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SANTRUMPOS 

AA – akrilamidas; 

AP – aprotininas; 

AP-1 – aktyvuojantis baltymus (activator protein 1) 

APS – amoniopersulfatas; 

BIS – bisakrilamidas; 

CAF –vėžinio audinio fibroblastai (cancer-associated fibroblasts); 

DAMP – su pažeidimu asocijuoti molekuliniai žymenys (damage-

associated molecular patterns); 

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

DMEM – Dulbecco modifikuota Eagle terpė; 

DMKL – dantenų mezenchiminės kamieninės ląstelės; 

DMSO – dimetilsulfoksidas; 

DPKL – dantų pulpos mezenchiminės kamieninės ląstelės; 

DTT – ditiotreitolis; 

ECL – chemoliuminescencijos tirpalai; 

EDTA – etilendiamintetraacto rūgštis; 

ER – estrogeno receptorius; 

ERK – užląstelinių signal reaguliajama kinazė (extracellular signal-

regulated kinase); 

FAK – fokalinės adhezijos kinazė; 

FBT – Fosfatinis buferinis tirpalas; 

FDM – lydyto nusėdimo modeliavimas (fused deposition modeling); 

FVS – fetalinis veršelio serumas; 

HIF1/2-α – hipoksijos įjungiamas veiksnys 1/2 α (hypoxia induced 

factor 1/2 α); 

HRP – krienų peroksidazė (horseradish peroxidase); 

IMDM – Iscove modifikuota Dulbecco terpė; 

JNK – c-Jun N galo kinazė; 

KS10 – 10 dienų ląstelių stimuliacija kietu paviršiumi; 

KT – kambario temperatūra; 

MAPK – mitogenų aktyvuojamos baltymų kinazės (mitogen activated 

protein kinase); 

MKL – mezenchiminės kamieninės ląstelės; 

MS10 – 10 dienų ląstelių stimuliacija minkštu paviršiumi; 



10 

NCBT – natrio citrato buferinis tirpalas; 

NDS – natrio dodecilsulfatas; 

PCL – polikaprolaktonas (polycaprolactone); 

PDMS – polidimetilsulfoksidas; 

PEG – polietilenglikolis; 

PLA – polilaktinės rūgšties polimeras (polylactic acid); 

PMSF – fenilmetilsulfonilfloridas; 

PR – progesterone receptorius; 

PRR – žymenys atpažystantys receptoriai (patterns recognition 

receptors); 

PVDF – polivinildenfluoridas; 

ROS – reaktyvios deguonies formos (reactive oxygen species); 

SLA – Stereolitografija; 

TEMED – tetrametiletilendiaminas; 

TGF-β – audinių augimo veiksnys β (Tissue growth factor β); 

VEGF - kraujagyslių endotelio augimo veiksnys (Vascular Endothelial 

Growth Factor); 

VSA – veršelio serumo albuminai; 

ŽEAV2R – žmogaus epidermio augimo veiksnio 2 receptorius; 
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ĮVADAS 

Skirtingų audinių ląstelėms būdinga labai savita augimo aplinka. Nuo 

audinio tipo priklauso ar audinyje dominuoja tarpląstelinės sąveikos ar ląstelių 

sąveikos su užląsteliniu užpildu. Be to, skirtingi audiniai taip pat pasižymi ir 

specifinėmis užląstelinio užpildo savybėmis, kurios lemia skirtingą audinių 

kietumą. Vieni minkščiausių audinių organizme yra smegenys, kurių kietumas 

siekia vos 0,1–1 kPa, vidutiniu kietumu pasižymi raumens audinys, jo 

standumas svyruoja nuo 5 iki 12 kPa, o kiečiausi mūsų kūno audiniai yra 

kremzlės ir kaulai – nuo 40 kPa iki 4 GPa. Tačiau audinių kietumas nėra 

pastovus, o ypač dideli pokyčiai vyksta vystantis organizmui. Ši mechaninė 

savybė pasitarnauja kaip signalinis stimulas reguliuojantis ląstelių migraciją, 

diferenciaciją bei kitus gyvybinius procesus. Ląstelių aplinkos mechaninių 

savybių pokyčiai vyksta ir įvairių ligų patogenezės metu. 

Mechaninės aplinkos jutime – mechanojutime, dalyvauja labai daug 

ląstelės komponentų, kuriuos galima suskirstyti į penkias pagrindines grupes: 

i) fokalines adhezijas, ii) baltymų kompleksus, dalyvaujančius tarpląstelinės 

sąveikos užtikrinime, iii) į mechanines deformacijas reaguojančius jonų 

kanalus, iv) ląstelės citoskeletą ir v) branduolį. Visi jie padeda mechaninius 

signalus paversti biocheminiais. Šiuos procesus, pradedant mechaninio 

signalo priėmimu, baigiant ląstelės atsaku į stimulą, tiria dar pakankamai 

jauna mokslo sritis mechanobiologija, kurios atsiradimą lėmė visa eilė 

pastebėjimų apie mechaninių poveikių milžinišką įtaką ląstelių procesams. 

Paviršiaus mechaninės bei topografinės savybės reguliuoja įvairias ląstelių 

savybes, pradedant proliferacija, migracija, baigiant ląstelių diferenciacija ir 

net žūties procesų reguliavimu. Taip pat, pastebėta, kad įvairių ligų vystymosi 

metu smarkiai pakinta audinio mechaninės savybės, o tai ypač svarbu 

tolimesnei ligos eigai ir gydymo efektyvumui. Dėl šių priežasčių, 

mechanobiologija pastaruoju metu sulaukia vis daug dėmesio, tiriant įvairių 

ligų patogenezės mechanizmus, taip pat į mechaninės aplinkos poveikį vis 

dažniau atsižvelgiama ir sprendžiant regeneracinės medicinos problemas. 

Regeneracinė medicina – tai medicinos sritis, kurios tikslas yra atkurti 

pažeistus ar užauginti naujus audinius. Šią medicinos sritį galima skirstyti į 

dvi šakas: ląstelių terapiją ir audinių inžineriją. Ląstelių terapija orientuota į 

audinių ar jų funkcijų atstatymą, naudojant kamienines ląsteles ar jų 

išskiriamas medžiagas. Ši tyrimų šaka yra plačiai tyrinėjama – yra atliekama 

visa eilė klinikinių ir ikiklinikinių tyrimų, skirtų, neurologinių, širdies ir 

kraujagyslių, autoimuninių ir kt. ligų gydymui. Nemažai pasistūmėjo ir 

audinių inžinerijos sritis. Kitaip nei ląstelių terapija, šios mokslo srities tikslas 
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yra sukurti naujus, funkcionalius dirbtinius audinius, o ne atkurti pažeistus. 

Dėl to, be kamieninių ląstelių, čia labai svarbų vaidmenį atlieka ir dirbtinis 

karkasas, kuris suteikia audiniui formą bei aplinką ląstelėms sąveikauti ir 

migruoti. Nors šiai mokslo šakai dar tik 30 metų, tačiau per šį laikotarpį 

pasiekta daug svarbių atradimų, visgi, dabartinės žinios ir technologijos 

leidžia sukurti ir regeneruoti tik pakankamai paprastus audinius – kaulus, 

kremzles, odą. Todėl, mechanobiologijos tyrimai yra labai svarbūs, norint 

stimuliuoti regeneracines, imunomoduliacines kamieninių ląstelių funkcijas, 

tiksliai valdyti ląstelių diferenciaciją ir migraciją. 

