3 kartus po 15 min. plaunami
FBT. Tuomet FBT kruops¢iai nusiurbiamas ir ant geliy uzpilama po 300 pl
Sulpho-SANPAH tirpalo ir stikliukai laikomi po UVC lempa 40 min. Tada
stikliukai tris kartus tamsoje praplaunami FBT ir uzpilami po 1 ml I tipo
kolageno tirpalu (0,2 mg/ml) ir paliekami tamsoje, 37 °C temperatiiroje bent
18-ai valandy. Kita dieng stikliukai paskutinius tris kartus praplaunami FBT
ir laikomi 4 °C iki eksperimento.

2.2.13. Poliakrilamidiniy geliy kietumo matavimas AJM

Pries atliekant geliy kietumo matavima atominés jégos mikroskopu
(AJM), sistema buvo sukalibruota naudojant zinomo kietumo komercinius
poliakrilamidinius hidrogelius (Matrigen Softview). Visi jspaudimo
eksperimentai buvo atlikti su Dimensionlcon (Briker) AJM sistema.
Kiekvienam bandiniui buvo atliekama po 12-25 jspaudimy. Visi matavimai
atlikti FBT, KT. Kiekvienas matavimas buvo atlickamas jspaudziant iki 3 um
jdubimg, tam naudojant 10-50 nN jéga. Jspaudimo ilgis (Z-range) buvo
parenkamas kiekvienam bandiniui individualiai. Matavimams naudotos
ScanAsysFluid (0,7 N/m spyruoklés konstanta) ir SNL-C (0,24 N/m
spyruoklés konstanta). Kiekvieno matavimo metu (matavimo greitis 0,5 — 1
Hz (6-12 um/s)) buvo gautos prispaudimo ir atitraukimo kreivés, i$ kuriy buvo
apskaiciuoti geliy Jungo moduliai.

2.2.14. 2,5D ir 3D karkasy gamyba

Karkasai buvo suprojektuoti naudojant Fusion 360 (Autodesk)
braizymo programing jrangg. Buvo suprojektuoti dviejy tipy karkasai: vagoti
ir poréti. Poréti buvo suformuoti i§ 400 pm gijy i8déstyty kas 400 pm. Tarp
sluoksniy suformuojamas 90 laipsniy kampas. Karksy iSmatavimai 10 mm X
10 mm x 1,6 mm.Vagoti karkasai buvo pagaminti naudoanjant staty
staCiakampio gretasienio struktiirg, kurio krastinés 100mm x 20 mm x 0,8 mm.
Vagos karkase suformuojamos spausdinimo metu. Gauta plokstelé sukarpoma
j 10 mm x 10 mm kvadratus. Karkasai spasudinti naudojant Monoprice MP
Select Mini 3D Printer V2 (Monoprice) 3D spasudintuva. Karkasai pagaminti
i§ gryno PLA 1,75 mm diametro filamento (Monoprice Premium 3D Printer
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Filament PLA 1.75mm 1kg/spool, Crystal Clear). Karkasai spausdinti 220 °C
temperatiroje, 10 mm/s greiciui, esant 60 °C pagrindo temperatiirai.
Spausdintuvo galva turéjo 0.4 mm diametro adata.

2.2.15. Statistiné analizé

Duomeny statistinei analizei naudota R statistikos programa (RStudio
4.0.3). Duomenys grafikuose pateikti kaip mediana + tarpkvartilinis regionas,
vidurkis + standartinis nuokrypis (SN) arba kitokiais parametrais, nurodytais
po grafiku. Visi darbe pateikti rezultatai yra gauti bent i$ trijy nepriklausomy
eksperimenty (bent trys pakartojimai kiekvienoje grupéje), iSskyrus
imunoblotingo analizg. Shapiro-Wilk testas buvo naudotas patikrinti duomeny
normalumg (kai n > 5), o tais atvejais, kai n < 5, duomenys buvo laikomi
normaliai pasiskirstg. Kadangi, visi eksperimentiniai duomenys buvo
pasiskirste pagal normalujy skirstinj, statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp
dviejy grupiy nustatyti t-testu, tarp trijy ir daugiau grupiy — vieno faktoriaus
dispersine analize (ANOVA), kartu su Tukey-HSD post hoc kriterijumi.
Kalibraciniy kreiviy koeficientui apskai¢iuoti naudoti linijiniai regresiniai
modeliai, kurie grafikuose pavaizduoti pilku plotu, Zymi 95 % pasikliaujama
modelio intervalg. Atitikimo koeficientas (Goodness of fit) buvo gautas
skai¢iuojant determinacijos koeficienta RZ? Duomenys buvo laikomi
statistiSkai reikSmingai besiskiriantys, kai p reiksmé < 0,05. Statistiskai
reik§mingi skirtumai grafikuose pazyméti *: * - p < 0,05, ** - p < 0,01 ir ***
- p < 0,001, tuo atveju, jei naudojamas kitoks Zyméjimas, jis apraSytas po
grafiku. Visi grafikai nubraizyti su ggplot2 biblioteka, iliustracijos padarytas
naudojant GIMP (2.10.24), nuotrauky analizei naudota ImageJ (1.53j)
programa.
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3. REZULTATAI

3.1. Metodo, Igsteliy skaiciaus vertinimui 2D ir 3D aplinkose, suktirimas

Siuo metu yra sukurta labai platus spektras metody skirty sekti lasteliy
skai¢iaus pokycius 2D aplinkoje. Taciau lasteles §i aplinka veikia visiskai
kitaip nei 2,5D ar 3D. Aplinka daro jtaka lgsteléms, nuo jos priklauso jy
metabolizmas, proteomas, DNR metilinimas ir kt. Dél Siy priezas¢iy jprasti
2D aplinkose taikomi metodai daugeliu atveju néra tinkami siekiant tiksliai
jvertinti lagsteliy skaiciui jas auginant 2,5D ar 3D, o tai yra labai svarbu
vykdant audiniy inZinerijos, vézio ir kamieniniy lgsteliy tyrimus. Tikslus
lasteliy skaicius yra labai svarbus sistemos parametras, leidZiantis jvertinti
jvairius procesus vykstancius lgstelése. Dél to, vienas pirmyjy $io tyrimo
uzdaviniy buvo sukurti metoda lgsteliy skaic¢iaus jvertinimui 2D, 2,5D bei 3D
aplinkose. Sukurtas metodas yra paremtas DNR-DAPI sgveika.

3.1.1. Lasteliy lizés buferiniy tirpaly efektyvumo vertinimas

Lasteliy lizavimui buvo pasirinkti du pagrindiniai placiai naudojami
detergentai — natrio dodecilsulfatas (NDS) ir Triton-X100. NDS yra joninis
detergentas, o Triton-X100 — nejoninis. I§ pradziy buvo jvertinta Siy
detergenty jtaka DAPI fluorescencijai. Natrio citrato buferiniame tirpale
(NCBT), kurio pH 7,2, buvo paruostos jvairios detergenty koncentracijos:
0,01; 0,015; 0,02; 0,025; 0,03; 0,035 ir 0,04 % bei jvertintas jy poveikis 2
ug/ml koncentracijos DAPI dazo fluorescencijos signalui (3.1 pav. A ir B).
Triton-X100, nejoninio detergento, koncentracijai  didéjant, DAPI
fluorescencija taip pat didéjo ir Sis procesas buvo tiesinis (3.1 pav. B), tuo
tarpu joninio detergento NDS atveju, Sis procesas nebuvo tiesinis visuose
tirtuose $io detergento koncentracijy réZziuose. Didéjant NDS koncentracijai
lasteliy lizés buferiniame tirpale nuo 0,01 % iki 0,02 % bei nuo 0,02 % iki
0,04 %, 2 upg/ml DAPI fluorescencija turéjo dvi skirtingas tiesines
priklausomybes. Esant mazoms koncentracijoms, DAPI fluorescencija kito
létai didéjant NDS koncentracijai, tac¢iau nuo 0,02 % nedidelis NDS
koncentracijos pokytis turé¢jo labai didele jtaka DAPI fluorescencijai.
Atsizvelgiant ] tai, kad Triton-X100 visame tirtame intervale parodé tiesing
priklausomybe, jis yra tinkamas lasteliy lizei naudojant visas tirtas
koncentracijas, tuo tarpu NDS detergento atveju, Igsteliy lizés buferiniams
tirpalams yra tinkamos tik mazesnés nei 0,02 % NDS detergento
koncentracijos.
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3.1 pav. NDS ir Triton-X100 lasteliy lizés buferiniy tirpaly koncentracijy jtakos
DAPI fluorescencijai vertinimas. A — NDS lasteliy lizés buferiniy tirpaly
koncentracijy jtaka 2 pg/ml DAPI fluorescencijai. B — Triton-X100 lIasteliy lizés
buferiniy tirpaly koncentracijy itaka 2 pg/ml DAPI fluorescencijai. Duomenys
pavaizduoti taSkiniais grafikais: taskai — vidurkiai, paklaidos — SN, punktyriné ir
iStisiné linija rodo tiesing priklausomybe tarp didéjancios lizés buferinio tirpalo
koncentracijos ir DAPI fluorescencijos. Pilkas fonas Zymi 95 % linijinio regresinio
modelio pasikliaujamumo intervala.

Didzioji dalis lastel¢je esancios DNR sukauptabranduolyje, todél toliau
buvo vertinta, kaip joninis NDS ir nejoninis Triton-X100 detergentai geba
lizuoti lasteles bei jy branduolius (3.2 pav.). Citocheminé analizé parod¢, kad
0,02 % NDS lizés buferinis tirpalas yra efektyvesnis uz tokios pat
koncentracijos Triton-X100 lasteliy lizés buferinj tirpala. 0,02 % NDS
iStirpino visas lasteliy struktiiras, tuo tarpu 0,02 % Triton-X100 efektyviai
istirpino  tik lasteliy citoskelets, taciau nesugebéjo sulizuoti lasteliy
branduoliy, kurie buvo matomi nudazius juos DAPI fluorescenciniu dazu.
Padidinus Triton-X100 koncentracija iki 0,04 %, jis kaip ir joninis 0,02 %
NDS detergentas efektyviai sulizavo visas lastelés vidines struktiiras
(duomenys nepateikiami). Ta¢iau, 0,04 % Triton-X100 nejoninis detergentas
sukuria didesni foninj DAPI signalg, nei 0,02 % NDS Iasteliy lizés buferinis
tirpalas: atitinkamai ~50 ir ~37 fluorescencijos intensyvumo vienety (FIV),
todé¢l tolimesniems darbams buvo pasirinktas 0,02 % NDS lizés buferinis
tirpalas, paruostas NCBT, kurio pH 7,2.
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0,02 % Triton X-100 0,02 % NDS

Be detergenty

3.2 pav. DPKL lizavimas 0,02 % NDS ir 0,02 % Triton-X100 detergentus
turindiais lasteliy lizés buferiniais tirpalais. Raudona spalva — aktino filamentai,
mélyna — Igsteliy branduoliai. Mastelis - 200 wm.

3.1.2. Darbiniy DAPI koncentracijy nustatymas

ISsirinkus optimaly lasteliy lizés buferinj tirpala, toliau buvo
optimizuojamos naudotinos DAPI koncentracijos. Siuo tikslu, NDS 0,01 %
lizés buferiniame tirpale buvo paruostos jvairios DAPI dazo koncentracijos:
0,1; 0,4; 0,8; 1,6 ir 2 pg/ml. Véliau buvo nustatyti $Siy méginiy fluorescencijos
spektrai suzadinimui naudojant nuo 400 iki 600 nm bangos ilgj, matuojant
méginius be DNR ir pridéjus 150 ng/ml DNR (3.3 pav. A ir B). Gauti
duomenys parodé, kad DAPI fluorescencijos signalas kito logaritmine
priklausomybe didéjant DAPI koncentracijai. Pridéjus 150 ng/ml DNR, DAPI
fluorescencijos signalas tapo intensyvesnis, taCiau, kaip ir méginiuose be
DNR, signalo stiprumas kito logaritmine priklausomybe didéjant DAPI
koncentracijai.
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3.3 pav. Optimalios DAPI daZo koncentracijos nustatymas. A — DAPI foninis
fluorescencijos signalas esant 0,1; 0,4; 0,8; 1,6 ir 2 ng/ml DAPI koncentracijai 0,01
% NDS detergento turiniame lizés buferiniame tirpale, B — esant 150 ng/ml DNR
koncentracijai. C - DNR koncentracijos jtaka 2 pg/ml DAPI dazo fluorescencijai.
Matavimams buvo naudotos 5, 10, 20, 75 ir 150 ng/ml DNR koncentracijos. D —
skirtingy koncentracijy (0,1; 0,4; 0,8; 1,6 ir 2 ng/ml) DAPI dazo fluorescencijos
signalo jvertinimas, matuojant skirtinga kiekj lasteliy turincius 0,01 % NDS lizatus.

3.1.3. DAPI fluorescencijos signalo priklausomybé¢ nuo lasteliy skaic¢iaus

Toliau jvertinome, kaip kinta 2 pg/ml DAPI fluorescencija
priklausomai nuo DNR kiekio lizate. 0,01 % NDS, paruosto NCBT, pH 7,2,
buvo istirpinta 5, 10, 20, 75 bei 150 ng/ml DNR ir nustatyti $iy tirpaly
fluorescencijos spektrai matuojant nuo 400 iki 600 nm (3.3 pav. C). Ivertinus
DAPI fluorescencija esant mazoms DNR koncentracijomis, nustatytas
nelinijinis signalo stiprumo ir DNR koncentracijos rysys. Pridéjus 5 ng/ml
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DNR, DAPI fluorescencijos signalas buvo mazesnis nei matuojant tirpalg be
DNR, o, 10 ng/ml DNR koncentracija parodé tokj patj signalg, kaip ir DNR
neturintis tirpalas. Taciau didesniy DNR koncentracijy atveju buvo nustatytas
tendencingas fluorescencijos intensyvumo didéjimas didéjant DNR
koncentracijai.

Kitas zingsnis buvo jvertinti, kaip kinta DAPI fluorescencijos signalas
naudojant véziniy lasteliy MH-22a, jvairiy koncentracijy lasteliy lizatus
paruostus 0,02 % NDS lizés buferiniame tirpale, kiekvienu atveju atitinkamai
imant 2000, 4000, 8000 ir 10000 1asteliy. [vertinti $iy méginiy fluorescencijos
signalai naudojant 0,1; 0,4; 0,8; 1,6 ir 2 pg/ml DAPI koncentracijas (3.3 pav.
D). Gauti rezultatai parodé, kad tiek didéjant lasteliy skaiciui, tiek didéjant
DAPI koncentracijai, signalo stiprumas taip pat didéjo. Be to, vertinant ribose
nuo 2000 iki 10000 lasteliy buvo stebéta tiesiné signalo stiprumo
priklausomybé esant skirtingoms DAPI koncentracijoms, taCiau pastebéta,
kad DAPI kiekis tiesiogiai lemia signalo stiprumg. Tolimesniems darbams
pasirinkta 2 pg/ml DAPI koncentracija.