Viena pagrindinių žmonių mirties priežasčių pasaulyje išlieka vėžiniai 

susirgimai. Šiuos susirgimus lemia nekontroliuojamai besidalinančios 

ląstelės, kurios sukelia įvairių audinių pažeidimus ir galiausiai lemia individo 

mirtį. Ši liga gali prasidėti bet kuriame audinyje, kai dėl mutacijos ar genetinių 

veiksnių ląstelės įgyja galimybę neribotai daugintis. Vėžiniai susirgimai 

skirstomi pagal tai kuriame audinyje atsirado pirmosios vėžinės ląstelės. 

Daugiausiai pasaulyje diagnozuojama krūties vėžio atvejų, o daugiausiai 

gyvybių nusineša plaučių vėžys. Pastarųjų metų duomenys rodo, kad vėžiniai 

susirgimai nėra vien tik vėžinių ląstelių nulemta liga. Labai svarbų vaidmenį 

ligos vystymesi ir jos gydymo efektyvumui turi vėžio aplinka, kurią be vėžinių 

ląstelių sudaro vėžinio audinio fibroblastai, įvairios kamieninės ląstelės, 

imuninės ląstelės ir kt. Vėžinio audinio mechaninė aplinka taip pat atlieka 

labai svarbią funkciją ir keičiasi kartu su besivystančiu vėžiniu audiniu. Ši 

vėžinio audinio ypatybė netgi yra naudojama vėžio diagnostikai ir vadinama 

palpacija. Vėžiniai audiniai dažniausiai yra kietesni už atitinkamą sveiką 

audinį. Nustatyta, kad mechaninė aplinka koreliuoja su vėžio stadija bei 

išgijimo tikimybe. 

Taigi, šiame darbe tyrėme, kaip mechaninė aplinka veikia 

mezenchiminių kamieninių ląstelių ir krūties vėžio ląstelių savybes bei jų 

gebėjimą reaguoti įvairius citotoksinius ar terapinius poveikius. Pirmuoju 

atveju vertinome mezenchiminių kamieninių ląstelių atsparumą oksidaciniam 

stresui, priklausomai nuo aplinkos kietumo. Oksidacinį stresą sukelia 

oksidantų ir antioksidantų disbalansas, lemiantis reaktyvių deguonies formų 

padidėjimą. Šios reaktyvios deguonies formos, reaguodamos su ląstelių 

komponentais, sukelia įvairius pažeidimus: inaktyvuoja baltymus, sukelia 

DNR mutacijas, padidina membranų pralaidumą ir kt. Oksidacinis stresas yra 

ir vienas pirmųjų veiksnių, kurį patiria ląstelių terapijos metu į pažeistą audinį 

grąžintos ląstelės. Nuo to, kaip ląstelės reaguos į oksidacinį stresą, priklauso 

jų išgyvenamumas, imunomoduliacinės funkcijos, diferenciacijos ir 

atsinaujinimo potencialas. 
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Vystantis vėžiui, audinio mechaninės savybės kinta dėl vėžinio audinio 

fibroblastų sintetinamų užląstelinio užpildo komponentų. Literatūros 

duomenys rodo, kad audinio mechaninė aplinka svarbi vystantis vėžinių 

ląstelių atsparumui priešvėžiniams vaistams. Pavyzdžiui, dėl padidėjusio 

vėžinio audinio kietojo kūno spūdžio ir tarpląstelinio skysčio slėgio yra 

užspaudžiamos audinio kraujagyslės,  taip iš naviko „išplaunant“ 

priešvėžinius vaistus. Toks vėžinis susirgimas tampa atsparus tiek spindulinei 

(dėl hipoksinių sąlygų) terapijai, tiek chemoterapijai. Be šių jėgų, vėžinį 

audinį veikia ir jo paties kietumas. Dėl to, šio darbo metu vertinome krūties 

vėžio ląstelių linijos MCF-7 jautrumą chemoterapinio vaisto doksorubicino 

poveikiui, priklausomai nuo paviršiaus mechaninių savybių. 

Darbo tikslas – įvertinti paviršiaus mechaninės aplinkos savybių įtaką 

sveiko (mezenchiminių kamieninių ląstelių) bei vėžinio (krūties vėžio ląstelių 

linijos MCF-7) audinio kilmės ląstelių savybėms ir jautrumui citotoksiniams 

poveikiams.  

Uždaviniai: 

1. Sukurti metodą, leidžiantį įvertinti ląstelių skaičių 2,5D ir 3D aplinkose; 

2. Įvertinti paviršiaus mechaninių savybių poveikį žmogaus dantenų 

mezenchiminėms kamieninėms ląstelėms ir jų jautrumui oksidaciniam 

stresui; 

3. Nustatyti mitogenų aktyvuojamų baltymų kinazių (angl. Mitogen-actived 

protein kinases, MAPK) vaidmenį dantenų mezenchiminėms 

kamieninėms ląstelėms atsakant į oksidacinį stresą skirtingo kietumo 

aplinkose; 

4. Įvertinti vėžinių ląstelių elgseną ant skirtingo kietumo paviršių ir 

nustatyti, ar mechaninė aplinka daro įtaką MCF-7 ląstelių atsparumui 

doksorubicino poveikiui; 

5. Ištirti MAPK vaidmenį MCF-7 ląstelėms atsakant į doksorubicino 

poveikį skirtingo kietumo aplinkose; 

6. Palyginti, kaip mechaninis stimuliavimas minkšta (1 kPa) ir kieta (10 

GPa) aplinka veikia MCF-7 ląsteles ir jų atsaką į doksorubicino poveikį. 
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Darbo mokslinis naujumas ir aktualumas 

Mechanobiologija – tai mokslo sritis, kuri tiria kaip išorinės ir 

viduląstelinės mechaninės jėgos prisideda prie vystymosi, ląstelių 

diferenciacijos, audinių homeostazės bei įvairių ligų patogenezės. Tai 

palyginti nauja mokslo sritis, kuri jungia platų spektrą kitų mokslo disciplinų, 

tokių kaip vystymosi biologija, regeneracinė medicina, vėžio biologija ir kt. 

Mechanobiologija intensyviai pradėta tyrinėti tik šio tūkstantmečio pradžioje, 

atsiradus technologijoms, leidžiančioms įvertinti ir generuoti labai mažas 

jėgas. Per beveik du dešimtmečius buvo parodyta, kad mechaninė aplinka daro 

milžinišką poveikį audinio ląstelėms, nuo jos savybių priklauso ląstelių 

proliferacija, migracija, diferenciacija, imunomoduliacija ir net genų raiška. 

Evoliucijos eigoje, ląstelėse susiformavo ne vienas mechanizmas, kurio 

pagalba ląstelės geba jausti ir atsakyti į mechaninius veiksnius.  