Siekiant jvertinti §io metodo efektyvuma, toliau buvo tiriamas dviejy
véziniy lasteliy linijy:MCF-7 ir MH-22a, bei dviejy kamieniniy lasteliy linijy:
Swiss 3T3 ir DPKL, lasteliy skai¢ius. Naudoti labai platas lgsteliy kiekiy
réziai: 100, 250, 500, 750, 1000, 2500, 5000, 7500, 10000, 25000, 50000 ir
100000 lasteliy (MH-22a ir Swiss 3T3 naudota nuo 250 iki 100000 last.) (3.4
pav. A ir B, 3.5 pav. A ir B). Lasteliy lizatai, paruosti 0,02 % NDS, buvo
maiSomi santykiu 1:1 su 4 pg/ml DAPI tirpalu taip pat paruostu NSBT, kurio
7,2 pH. Galutiné¢ NDS koncentracija lizatuose buvo 0,01 %, DAPI -2 ng/ml.
DAPI fluorescencija buvo suzadinta 360 nm bangos ilgio S$viesa, o
fluorescencijos intensyvumas matuotas ties 460 nm bangos ilgiu. Visy tirty
linijy Iasteliy atvejais nustatytos tiesinés priklausomybés tarp lasteliy
skaiciaus ir DAPI 2 pg/ml koncentracijos, taciau §is efektas buvo stebimas ne
visame tiriamajame intervale. Véziniy lasteliy ir DPKL DAPI fluorescencijos
priklausomybé nuo lasteliy skaiciaus isliko tiesiné iki 25 000 lasteliy, o
didesnése lasteliy koncentracijose nustatyti netiesiniai procesai. Tuo tarpu,
tiriant Swiss 3T3 kamieniniy lgsteliy skaiCiaus ir DAPI fluorescencijos
intensyvumo rysj, tiesiné priklausomybé buvo registruojama visame tirtame
intervale. Lasteliy linijiniai regresijos modeliai pateikti 4 lenteléje. Vézinés
lastelés MCF-7 ir MH-22a (3.4 pav. A ir B) pasizyméjo gerokai stipresniu
DAPI fluorescencijos signalu, lyginant su kamieninémis lgstelémis (3.5 pav.
A ir B). 100000 véziniy lasteliy DAPI fluorescencijos signalas buvo 306 ir
288 FIV, o Swiss 3T3 ir DPKL, atitinkamai, 216 ir 139 FIV.
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Linijiniai regresijos modeliai parodé¢, kad Sis metodas, naudojantis
DAPI fluorescencinio dazo savybe — Zenkliai padidinti jo fluorescencija jam
susiriSus su DNR, yra mazdaug dvigubai jautresnis su vézinémis lastelémis,
nei su tirtomis kamieninémis lastelémis. Linijiniy modeliy k koeficientas
MCF-7 ir MH-22a — 0,0047 ir 0,0041, o Swiss 3T3 ir DPSC kamieniniy
lasteliy — 0,0021 ir 0,0026 atitinkamai. Visi gauti modeliai 1asteliy skaiéiaus
intervale nuo 250 iki 25000 parodé labai stiprig tiesing priklausomybe,
koreliacijos koeficientas visy tirty Igsteliy buvo didesnis nei 0,98.

4 lentelé. VéZiniy ir kamieniniy lasteliy linijiniai modeliai aprasantys DAPI
fluorescencijos priklausomybe nuo lasteliy skaic¢iaus. Modelis sudarytas naudojant
DAPI fluorescencijos signalo duomenis gautus 250-25000 lgsteliy intervale. Tiesés
lygties koeficientai k ir b, nurodo tiesés kampa ir kryptj (signalo priklausomybés
stiprumg nuo lasteliy skai¢iaus) bei foninj signalg (nesant DNR) atitinkamai. R? —
koreliacijos koeficientas.

Lasteliy linija k b R?
MCF-7 0,0047 11,6 | 0,988
MH-22a 0,0041 10,9 | 0,988
Swiss 3T3 0,0021 9,1 0,986
DPKL 0,0026 13,6 | 0,996

Kadangi metodui yra reikalinga kalibraciné kreivé, darbo pradzio
svarbu nustatyti, kokiame Igsteliy koncentracijos intervale DAPI
fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo Iasteliy skaiciaus kinta
tiesiSkai. Tuomet, iSsé€jus Igsteles ant tiriamyjy pavirsiy ar struktiiry, galima
séti lagsteles ir atlikti jy skaiCiaus vertinimg. Svarbu, kad lasteliy skaiCius
tiriamajame méginyje neblity mazesnis nei kalibracinés kreivei sudaryti
naudotos lgsteliy koncentracijos. Turint lasteliy koncentracija, kuri yra uz
kalibracinés maksimalia naudotg koncentracija, arba netiesinéje kreivés
dalyje, reikia atlikti Igsteliy lizato skiedimus, naudojant lgsteliy lizés buferinj
tirpala. Lasteliy skaiCius apskaiciuojamas pagal prie§ eksperimenta gauta
kalibracing kreive.
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3.4 pav. DAPI fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo véZiniy lasteliy
skaiciaus. A — Zmogaus kriities véziniy lgsteliy linijos MCF-7 skaiCiaus jtaka DAPI
fluorescencijos signalo intensyvumui. B — pelés hepatomos lasteliy linijos MH-22a
skaiciaus jtaka DAPI fluorescencijos signalo intensyvumui. Skirtingas kiekis tiriamy
lasteliy buvo sulizuotas 0,02 % NDS lasteliy lizés buferiu ir sumaiSytas santykiu 1:1
su 4 pg/ml koncentracijos DAPI tirpalu. TaSkai zymi DAPI fluorescencijos
intensyvumovidurkj, paklaidos — SN. Linija — tiesinis regresijos modelis, o pilkas
fonas 95 % modelio pasikliaujamumo intervalas.
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3.5 pav. DAPI fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo kamieniniy
lasteliy skaiciaus. A — pelés embrioniniy fibroblasty linija Swiss 3T3 skaiciaus jtaka
DAPI fluorescencijos signalo intensyvumui. B — pirminiy ziurkés DPKL skai¢iaus
itaka DAPI fluorescencijos signalo intensyvumui. Skirtingas kiekis tiriamy lasteliy
buvo sulizuotas 0,02 % NDS lastelés lizés buferiu ir sumaiSytas santykiu 1:1 su 4
pg/ml koncentracijos DAPI tirpalu. Taskai zymi DAPI fluorescencijos intensyvumo
vidurkj, paklaidos — SN. Linija — tiesinis regresijos modelis, o pilkas fonas 95 %
modelio pasikliaujamumo intervalas.
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3.1.4. Lasteliy skaiciaus vertinimas 2D, 2,5D ir 3D aplinkose

Galiausiai jvertinome metodo tinkamumg lasteliy skaiCiaus vertinimui
ne tik 2D, bet ir 2,5D bei 3D aplinkose. 2D aplinkai sukurti naudojome
standartines polistirenines lasteliy auginimo ploksteles (3.6 pav. A). 2,5D
aplinkai sukurti buvo naudojami 3D spausdintuvu spausdinti banguoti
karkasai, kurie buvo sudaryti i§ 188 um plocio susiliejanciy gijy (3.6 pav. B).
3D aplinkai sukurti taip pat buvo naudoti 3D spausdinti karkasai, tik §j karta
buvo naudota woodpile struktara, sudaryta i§ 400 pm plocio gijy, kurios
suformuoja 400 um poras (3.6 pav. C). Ant visy §iy pavirsiy buvo iSsétos
DPKL ir augintos 5 dienas (3.6 pav. D—F. Po i$séjimo praéjus 3 valandoms
buvo jvertintas prie pavirSiy prisikabinusiy lasteliy skaicius. Ant polistireno
pavirSiaus DAPI metodu nustatytos 28756+1504 prisitvirtinusios lgstelés, ant
2,5D banguoto pavirSiaus — 19373+1093 lastelés ir ant poréto 3D pavirSiaus —
18413+2661 Iastelés. Toliau lasteléms buvo leidziama daugintis ir
pakartotinai lasteliy skaiCius ant tiriamy pavirsiy jvertintas praéjus penkioms
dienoms. Siuo atveju, ant kontrolinio polistireno (2D) pavir§iaus buvo
nustatytos 401906+£22135 lastelés, ant 2,5D pavirSiaus — 298411+5076
lastelés, o ant 3D pavirsiaus — 307498+47271 lastelés. Sie duomenys parode,
kad DAPI metodas tinkamas lgsteliy skai¢iaus vertinimui ne tik 2D, bet ir
2,5D ar net 3D aplinkose.
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3.6 pav. DPKL prohferacljos vertinimas ant triju skirtingu pav1rs1q 2D, 2,5D ir
3D. A — 2D polistireno pavirSius, B — 2,5D banguotas pavirSius, pagamintas 3D
spausdintuvu, C — 3D porétas karkasas, pagamintas 3D spausdintuvu. D — DPKL
proliferacija auginant lasteles ant 2D pavirsiaus, E — ant 2,5D pavirSiaus ir F —ant 3D
pavirSiaus. Taskai Zymi lgsteliy DNR ir DAPI generuota fluorescencijos signalo
vidurkj, paklaidos — SN. Baltos linijos elektrony skenuojanc¢io mikroskopo
nuotraukose (B ir C) zymi 500 pm atstuma.
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3.2. Pavirsiaus kietumo jtaka DMKL atsakui j oksidacinj stresa

MKL pasizymi aukstu diferenciacijos potencialu,
imunomoduliacinémis funkcijomis ir 1étinio oksidacinio streso slopinimu.
Sios jy funkcijos yra plagiai pritaikomos Igsteliy terapijos ir audiniy
inzinerijos srityse. Oksidacinis stresas dalyvauja jvairiy ligy (diabeto, plauciy
fibrozés, vézio ir kity) patogenezéje, o taip pat inicijuoja kamieniniy lasteliy
senéjima ir ziitj, o tai neigiamai veikia lasteliy terapijos bei audiniy inzinerijos
efektyvuma. Nepaisant to, oksidacinio streso tyrimams vis dar skiriama per
mazai démesio. Tiriant MKL panaudojimg dirbtiniy audiniy kiirimui, lastelés
yra auginamos jvairiaus kietumo aplinkose, taciau iki Siol néra jvertinta, kaip
skirtingo kietumo aplinka veikia $iy lgsteliy jautruma oksidaciniam stresui.
Todél Sioje disertacijos dalyje siekéme jvertinti Zmogaus danteny
mezenchniniy kamieniniy lasteliy (DMKL) atsaka ] oksidacinj stresg
priklausomai nuo mechaninés aplinkos savybiy. Sios savybés darbe buvo
moduliuojamos lasteles auginant ant skirtingo kietumo poliakrilamidiniy
pavirsiy, kurie sukuria 2,5D aplinkg. Pirmoje Sio darbo dalyje aprasytas, DAPI
paremtas, metodas padéjo geriau suprasti mechaninés aplinkos poveikj
DMKL atsakui j oksidacinj stresa.

3.2.1. DMKL charakterizavimas

Siame darbe buvo naudotos i§ 5 savanoriy danteny isskirtos pirminés
DMKL (detaliau zr. 2.2.1 skyriy). Jy mezenchiminé kilmé buvo patvirtinta
analizuojant $iy lasteliy turimus pavirS$iaus Zymenis t€kmés citometro pagalba
(3.7 pav.). Gauti rezultatai parodé, kad tirtos danteny kilmés Igstelés turéjo
visus mezenchiminéms kamieninéms lasteléms budingus pavirSiaus Zymenis
CD44, CD90, CD105 ir CD166, isskyrus CD146 pavirSiaus baltyma. Taciau
Sis baltymas yra susijes su MKL apssiprendimu diferencijuotis lygiyjy
raumeny linkme. Be to, tirtos Igstelés neturéjo hematopoetinéms lasteléms
budingy pavirsiaus zymeny CD19, CD45 ir CD106.
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3.7 pav. DMKL pavirSiaus Zymeny analizé. Balta spalva — izotipiné kontrolé,
mélyna — tiriamojo pavirSiaus zymens fluorescencijos intensyvumo poslinkis. Grafike
apibendrinti tirty pavir§iaus zymeny fluorescencijos intensyvumo poslinkiai.

3.2.2. DMKL diferenciacijos potencialo jvertinimas

MKL biudingas platus diferenciacijos potencialas, todél siekiant
patvirtinti  §ig tiriamy DMKL savybe, Igstelés buvo diferencijuotos
adipogenine, miogenine ir osteogenine diferenciacijos kryptimis, indukuojant
lasteliy diferenciacija specifiniais priedais (detaliau zr. 2.2.4 skyriy).
Adipogenine kryptimi Igstelés buvo diferencijuotos 4 dienas, miogenine — 7
dienas, o osteogenine — 21 dieng. 1§ 3.8 paveiksle pateikiamy duomeny
matome, kad i§ danteny iSskirtos MKL sugebéjo diferencijuoti visomis
trejomis tirtomis kryptimis. Adipogeninés diferenciacijos atveju, lastelés
viduje prad¢jo kaupti riebalinius laSelius, kurie buvo vizualizuoti juos
nudazant Oil Red O dazu. Po savaités diferenciacijos raumenine kryptimi,
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lastelés pradéjo susilieti ir formuoti lasteles, turin¢ias du branduolius — tai yra
budinga raumeninéms lgsteléms. Osteogenine kryptimi diferencijuotos
lastelés pradéjo uzlastelinio uzpildo mineralizacijos procesus, kurie buvo
vizualizuoti Alizarin Red S dazu.

Nediferenpiavusios leerenc1avu5|os

ADIPOGENINE

MIOGENINE

OSTEOGENINE

3.8 pav. DMKL diferenciacijos potencialo vertinimas. DMKL buvo
diferencijuotos adipogenine, miogenine ir osteogenine kryptimis, atitinkamai tiriamas
lastelés 4, 7 ir 21 dienas auginant terpéje, kurioje buvo pridéta diferenciacijos
induktuoriy. Adipogeniné diferenciacija jvertinta dazant lasteliy viduje sukauptas
lipidy atsargas Oil Red O dazu, kuris jas nudazo raudonai. Miogenine diferenciacija
buvo vertinta nudazius vidines lasteliy struktiiras kristalvioleto dazu. Miogenine
kryptimi diferenciavusioms Igsteléms bidingas daugiabranduoliSkumas (pazyméta
baltu apskritimu). Dazant uZlgstelinio uzpildo mineralizacija Alizarin Red S dazu buvo
ivertinta osteogeniné diferenciacija.
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3.2.3. Poliakrilamidiniy geliy kietumo vertinimas

Siame darbe buvo naudoti trijy skirtingy kietumy poliakrilamidiniai
hidrogeliai, kuriy savybés atitiko minksty, vidutinio kietumo ir kiety audiniy
kietumg. Jy kietumas buvo jvertintas atominés jégos mikroskopo (AJM)
pagalba (5 lentelé).

5 lentelé. Poliakrilamidiniy geliy Jungo modulio matavimai AJM

Poliakrilamidinio Vidutinio

hidrogelio tipas Minkstas kietumo Kietas
Jungo modulis, kPa 1,08+0,55 9,20+1,87 37,65+5,47
Matavimy skaicius 39 47 53

Toliau darbe minkStus audinius atitinkantys poliakrilamidiniai
hidrogeliai bus vadinami 1 kPa kietumo hidrogeliais, vidutinio kietumo — 8
kPa hidrogeliais ir kie¢iausi — 40 kPa hidrogeliais. Kaip kontrolé §iame darbe
naudotas standartinis lasteliy auginimo ploksteliy plastiko pavirSius, kurio
Kietumas yra apie 10 GPa. Visi tirti hidrogeliai buvo padegti | tipo kolagenu,
kuris buvo naudojamas siekiant uztikrinti vienoda hidrogeliy pavirSiaus
sgveika su lastelémis.