Vis daugiau tyrimų parodo, kad įvairios ligos nėra sukeltos ar nulemtos 

vieno veiksnio – dažnu atveju tai yra sąveika keleto skirtingų veiksnių. 

Pavyzdžiui, plaučių fibrozės atveju, dėl įvairių priežasčių sukeltas plaučių 

audinio sukietėjimas aktyvuoja plaučių audinio fibroblastus, kurie, 

sintetindami užląstelinio užpildo komponentus, dar labiau kietina plaučių 

audinį. Taip inicijuojama grandininė reakcija – audiniui kietėjant aktyvuojama 

dar daugiau audinio fibroblastų, kurie dar labiau skatina audinio kietėjimą. 

Taigi, net pašalinus pradinį audinio sukietėjimą indukavusį veiksnį, išlikusi 

pakitusi mechaninė aplinka toliau skatina ligos vystymąsi. Panašūs procesai 

stebimi ir vėžinių susirgimų atveju, kurių metu po remisijos stebimas 

recidyvavęs vėžinis susirgimas. Yra manoma, kad likusi pakitusi vėžinio 

audinio aplinka gali skatinti naujo vėžinio susirgimo susiformavimą ir 

vystymąsi. Dėl to labai svarbu suprasti, kaip mechaninės aplinkos savybės 

veikia vėžines ląsteles ir jų jautrumą priešvėžiniams vaistams. Iki šiol, kiek 

mums žinoma, nebuvo atlikta tyrimų, kurių metu būtų vertinta kaip minkštus, 

vidutinio kietumo ir kietus audinius atitinkantys paviršiai veiks krūties vėžio 

ląstelių liniją MCF-7. Yra duomenų su kitomis ląstelių linijomis, pavyzdžiui, 

tiriant krūties vėžio linijos MDA-MB-231 ląsteles ir kasos vėžio ląsteles 

parodyta, kad jų jautrumas priešvėžinių vaistų poveikiui priklauso nuo 

aplinkos mechaninių savybių. Tačiau MDA-MB-231 krūties ląstelių linija 

atitinka tik nedidelės dalies, apie 10–15 % krūties vėžio atvejų fenotipą, kai 

tuo tarpu MCF-7 ląstelių linija – net 70 % vėžio atvejų fenotipą. Mūsų tyrimas 

parodė, kad MCF-7 ląstelių linija, kaip ir MDA-MB-231 yra veikiama jas 

supančios aplinkos mechaninių savybių, tačiau, MCF-7 ląstelių jautrumas 

chemoterapiniam vaistui doksorubicinui nepriklausė nuo aplinkos kietumo. 
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Taigi, skirtingų fenotipų krūties vėžio ląstelės į aplinkos mechanines savybes 

atsako skirtingai. 

Regeneracinėje medicinoje įvairiais tikslais naudojama daug įvairios 

kilmės kamieninių ląstelių, tarp kurių populiariausios yra mezenchiminės 

kamieninės ląstelės, nes jos pasižymi aukštu diferenciacijos potencialu, 

imunomoduliacinėmis ir oksidacinį stresą slopininančiomis savybėmis. 

Dantenų mezenchiminės kamieninės ląstelės nėra labai plačiai tyrinėtos, 

tačiau sulaukia nemažai dėmesio dėl galimo jų panaudojimo terapiniams 

tikslams. Šiame darbe įvertinome jų sąveiką su skirtingais organizmo audinių 

kietumus atitinkančiais paviršiais ir pirmą kartą parodėme, kad 

mezenchiminių kamieninių ląstelių jautrumas oksidaciniam stresui priklauso 

nuo mechaninių aplinkos savybių. Gauti tyrimų duomenys leidžia teigti, kad 

skirtingų šaltinių mezenchiminės kamieninės ląstelės gali būti atsparesnės 

stresiniams, jų gyvybingumą veikiantiems faktoriams, aplinkoje, artimoje jų 

kilmės audinio kietumui. Tokia mezenchiminių kamieninių ląstelių savybė, 

vien tinkamai pasirinkus šių ląstelių šaltinį, leistų smarkiai pagerinti 

regeneracinės medicinos efektyvumą. 

Taip pat, šio tiriamojo darbo pradžioje buvo sukurtas metodas, kurio 

pagalba galima įvertinti ląstelių skaičių tiek paprastose 2D aplinkose, tiek 

sudėtingose 3D struktūrose. Šis metodas yra pagristas DNR specifiniu DAPI 

dažu, kurio fluorescencijos ekstinkcijos koeficientas saveikoje su DNR išauga 

~20 kartų. Mes parodėme, kad metodas yra suderinams su vėžinėmis, 

kamieninėmis ir pirminėmis kamieninėmis ląstelėmis. Jo jautrumas priklauso 

nuo atitinkamos ląstelių linijos. Visgi, metodas nėra tinkamas ląstelių 

skaičiaus vertinimui citotoksiniuose tyrimuose, nes juo negalima atskirti gyvų 

ir žuvusių ląstelių. 
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1.  Mechanobiologija 

Mechanobiologija – tai mokslo sritis, kuri tiria kaip išorinės bei 

viduląstelinės mechaninės jėgos prisideda prie vystymosi, ląstelių 

diferenciacijos, audinių homeostazės ir įvairių ligų patogenezės. Nors 

pirmasis tiriamasis darbas teigiantis, kad mechaninės jėgos lemia kaulinio 

audinio struktūrinius pokyčius buvo publikuotas beveik prieš 120 metų, tačiau 

intensyvūs šios srities tyrimai prasidėjo tik XXI amžiuje [1–3]. Tai galėjo būti 

susiję su tyrimams reikiamų įrankių stoka – pagrindiniai molekulinės 

biologijos įrankiai, skirti vertinti mechanobiologijos procesus buvo sukurti 

XX amžiuje. Be to, tik XX amžiaus pabaigoje buvo sukurtos technologijos 

leidžiančios tirti itin mažų jėgų poveikį ląstelėms. 

Mūsų organizme kiekvienas audinys turi jam specifinę mechaninę 

aplinką, kuri yra būtina to audinio funkcijos ir homeostazės užtikrinimui (1.1 

pav.). Net maži audinio standumo nuokrypiai gali lemti įvairių ligų 

išsivystymą, pavyzdžiui, normalus plaučių audinio kietumas yra apie 0,5 kPa, 

tačiau pasiekus didesnį nei 3 kPa standumą yra aktyvuojami plaučių audinio 

fibroblastai, kurie pradeda sintetinti užląstelinio užpildo baltymus ir tokiu 

būdu skatina plaučių fibrozės vystymąsi [4]. 

 
1.1 pav. Skirtingų audinių kietumo palyginimas. Parengta pagal [5]. 

 

Audinio mechaninės savybės taip pat kinta ir įvairių vėžinių susirgimų 

metu [6,7]. Vėžiui vystantis jo užląstelinis užpildas vis tankėja, 

nekontroliuojamai besidalinančios ląstelės dar labiau padidina šių audinių 

kietumą [8,9]. Ši savybė yra pritaikoma net vėžinių susirgimų diagnostikai – 

palpacijos metodu atliekama standesnių audinio sričių paieška. Vėžinio 

audinio mechaninės savybės yra svarbios tiek paties vėžinio susirgimo 
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vystymuisi, tiek ir jo atsparumo priešvėžiniams vaistams susidarymui [10–

12]. 

Dėl šių priežasčių yra labai svarbu suprasti, kaip ląstelės jaučia ir atsako 

į mechaninės aplinkos pokyčius. Šios žinios pasitarnaus ne tik audinių 

inžinerijos ar ląstelių terapijos srityse, bet ir vėžio gydyme. Baltymai 

dalyvaujantys mechanojutime gali tapti naujais terapiniais taikiniais, taip pat 

didesnis dėmesys bus skiriamas ir karkasų mechaninėms savybės, kurios 

leistų dar tiksliau kontroliuoti ląstelių infiltracijos, proliferacijos ir 

diferenciacijos procesus. 

1.1.1. Mechanojutimas ir signalo perdavimas 

Mechanobiologija tiria ląstelių mechanojutimus t.y. kaip jos 

ląsteliniame lygmenyje jaučia, perduoda, supranta ir atsako į mechanines 

jėgas. Visi gyvi organizmai evoliucijos eigoje įgijo molekulines struktūras 

leidžiančias jausti ir reaguoti į mechanines jėgas (1.2 pav.).  
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1.2 pav. Mechaninio signalo perdavimas ląstelėje. Centre – ląstelių sąveikos su 

aplinka suvestinė. A – tarpląstelinių sąveikų būdai, B – membraniniai mechanojutimo 

komponentai, C – branduolio ir citoskeleto sąveika, D – mechaninio signalo 

perdvimas per fokalines adhezijas (FA). Parengta pagal [3]. 

 

Ląsteles organizme veikia įvairių tipų jėgos: tempimo, gniuždymo, 

šlyties, hidrostatinio slėgio, standumo, elastiškumo ir viskoelastiškumo jėgos. 

Jas jaučia ir į jas atsako skirtingi ląstelių komponentai (1 lentelė) [13–22].  

 

1 lentelė. Ląsteles veikiančios jėgos ir baltymai, dalyvaujantys jų jutime. 

Jėga Baltymai 

Tempimo (angl. 

traction) 

Miozinas II, integrinai, FAK, F-

aktinas, Ifs, ZO-1, E-kadherinas, Lmn 

A/C, Arp2/3, vinkulinas, kolafenai, 

elastinai, fibrilinas, mikrovamzdeliai 
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Gniuždymo 

(angl. compression) 

Kolagenai, vimentinas, F-aktinas, 

ROCK, lengvoji miozino grandinė, 

Wnt/β-kateninas 

Šlities (angl. 

shear) 

PECAM1, VEGFR, ERK1/2, 

PGTS2, IER3, EGR1, IGF1, IGFBP1, 

integrinai, TGF-β, β-kateninas, MAPK, 

lamininas 5, F-aktinas, PI3K 

Hidrostatinio 

slėgio (angl. hydrostatic 

pressure) 

Shc1, integrinai, kolagenai, TGF-

β, F-aktinas 

Standumo (angl. 

stiffness) 

α2 integrinas, fibronektinas, 

kolagenai, α-aktinas, Rho signalinė 

kaskada, talinas, vinkulinas, FAK, 

BMPR, F-aktinas, Ifs vimentinas, 

mikrovamzdeliai, filaminas, lamininas 

A/C, emerinas, YAP 

Elastiškumo 

(angl. elastic) 

Kolagenas IV, tenascinai, titinas, 

elastinas, fibrilinai, integrinai, F-aktinas, 

mikrovamzdeliai, miozinas II 

Viskoelastiškumo 

(angl. viscoelastic) 

Kolagenai, elastinai, ICAM-1, F-

aktinas. 

 

 

1.1.1.1. Užląstelinis užpildas 

Užląstelinio užpildo poveikis ląstelių funkcijoms yra intensyviai 

tiriamas. Cheminės, mechaninės ir topologinės užląstelinio užpildo savybės 

daro įtaką ląstelių adhezijai, morfologijai, migracijai, taip pat signalinių kelių, 

kurie reguliuoja ląstelių proliferaciją ir likimą, aktyvavimui [23,24]. 

Užląstelinį užpildą sudaro struktūrinių makromolekulių tinklas, kuris sukuria 

karkasą, leidžiantį ląstelėms sąveikauti jo viduje [23–25]. Jis yra sudarytas iš 

kietos fazės (fibrilinių baltymų (kolagenų, elastino, laminino, fibrinektino ir 

kt.), glikozaminoglikanų (hialurono rūgšties), proteoglikanų (chondroino 

sulfato, heparano sulfato, keratino sulfato) ir sindekanų) bei tirpių 

komponentų (citokinų, augimo veiksnių, proteazių), kurie veikia kaip 

mediatoriai tarp ląstelių ir užląstelinės aplinkos (2 lentelė) [23–28]. Pagal 

užląstelinio užpildo struktūrą ir sudėtį jis gali būti skirstomas į dvi grupes: į 

pamatinę membraną ir jungiamojo audinio karkasą. Pamatinė membrana 

sukuria 2D pamatą ląstelėms. Ji daugiausia yra  sudaryta iš laminino, IV tipo 

kolageno, nidogeno ir heparano sulfato. Jungiamojo audinio užląstelinis 
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užpildas suformuoja 3D tinklą, leidžiantį ląstelėms formuoti audinio struktūrą. 

Jis dažniausiai susideda iš fibrilinių kolagenų, proteoglikanų ir 

gliukozaminoglikanų [26,27,29,30]. 

 

2 lentelė. Užląstelinio užpildo komponentai. 

Komponentas Aprašymas 

Kolagenai Pagrindiniai užląstelinio užpildo komponentai. Jie 

sąveikauja su kitais užląstelinio užpildo komponentias 

bei ląstelių integrinais. Kolagenai suformuoja 10-300 

nm diametro fibriles (I, II ir III tipo kolagenai) arba 

tinklines struktūras (IV tipo kolagenas). Fibriliniai 

kolagenai atsakingi už mechanines užląstelinio užpildo 

savybes, o IV tipo kolagenas, kartu su kitais 

užląstelinio užpildo komponentrais suformuoja 

pamatinę laminą. 

Fibronektinas Vienas pagrindinių dimerinių fibrilinių užląstelinio 

užpildo glikoproteinų. Jis sąveikauja su kitais 

užląstelinio užpildo komponentais, ląstelių integrinais, 

glikozaminiglikanais ir su kitomis fibronektino 

molekulėmis. 

Elastinas

(Tropelestinas) 

Hidrofobinis, daug glicino ir prolino turintis baltymas. 

Į užląstelinį užpildą ląstelių sekretuojamas tirpioje 

formoje kur polimerizuojamas į netirpius elastines 

fibriles ar klostes. Šios struktūros yra atsakingos už 

užląstelinio užpildo formos atsistatymą po 

deformacijos. 

Lamininai Didelės molekulinės masės heterotrimerai sudaryti iš α, 

β, γ subvienetų kurių deriniai sudaro 15 skirtingų tipų 

deterotrimerus. Jie yra pagrindiniai nekolageniniai 

pamatinės laminos komponentai. 