3.2.4. DMKL adhezijos ant skirtingo kietumo pavirsiy kinetika

Tiriamojo darbo pradzioje jvertinome, kaip lastelés saveikauja su
skirtingo kietumo poliakrilamidiniais hidrogeliais. Tuo tikslu, DMKL buvo
i§sétos ant tiriamyjy pavirsiy ir jy adhezija vertinta pragjus 30, 60, 90 ir 120
min. (3.9 pav.), mautojant lasteliy ilgj. Nustatéme, kad prasCiausiai lgstelés
kibo prie minks¢iausiy, 1 kPa kietumo hidrogeliy. Jy ilgis per 2 valandy
stebéjimo laikotarpj pakito tik nuo 30 pm iki 40 um. Tuo tarpu, DMKL ant
kieciausiy pavirsiy (40 kPa ir 10 GPa) pradéjo kibti ir plisti pragjus tik 30 min.
po i$séjimo. Po valandos nuo jy i§séjimo lastelés taip pat pradéjo kibti ir plisti
ant vidutinio 8 kPa kietumo hidrogeliy ir jy uzimamas plotas buvo panasus
kaip ir ant kieCiausio (10 GPa) plastikinio pavirSiaus augusiy lgsteliy.
Geriausiai lgstelés kibo ir plito ant kieciausio hidrogelio (40 kPa), o ant
vidutinio kietumo hidrogelio (8 kPa) ir kontrolinio plastiko pavirSiaus (10
GPa) lastelés elgeési panasiai. Po 2 valandy ant pastaryjy pavirSiy augintos
lastelés vidutiniskai i$plito nuo ~40 iki ~70 pm ilgio, o ant kieiausio
hidrogelio jy ilgio vidurkis pasieké 80 pm.
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3.9 pav. DMKL adhezijos prie skirtingo kietumo pavirsiy tyrimas. Lastelés buvo
i§sétos ant: 1, 8 ir 40 kPa bei 10 GPa pavirsiy, jy adhezijos kinetika matuota
registruojant lasteliy ilgj praéjus 30, 60, 90 ir 120 min. po jy i8s¢jimo ant tiriamyjy
pavir$iy. Duomenys pateikti lgsteliy ilgio pasiskirstymo funkcija, kuri vaizduoja kaip
pasiskirstes Igsteliy ilgio parametras Igsteliy populiacijoje ant tiriamyjy pavirsiy.
Raidés a, b ir ¢ Zymi grupiy skirtumus.

3.2.5. Pavir$iaus kietumo jtaka DMKL morfologijai

PavirSiaus kietumas lémé skirtingg DMKL adhezijg ant tirty jvariaus
kietumo pavirSiy, dél to toliau buvo nuspresta jvertinti, ar skirtingo kietumo
aplinka turi jtakos Siy lasteliy morfologijai. Tuo tikslu, DMKL buvo i$sétos
ant tiriamyjy pavir$iy ir jy morfologija buvo jvertinta po 24 valandy (3.10 pav.
A). Gautos nuotraukos buvo iSanalizuotos naudojant Imagel] programa —
jvertintantas lgsteliy ilgis, plotis ir ilgio bei plo¢io santykis (3.10 pav. B).
Rezultatai parodé¢, kad pavirSiaus kietumas didziausia jtaka turéjo lasteliy
ilgiui — lasteliy auginimo pavirsiui kietéjant, jos buvo linkusios labiau iSplisti.
Taciau jdomu tai, kad ant 8 ir 40 kPa augusiy lasteliy iSplitimas nesiskyré
pragjus 24 valandoms po jy iSs¢jimo. Nepaisant to, ilgiausios lastelés buvo ant
kieciausio 10 GPa pavirSiaus, o trumpiausios ant minksc¢iausio 1 kPa
hidrogelio.
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3.10 pav. PavirSiaus kietumo jtaka DMKL morfologijai. A - DMKL 24 val.
augintos ant 1, 8, 40 kPa ir 10 GPa pavirSiy. Raudona spalva — rodamino-faloidinu
nudazytas filamentinis aktinas, mélyna — DAPI dazu vizualizuoti lgsteliy branduoliai.
B — kiekybinis lgsteliy morfologijos jvertinimas. Duomenys pavaizduoti déZiniais
grafikais, kur centriné linija Zymi grupés mediang, dézé zymi tarpkvartilinj regiona,
paklaidos maziausig ir didZiausig reikSmes. Taskais pavaizduotos iskritos, kurios nuo
medianos nutolusios didesniu nei 1,5 tarpkvartilinio regiono ploc¢io atstumu.

Idomu tai, kad nors Iasteliy ilgis buvo akivaizdziai veikiamas pavirSiaus
Kietumo, ant kurio jos buvo auginamos, ta¢iau jy plociui $ie pavirSiai jtakos
beveik neturéjo — lastelés ant visy tiriamyjy hidrogeliy buvo beveik vienodo
plocio, tik ant kieCiausio 10 GPa plastiko pavirSiaus lgsteliy plotis buvo
mazdauk du kartus didesnis (3.10 pav. B). Jvertine lasteliy ilgio ir plocio
santykj ant tirty pavirSiy, nustatéme, kad ant 8 ir 40 kPa bei 10 GPa auginty
lasteliy Sis parametras beveik nesiskyré. Ant visy $iy tiriamyjy pavirSiy
lastelés pragjus 24 valandoms po jy iSséjimo buvo pailgos, verpstés formos.
Tik ant minksCiausio 1 kPa hidrogelio augusiy Igsteliy morfologija buvo
kitokia. Siuo atveju, DMKL buvo maziausiai i$plitusios, ovalios formos.
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3.2.6. DMKL suformuoty fokaliniy adhezijy skai¢iaus priklausomybé nuo
auginimo pavirsiaus kietumo

Lasteliy adhezijos ir morfologijos tyrimai parodé, kad lastelés
nevienodai sagveikauja su skirtingo kietumo pavirsiais. Todél toliau vertinamas
fokaliniy adhezijos kompleksy, kuriuos DMKL suformuoja ant tiriamyjy
pavirS$iy pragjus 24 valandoms po jy iSséjimo, skaicius (3.11 pav. A).
Fokalinés adhezijos buvo vizualizuotas, naudojant antikiinus, atpazjstancius
aktyvuotg fokaling adhezijos kinaze, fosforilintg Tyr397 padétyje (fosfo-FAK
(Tyr397). Si kinazé savo SH2 domeno pagalba atlicka karkaso funkcija ir
dalyvauja fokalinés adhezijos komplekso susiformavime [307]. Musy tyrimo
duomenys parodé, kad Igstelés suformuoja skirtingg fokaliniy adhezijy skaiciy
ir jis priklauso nuo pavirsiaus kietumo (3.11 pav. B). Nustatéme, kad kuo
kietesnis buvo auginimo pavirSius, tuo daugiau fokaliniy adhezijy lastelés
buvo linkusios suformuoti. Ant 1 kPa kietumo pavirSiaus vidutiniskai lastelés
suformavo 38,6+5,4 fokalinés adhezijos kompleksus, ant 8 kPa — 60,6+5,5, o
ant 40 kPa— 76,6+8,1 kompleksy. Taciau lyginant plastikinj pavirsiy (10 GPa)
su kiecCiausiu tiriamu 40 kPa hidrogeliu, DMKL suformuotas fokaliniy
adhezijy kompleksy skaiGius Zenkliai nesiskyré — 80+8,8. Sie rezultatai
parodo, kad pavirSiaus kietumas yra svarbus lasteliy sgveikai su pavirSiumi —
kuo kietesnis pavirsius, tuo DMKL stipriau su juo sgveikauja.
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3.11 pav. PavirSiaus kietumo jtaka

DMKL  suformuotam  fokaliniy
adhezijy skai¢iui. A - fokalinés
adhezijos  kompleksai  suformuoti
auginant DMKL ant skirtingo kietumo
pavir§iy. Zalia spalva — fosfo-
FAK(Tyr397), mélyna — lasteliy
branduoliai nudazyti fluorescentiniu

DAPI dazu. B - lgsteliy suformuoty
fokaliniy adhezijy skaicius ant skirtingo
kietumo pavir§iy. Duomenys pateikti
déziniais grafikais. Juoda linija -
mediana, dézé Zzymi tarpkvartilinj
regiona, paklaidos maZiausig ir
didziausia reikSmes. Taskais
pavaizduotos  iSkritos, Kkurios nuo

medianos nutolusios didesniu nei 1,5 tarpkvartilinio regiono plo¢io atstumu.

3.2.7.

DMKUL proliferacija ant skirtingy kietumo pavirsiy

FAK lastelése yra atsakingos ir reguliuoja daugelj lastelés procesy, tarp

ju ir lasteliy dauginimasi. Todé¢l, nustate skirtingg aktyvios FAK formos
molekuliy skai¢iy DMKL augintose ant tiriamy, jvairaus kietumo pavirsiy,
toliau vertinome, ar skirtingo kietumo aplinka gali daryti jtaka Siy lasteliy
proliferacijai. Tuo tikslu lgstelés buvo i$sétos ant tiriamyjy pavirsiy ir jy

skaiCiaus pokytis analizuotas 4 dienas po jy iSséjimo (3.12 pav. A). Gauti

duomenys parod¢, kad Iasteliy dauginimosi greitis koreliavo su jy suformuoty
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fokaliniy adhezijy kompleksy skai¢iumi ant tirty hidrogeliy — DMKL
proliferacija priklausé nuo pavirSiaus kietumo. Kuo kietesnis pavirSius buvo,
tuo greiciau lgstelés proliferavo. Taciau, Si priklausomybé negaliojo ant
plastiko pavir§iaus augintoms Igsteléms. Siuo atveju, DMKL dauginosi
panasiu grei¢iu kaip ir ant 8 kPa hidrogelio augintos lastelés. [vertinus DMKL
pasidalijimo greiti nustatéme, kad ant kieCiausio pavirSiaus augusios lastelés
pasidalijo karta kas 21,3+4,2 val., o ant mink§¢iausio 1 kPa kietumo
pavirSiaus, lasteléms pasidalinti reikéjo daugiau du kartus ilgesnio laiko tarpo
— DMKL, $iuo atveju, pasidalijo kas 47,2+15,1 val. (3.12 pav. B). Tuo tarpu
ant vidutinio 8 kPa hidrogelio ir 10 GPa plastiko pavirSiaus lastelés pasidalijo
atitinkamai, kas 29+2 ir 35,2422 val. Sie duomenys buvo gauti MTT metodu,
taiau juos patvirtinome ir prie§ tai aprasytu DAPI metodu (duomenys
nepateikiami).
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3.12 pav. Skirtingo kietumo pavirsiy poveikis DMKL proliferacijai. A - DMKL
skaiCiaus pokytis praéjus 24, 48, 72 ir 96 val. po lasteliy i§séjimo. Taskai Zymi vidurkj,
paklaidos — SN. Linijos — lasteliy proliferacijos modeliai. B — lgsteliy pasidalijimo
dazniai, apskai€iuoti i$ proliferacijos duomeny. Stulpeliy aukstis zymi grupés vidurkj,
paklaidos — SN.

3.2.8. Pavirsiaus kietumo jtaka DMKL vandenilio peroksido jautrumui

Sioje darbo dalyje jvertinome kaip lasteliy atsparuma oksidaciniam
stresui  veikia auginimo pavirSiaus mechaninés savybés. Pirmiausiai
jvertinome, kokig jtaka lasteliy gyvybingumui turi vandenilio peroksido
indukuotas oksidacinis stresas jas auginat ant plastiko pavirSiaus (3.13 pav.
A). Tuo tikslu, DMKL buvo paveiktos jvairiomis vandenilio peroksido
koncentracijomis (nuo 100 iki 2000 uM) ir po 24 val., MTT metodu jvertintas
lasteliy skaiciaus pokytis. Tolimesniam tyrimui buvo pasirinkta 250 pM
vandenilio peroksido koncentracija, kuri reikSmingai daré¢ jtaka lasteliy
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skaiCiaus pokyCiui lyginant su kontrolinémis, vandenilio peroksidu
neveiktomis lastelémis, taciau $is poveikis nebuvo per stiprus ir nesukélé
didziosios dalies lgsteliy Zities pragjus 24 poveikio valandoms. Nustatéme,
kad lasteliy jautrumas vandenilio peroksido sukeltam oksidaciniam stresui
priklausé nuo pavirSiaus kietumo — kuo Kietesnis buvo tiriamasis pavirsius,
tuo atsparesnés vandenilio peroksido poveikiui buvo DMKL (3.13 pav. B).
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3.13 pav. Skirtingo kietumo pavirsiy poveikis DMKL jautrumui oksidaciniam
stresui. A — vandenilio peroksido citotoksiskumo vertinimas DMKL auginty ant
plastiko pavirSiaus, populiacijoje. Lastelés buvo paveiktos 100, 250, 500, 750, 1000
ir 2000 uM vandenilio peroksido koncentracijomis ir jy poveikis jvertintas praéjus 24
poveikio valandoms. B — 250 uM vandenilio peroksido poveikis DMKL, augintoms
ant skirtingo kietumo pavir§iy. C — ant skirtingo kietumo pavir$iy auginty lasteliy
skaiciaus pokytis, indukuotas 250 uM vandenilio peroksido koncentracijos. Taskai ir
stulpeliy aukstis zymi grupiy vidurkj, paklaidos SN.

DidzZiausias lasteliy skai¢iaus pokytis buvo stebétas ant 1 ir 8 kPa
kietumy pavirsiy augintoje DMKL populiacijoje (3.13 pav. C). 250 uM
vandenilio peroksido koncentracija ant $iy pavirSiy sukélé apie 50 % lasteliy
zutj. Tuo tarpu, lgstelés augintos ant 40 kPa ir 10 GPa kietumy pavirSiy buvo
daug atsparesnés 250 puM vandenilio peroksido koncentracijai. Ant Siy
pavirS§iy nebuvo pastebétas Igsteliy skai¢iaus sumazéjimas. Taigi, DMKL
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jautrumas oksidaciniam stresui priklauso nuo pavirSiaus, ant kurio Igstelés yra
auginamos, kietumo. Kuo kietesnis pavirsius, tuo DMKL buvo atsparesnés
vandenilio peroksido sukeltam oksidaciniam stresui.

3.2.9. MAPK raiskos ir fosforilinimo pokyciai DMKL atsakant j
oksidacinj stresa skirtingo kietumo aplinkose

Pries tai aptarti rezultatai parodé, kad mechaniné aplinka daro jtaka
lasteliy adhezijai, morfologijai, proliferacijai ir jautrumui oksidaciniam
stresui, o tai reiskia, kad priklausomai nuo auginimo pavirSiaus kietumo,
lastelése yra aktyvuojami skirtingi signaliniai keliai. Tuo tikslu, toliau
jvertinome, kaip 1, 8 ir 40 kPa hidrogeliai veikia DMKL MAP kinaziy ERK,
JNK ir p38 raiSkg bei aktyvinimg (3.14 pav. A ir B). Imunoblotingo analizé
parodé, kad mechaniné aplinka nezymiai veikia ERK ir JNK kinaziy raiska,
kai tuo tarpu p38 MAPK raiska buvo labai priklausoma nuo pavirSiaus
kietumo. Siuo atveju, ant kuo kietesnio hidrogelio buvo augintos tiriamos
lastelés, tuo daugiau jos turéjo p38 baltymo.

Kitaip nei bendryjy MAP kinaziy atveju, visy tirty MAP kinaziy
fosforilinty formy kiekiai priklausé nuo pavir$iaus kietumo, ant kurio buvo
auginamos DMKL. pERK/ERK santykis buvo maziausias lastelése augusiose
ant minks¢iausio 1 kPa kietumo hidrogelio, o didziausias santykis nustatytas
ant 8 kPa kietumo hidrogelio augintose lastelése. Tuo tarpu ant kieciausio
hidrogelio bei ant plastiko pavirSiaus augusiose Igstelése buvo nustatytas Siek
tiek mazesnis, panasus fosforilintos ir bendros ERK formy santykis.
pJNK/INK santykis zymiai didesnis nei kitose grupése buvo nustatytas tik ant
40 kPa kietumo augusiose lastelése. Kitose grupése jis buvo panaSus ir
reikSmingai nesiskyré. p-p38/p38 santykis, kaip ir bendros formos atveju
priklausé nuo pavirSiaus kietumo — kuo kietesné aplinka buvo tiriama, tuo
daugiau fosforilintos formos buvo nustatyta DMKL. Taigi, p38 MAP kinazés
raiSka ir aktyvinimas labiausiai buvo veikiama mechaniniy pavirSiaus
savybiy, o tuo tarpu ERK ir JNK kinaziy atveju, tik jy fosforilinimo lygis kito
kei¢iantis pavirSiaus kietumui. Taciau pastebétina, kad Sie pokyciai nebuvo
linijiniai ir Kito skirtingai kiekvienos kinazés ir pavirSiaus kietumo atveju.

Toliau jvertinome kaip keiciasi §iy MAP kinaziy raiska ir aktyvinimas
DMKL atsakant § 250 pM vandenilio peroksido indukuotg oksidacin;j stresg.
Nustatéme, kad vandenilio peroksido poveikis beveik neturéjo jtakos ERK ir
JNK raiskai, tik ERK atveju ant minkSc¢iausio 1 kPa kietumo hidrogelio
augusiose lastelése Sios kinazés raiska Siek tiek sumazéjo, o JNK atveju ant
40 kPa kietumo hidrogeliy augusiose DMKL nezymiai padidéjo. Labiau
iSreiksti pokycCiai pastebéti p38 MAP kinazés atveju. Jos raiska smarkiai
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sumazg¢jo po oksidacinio streso poveikio lastelése, augusiose ant 8 kPa ir 10
GPa pavirsiy, o Siek tiek padidéjo ant 40 kPa auginty DMKL, tuo tarpu ant 1
kPa augintose lastelése $ios kinazés kiekis nepakito.

A PavirSiaus kietumas: 1kPa 8 kPa 40 kPa 10 GPa

ERK ~ - s s e e e =
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JNK S e —
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3.14 pav. MAPK ERK, JNK ir p38 raiskos bei fosforilinimo pokyc¢iai DMKL
atsakant j oksidacinj stresa, lasteles auginant ant skirtingo kietumo pavirsiy. A
— MAPK ERK, JNK ir p38 raiskos ir fosforilinimo poky¢iai indukuoti skirtingo
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kietumo pavirSiy ir 250 pM vandenilio peroksido koncentracijos. Vandenilio
peroksido poveikis vertintas po 1 val. GAPDH baltymas buvo naudotas kaip uzne§imo
kontrolé. B — kiekybinis MAP kinaziy raiskos ir aktyvinimo jvertinimas. Duomenys
standartizuoti pagal GAPDH uznes$imo kontrole. Stulpeliy aukstis — grupés vidurkis,
paklaidos — SN.

Tirdami vandenilio perkosido poveiki MAPK forforilinimui,
nustatéme, kad fosforilintos ERK formos sumazéjo ant visy pavirSiy
auginamose lastelése po oksidacinio streso indukavimo, iSskyrus ant pacio
minksciausio, 1 kPa kietumo hidrogelio augintose lastelése — ant Sio
pavirSiaus auganciose lastelése ERK fosforilinimo lygis nepakito. JNK
kinazés fosforilintos formos lygis smarkiai nukrito ant kieciausiy 40 kPa ir 10
GPa pavirsiy augintose lastelése. Siuo atveju §ios kinazés lygis sumazéjo
beveik per puse, kai tuo tarpu ant 1 ir 8§ kPa pavirSiy, oksidacinis stresas
neturéjo reikSmingos jtakos p-JNK formai. p38 MAP kinazés atveju,
fosforilintos formos lygis po oksidacinio streso poveikio atvirksciai koreliavo
su pavirsiaus kietumu — kuo kietesnis pavirsius, tuo maziau aktyvintos p38
MAP kinazés lastelése buvo nustatyta. 40 kPa pavirSiaus atveju, p-p38 lygis
reik§mingai nesiskyré nuo kontroliniy — oksidacinio streso nepaveikty lasteliy.
Taciau ant mink$¢iausio 1 kPa kietumo pavirSiaus augintose lastelése, Sio
baltymo fosforilintos formos lygis padidéjo daugiau nei tris kartus, ant 8 kPa
pavirSiaus augusiose lgstelése — daugiau nei du kartus. Jdomu tai, kad ant 10
GPa augintose lgstelése taip pat registruotas fosforilintos p38 formos
padidéjimas (~1,6 karto).

3.2.10. Transkripcijos veiksnio AP-1 raiskos ir aktyvinimo pokyc¢iai
skirtingo kietumo aplinkose oksidacinio streso metu

Tiriamy MAP kinaziy raiSka ir aktyvinimas priklausé nuo aplinkos
kietumo, taciau taip pat ir nuo oksidacinio streso. D¢l to tolimesniuose
darbuose jvertinome kaip kinta vieno i§ pagrindiniy MAP kinaziy taikiniy,
transkripcijos veiksnio aktyvuojancio baltymus 1 (Activator protein-1 (AP-1))
raiSka ir aktyvinimas tiek auginant DMKL ant skirtingo kietumo pavirsiy, tiek
atsakant ] vandenilio peroksido indukuotg oksidacinj stresg. AP-1
transkripcijos veiksnys gali baiti sudarytas i§ c-Jun homodimero arba c-Jun ir
c-Fos heterodimero. Todél $iy baltymy raiSkos ir fosforilinimo pokyciai
DMKL buvo jvertinti imunoblotingo metodu (3.15 pav. A ir B). c-Jun sintezé
ant hidrogeliy augintose lastelése priklausé nuo pavirSiaus kietumo — Kuo
kietesné aplinka, tuo daugiau c-Jun baltymo turéjo lagstelés. Tuo tarpu, ant
plastiko pavirSiaus augintose Igstelése, $io baltymo buvo maZziau nei ant 40
kPa kietumo pavirSiaus augintose DMKL. Fosforilintos formos atveju,
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zenklus p-c-Jun dalies padidéjimas, nulemtas mechaninés aplinkos nustatytas
tik ant 8 kPa pavirsiaus. Oksidacinis stresas 1émé c-Jun raiSkos sumazéjimag
lastelése, augusiose ant kieCiausiy 40 kPa ir 10 GPa pavirsiy, o ant 8 kPa
pavirSiaus augusiose lastelése c-Jun raiSka Siek tiek padidéjo, ant
mink3¢iausio 1 kPa pavir§iaus — nepakito. Zenklus aktyvintos c-Jun formos
dalies padidéjimas nustatytas po oksidacinio streso poveikio ant visy pavirsiy
augintose lastelése. Fosfo formos kiekis atvirksciai priklausé nuo aplinkos
kietumo — kuo kietesné aplinka buvo tiriama, tuo maziau lasteléje buvo
fosforilintos baltymo formos.

A PavirSiaus kietumas: 1 kPa 8 kPa 40 kPa 10 GPa
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3.15 pav. Transkripcijos veiksnio AP-1 subvienety c-Jun ir c-Fos rai$kos bei
fosforilinimo pokyc¢iai DMKL atsakant j oksidacinj stresa ant skirtingo kietumo
pavir$iy. A — c-Jun ir c-Fos raiSkos ir fosforilinimo poky¢iai nulemti skirtingo
kietumo pavirsiy ir 250 uM vandenilio peroksido koncentracijos poveikio. Vandenilio
peroksido poveikis vertintas po 1 val. GAPDH baltymas buvo naudotas kaip uznesimo
kontrolé. B — kiekybinis c-Jun ir c-Fos raiskos ir aktyvinimo jvertinimas. Duomenis
standartizuoti pagal GAPDH uznes$imo kontrolg. Vienspalviai stulpeliai — mechaninés
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aplinkos nulemti AP-1 subvienety raiSkos ir aktyvinimo poky¢iai, dryzuoti —
mechaninés aplinkos ir 250 uM vandenilio peroksido poveikio. Stulpeliy aukstis —
grupés vidurkis, paklaidos — SN.

c-Fos baltymo kiekis lgstelése nepriklausé nuo aplinkos kietumo. Taip
pat, oksidacinio streso poveikis, neturéjo stipraus efekto Sio baltymo raiskai.
c-Fos baltymo kiekis Siek tiek sumazéjo ant kieciausio 10 GPa ir minks¢iausio
1 kPa kietumo pavirsiy augintose lastelése bei nezymiai padidéjo ant 8 ir 40
kPa kietumy pavirsiy augintose DMKL. Be to, c-Fos baltymas nebuvo
aktyvinamas nei skirtingy kietumy pavirsiy, nei dél oksidacinio streso jtakos.
Visose grupése aptiktas tik labai silpnas foninis fosfo formos signalas (P1

pav.).

3.2.11. MAPK vaidmuo DMKL atsakant j oksidacinj stresg

Skirtingi MAP kinaziy raiskos ir aktyvinimo profiliai leidzia daryti
prielaida, kad $iy kinaziy vaidmuo gali priklausyti nuo lgsteles supancios
mechanings aplinkos. Todél tolimesniame tyrime pasitelkéme MAP kinaziy
slopiklius siekdami jvertinti ERK, JNK ir p38 vaidmenj DMKL atsakant i
oksidacinj stresg skirtingo kietumo aplinkose. PD98059 slopiklis buvo
panaudotas nuslopinti ERK kinaze, SP600125 — JNK ir SB203580 — p38 MAP
kinazg (3.16 pav.).

Nuslopinus p38 MAP kinazg¢ DMKL, augusiy ant 1 kPa kietumo
pavirSiaus jautrumas oksidaciniam stresui smarkiai padidéjo. Ta pati
tendencija buvo stebéta ir ant 8 bei 40 kPa kietumy pavirsiy. Tai reiskia, jog
p38 MAP kinazé yra atsakinga uz DMKL iSgyvenimg oksidacinio streso
salygomis. Tuo tarpu, ERK ir JNK netur¢jo aiskaus vaidmens ant hidrogeliy
augintose DMKL, joms atsakant j oksidacinj stresa. PrieSingai, $ios kinazés
buvo labai svarbios ant plastiko pavir§iaus augusiose lastelése, kai tuo tarpu
p38 MAP kinaze, nei lasteliy iSgyvenimo, nei mirties signaliniuose keliuose
nedalyvavo. Taigi, miisy duomenys jrodo, kad mechaniné aplinka daro didele
itakag jvairiems lasteliy procesams, bei MAP kinaziy atsakas j ta patj veiksnj
gali skirtis priklausomai nuo aplinkos mechaniniy savybiy.
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3.16 pav. MAP kinaziy vaidmuo DMKL atsakant j oksidacinj stresg skirtingo
kietumo pavirSiuose. MAPK ERK, JNK ir p38 buvo nuslopintos naudojant 10 uM
PD98059 (ERK), 30 uM SP600125 (JNK) ir 30 uM SB203580 (p38) slopiklius. Jais
DMKL buvo paveikiamos likus 30 min. iki 250 uM vandenilio peroksido poveikio.
Lasteliy gyvybingumas vertintas po 24 val. poveikio MTT metodu. Stulpeliy aukstis
— grupés vidurkis, paklaidos — SN.

3.3. Pavirsiaus kietumo jtaka kriities véZzio Igsteliy linijos MCF-7 jautrumui
priesvéziniam vaistui doksorubicinui

Mechaniné aplinka veikia ne tik kamienines, bet ir véZines lasteles.
Zinoma, kad véZziniai audiniai yra daug kietesni uz aplinkinius sveikus
audinius — §i savybé yra naudojama palpacijos biidu aptikti véZinius
susirgimus. Véziniy audiniy kietumg lemia aktyviis CAF, kurie sinteting
kietesnj uzlgstelinj uzpilda, padidéjes tarplgstelinio skyscio slégis ir jo tekmé
bei spaudimas, atsirades dél uzdaroje aplinkoje besidalijan¢iy véziniy lasteliy
[266]. Nustatyta, kad vézinio audinio kietumas koreliuoja su ligos stadija. Dél
Siy priezas¢iy, mechanobiologija tiria, kokig jtakg mechaniné aplinka daro
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vézinéms lasteléms ir kaip Siuose audiniuose vykstancius procesus bty
galima pritaikyti vézio diagnostikai ar gydimui. Todél Sioje disertacijos dalyje
tyréme, kokig jtaka skirtingo kietumo pavirsiai daro kriities vézio lasteliy
linijai MCF-7 ir jy atsparumui vienam populiariausiy prie$§véziniy vaisty,
naudojamy krities véziui gydyti — doksorubicinui.

3.3.1. MCF-7 adhezijos ant skirtingo kietumo pavirsiy kinetika

Pradzioje jvertinome, kaip MCF-7 krities vézio Iasteliy linija
sgveikauja su skirtingo kietumo poliakrilamidiniais hidrogeliais. Tuo tikslu,
lastelés buvo i§sétos ant tiriamyjy pavirSiy ir jy adhezija vertinta praéjus 30,
60, 90 ir 120 min. (3.17 pav.). Nustatéme, kad pras¢iausiai MCF-7 lgstelés
kibo prie minks¢iausiy 1 kPa kietumo hidrogeliy. Jy ilgis per 2 valandy
stebéjimo laikotarpj beveik nepakito — stebétas nezymus pokytis nuo 11,2+2,3
pum iki 11,64+2,8 um. Pastebétina, kad kriities vézio linijos lastelés daug 1é¢iau
lyginant su DMKL kibo prie visy tirty pavirSiy. Visgi, grei¢iausiai MCF-7
lastelés pradéjo kibti prie kiety pavirsiy — 40 kPa hidrogelio ir 10 GPa plastiko
pavirSiaus. Po pusvalandzio Iastelés buvo reikSmingai daugiau iplitusios ant
$iy pavir$iy lyginant su MCF-7 lgstelémis, augintomis ant minksc¢iausio 1 kPa
ir vidutinio 8 kPa kietumo hidrogeliy. Praéjus valandai ant kieciausio 40 kPa
hidrogelio augusios lastelés buvo labiausiai i$plitusios, kai tuo tarpu ant 8 kPa
kietumo pavirSiaus augusios MCF-7 lastelés savo ilgiu prisivijo lasteles
augusias ant 10 GPa plastiko. Si tendencija isliko ir po 90 min. stebéjimo.
Taciau po 120 min. situacija pasikeité — ant vidutinio kietumo augusios MCF-
7 lastelés labiausiai iSsiplété lyginant su kitomis grupémis. Taip pat ant
plastiko pavirSiaus augusios lastelés prisivijo ant 40 kPa augusias lasteles.
Taigi, pirmaja valandg kriities vézio lasteliy linijos MCF-7 lastelés geriausiai
kibo prie kie€iausiy pavirsiy, ta¢iau véliau jos iSplito ir ant vidutinio kietumo
pavirsiaus (nuo 13,6+3,7 um iki 15,945 pm).
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3.17 pav. MCF-7 adhezijos prie skirtingy kietumy pavir$iy tyrimas. Lastelés buvo
iSsétos ant: 1, 8 ir 40 kPa ir 10 GPa pavirSiy ir jy adhezijos kinetika matuota
registruojant lasteliy ilgj praéjus 30, 60, 90 ir 120 min. po jy i§s¢jimo. Duomenys
pavaizduoti lasteliy ilgio pasiskirstymo funkcija, kuri vaizduoja kaip pasiskirstes
lasteliy ilgio parametras lasteliy populiacijoje ant tiriamyjy pavirs$iy. Raidés a, b ir ¢
zymi statistiSkai reik§Smingus grupiy skirtumus.
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3.3.2. MCF-7 morfologija ant skirtingo kietumo pavirsiy

Tiriamyjy pavirSiy mechaninés savybés turéjo jtakos lasteliy adhezijos
kinetikai. Toliau jvertinome kaip kinta MCF-7 morfologija pra¢jus ilgesniam
laikui po lasteliy iSs¢jimo. Kaip ir ankstesniais atvejais, Igstelés buvo iSsétos
ant 1, 8 ir 40 kPa hidrogeliy ir 10 GPa plastiko pavirSiaus ir lgsteliy
morfologija vertinta praéjus 24 valandoms po lasteliy iSséjimo (3.18 pav.)
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Matome, kad, kaip ir DMKL atveju (3.10 pav.), MCF-7 lasteliy ilgis
priklaus¢ nuo pavirSiaus kietumo. Trumpiausios Igstelés buvo ant 1 kPa
kietumo hidrogelio, o ant kity tiriamyjy pavirsiy lastelés buvo panasaus ilgio.
Labiausiai istjsusios MCF-7 lastelés buvo ant 40 kPa pavirSiaus. Kitaip nei
lasteliy ilgis, MCF-7 lasteliy plotis kito daug labiau. Kaip ir lasteliy ilgio
atveju, maziausias Igsteliy plotis nustatytas ant minks$¢iausio 1 kPa kietumo
pavirsiaus. Kietéjant hidrogeliy pavirsiui, lasteliy plotis didéjo tiesiskai, taciau
ant plastiko pavirSiaus augusios lgstelés buvo reik§mingai siauresnés uz MCF-
7 lastelés, augusias ant vidutinio 8 kPa ir kieciausio 40 kPa hidrogeliy.
Vertinant Igsteliy bendra morfologija, nustatyta, kad visoms MCF-7 lasteléms
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buvo budinga ovali morfologija, kuri ne Zzymiai kito did¢jant auginimo
pavirSiaus kietumui. Labiausiai iSilgéjusios buvo Igstelés, augusios ant
plastiko pavirSiaus, maziausiai — ant 1 kPa kietumo hidrogelio.