Hialurono 

rūgštis 

Polisacharidas sudarytas iš D-gliukurininės rūgšties ir 

N-acetillgliukozamino pasikartojimų. Tai vienas 

pagrindinių užląstelinio užpildo komponentų, atsakingų 

už pasipriešinimą spaudimo deformacijai. Šis 

polisacharidas suriša daug vandens molekulių ir tai 

padeda amortizuoti įvairias deformacijas. Hialurono 

rūgštis vaidina labai svarbų vaidmenį embriogenezėje, 

žaizdų gyjime, uždegimo ir vėžio metastazavimo 

procesuose. 

Chondroino 

sulfatas 

Proteoglikanas atsakingas už užląstelinio užpildo 

kompresines savybes. Jis lemia kremzlių, raiščių, 

sausgyslių tamprumą, dalyvauja neuroplastiškumo 

procesuose  
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Heparinas/Hepa

rino sulfatas 

Proteoglikanas dalyvaujantis ląstelių adhezijos, 

migracijos, proliferacijos, angiogenezės, kraujo 

krešėjimo, vėžio metasatazavimo ir vystymosi 

procesuose. Yra dažnas virusų receptorius. 

Keratano 

sulfatas 

Reguliuoja užląstelinio užpildo fibrilių diametrą ir jų 

išsidėstymą.  

Sindekanai Keturis narius turinti baltymų šeima, kuriai būdingas 

vienas transmembraninis domenas. Šie baltymai turi 

nuo trijų iki penkių heparano ir chondroitino sulfatų 

grandinių, kurių pagalba sąveikauja su augimo 

veiksniais: fibronektinu ir antitrombinu 1. 

 

Elastiniai pluoštai, fibriliniai kolagenai, gliukozaminoglikanai ir 

proteoglikanai nulemia užląstelinio užpildo mechanines savybes, tuo tarpu 

elastiniai baltymai (elastinas, kolagenas) suteikia užląsteliniam užpildui 

elastingumo [23,24]. Dėl to keičiantis sudėčiai, užląstelinis užpildas gali būti 

tiek labai minkštas ir elastingas, tiek labai kietas ir netamprus. Užląstelinio 

užpildo sudėtis bei architektūra yra unikali kiekvienam audiniui ir 

kontroliuoja ląstelių specifinę diferenciaciją [3,23–31]. 

Užląstelinis užpildas priklausomai nuo savo sudėties įgauna savitą 

geometrinę konformaciją, kuri veikia kaip topografinis ir mechaninis 

kamieninių ląstelių dirgiklis, galintis daryti įtaką ląstelių fenotipui [23,24,30]. 

Visgi, užląstelinis užpildas nėra statinė struktūra. Su juo sąveikaudamos 

ląstelės, keičia tiek užląstelinio užpildo sudėtį, tiek ir jo mechanines savybes 

bei architektūrą. Tai ląstelės atlieka dėka jų sintetinamų naujų užpildo 

struktūrinių komponentų, metalo proteazių bei keisdamos tempimo jėgą 

(sąveikos jėgą) [32]. Todėl sudėties ir reguliacinių molekulių pokyčiai 

tiesiogiai veikia užląstelinio užpildo biochemines ir fizikines savybes. O 

nuokrypiai nuo normos, savo ruožtu, paveikia ląstelių funkcijas bei inicijuoja 

procesus, kurių metu dar labiau keičiamos užląstelinio užpildo savybės, o tai 

skatina tolimesnius ląstelių funkcijų pokyčius, kurie galiausiai sukelia organų 

funkcijų sutrikimus. Šie procesai labai gerai ištyrinėti vėžinių susirgimų ir 

audinių fibrozės atvejais, kai užląstelinio užpildo pokyčiai yra kritiniai ligų 

progresavimui [31,33,34]. 

1.1.1.2. Integrinai 

Integrinai yra pagrindinė transmembraninių baltymų klasė, atsakinga už 

mechaninių signalų priėmimą ir perdavimą į branduolį [35,36]. Jie yra 

lokalizuoti ląstelių membranos ir užląstelinio užpildo sandūroje (1.2 pav. D) 

[27]. Integrinui prisijungus prie užląstelinio užpildo komponentų (kolagenų, 
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fibronektino, elastino, lamininų) pasikeičia jų viduląstelinės baltymo dalies 

konformacija, pradeda formuotis fokalinės adhezijos kompleksas [36,37].  

1.1.1.3. Fokalinės adhezijos 

Fokalinės adhezijos kompleksai yra sudaryti iš daugiau nei 700 

skirtingų baltymų, jų sudėtis kinta priklausomai nuo įvairių veiksnių (1.2 pav. 

D). Šių kompleksų baltymams yra būdingi kalpoino, plekstrino, src 2 ir 3 

homologijos, FERM ir LIM domenai, kuriais šie baltymai sąveikauja tiek su 

ląstelių citoskeleto aktinu, tiek su integrinų citozoliniu domenu [38–40]. 

Fokalinės adhezijos veikia kaip tiltas, jungiantis užląstelinį užpildą su ląstelių 

citoskeletu [41,42]. 

Vinkulinas, paksilinas, talinas ir fokalinės adhezijos kinazė (FAK) yra 

pagrindiniai fokalinių adhezijų komponentai. Fokalinės adhezijos 

susirinkimas priklauso nuo jėgų perduodamų per užląstelinio užpildo–

integrino jungtis [37]. Pavyzdžiui, ląstelių sąveikos su kietu paviršiumi metu 

generuojamos įtempimo jėgos inicijuoja vinkulino sąveiką su talinu 

[27,35,42–45]. Taip pat, talinas 1 savo ROD domenu inicijuoja bei 

stabilizuoja ląstelės ir užląstelinio užpildo adhezijos procesą, o esant išorinių 

jėgų poveikiui sustiprina integrino-citoskeleto sąveiką [41,46,47]. Taip pat yra 

manoma, kad nuo jėgos tipo ir jos stiprumo priklauso kokie baltymai sudarys 

fokalinės adhezijos kompleksą [48]. Taigi, jei suprasime kaip mechaninės 

jėgos daro įtaką fokalinių adhezjos kompleksų sudėčiai, galėsime išsiaiškinti 

kaip mechaniniai signalai yra perduodami ir kokią įtaką jie turi ląstelės 

funkcijoms [48].  

1.1.1.4. Adhezinės jungtys 

Mechaninės jėgos per audinį keliauja ir dalyvaujant ląstelė-ląstelė 

sąveikos kompleksams (1.2 pav. A). Šios adhezinės jungtys yra atsakingos už 

audinių persitvarkymo, morfogenetinio vystymosi, žaizdų gijimo koordinaciją 

ir audinio elongacijos procesus [49,50]. Pagrindiniai šių adhezijų kompleksų 

baltymai yra kadherinai. I tipo kadherinai viduląstelinius ląstelė-ląstelė 

adhezijos domenus sujungia su aktino filamentais. Šios tipo kadherinai yra 

sintetinami visose organizmo ląstelėse ir jiems yra priskiriami E-kadherinai, 

P-kaderinai (epitelinių ląstelių), VE-kadherinai (endotelinių ląstelių), N-

kadherinai (kitose nei epitelinėse ląstelėse) [50]. Šie baltymai vienas nuo kito 

skiriasi kintančia užląstelinio domeno seka. Konservatyvūs kadherino 

pasikartojimai turi kalcį surišančią seką, kuri kontroliuoja ląstelė-ląstelė 

jungties susidarymą ir suirimą. Dažniausiai E-kadhernai jungiasi su kitos 

ląstelės E-kadherinais, N- kadherinai – su kitos ląstelės N-kadherinais 

[49,51,52]. Be kadherinų, į ląstelė-ląstelė adhezijos kompleksų sudėtį įeina 
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bei dalyvauja mechaninių signalų perdavime kateninai, nektinai ir kiti 

baltymai [50,53,54]. 