3.3.3. Skirtingy kietumy pavirsiy jtaka MCF-7 adhezijai

Lasteliy adhezijos kinetikos ir morfologijos eksperimentai parodé, kad
MCEF-7 lgstelés, kaip ir DMKL, nevienodai sgveikauja su skirtingo kietumo
pavirsiais. D¢l to toliau buvo vertintas MCF-7 Igsteliy suformuotas fokaliniy
adhezijy skaicius, jas 24 valandas auginat ant tiriamyjy pavirsiy (3.19 pav. A).
Fokalinés adhezijos buvo vizualizuotos dazant fosforilinta FAK (Tyr397). Sio
tyrimo duomenys parodé, kad lastelés suformuoja skirtinga fokaliniy adhezijy
skai¢iy ir jis priklauso nuo pavirSiaus kietumo (3.19 pav. B). Hidrogeliy
atveju, kuo kietesnis buvo auginimo pavir$ius, tuo daugiau fokaliniy adhezijy
MCF-7 lastelés buvo linkusios sudaryti. Ant 1 kPa kietumo pavirSiaus
vidutiniskai lastelés suformavo 18,543,4 fokalinés adhezijos kompleksus, ant
8 kPa — 25,9+5,2, 0 ant 40 kPa — 28+6 kompleksy. Taciau lyginant plastikinj
pavir$iy (10 GPa) su hidrogeliais, MCF-7 suformuotas fokaliniy adhezijy
kompleksy skaicius nesiskyré nuo ant 1 kPa hidrogelio auginamy lasteliy —
17,4+3,9. Sie rezultatai parodo, kad pavirsiaus kietumas daro jtaka Iasteliy
saveikai su pavirSiumi — kuo kietesnis pavirsius, tuo MCF-7 lastelés stipriau
SuU juo saveikauja, taciau S§i priklausomybé galioja tik poliakrilamidiniy
hidrogeliy atveju.
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didesniu nei 1,5 tarpkvartilinio regiono plocio atstumu.
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Fokaliniy adhezijy skaicius Igsteléje

Siekdami geriau suprasti lgsteliy adhezijos skirtumus ant tiriamyjy
pavirsiy, jvertinome FAK baltymo raiskos ir aktyvinimo pokycius MCF-7
lastelése po 24 val. sgveikos su pavirsiais (3. 20 pav. A). Imunoblotingo
tyrimas parodé netiesing priklausomybe¢ tarp pavirSiaus kietumo ir FAK
raiSkos bei aktyvinimo (3.20 pav. B). Didziausias FAK baltymo ir jo
fosforilintos formos kiekis nustatytas ant vidutinio 8 kPa kietumo pavirsiaus
augintose MCF-7 lastelése. Didéjant pavirsiaus kietumui, FAK kiekis tirtose
MCF-7 lastelése mazéjo. Su fosforilinta FAK forma stebéta tokia pat
tendencija. Didziausias fosfo-FAK kiekis nustatytas ant vidutinio kietumo
hidrogelio. Tuo tarpu, vertinant fosfo-FAK/FAK santyki, dideliy skirtumy
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nebuvo registruota. Tik ant minksciausio 1 kPa hidrogelio augintose lastelése
Sis santykis buvo Siek tiek mazesnis.
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3.20 pav. FAK raiskos ir aktyvinimo pokyciai MCF-7 lasteles auginant ant
skirtingo kietumo pavirsiy. MCF-7 buvo augintos ant 1, 8 ir 40 kPa hidrogeliy ir 10
GPa plastiko pavirSiy 24 val ir tada jvertinti FAK raiskos ir aktyvinimo (fosfo-FAK
(Tyr397)) poky¢iai. A — FAK ir fosfo-FAK Western blot membrany nuotraukos. Kaip
uzne§imo kontrolé buvo naudotas GAPDH baltymas. B — kiekybiné FAK ir fosfo-
FAK analizé. Duomenys standartizuoti pagal GAPDH raiska ir normalizuoti pagal ant
10 GPa auginty MCF-7 tiriamyjy baltymy kiekius.

3.3.4. Pavirsiy kietumo jtaka MAPK raiskai ir aktyvinimui MCF-7
lastelése

Nustatéme, kad pavirSiaus mechaninés savybés daro jtaka FAK raiskai
ir aktyvinimui. Atsizvelge j tai, kad fosforilinta FAK Tyr397 padétyje
inicijuoja signalinius kelius, kuriy metu gali biiti aktyvinamos ir MAP kinazés
[308], toliau vertinome MAP kinaziy ERK, JNK ir p38 raiskos ir aktyvinimo
poky¢ius, nulemtus lasteliy sgveikos su skirtingy kietumy pavirsiais.
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Pirmiausia iStyréme ERK raiskos bei aktyvinimo pokyc€ius ir
nustatéme, kad abiem atvejais pavirSiaus kietumas turéjo jtakos (3.21 pav. A
ir B). ERK raiska koreliavo su pavirSiaus kietumu — kuo kietesnis pavirsSius
buvo tiriamas, tuo daugiau ERK baltymo MCF-7 lastelés turéjo. Ant
plokstelés augintos MCF-7 lastelés turéjo net ~4 kartus daugiau ERK baltymo
nei ant hidrogeliy pavirSiy augintos lgstelés.Vertinant pokyc¢ius tik ant
hidrogeliy augintose MCF-7, jie nebuvo tokie ryskis ir silpnai kito kietéjant
pavirsiui. Analogiskai kito ir fosforilintos ERK formos kiekis MCF-7
lastelése. Vertinant p-ERK/ERK santykj iSsiskyré ant minks¢iausio 1 kPa ir
vidutinio 8 kPa kietumy augintos MCF-7 — Cia stebétas padidéjes Siy ERK
formy santykis.
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3.21 pav. ERK raiskos ir aktyvinimo pokyciai MCF-7 Igsteles auginant ant
skirtingy kietumy pavirsiy. MCF-7 buvo augintos ant 1, 8 ir 40 kPa hidrogeliy ir 10
GPa plastiko pavirSiy 24 val ir tada jvertinti ERK raiskos ir aktyvinimo (fosfo-ERK
(Thr 202/Tyr 204)) poky¢iai. A — ERK ir fosfo-ERK Western blot membrany
nuotraukos. Kaip uznesimo kontrolé buvo naudotas GAPDH baltymas. B — kiekybiné
ERK ir fosfo-ERK analizé. Duomenys standartizuoti pagal GAPDH raiSkg ir
normalizuoti pagal ant 10 GPa auginty MCF-7 tiriamyjy baltymy kiekius.
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JNK kinazés atveju, jos raiSka MCF-7 lastelése daug labiau priklausé
nuo pavirSiaus kietumo (3.22 pav. A ir B). Kuo kietesné aplinka, tuo daugiau
Sios kinazés MCF-7 turéjo. Tuo tarpu fosforilintos JNK formos (Thrl83,
Tyr185 padétyse) nustatytas panasus lygis, tendencingai didéjantis pavirSiaus
kietumo atzvilgiu. Tik kitaip nei bendros formos atveju, jis kito ne taip Zymiai.
Vertinant p-JNK/INK santykj, taip pat smarkiai i$siskyré ant 8 ir 1 kPa
augintos MCF-7 1astelés.
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3.22 pav. JNK raiskos ir aktyvinimo pokyciai MCF-7 lasteles auginant ant
skirtingo kietumo pavirsiy. MCF-7 buvo augintos ant 1, 8 ir 40 kPa hidrogeliy ir 10
GPa plastiko pavirSiy 24 val ir tada jvertinti JNK rai$kos ir aktyvinimo (fosfo-JINK
(Thr183, Tyr185)) pokyc¢iai. A — JNK ir fosfo-JNK imunoblotingo membrany
nuotraukos. Kaip uzne§imo kontrolé buvo naudotas GAPDH baltymas. B — kiekybiné
JNK ir fosfo-JNK analizé. Duomenys standartizuoti pagal GAPDH raiska ir
normalizuoti pagal ant 10 GPa auginty MCF-7 tiriamyjy baltymy kiekius.

p38 raiska ir aktyvinimas MCF-7 lastelése, kitaip nei ERK ir JNK
kinaziy atvejais, maziau priklausé nuo pavirsiaus kietumo (3.23 pav. A ir B).
Taciau skirtumai visgi stebéti. Siuo atveju, jdomu tai, kad tiek pilnos, tiek
fosforilintos p38 formos, MCF-7 lgstelése maZiausiai registruota ant 8 kPa
kietumo pavirsiy, net maziau nei ant minks¢iausio 1 kPa hidrogelio. Tuo tarpu
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ant kieciausiy pavirsiy — 40 kPa hidrogelio ir 10 GPa plastiko pavirSiaus, Siy
formy kiekis buvo panasSus. Vertinant p-p38/p38 santykj, taip pat stebéta ne
linijiné priklausomybé nuo pavirSiaus, ant kurio buvo augintos MCF-7
lastelés, kietumo.
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3.23 pav. p38 raiSkos ir aktyvinimo pokyciai MCF-7 lasteles auginant ant
skirtingo kietumo pavirsiy. MCF-7 buvo augintos ant 1, 8 ir 40 kPa hidrogeliy ir 10
GPa plastiko pavirsiy 24 val ir tada jvertinti p38 raiskos ir aktyvinimo (fosfo-p38
(Thr180, Tyr182)) pokyéiai. A — p38 ir fosfo-p38 imunoblotingo membrany
nuotraukos. Kaip uzne§imo kontrolé buvo naudotas GAPDH baltymas. B — kiekybiné
p38 ir fosfo-p38 analizé. Duomenys standartizuoti pagal GAPDH raiska ir
normalizuoti pagal ant 10 GPa auginty MCF-7 tiriamyjy baltymy kiekius.

Taigi, ERK ir JNK kinaziy raiska ir aktyvinimas tiesiogiai koreliavo su
pavirsiaus, ant kurio buvo augintos MCF-7 lastelés, kietumu. Tuo tarpu, p38
kinazés atveju procesai kito netiesiskai, taciau pavirSiaus mechaninés savybés
taip pat turéjo jtakos $ios kinazés raiskai.
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3.3.5. MCF-7 proliferacija ant skirtingo kietumy pavirsiy

Mechaniné aplinka daré jtaka tieck FAK, tiek MAP kinaziy raiskai ir
aktyvinimui. Sios kinazés inicijuoja jvairius signalinius kelius, kuriais
kontroliuojami jvairtis Igsteliniai procesai, jskaitant ir lgsteliy proliferacija.
Dél to, toliau tyréme, ar pavirSiaus mechaninés savybés turi jtakos MCF-7
lasteliy dauginimuisi. Tuo tikslu, lastelés buvo iSs¢jamos ant tiriamyjy
pavirsiy (1, 8 ir 40 kPa hidrogeliy ir 10 GPa plastiko pavirsiaus), o Iasteliy
skaiCius vertintas praéjus 1, 3 ir 5 dienoms po lasteliy iSs¢jimo. 1§ 3.24
paveiksle pateikiamy duomeny matyti, kad jau po trijy dieny ant 8 kPa
kietumo hidrogelio registruotas reikSmingai didesnis MCF-7 Iasteliy skaiciaus
prieaugis. Penkta tyrimo diena, jau i$siskyré ant 8 ir 40 kPa pavirSiai, ant kuriy
augintos MCF-7 lastelés dalijosi grei¢iau nei ant plastiko pavir§iaus. Ant
minksc¢iausio 1 kPa pavirsiaus Igsteliy skaic¢ius buvo panasus kaip ant 40 kPa
hidrogelio auginty lasteliy populiacijos. 5-3ja diena daugiausiai lasteliy
registruota ant 8 kPa pavirSiaus.
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3.24 pav. MCF-7 lasteliy proliferacija ant skirtingo kietumo pavirSiy. Lastelés
buvo i$sétos ant tiriamyjy pavirsiy: 1, 8 ir 40 kPa hidrogeliy bei 10 GPa plastiko
pavirSiaus ir po 1, 3 bei 5 dieny vertintas lgsteliy skaiciaus pokytis. Lasteliy skaicius
vertintas DAPI metodu, aprasytu 2.2.9 dalyje . Duomenys pateikti sulpeliniais
grafikais kur stulpelio aukstis — vidurkis, paklaida SN.

3.3.6. MCEF-7 lasteliy jautrumas doksorubicinui

Parodéme, kad mechaniné aplinka tikrai turi didele jtaka jvairiems
MCF-7 lasteliy procesams. Todél Sioje darbo dalyje siekéme jvertinti, ar
aplinkos kietumas — minkStumas gali veikti véZiniy Igsteliy jautrumg vienam
i§ populiariausiy prieSvéziniy vaisty — doksorubicinui. I§ pradziy iStyréme
jvairiy doksorubicino koncentracijy poveikj ant plastiko pavirSiaus 24, 48 ir
72 valandas auginamoms Igsteléms (3.25 pav.). Po 24 valandy poveikio nei
viena tirta koncentracija neturéjo citotoksinio poveikio, taciau >5 pM
koncentracijos pasizyméjo MCF-7 lasteliy proliferacija slopinanciu efektu.
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Kitoks efektas stebétas po 48 ir 72 poveikio valandy — po 48 val. 1asteliy Zitis
nustatyta lasteliy populiacijose, veiktose > 10 uM doksorubicino

koncentracijomis, o po 72 valandy poveikio tiriamos Iastelés Zuvo jau ir
populiacijose, kurios buvo veiktos > 5 uM doksorubinimo koncentracijomis.
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3.25 pav. Poveikio trukmés nulemtas MCF-7 lasteliy jautrumas doksorubicinui.
MCEF-7 lastelés veiktos 0,1; 0,5; 5; 10; 20 ir 40 uM doksorubicino koncentracijomis;
poveikis vertintas praéjus 24, 48 ir 72 valandoms po poveikio. Duomenys pavaizduoti
taskiniais grafikais, kur taskai — vidurkiai, paklaidos — SN. Linijos tai 5 parametry
lasteliy citotoksiskumo prognostiniai modeliai.