1.1.1.5. Citoskeletas 

Iš ląstelės išorės atėjęs mechaninis signalas toliau perduodamas per 

ląstelės citoskeletą [55–57]. Reguliuojant citoskeleto įtempį, jėgos toliau 

perduodamos kitiems ląstelės komponentams. Ši dinaminė struktūra, sudaryta 

iš F-aktino mikrofilamentų (G-aktino polimeras), mikrovamzdelių (αβ-

tubulinų dimerų polimeras), tarpinių filamentų bei juos rišančių baltymų, 

sukuria tridimensinę aplinką, kuri ne tik palaiko ląstelės formą, bet ir 

reguliuoja viduląstelinį transportą [56]. Citoskeleto mechaninės savybės 

tiesiogiai priklauso nuo jo dinamiškumo, geometrijos ir poliariškumo. F-

aktinas formuoja lanksčią struktūrą, kuri priešinasi viduląsteliniam stresui; 

esant tempimui, jis yra aktyvuojamas ir padidina viduląstelinį citoskeleto 

įtempį bei suteikia ląstelėms standumo [56,58]. Mikrovamzdeliai yra standūs 

ir, apskritai, labai jautrūs išilginiams, sukamiesiems tempimams [56]. Kai 

mikrovamzdeliai yra tempiami, padidėja jų susisukimas, o tai turi įtakos 

viduląsteliniam transporto greičiui [55]. Dar viena grupė svarbių citoskeleto 

komponentų yra tarpiniai filamentai. Tai labai lankstūs ir lengvai 

deformuojami elementai [57]. 

Citoskeleto įtempis yra kontroliuojams dalyvaujant aktomiozino 

filamentų tinklui. F-aktinas ir neraumeninis miozinas-II sąveikos metu sukuria 

tempimo jėgas [58,59]. Jie sudaro 10–30 nm streso pluoštus, prie kurių 

jungiasi ir kiti baltymai (Α-aktininas, fascinas, filaminas, spektrinas, 

distrofinas, Arp2/3, profilinas, ADF/kofilinas, fimbrinas, profilinas, vilinas, 

forminų šeimos nariai ir tropomiozinai) [58,59]. Šie streso pluoštai yra 

tiesiogiai susieti su užląsteliniu užpildu per fokalinės adhezijos kompleksą 

arba netiesiogiai per kitus su užląsteliniu užpildu sąveikaujančius baltymus, 

pavyzdžiui, CD44 [58,59]. Citoskeleto įtempis ir mechaninės jėgos 

branduoliui perduodamos per aktomiozino skaidulas. Ši sąveika yra 

kontroliuojama fosforilinant miozino lengvają grandinę [59,60]. 

1.1.1.6. Branduolys 

Mechaninės jėgos, ląstelę pasiekusios arba per užląstelinį užpildą ir 

fokalines adhezijas, arba per ląstelė-ląstelė jungtis, keliauja ląstelės 

citoskeletu ir galų gale pasiekia branduolį (1.2 pav. C). Ląstelės citoplazmoje 

yra mechaniniams signalams jautrūs baltymai. Veikiami išorinių ar vidinių 

jėgų, jie keičia savo konformaciją ir sekos, nukreipiančios juos į branduolį, 

pradedamos eksponuoti baltymo išorėje. Tai galiausiai lemia šių baltymų 

pernešimą į branduolį. Branduolyje jie arba sąveikauja su transkripcijos 
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veiksniais, arba patys tiesiogiai reguliuoja genų raišką [61–64]. Vieni iš jų – 

YAP ir TAZ baltymai, priklausantys Hippo signaliniam keliui. Ląstelėse jie 

veikia kaip reostatai, kuo kietesnėje aplinkoje auginamos ląstelės, tuo didesnė 

dalis YAP/TAZ būna ląstelės branduolyje [65,66]. Kanoninė šių baltymų 

funkcija yra valdyti kamieninių ląstelių regeneracines ir atsinaujinimo 

funkcijas. Be to, jie dalyvauja ir įvairių ligų vystymesi, pavyzdžiui, 

arteriosklerozės, fibrozės, plaučių hipertenzijos, uždegimo, raumenų 

distrofijos ir įvairių vėžinių susirgimų [67]. Kiti transkripcijos veiksniai, 

pavyzdžiui, NKX-2.5, priešingai, yra aktyvuojami reaguojant į mažą 

citoskeleto įtempimą ir, patekę į branduolį, jie slopina genų raišką atsakingą 

už standžios ląstelės būsenos palaikymą [62]. 

Mechaniniai signalai iš ląstelės citoskeleto į branduolį gali būti 

perduodami ir tiesiogiai [64,68,69]. Ląstelių branduolys yra susijungęs su 

citoskeletu per LINC kompleksus [68,70]. Branduolys taip pat turi branduolinį 

skeletą, susiformavusį ties vidine branduolio membrana. Į jo sudėtį įeina 

tarpiniai filamentai lamininai A, B ir C, kurie dar ir tiesiogiai jungiasi su DNR 

bei telkia ją ties vidine branduolio membrana [71,72]. LINC kompleksas, 

kuris jungia ląstelės citoskeletą su branduolio lamininais, sudarytas iš 

baltymų, turinčių SUN ir KASH domenus [73,74]. Mechaninių signalų 

perdavimo metu šie baltymai patiria konfomacinius pokyčius, kurie lemia 

tiesioginius chromatino išsidėstymo pokyčius branduolyje bei genų 

ekspresijos pokyčius [68,70].  

1.2. Audinių inžinerija ir ląstelių terapija 

Audinių inžinerija ir ląstelių terapija ilgą laiką buvo tik fantastinių filmų 

ir romanų objektai. Tačiau situacija iš esmės pasikeitė XX a. pabaigoje, 

suintensyvėjus kamieninių ląstelių tyrimams. Pastaruoju metu rinkoje 

atsiranda vis daugiau naujų šiomis technologijomis pagrįstų produktų. Visgi, 

kol kas medicinoje yra pritaikomi tik palyginti nesudėtingi produktai, 

pavyzdžiui, pasitelkiant audinių inžinerijos principus sukurti odos ir uretros 

lopai ar kamieninės ląstelės hematologinių susirgimų, autoimuninių ligų 

gydymui. Tačiau dažniausiai mūsų audiniai yra sudaryti iš keliolikos skirtingų 

ląstelių tipų, kuriems unikalių funkcijų atlikimui reikia specifinės aplinkos. Be 

to, audiniai turi turėti išvystytą kraujagyslių tinklą, o tai kol kas yra vienas iš 

pagrindinių iššūkių audinių inžinerijoje, stabdančių tolimesnį šių technologijų 

taikymą. Taip pat, didžioji dalis ląstelių po gražinimo į organizmą žūva dėl 

deguonies trūkumo, uždegimo ir kitų, neigiamai ląstelių gyvybingumą 

veikiančių procesų. Tačiau, ši tyrimų sritis yra kaip niekad populiari ir, 
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tikėtina, šie sunkumai ateityje bus išspręsti. Kai kurias iš šių problemų gali 

padėti išspręsti mechanobiologija. 