Taigi, tolesniems tyrimams pasirinkome 1,25; 2,5; 5 ir 10 uM
doksorubicino koncentracijas, kuriomis veikéme ant hidrogeliy augintas
MCF-7 lasteles, o doksorubicino poveikj vertinome pragjus 48 poveikio
valandoms. Kaip matome i$ 3.26 paveiksle pateikty duomeny, ant hidrogeliy
pavirsiy augintos MCF-7 Iastelés buvo jautresnés doksorubicino poveikiui nei
ant plastiko pavirSiaus augintos lastelés - 5 uM S§io vaisto koncentracija ant
plokstelés augintoms MCF-7 turéjo maZesnj toksinj poveikj lyginant su ant
hidrogeliy augintomis lastelémis. Ta pati tendencija stebéta ir su 10 uM
doksorubicino koncentracija. Nors aiskiy skirtumy tarp atsikiry tirty
hidrogeliy nenustatyta, visgi stebéta tendencija, kad didesniu atsparumu
doksorubicinui MCF-7 lastelés pasizyméjo jas auginant ant 8 kPa pavirSiaus
(kai vaisto koncentracija <5 pM).
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3.26 pav. Ant skirtingo kietumo pavirSiy auginamy MCF-7 lgsteliy jautrumas
doksorubicino poveikiui. MCF-7 lastelés augintos ant 1, 8 ir 40 kPa hidrogeliy ir 10
GPa plastiko pavirSiaus paveiktos jvairiomis doksorubicino koncnetracijomis ir jy
poveikis vertintas po 48 val. Taskai — vidurkiai, paklaidos — SN. Linijos tai 5
parametry lasteliy citotoksiskumo prognostiniai moedeliai.

3.3.7. Pavir$iaus kietumo jtaka MAP kinaziy vaidmeniui MCF-7 atsakant |
doksorubicino poveikj

Imunoblotingo metodu steb&jome skirtingus MAP kinaziy raiskos ir
aktyvinimo profilius MCF-7 lasteles auginant ant 1, 8 ir 40 kPa bei 10 GPa
kietumy pavirsiy. Tikétina, kad Sios kinazés gali turéti jtakg moduliuojant
kriities vézio lasteliy jautruma doksorubicinui. Todél toliau tyréme, ar kinta
ir, jei taip, kaip kinta §iy kinaziy vaidmuo MCF-7 lastelése priklausomai nuo
aplinkos mechaniniy savybiy. Tuo tikslu, MCF-7 Igstelés buvo i§sé¢jamos ant
pavirsiy ir kita dieng veikiamos MAP kinaziy slopikliais — PD98059 (ERK),
SP600125 (JNK) ir SB203580 (p38) (3.27 pav.).

96



1 kPa 8 kPa 40 kPa 10 GPa

1

~
<)
1

20+ 2.0

o o
1 1

Lasteliy skai€iaus pokytis
&
1

o
IS
L

Q
()
=
o

PD98059
SB203580
SP600125

DMSO

PD98059
SB203580
SP600125

DMSO

PD98059
SB203580
SP600125

DMSO

PD98059
SB203580
SP600125

MAP kinaziy slopikliai

3.27 pav. PavirSiaus kietumo jtaka MAP Kkinaziy vaidmeniui MCF-7 lasteléms
atsakant j doksorubicino poveikj. MCF-7 lgstelés buvo i$sétos ant 1, 8 ir 40 kPa
pavir§iy ir 10 GPa plastiko pavirSiaus ir kitag dieng, 30 min. prie§ 2,5 pM
doksorubicino poveikj, lastelés buvo paveiktos MAP kinaziy slopikliais: 0,4 pM
PD98059 (ERK), 40 uM SP600125 (JNK) ir 30 uM — SB203580 (p38). Po 48 val
MTT metodu jvertintas lasteliy skaiéiaus pokytis ir pagal tai jvertintas ERK, JNK ir
p38 MAP kinaziy vaidmuo MCF-7 lastelése. Duomenys pavaizduoti stulpeliniais
grafikais kur stulpelio aukstis — vidurkis, paklaida — SN.

Nustatéme, kad auginant MCF-7 lIgsteles ant minksciausio 1 kPa
kietumo hidrogelio, visos trys tirtos MAP kinazés skatino lasteliy Zitj — jas
nuslopinus net iki 50 % padidéjo lasteliy iSgyvenamumas. Did¢jant hidrogeliy
pavirsiaus kietumui, ERK ir p38 MAP kinaziy vaidmuo silpnéjo. Ant 8 ir 40
kPa hidrogeliy augusiose lastelése, lasteliy zutj iniciavo tik JNK kinazé. Tuo
tarpu ant plastiko pavirSiaus augusiose MCF-7 Igstelése, JNK kinazé neturéjo
reik§mingos jtakos Igsteliy iSgyvenamumui. Ant §io pavirSiaus tik ERK
skatino lasteliy zatj. Taigi, MCF-7 lastelése, kaip ir pries tai tirtose DMKL,
MAP kinaziy vaidmuo priklausé nuo pavirsiaus kietumo.

3.3.8.  Mechaninio stimuliavimo jtaka MCF-7 morfologijai

Mechaniné aplinka veiké MCF-7 lasteliy morfologija, adhezijg ir
proliferacija, taciau jos poveikis $iy lasteliy jautrumui prieSvéziniui vaistui
doksorubicinui buvo silpnai iSreikstas. Dél to, siekiant geriau iSsiaiskinti
mechaninés aplinkos jtaka MCF-7 lasteléms, jos buvo 10 dieny mechaniskai
stimuliuotos dvejais skirtingo kietumo pavirSiais — kietu ir minkstu. Pirmuoju
atveju, MCF-7 lastelés 10 dieny buvo auginamos ant 10 GPa plastiko
pavirSiaus, minkstai stimuliacijai jos augintos ant 1 kPa hidrogelio. Po 10
dieny, skirtingo kietumo aplinka stimuliuotos lgstelés buvo i§sétos ant ty paciy
tiriamyjy hidrogeliy ir kontrolinio plastiko pavirSiaus ir jvertinti $iy lasteliy
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morfologijos pokyciai (3.28 pav.). Gauti rezultatai parodé, kad minkstu
pavirSiumi stimuliuotos lgstelés daug labiau iSplito ant visy tirty hidrogeliy,
tiek jy ilgis, tiek plotis buvo didesni uz kietai stimuliuoty MCF-7. Tuo tarpu,
ant kiecCiausio plastiko pavirSiaus labiausiai iSplito kietu pavirSiumi
stimuliuotos 1astelés. Bendra Igsteliy morfologija taip pat skyrési. Minkstu
pavirSiumi 10 d. stimuliuotos lastelés ant visy tirty pavirSiy buvo labiau
iStysusios. Taigi, mechaninis MCF-7 lasteliy stimuliavimas turéjo jtakos Siy
lasteliy morfologijai.
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3.28 pav. Mechaninio stimuliavimo jtaka MCF-7 lasteliy morfologijai. MCF-7
lastelés 10 dieny buvo stimuliuotos dvejais skirtingais pavir§iais — kietu pavir§iumi
(KS10) ir minkstu pavirSiumi (MS10). Duomenys pateikti déZiniais grafikais. Juoda
linija — mediana, dézé Zymi tarpkvartilinj regiona, paklaidos maziausig ir didziausia
reikSmes. Taskais pavaizduotos iskrytos, kurios nuo medianos nutolusios didesniu nei
1,5 tarpkvartilinio regiono plocio atstumu.

3.3.9. Mechaninio stimuliavimo jtaka MCF-7 lasteliy proliferacijai

Nustatéme, kad skirtingai mechaniskai stimuliuotos lastelés nevienodai
sgveikavo su tiriamaisiais pavirSiais. Todél toliau jvertinome, ar
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stimuliavimas kietu (10 GPa) ir minkstu (1 kPa) pavirsiais turéjo jtakos MCF-
7 proliferacijai. Lastelés buvo auginamos ant stimuliacijai naudoty pavirsiy ir
ju proliferacija buvo stebéta 96 valandas po jy i§séjimo. Proliferacijai vertinta
naudojant 2.2.9 skyriuje aprasyta DAPI metoda. Kaip galima matyti i§ 3.29
paveiksle pateikty rezultaty, 10-ies dieny stimuliavimas minksStu pavir§iumi
lémé padidéjusj Siy lasteliy dauginimosi potencialg ant abiejy tirtyjy pavirsiy.
Auginant Igsteles ant 1 kPa hidrogelio, skirtumai tarp grupiy iSryskejo tik po
96 val, tuo tarpu minkstu pavirSiumi stimuliuotos lastelés ant 10 GPa plastiko
pavirSiaus pradéjo sparciai proliferuoti ir jau po 36 tyrimo valandy buvo
stebéti reikSmingi skirtumai tarp tiriamyjy grupiy.
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3.29 pav. Mechaninio stimuliavimo jtaka MCF-7 lasteliy proliferacijai. MCF-7
lastelés 10 dieny buvo stimuliuotos dvejais skirtingais pavir$iais — kietu pavir§iumi
(KS10) ir minkstu pavirSiumi (MS10). Po to kietu ir minkstu pavirSiumi stimuliuotos
lastelés buvo iSsétos ant minksto (1 kPa) ir kieto (10 GPa) pavirsiy ir jy skaiciaus
pokytis vertintas po 24, 36 (tik ant kieto pavirSiaus), 48, 72 ir 96 val. Proliferacija
jvertinta 2.2.9 skyriuje aprasytu DAPI metodu. Duomenys pavaizduoti taskiniais
grafikais, kur taskai — vidurkiai, paklaidos SN. Linijos tai 5 parametry lasteliy
citotoksiskumo prognostiniai modeliai.

3.3.10. Mechaninio stimuliavimo jtaka MCF-7 lIgsteliy jautrumui
doksorubicino poveikiui

Pabaigoje jvertinome, ar MCF-7 lasteliy stimuliavimas minkstu
pavirSiumi daro jtakg jy jautrumui doksorubicino poveikiui véliau jas auginant
ant kieto plastiko pavirSiaus (3.30 pav.). Kaip galima matyti i§ gauty rezultaty,
lasteliy jautrumas padid¢jo tik paveikus jas didesnémis doksorubicino
koncentracijomis. Iki 1000 nM doksorubicino koncentracijy, mechaninis
stimuliavimas rySkaus poveikio MCF-7 lgsteliy jautrumui neturéjo.
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3.30 pav. Mechaninio stimuliavimo jtaka
MCF-7 lasteliy jautrumui
doksorubicinui. MCF-7 lastelés 10 dieny
buvo stimuliuotos dvejais  skirtingais
paviriais: kietu pavirSiumi — KS10 ir
minkStu pavir§iumi — MS10. Po to kietu ir
minks$tu pavir§iumi stimuliuotos lastelés
buvo iSsétos ant minksto (1 kPa) ir kieto (10
GPa) pavirsiy ir jy skaiCiaus pokytis
vertintas po 48 val. doksorubicino poveikio.
Citotoksi§kumas jvertintas MTT metodu.
Duomenys pavaizduoti taskiniais grafikais,
kur taskai — vidurkiai, paklaidos SN. Linijos
tai 5 parametru lasteliy citotoksiSkumo
prognostiniai modeliai.
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4. REZULTATU APTARIMAS

4.1. Metodas lasteliy skai¢iaus jvertinimui 2D-3D aplinkose

Auginant lgsteles 3D aplinkoje yra labai svarbu gebéti sekti jy skaiciaus
kitima, leidziantj tinkamai jvertinti lasteliy generuojamus signalus ] jvairius
isorés poveikius [309]. Siuo metu, didZioji dalis metody, sukurty lasteliy
skaiCiui jvertinti, tinka tik 2D aplinkai. Jy veikimas yra pagristas lasteliy
metabolizmo procesy matavimu, su lgsteliy skaic¢iumi koreliuojanciy
molekuliy koncentracijos matavimu ar tiesiog lasteliy vizualiu skai¢iavimu
[310-312]. Dauguma $iy metody puikiai tinka darbui 2D aplinkoje, bet yra
nesuderinami su lgsteliy skaiciaus vertinimu 2,5D ir 3D aplinkose [313,314].
Gantenbein-Ritter su kolegomis atliko tyrimg, kurio metu palygino trijy
lasteliy skaiciaus vertinimo metody tiksluma 3D aplinkoje — lasteliy dazyma
tripano méliu ir skaiiavima hemocitometru, laktato dehidrogenazés
aktyvumo matavimo ir kalceino AM/etidzio homodimero-1 dazymo metodus
[315]. Visi Sie metodai buvo suderinami su lasteliy skai¢iaus vertinimu 3D
aplinkoje, taciau jy atlikimui reikéjo panaudoti vir§kinimo fermentus, kurie,
savo ruoztu, lémé ganétinai dideles lasteliy skaiCiaus paklaidas. Be to,
metodai, kuriy atlikimui naudojami Sie fermentai, turi polinkj santykinai
padidinti gyvy lasteliy skai¢iy zuvusiy lasteliy sgskaita [316]. Kitame tyrime
buvo vertinamas rezasurino daza naudojancio metodo efektyvumas lgsteliy,
auginty porétose 3D struktiirose, skai¢iaus nustatymui [317]. Kadangi $is
metodas yra pagristas lasteliy metabolizmo efektyvumo vertinimu, jis néra
tinkamas tuose tyrimuose, kuriuose keiciasi lgsteliy metabolinis aktyvumas.
O tokiy tyrimy audiniy inZinerijos srityse yra labai daug. Auginant lasteles 3D
struktiirose, taip pat inicijuojant lasteliy diferenciacija, tiek Iasteliy proteomas,
tiek ir metabolizmas kinta bei prisitaiko prie naujos aplinkos salygy, tad
lasteliy metabolizmo efektyvumo matavimais pagristi metodai néra tinkami
lasteliy skaic¢iaus vertinimui 3D aplinkoje [317]. Tuo tarpu DNR molekuliy
skaiCius lgstelése yra pakankamai pastovus. Jis kinta tik 1gstelei dalijantis, tam
tikry véziniy lasteliy atveju gali susidaryti nevienodas chromosomy kopijy
skaiCius tarp skirtingy Igsteliy, taip pat pvz. raumeninés diferenciacijos atveju
susidaro daugiabranduolinés lastelés [318]. Taciau daugeliu atveju, DNR
kiekis Iasteléje tiesiogiai koreliuoja su Igsteliy skai¢iumi. Dél $iy prieZascCiy
vis daugéja metody, kurie yra pagrjsti lgsteliy visuminés DNR kiekio
vertinimu [319-321]. Sios disertacijos dalies tikslas buvo sukurti metoda,
pagrista DNR koncentracijos matavimu, kuris bty tinkamas 2,5 ir 3D
aplinkoje auginamy lasteliy skaiciaus nustatymui. DNR kiekio jvertinimui
pasitelkéme placiai Igsteliy tyrimuose naudojamg DAPI daza. Kadangi, tam
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tikrais atvejais bendras DNR kiekis gali skirtis skirtinguose lasteliy tipuose,
miisy sukurto metodo efektyvumas buvo jvertintas panaudojant platy spekta
skirtingos kilmés lasteliy — dvi vézio kilmés lasteliy linijas (Zmogaus krities
vézio linija MCF-7 ir pelés hepatomos vézio linija MH-22a), peliy embriony
fibroblasty linija Swiss 3T3 bei pirmines i§ ziurkiy danty pulpos iSskirtas
mezenchimines kamienines lgsteles DPKL. Tyrimo metu buvo jvertinta
skirtingy genomy ilgio (zmogaus, pelés ir ziurkes), taip pat poliploidiniy
genomy, biidingy vézinéms lasteléms, jtaka metodo jautrumui ir tinkamumui.

Tuo tikslu, pradzioje buvo vertinama dviejy skirtingy sudéciy (NDS ir
Triton-X100) lgsteliy lizés buferiniy tirpaly jtaka DAPI foninei
fluorescencijai. Abiejy detergenty koncentracijoms didéjant, didéjo ir DAPI
foninis signalas (nesant tirpale DNR), ta¢iau su NDS detergentu pastebéti du
tiesiniai procesai. Esant didesnei nei 0,02 % NDS koncentracijai DAPI
fluorescencijos signalas smarkiai sustipréjo nei lyginant su mazesnémis NDS
koncentracijomis. Yra zinoma, kad NDS gali suformuoti miceles, kuriy viduje
susidaro hidrofobiné aplinka. | $ig aplinkg patekus DAPI dazo molekuliy
fluorescencijos signalas smarkiai iSauga [322,323]. Triton-X100 atveju,
did¢jant detergento koncentracijai, DAPI foninis fluorescencijos signalo
stiprumas taip pat didéjo ir procesas buvo tiesinis visame tirtame
koncentracijy intervale.