1.2.1. Audinių inžinerija 

Audinių inžinerijos terminas pirmą kartą paminėtas beveik prieš 30 m. 

- 1993 m. Šios mokslo srities tikslas – funkcionalių dirbtinių audinių ar organų 

sukūrimas [75]. Šiuo metu organų transplantacijos dažnu atveju yra vienintelis 

gydymo būdas, galintis pacientui išgelbėti gyvybę, suteikti galimybę jam 

grįžti į normalų gyvenimą. Tačiau dėl organų trūkumo visame pasaulyje yra 

nusidriekusios milžiniškos eilės jų laukiančių žmonių. 2017 m. duomenimis, 

vien JAV sąrašuose laukė virš 120 000 žmonių, kai tuo tarpu tik 5200 sulaukė 

savo donoro [76]. Visgi, net gavus donorinį organą dar nereiškia, kad liga bus 

įveikta. Nors prieš transplantaciją atliekami plataus spektro audinių 

suderinamumo tyrimai, kartais donoro audiniai vis tiek būna atmetami, net ir 

naudojant imunosupresinius vaistus [77]. Dėl šių priežasčių audinių inžinerija 

susilaukia ypatingai daug mokslininkų dėmesio. Dirbtiniai audiniai išspęstų 

donorų trūkumo problemas, be to, jų gamybai panaudojus recipiento ląsteles 

būtų išvengta atmetimo reakcijos ir imunosupresinių vaistų naudojimo 

[78,79]. 

Audinių inžinerija yra pagrįsta svarbia triada, būtina funkcionalaus 

audinio sukūrimui (1.3 pav.).  

 
1.3 pav. Audinių inžinerijos triada. Nupiešta Biorender.com puslapyje. 
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Ją sudaro (i) karkasas, suteikiantis audiniui formą ir ląstelėms atramą, 

(ii) ląstelės, užpildančios karkaso tūrį ir prisitaikančios atlikti audinio 

funkciją, bei (iii) biomolekulės, leidžiančios ląstelėms sąveikauti viena su kita 

bei su užląsteliniu užpildu [80]. 

1.2.1.1. Medžiagos naudojamos audinių inžinerijoje 

Audinių inžinerijoje yra tiriami trijų tipų karkasai: nuląstelinti audiniai 

[81], nestruktūrizuoti ir struktūrizuoti karkasai [82]. Natūralūs nuląstelinti 

audinių karkasai turi daug privalomų lyginant su kitomis grupėmis, nes 

pasižymi fiziologinėmis užląstelinio užpildo savybėmis, juos naudojant buvo 

gauti įspūdingi rezultatai [78]. Naudojant pelių nuląstelintus širdies, plaučių 

ir inkstų audinius mokslininkams jau pavyko sukurti dalinai funkcionalius 

organus [83–85]. Šių karkasų privalumas – išlikęs dalinai nepakitęs 

užląstelinis užpildas, kuris savo sudėtimi ir topografija geba reguliuoti 

kryptingą recipiento ląstelių migraciją, proliferaciją ir diferenciaciją. Tačiau 

jų pagrindinis minusas – prieinamumas. Jie neišsprendžia donorų trūkumo 

problemos, tačiau, naudojant šią technologiją daugiau donorinių audinių būtų 

galima panaudoti kuriant audinius, nes donoro audinio ląstelių būklė, šiuo 

atveju, nėra tokia kritiškai svarbi. Be to, dėl natūralaus karkaso variabilumo 

labai sunku kontroliuoti naujų audinių gavimą [78].  

Struktūrizuotiems ir nestruktūrizuotiems karkasams gaminti gali būti 

naudojamos tos pačios medžiagos, skiriasi tik gamybos technologija [82]. Šių 

karkasų gamybai naudojami tiek natūralūs, tiek sintetiniai polimerai 

[76,82,86]. Pirmuoju atveju dažniausia naudojami: kolagenas, želatina, 

alginatai, celiuliozė, chitinas, hialurono rūgštis, taip pat, galima naudoti ir 

specifinių nuląstelintų audinių užląstelinio užpildo komponentų mišinį 

[81,82]. Sintetinių polimerų įvairovė daug didesnė. Vieni populiariausių yra 

polilaktinės rūgšties polimeras (PLA), polikaprolaktonas (PCL), polilaktinės 

rūgšties ir polikaprolaktono kopolimeras (PLA/PCL), polietilenglikolis 

(PEG), polidimetilsiloksanas (PDMS) ir kt. [82,87]. Tiek natūralūs, tiek 

sintetiniai polimerai turi savo pliusų ir minusų. Natūralūs polimerai yra 

lengvai atpažįstami ląstelių membraninių baltymų, šių paviršių nereikia 

papildomai modifikuoti siekiant pagerinti ląstelių adhezijos savybes. Tačiau, 

kadangi tai yra natūralūs polimerai, jų savybės kinta priklausomai nuo 

partijos. Taip pat, šie polimerai turi gana greitą degradavimo laiką, kuris dažnu 

atveju yra per trumpas pilnai dirbtinio audinio integracijai ir naujo karkaso 

suformavimui [82,88]. Tuo tarpu, sintetiniai polimerai gali turėti platų spektrą 

lengvai kontroliuojamų fizikinių ir cheminių savybių. Galima kontroliuoti tiek 

jų degradacijos laiką, tiek karkaso hidrofiliškumą bei mechanines savybes 

[82,89]. Tačiau dažnu atveju, pats polimero paviršius yra netinkamas 
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ląstelėms prisitvirtinti. Dėl to, tokių polimerų karkasai turi būti papildomai 

modifikuojami, pavyzdžiui, prie paviršiaus prijungiant kolagenus ar RGD 

sekas [29,90,91]. Kitas sintetinių polimerų trūkumas – per lėtas jų irimas. 

Pavyzdžiui, PLA polimerui suirti in vivo reikia daugiau nei dviejų metų, PCL 

– net keturių [92–96]. Taip pat, šie polimerai neturi savyje cheminių signalų, 

kurių pagalba būtų galima kryptingai valdyti ląstelių integraciją. Dėl to, 

nestruktūrizuoti karkasai, kurių vidinės organizacijos ir komponentų 

išsidėstymo kontroliuoti negalima, turi daug trūkumų [97]. Siekiant juos 

pašalinti, yra sukurta daug metodų tokių karkasų gamybai, jų tarpe – druskų 

išplovimo ar putojimo metodai, liofilizacija. Tačiau tokiu būdu gauti karkasai 

neturi jokios kryptingos organizacijos [98–101]. Todėl didžiausias dėmesys 

yra skiriamas struktūrizuotiems karkasams [79,97]. 