DAPI yra DNR specifinis dazas. Jam susijungus su DNR, DAPI
suzadinimo koeficientas iSauga ~20 karty, tuo tarpu susijungus DAPI su RNR,
suzadinimo koeficientas beveik nepakinta ir fluorescencijos emisijos
maksimumas pasislenka link 500 nm, kai tuo tarpu DAPI susijungimo su DNR
atveju, emisijos maksimumas biina ties 460 nm bangos ilgiu [324,325]. Sios
DAPI dazo savybés lemia platy jo pritaikyma lasteliy branduoliy dazymui.
Taciau, esant labai mazoms DNR koncentracijomis, DNR-DAPI nulemty
sgveiky metu DAPI fluorescencija kinta netiesiskai, o tai neleidzia tiksliai
vertinti mazy DNR kiekiy. Tac¢iau misy tyrimo atveju, panasu, tai neturéjo
jtakos matuojant net nedidelius lasteliy skaicius. Tiriant Swiss 3T3 lasteliy
skai¢iy, nustatyta tiesiné DAPI fluorescencijos signalo priklausomybé nuo
lasteliy skaiciaus dideliame, net 200—100 000 Iasteliy, intervale. Toks platus
intervalas gali buti nesunkiai pritaikytas placiam spektrui tyrimy, kuriy metu
svarbu jvertinti lgsteliy skai¢iy. Taciau, d¢l genomy ilgiy skirtumy ir véZinéms
lasteléms biidingo genomo poliploidiSkumo, vienodas Igsteliy skaiCius
generavo skirtingo stiprumo DAPI fluorescencijg [326,327]. Todél norint
taikyti §] metoda pirmausia reikty jsivertinti, kokiame lgsteliy intervale DAPI
fluorescencijos signalas tiesiskai priklauso nuo lasteliy skai¢iaus. Kaip matyti
i$ tiesiniy modeliy, véZiniy Iasteliy atvejy, $is metodas buvo beveik dvigubai
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jautresnis (k koeficientai MCF-7 ir MH-22a — 0,0047 ir 0,0041 atitinkamai),
nei lyginant su kamieninémis lastelémis (k koeficientai Swiss 3T3 ir DPSC
0,0021 ir 0,0026 atitinkamai).

Pastebétina, kad musy pasililytas metodas negali atskirti gyvy ir
zuvusiy lgsteliy, todél néra tinkamas vertinti Igsteliy zities sukeltiems Igsteliy
skaiCiaus pokyciams, taciau sékmingai buvo iSbandytas vertinant pirminiy
DPKL lasteliy proliferacija ant trijy tipy pavir$iy — 2D plastiko pavirsiaus bei
3D spausdinimo biidu gauty 2,5D ir 3D pavirsiy. Kadangi Sis metodas néra
pagristas Igsteliy metabolizmo matavimu, jis gali buti placiai naudojamas
Ivairiuose diferenciacijos tyrimuose, taip pat yra tinkamas mazai metaboliskai
aktyvioms lgsteléms tirti. Be to, skirtingy detergenty tyrimai parodé, kad
lasteles galima lizuoti keliomis stadijomis, pvz. i§ pradziy lizés buferiu savo
sudétyje turinciu 0,02 % Triton-X100 galima iStirpinti lasteliy membrang ir
vidulastelinius baltymus, o véliau panaudojus lizés buferinj tirpala su 0,02 %
NDS detergentu galima baigti sulizuoti lasteliy branduolius. Taip vieno
eksperimento metu baty galima vertinti keleta aspekty, pvz. galima jvertinti
Sarmingés fosfatazés fermentinj aktyvumg ir iSmatuoti lasteliy skaiciy viename
méginyje.

4.2. DMKL jautrumas oksidaciniam stresui skirtingo kietumo
mechaninése aplinkose

Mezenchiminés kamieningés lastelés yra placiai naudojamos jvairiy ligy
gydimui ir pazeisty audiniy regeneracijai [328-334]. Pazeistuose audiniuose
vyksta jvairiis stresg indukuojantys procesai. Vienas jy - oksidacinis stresas.
Literatiiroje apraSoma daug buidy, skirty sumazinti zalingg oksidacinio streso
poveikj lasteléms, pvz. audiniy inzinerijoje yra naudojami karksai praturtinti
antioksidantais, 1asteliy terapijoje kamieninés lastelés prie§ grazinima atgal |
Oorganizmg yra auginamos antioksidanty turin¢iose mitybinése terpése
[128,335-339]. Tadiau, nepaisant Siy pastangy, didzioji dalis lasteliy grazinty
] organizmg Ziva arba kamieninése lastelése oksidacinis stresas inicijuoja
sen¢jimo procesus, kurie lemia suprastéjusias regeneracines bei
imunomoduliacines $iy lasteliy funkcijas [128,340,341].

Mezenchiminés kamieninés lastelés randamos jvairinose audiniuose,
kurie turi jiems specifing mechaning aplinkg [340,342]. Si audinio mechaniné
aplinka yra labai svarbi jo homeostazei, todél net nedideli nuokrypiai gali
sukelti negriztamus zalingus audiniy pokycius [300,343-345]. Véziniy
susirgimy atveju taip pat stebimas audinio uzlastelinio uzpildo kietéjimas,
kuris lemia padidéjusj véziniy lasteliy atsparumg daliai prieSvéziniy vaisty
[346-348]. Tai rodo, kad mechaninés aplinkos poveikis tiek vézinéms, tiek
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kamieninéms lasteléms yra labai svarbus. Nepaisant to, kol kas beveik néra
duomeny apie mechaninés aplinkos jtakg MKL atsparumui oksidacinio streso
poveikiui, nors Sios lastelés jau yra placiai naudojamos audiniy inZinerijoje ir
lasteliy terapijoje [328-330]. D¢l to, $io tiriamojo darbo dalyje jvertinome,
kaip kei¢iasi DMKL jautrumas oksidaciniam stresui priklausomai nuo
pavirSiaus, ant kurio jos buvo auginamos, kietumo. Miisy rezultatai parodé
tiesioging koreliacija tarp pavirSiaus kietumo ir DMKL jautrumo
oksidaciniam stresui — kuo kietesnis pavir$ius, tuo atsparesnés DMKL buvo
vandenilio peroksido indukuotam oksidaciniam stresui.

Lastelés mechaninés aplinkos pokycius jaucia déka keturiy pagrindiniy
sistemy — mechanojautriy jony kanaly, fokaliniy adhezijy, tarplasteliniy
saveikos kompleksy bei branduolio-citoskeleto jung¢iy kompleksy [2,9,349].
Dalyvaujant Sioms sistemoms lastelése yra inicijuojami jvairts signaliniai
keliai, reguliuojantys jy elgesj ir likima. Lastelés jaucia padidéjusj uZlastelinés
aplinkos kietuma ir atsako j pokycius padidindamos savo sgveikos su
uzlgsteliniu uzpildu stipruma bei padidindamos savo citoskeleto jtempij
dalyvaujant aktino-miozino kompleksui [189,350]. Tai lemia lasteliy
adhezijos ir morfologijos pokyc¢ius. Misy gauti duomenys taip pat patvirtino
Siuos procesus DMKL — nuo pavirsiaus kietumo priklausé DMKL adhezija ir
morfologija. Ant kuo kietesnio pavirsiaus lastelés augo, tuo greiciau jos kibo
prie pavirsiaus ir tuo labiau ant jo iplito. Si Igsteliy adhezijos ir morfologijos
priklausomybé nuo auginimo pavirSiaus kietumo budinga ne tik DMKL, bet
ir i§ kity audiniy iskirtoms MKL [351-353].

Pavirsiaus kietumas taip pat turi jtakos MKL proliferacijai. Lastelés yra
linkusios proliferuoti grei¢iau ant kietesniy pavirsiy, taciau §is procesas néra
linijinis ir gali priklausyti nuo konkretaus lasteliy tipo [351,353]. Pavyzdziui,
suaugusio individo nervinés kilmés kamienings lastelés greiciau proliferuoja
ant vidutinio kietumo (3,5 kPa) pavirSiy nei ant kietesniy (10 ir 30 kPa)
karkasy [354]. Musy tirty DMKL proliferacijos greitis taip pat priklausé nuo
pavirSiaus kietumo — ant kuo kietesnio hidrogelio lastelés buvo auginamos,
tuo greiciau jos proliferavo. Grei¢iausiai lgstelés dalijosi ant 40 kPa kietumo
hidrogelio, kurio mechaninés savybés yra panasios j danteny audinio (~25
kPa). TacCiau ant kie¢iausio (10 GPa) plastiko pavirSiaus augintos lgstelés
dalijosi panasiai kaip ir ant vidutinio (8 kPa) kietumo hidrogelio augintos
DMKL. Tyrimams naudoti hidrogeliai buvo dengti I tipo kolagenu, kai tuo
tarpu plastikinis pavirS§ius buvo padengiamas vitronektinu ir fibronektinu,
kuriy $altinis — auginimo teréje esantis FVS. Akivaizdu, lastelés yra linkusios
geriau kibti prie kolagenu dengty pavirSiy nei prie plastikinio pavirSiaus, ypac
pirmosiomis valandomis po i$s¢jimo [355]. Todél, ne tik paviriaus
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mechaninés savybeés, bet ir paciy lgsteliy gebéjimas su juo sgveikauti turi
jtakos lasteliy procesams. Be to, nors DMKL buvo linkusios proliferuoti
greiCiau ant kietesniy karkasy, taCiau Sis procesas nebuvo tiesinis ir gali biiti
nulemtas mezenchiminiy Iasteliy Saltinio.

Oksidacinis stresas indukuotas vandenilio peroksidu lémé MAP kinaziy
raiskos ir fosforilinimo pokycius. Taciau pavirSiaus kietumas skirtingai veiké
atskiras MAP kinazes. Taipogi, visos MAP kinazés buvo atsakingos uz
lasteliy iSgyvenimo skatinimg, taciau tik p38 MAP kinazé buvo svarbi audiniy
kietumus atitinkanciy hidrogeliy atvejais. ERK ir JNK skatino tik ant plastiko
pavirsiaus auginty lasteliy i$gyvenima. Sie rezultatai parodo, kaip svarbu yra
pasirinkti tinkama lasteliy tyrimy modelj, kuris leisty tinkamai prognozuoti in
vivo rezultatus [356].

Taip pat iStyréme, kaip nuo aplinkos kietumo priklauso transkripcijos
veiksnio AP-1 komponenty c-Jun ir c-Fos raika ir aktyvinimas oksidacinio
streso poveikyje. Idomu tai, kad tik c-Jun raiSkos ir forsforilinimas kito
paveikus ant skirtingy kietumy pavirSiy augintas lasteles oksidaciniu stresu.
Tuo tarpu, c-Fos raiska beveik nekito. Yra zinoma, kad AP-1 gali buti
sudarytas i§ c-Jun Seimos homodimery arba c-Jun/c-Fos Seimy heterodimery
[357]. Nuo AP-1 sudéties priklauso saveikos su DNR stiprumas. AP-1
sudarytas i$ c-Jun/c-Fos heterodimero su DNR sgveikauja stipriau nei c-Jun
homodimeras. Taciau, dazniausiai, pradiniame atsake dalyvauja c-Jun
homodimeras, o c-Jun/c-Fos heterodimeras stebimas vélyvesnio atsako metu
[357,358]. Kadangi vertinome baltymy rai§kos poky¢ius praéjus valandai po
poveikio vandenilio peroksidu, gali buti, kad c-Jun/c-Fos heterodimeras dar
nebuvo inicijuotas. Tuo tarpu, c-Jun raiska ir aktyvinimas tiesiogiai koreliavo
su MAP kinazés p38 pilnos ir fosforilintos formos kiekiu, o tai sufleruoja, kad
biitent p38 inicijuoja c-Jun raiSkg ir fosforilinimg DMKL oksidacinio streso
metu.

Misy tirtu atveju, geriausiai pasirodé DMKL, augintos ant 40 kPa
kietumo pavir$iy. Sios lastelés greiGiausiai tvirtinosi prie pavirsiaus ir
suformavo daugiausiai fokaliniy adhezijy. Taip pat, ant 40 kPa augusios
DMKL greiciausiai dauginosi ir buvo atspariausios oksidaciniam stresui,
lyginant su ant kity hidrogeliy augusiomis lastelémis. Sveikas danteny
audinys yra apie 25 kPa kietumo. IS visy misy tirty skirtingo kietumo
hidrogeliy, 40 kPa hidrogelis savo mechaninémis savybémis buvo
artimiausias danteny audiniui, todél, tikétina, kad j danteny audinj panasios
pavirSiaus mechaninés savybés biitent ir nulémé tokig lasteliy elgsena ant Sio
pavirSiaus. Taciau, vis dar yra per mazai zinoma, kad biity galima tai
patvirtinti ar paneigti. Skirtingy $altiniy MKL, jas auginant ant plastiko
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pavirsiaus, | oksidacinj stresa reaguoja panasiai [359,360]. Miisy tyrimas
parodé, kad DMKL MAP kinaziy raiska ir aktyvinimas skyrési jas auginant
ant skirtingy kietumy pavirsiy. Taip pat, skyrési ir jy vaidmuo lgsteléms
atsakant j oksidacinj stresa. p38 MAPK, kuri buvo svarbi lgsteliy iSgyvenimui,
kai DMKL buvo augintos ant audiniams buidingy kietumy pavir§iy, neturéjo
didelés jtakos $iy lasteliy iSgyvenimui jas auginant ant plastikinio 10 GPa
pavirSiaus. Lasteliy terapijoje smegeny (0,5-1,5 kPa) ir plauciy (0,6-5,1 kPa)
audiniuose vykstanc¢iy, oksidacinio streso inicijuoty procesy malSinimui yra
naudojamos i§ kauly c¢iulpy (0,1-10,9 kPa) ir riebalinio audinio (~2 kPa)
i§skirtos MKL. Abu MKL S$altiniai turi palyginamas audiniy mechanines
savybes, kaip ir gydomi audiniai. Taigi, jeigu MKL jautrumas oksidaciniam
stresui skirtingose mechaninése aplinkose priklauso nuo jy pirminio audinio
mechaniniy savybiy, | tai atsizvelgiant buty galima padidinti tiek lasteliy
terapijos, tiek ir audiniy inZinerijos efektyvumg [331,361-365].

4.3. Pavirsiaus kietumo jtaka MCF-7 Iasteliy atsparumui doksorubicinui

2020 m. pasaulyje buvo diagnozuota daugiau nei 19,3 milijonai naujy
véziniy susirgimy ir net 10 milijony miréiy. Dazniausiai diagnozuojamas
vézinis susirgimas yra krities vézys (2,3 milijonai naujy atvejy), po jo seka
plauciy (2,2 milijonai naujy atvejy) ir prostatos (1,4 milijonai naujy atvejy)
véziniai susirgimai. Daugiausiai gyvybiy nusinesé plauciy (1,79 milijonai
mirciy), kepeny (0,8 milijjonai mir¢iy) ir skrandzio (0,7 milijonai mirciy)
véziniai susirgimai [366]. 2020 m. duomenimis, JAV tik §irdies ir kraujagysliy
ligos nusinesé daugiau gyvybiy [367]. Taigi, véziniai susirgimai i$lieka viena
i§ pagrindiniy mirties priezas¢iy pasaulyje. Ir nors §iuo metu yra sukurta daug
naujy inovatyviy vézio gydymo metodiky, vis dar ieSkoma naujy, terapinj
potencialg turin¢iy, sprendimy. Vienas jy — pastaruoju metu daug démesio
véziniy susirgimy tyrimuose susilaukusi mechanobiologija [187], kuri tiria
kaip uZzlastelinio uzpildo bei audinio lgsteliy mechaninés savybés veikia
jvairius Igsteliy procesus. Yra Zinoma, kad mechaniné aplinka daro jtaka
véziniy lgsteliy standumui, migracijai, poliarizacijai, zii¢iai ir i§gyvenimui,
citoskeleto ir organeliy organizacijai ir net geny raiSkai [187]. Dél to,
mechanojutime dalyvaujantys baltymy kompleksai ir jy inicijuojami
signaliniai keliai gali biiti naujais terapiniais taikiniais. Tikimasi, kad vézio
mechanobiologijos tyrimai atskleis procesus, vykstancius vézinése lastelése
joms atsakant j prieSvézinius vaistus bei padés iSsiaiSkinti metastazavimo
mechanizmus. Tikimasi, kad Sios Zzinios leis pagerinti véZiniy susirgimy
gydymo veiksmingumg. D¢l to, Sioje darbo dalyje tyréme, kokig jtaka kruties
veézio lasteliy linijai MCF-7 turi skirtingo kietumo poliakrilamidinai pavirsiai,
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atitinkantys organizmo minkstuosius, vidutinio kietumo ir kietuosius
audinius. Taip pat, jvertinome, ar mechaniné aplinka daro jtakg vieno
populiariausiy kriities vézio gydymui naudojamo vaisto, doksorubicino,
efektyvumui.

Miisy rezultatai parodé, kad mechaniné aplinka svarbi kriities vézio
MCEF-7 lasteliy linijai — net sglyginai trumpai ant hidrogeliy augintos lgstelés
pradéjo elgtis kitaip nei ant plastiko pavirSiaus. Nuo pavirsiaus kietumo
priklaus¢ MCF-7 lasteliy adhezijos kinetika, morfologija ir netgi proliferacija.
Tokie patys pokycCiai buvo pademonstruoti ir kitose vézinése lastelése
naudojant jvairiai strukttirizuotus pavirSius, PDMS mikroskys¢iy sistemas
[9,296,368-371]. Sie procesai reguliuojami dalyvaujant jvairiems
signaliniams keliams, jskaitant ir Rho-ROCK-Miozino bei YAP/TAZ
signalinius kelius [371,372].

Pavirsiaus kietumas taip pat lémé skirtingus MAP kinaziy raiskos ir
aktyvinimo profilius MCF-7 lastelése. Nustatéme, kad fosfo-FAK kiekis
lastelése priklausé nuo pavirSiaus kietumo ant kurio MCF-7 buvo auginamos,
o tai galéjo turéti jtakos skirtingam MAPK kiekiui ir aktyvinimui skirtingo
kietumo aplinkose [373]. Kadangi MAP kinazés reguliuoja jvairius lgstelése
vykstancius procesus, tarp jy ir Igsteliy ziitj bei i§gyvenima, todél jvertinome,
ar skirtingi MAP kinaziy raiSkos ir aktyvinimo pokyc¢iai daré¢ jtaka Siy MAP
kinaziy vaidmeniui vézinéms lasteléms atsakant j doksorubicino poveikj
skirtingo kietumo aplinkose. I§ tiesy, nuo pavirSiaus kietumo, ant kurio augo
MCEF-7 lastelés, priklausé ir MAPK vaidmuo. Visos trys MAP kinazés — ERK,
JNK ir p38 — buvo atsakingos uz lasteliy zities reguliavimg esant
mink$¢iausiai 1 kPa aplinkai, tuo tarpu ant kietesniy hidrogeliy — 8 ir 40 kPa,
augintose lastelése tik JNK kinazé daré reikSminga jtaka lasteliy skaiciaus
poky¢iui. Si kinazé ant visy tirty hidrogeliy skatino lasteliy Zatj. Tuo tarpu,
ant kieto 10 GPa plastiko pavirSiaus nei JNK, nei p38 MAP kinazés neturéjo
aiskiai iSreikStos rolés atsakant lasteléms j doksorubicino poveikj. Taciau
MAP kinazé — ERK, buvo atsakinga uz lasteliy zaties inicijavimg ir ant
plastiko augintose MCF-7 lastelése. Yra zinoma, kad padidéjusi MAP kinaziy
raiSka ir aktyvinimas krities vézio atveju yra siejamas su didesne mirties
rizika, blogesne prognoze [374]. Kadangi ant minkstesniy pavirSiy stebétas
MAP kinaziy raiskos ir aktyvinimo sumazéjimas, tai galéjo lemti pasikeitusi
$iy kinaziy vaidmen;.

Nustatéme, kad pavirSiaus kietumas turéjo jtakos ir MCF-7 lgsteliy
atsparumui doksorubicino poveikiui, taCiau $is efektas nebuvo aiskiai
iSreikstas. Tik esant >10 pM chemoterapinio vaisto koncentracijai stebéti
skirtumai tarp ant hidrogeliy ir ant plastiko auginty lasteliy skai¢iaus poky¢io.
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Siekiant detalizuoti mechaninés aplinkos svarba, nusprendéme 10 dieny
tiriamas kriities vézio lgsteles stimuliuoti skirtingo kietumo aplinka. Tuo
tikslu, lastelés nustatytg laiko tarpg buvo auginamos arba ant minks¢iausio 1
kPa hidrogelio ir kiegiausio 10 GPa plastiko pavirsiaus. Sis lasteliy
mechaninis stimuliavimas minks$tu pavir§iumi turéjo jtakos jy morfologijai ant
tirty skirtingy kietumy pavirsiy. 1 kPa pavirSiumi stimuliuotos lgstelés buvo
labiau i8plitusios ant visy tirty hidrogeliy, tuo tarpu su plastikiniu pavirSiumi
stipriau saveikavo kietu pavir§iumi stimuliuotos MCF-7 lIgstelés. Sie skirtumai
galéjo buti nulemti Igsteliy mechaninés atminties [375]. Yra zinoma, kad po
10 dieny MKL auginimo ant kieto pavirSiaus, jos i$s¢jus ant minksto, jos
toliau elgiasi it augty ant kieto pavir§iaus [298,375]. Siuo atveju, su kraties
vézio lasteliy linijja MCF-7 mes pademonstravome atvirkSia procesa.
YAP/TAZ baltymy lgstelinis pasiskirstymas taip pat priklauso nuo lasteliy
auginimo aplinkos [376-378]. Auginant MCF-7 lasteles ant minksty pavirsiy,
YAP/TAZ telkiasi lasteliy citoplazmoje, tuo tarpu auginant ant kiety pavirsiy
— branduolyje. Siuo atveju, YAP/TAZ kompleksas veikia kaip reostatas ir jo
pasiskirstymo skirtumai leidzia Iasteléms jausti ir prisitaikyti prie kintancios
mechaninés aplinkos [66,379]. Tai reiskia, kad 10 dieny laikotarpis MCF-7
stimuliuojant minksta aplinka yra pakankamas, kad MCF-7 labiau prisitaikyty
augti minkstoje aplinkoje, nei tik ant kieto pavirSiaus augintos lastelés.
Mechaninis stimuliavimas taip pat turéjo jtakos MCF-7 lIasteliy
proliferacijai. Minkstai stimuliuotos Igstelés grei¢iau dalijosi tiek ant minksto,
tiek ant kieto pavirSiaus. Ta galéjo lemti YAP/TAZ baltymo pasiskirstymas.
Yra zinoma, kad YAP/TAZ kontroliuoja jvairius procesus lastelése, tarp jy ir
proliferacijg [380,381]. Kietéjant pavir§iui mes stebéjome didéjanciag MAP
kinaziy raiska, kuri taip pat reguliuoja Iasteliy proliferacijos procesus.
Mechaninis stimuliavimas lémé lasteliy jautrumo padidéjima
doksorubicinui. Tiek minkstai, tiek kietai stimuliuotos lgstelés apie 10 karty
buvo jautresnés doksorubicino poveikiui nei nestimuliuotos MCF-7 Igstelés.
Tai galéjo nulemti taikyta tyrimo metodika. IS karto po stimuliacijos, 1astelés
buvo uzsaldomos ir atSildomos pries pat eksperimentg. Perkeltos ant tiriamo
pavirSiaus lgstelés jau po 24 valandy buvo veikiamos tiriamosiomis vaisto
koncentracijomis. Taciau, kadangi buvo tiriama ir kietai stimuliuota kontrolé,
tai leido tinkamai jvertinti stimuliacijos bei lasteliy uzSaldymo—atSildymo
poveikj doksorubicino jautrumui. Kietai stimuliuotos Igstelés tik esant
didesnéms koncentracijoms buvo atsparesnés §io vaisto poveikiui. Tai parodé,
kad mechaninés aplinkos kietumas silpnai veiké Iasteliy atsaka i
doksorubicino poveikj. Qin su kolegomis, atlik¢ panaSius tyrimus su kita
kraties vézio lasteliy linija MDA-MB-231, gavo priesingus rezultatus [382].
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Siuo atveju, MDA-MB-231 tyréjai augino ant 10, 38 ir 57 kPa
poliakrilamidiniy hidrogeliy ir nustaté, kad 38 kPa pavirSius beveik
padvigubino Iasteliy atsparumg doksorubicino poveikiui. Tuo tarpu, misy
tyrime naudoti panaSaus kietumo pavirSiai (8 ir 40 kPa) netur¢jo
reik§mingesnio poveikio. Ant 10 ir 8 kPa augintos lgstelés demonstravo labai
panaSy, nuo doksorubicino priklausomg Igsteliy citotoksiskumg. Taigi, arba
Sio tyrimo duomenys prieStarauja miisy gautiems rezultatams, arba nedidelis
~2 kPa kietumy skirtumas galéjo turéti reikSmingos jtakos lasteliy jautrumui
doksorubicino poveikiui. Gautus skirtumus galimai bity galima bty
paaiskinti ir $iy dviejy lasteliy linijy skirtumais — MDA-MB-231 neturi PR,
ER ir ZEAV2R (sudaro 1520 % visy kriities véZio atvejy), kai tuo tarpu
MCF-7 neekspresuoja tik ZEAV2R zymens (~70 % visy krities véZio atveju)
[231,383]. Taipogi, MDA-MB-231 yra daug invazyvesné krities vézio
lasteliy linija, kuriai budinga padidéjusi uzlastelinio uzpildo proteaziy raiska,
kai tuo tarpu, MCF-7 metastazés néra labai budingos ir pelése jos iSsivysto tik
padidinus estrogeno kiekj [384,385]. Galimai $ie skirtumai lemia ir $iy dviejy
kraties vézio lasteliy linijy skirtingg reakcija j mechaninius veiksnius.

Kitame tyrime, analizuojant ant mink$ty (0,2 ir 2 kPA) alginato
matrigeliy auginamas MCF-7 lasteles nebuvo nustatyta ryskesné aplinkos
kietumo jtaka lgsteliy jautrumui doksorubicino poveikiui [386]. Taigi, galime
teikti, kad mechaniné aplinka visgi daro jtaka MCF-7 Iasteléms —
priklausomai nuo aplinkos kietumo keiciasi lasteliy adhezija, morfologija ir
proliferacija. Taip pat kinta ir MAP kinaziy raiSka bei aktyvinimas,
suformuoty fokaliniy adhezijy skai¢ius. Taciau, mechaniné aplinka turéjo tik
nezymy poveikj MCF-7 Iasteliy jautrumui doksorubicino poveikiui. Net
papildomai 10 dieny minkstai stimuliuotos lastelés panasiai reagavo |
doksorubicino poveikj. Gali buti, kad doksorubicino veikimo mechanizmas
yra nepriklausomas nuo mechaniniy veiksniy jtakos Sioje kriities vézio lasteliy
linijoje.
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ISVADOS

Sukurtas metodas, pagrjstas DAPI sgveika su DNR, leidZiantis jvertinti
lasteliy skaic¢iy 2D, 2,5D ir 3D aplinkose, nepriklausomai nuo lgsteliy
metabolizmo. Siuo metodu negalima atskirti gyvy ir Zzuvusiy lasteliy,
todél jis néra tinkamas vertinti poveikiams, sukeliantiems lasteliy ztj.
Pries taikant §j metoda rekomenduotina jvertinti, kokiame lasteliy
skaiCiaus intervale DAPI fluorescensijos signalas tiesiSkai priklauso
nuo lasteliy skai¢iaus.

Zmogaus danteny mezenchiminiy kamieniniy lasteliy adhezija,
morfologija, suformuotas fokaliniy adhezijy skaiéius, proliferacija,
MAPK raiska ir aktyvinimas priklauso nuo pavir§iaus kietumo —
nustatytas optimalus pavirSiaus kietumas Sioms lgsteléms — 40 kPa
hidrogelis. PavirSiaus mechaninés savybés taip pat daro jtaka danteny
mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy atsparumui oksidacinio streso
poveikiui — kuo pavirSius kietesnis, tuo mezenchiminés kamieninés
lastelés atsparesnés oksidaciniam stresui.

MAPK vaidmuo mezenchiminése kamieninése lastelése kinta
keiCiantis pavirSiaus mechaninéms savybéms. Nustatyta, kad ant
skirtingy audiniy kietumus atitinkanéiy pavir$iy augintose danteny
mezenchiminése kamieninése lastelése p38 MAPK atsakinga uz
lasteliy i§gyvenimo skatinima, kai tuo tarpu ERK ir INK MAPK neturi
aiSkaus vaidmens. Taciau ant plastiko pavirSiaus stebéta prieSinga
tendencija — JNK ir ERK skatina lasteliy iSgyvenima, o p38 neturi
aiskios funkcijos.

MCEF-7 lasteliy adhezija, morfologija ir suformuoty fokaliniy adhezijy
skaiCius, proliferacija, FAK ir MAPK raiska bei fosforilinimas
priklauso nuo pavirSiaus mechaniniy savybiy, ta¢iau mechaninés
aplinkos savybés beveik neturi jtakos S$iy lasteliy atsakui |
chemoterapinio vaisto doksorubicino poveikj — nustatytas tik nezymus
MCEF-7 Igsteliy jautrumo doksorubicinui didé¢jimas mazéjant pavirSiaus
kietumui.

MAPK vaidmuo kriities vézio linijos MCF-7 Igstelése kinta keiciantis
pavirSiaus mechaninéms savybéms. Nustatyta, kad ant minks¢iausio, 1
kPa pavirSiaus visos trys MAPK atsakingos uz lasteliy zuties
iniciavimg. Kietéjant hidrogelio pavirsiui, tik JNK islaiko §j savo
vaidmenj, kai tuo tarpu ERK ir p38 aiskiai iSreikStos funkcijos ant
kietesniy hidrogeliy neturi. Tuo tarpu ant plastiko pavirSiaus, tik ERK

Vov—

kinazé atsakinga uz zuties iniciavimg.
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Mechaninis stimuliavimas mink$ta aplinka reik§mingai veikia tirty
kriities véZio lgsteliy morfologija ir proliferacija — Sios Igstelés daug
geriau sgveikauja su hidrogeliais nei kietu pavir§iumi stimuliuotos
lastelés. MinkStu pavirSiumi stimuliuotos lgstelés pasizymi daug
didesniu proliferacijos potencialu tick minkstoje, tiek kietoje aplinkoje.
Tacéiau mechaninis stimuliavimas neturi aiSkiai ireik$tos jtakos MCF-
7 lasteliy jautrumui doksorubicino poveikiui kietoje aplinkoje.
Skirtumai nustatomi tik lasteles paveikus didziausia doksorubicino
koncentracija.
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