1.2.1.2. 3D spausdinimo technologijos 

Audinių inžinerijoje gaminant struktūrizuotus karkasus yra naudojamos 

įvairios 3D spausdinimo technologijos pagrįstos įvairiomis technikomis: 

lydyto nusėdimo modeliavimo (angl. Fused Deposition Modeling (FDM)), 

lydalo išstūmimo (angl. Melted Extrussion), išstūmimo (Extrussion), InkJet, 

stereolitografijos (SLA), miltelinio spausdinimo (angl. Powder Bed Fusion), 

elektrorašymo/elektropynimo [76,102,103]. Šių metodų pagalba galima 

spausdinti termopolimerus, hidrogelius, keramikas, pavienes ląsteles, metalus 

[76]. Taip pat, rinkoje jau yra ne vienas spausdintuvas, jungiantis daugiau nei 

vieną spausdinimo technologiją. Tokie spausdintuvai yra labai galingi 

įrankiai, nes kombinuojant visiškai skirtingas medžiagas, kurių neįmanoma 

kartu struktūrizuoti viena technika, gali būti sukuriami karkasai, turintys 

unikalias tiek mechaniniu, tiek biologiniu atžvilgiu savybes [86,97]. 

Pavyzdžiui, kuriant dirbtinio kaulo karkasą yra naudojamas termopolimeras 

PLA, kuris yra praturtintas hidroksiapatitu. Toks karkasas išryškina kiekvieno 

komponento geriausias savybes – užtikrina PLA mechanines savybes, 

hidroksiapatito osteoindukcinį potencialą, taip pat neutralizuoja PLA 

degradacijos metu susidariusius rūgštinius monomerus, mažina uždegimą. 

Trapios keramikos nedalyvauja struktūros palaikyme, bet užtikrina 

osteogenezę [104]. 

1.2.1.3. Kamieninės ląstelės, naudojamos audinių inžinerijoje 

Didžiąją dalį audinio tūrio sudaro ląstelės ir jų skaičius audinyje yra 

milžiniškas. Pavyzdžiui, 1 g kepenų audinio yra apie 100 mln. ląstelių [105]. 

Dėl to norint regeneruoti pažeistus audinius  reikalingas labai didelis ląstelių 

skaičius. Audinių inžinerijoje yra naudojami keturi pagrindiniai ląstelių 

šaltiniai: embrioninės ląstelės, vaisiaus ląstelės, suaugusio organizmo 
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kamieninės ląstelės ir indukuotos pliuripotentinės kamieninės ląstelės gautos 

iš diferencijavusių somatinių ląstelių (3 lentelė) [106]. 

 

3 lentelė. Kamieninių ląstelių tipai naudojami audinių inžinerijoje. 

Parengta pagal [107]. 

Kamieninės 

ląstelės 
Šaltinis 

Diferenciacijos 

potencialas 

Embrioninės 
Morula Totipotentinės 

Blastocista Pliuripotentinės 

Vaisiaus 

Vaisiaus 
Multipotentinės,

pliuripotentinės 

Placenta 
Multipotentinės,

pliuripotentinės 

Amniotinis skystis 
Multipotentinės, 

pliuripotentinės 

Wharton žėlė 
Multipotentinės, 

pliuripotentinės 

Virkštelės kraujas Multipotentinės 

Suaugusio 

organizmo 

Mezenchiminės kamieninės 

ląstelės iš įvairių audinių (kaulų 

čiulpai, riebalinis audinys, 

dantenos, dantų pulpa, 

antkaulis, raumenys) 

Multipotentinės,

pliuripotentinės 

Hematopoetinės Oligopotentinės 

Krūties audinio kamieninės 

ląstelės 
Bipotentinės 

Kraujagyslių endotelinės Multipotentinės 

Žarnyno epitelinės Oligopotentinės 

Indukuotos 

Įvairių audinių somatinės 

diferenciavusios ląstelės (odos 

fibroplastai, keratinocitai, 

šlapimtakių epitelinių ląstelių, 

periferinio kraujo ląstelių) 

Pliuripotentinės 

 

Viena iš pagrindinių savybių, skiriančių kamienines ląsteles nuo kitų 

ląstelių – gebėjimas diferencijuotis. Pagal gebėjimą diferencijuotis, 

kamieninės ląstelės skirstomos į penkias grupes: totipotentines, 

pliuripotentines, multipotentines, oligopotentines ir unipotentines [106]. 

Totipotentinės arba visagalės ląstelės – tai mažiausiai 

diferencijavusios ląstelės. Šiai grupei priklauso apvaisintas oocitas bei ląstelės 
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susidariusios po pirmų dviejų jo dalijimųsi. Totipotentinės ląstelės gali 

diferencijuotis į visas organizmo ląsteles ir į užembrioninį audinį – placentą 

[108]. 

Pliuripotentinės arba daugiagalės ląstelės gali diferencijuotis į visų 

tipų audinių ir organų ląsteles, kurios išsivysto iš trijų gemalinių lapelių – 

ektodermos, endodermos ir mezodermos. Pliuripotentinėms ląstelėms, 

priklauso embrioninės kamieninės ląstelės bei genetiškai perprogramuotos 

somatinės ląstelės – indukuotos pliuripotentinės/daugiagalės ląstelės 

[109,110]. 

Multipotentinės ląstelės yra aptinkamos beveik visuose audiniuose. 

Šios ląstelės gali diferencijuoti į tų audinių ląsteles, kurios susidaro iš to paties 

gemalinio lapelio. Joms priklauso mezenchiminės kamieninės (MKL) ląstelės, 

išskiriamos iš įvairių audinių, pavyzdžiui, kaulų čiulpų, riebalinio audinio, 

kaulų, kraujo. MKL gali diferencijuotis į įvairius audinius, susidarančius iš 

mezodermos gemalinio lapelio: riebalinį sluoksnį, kaulinį, kremzlinį, 

raumeninį ir kt. audinius [111]. 

Oligopotentinės ląstelės. Dalinantis oligopotentinėms ląstelėms 

susidaro naujos oligopotentinės kamieninės ląstelės bei kelių linijų specifinės 

audinių ląstelės. Puikus šios grupės pavyzdys – hematopoetinės kamieninės 

ląstelės. Jos gali diferencijuotis į mieloidines arba limfoidines ląsteles 

[106,112]. 

Unipotentinės ląstelės yra save atnaujinančios ląstelės. Joms dalinantis 

susidaro nauja unipotentinė kamieninė ląstelė bei tam tikro audinio 

diferencijuota ląstelė. Pavyzdžiui, dalijantis žarnyno epitelinei kamieninei 

ląstelei susidaro nauja epitelinė kamieninė ląstelė bei diferencijavusi žarnyno 

epitelinė ląstelė [106,113]. 

Daugiausiai dėmesio dėl prieinamumo ir etinių aspektų susilaukia 

indukuotos pliuripotentinės ir suaugusio organizmo kamieninės ląstelės. Iš jų 

dažniausiai yra tiriamos MKL ir endotelinės kamieninės ląstelės [114]. MKL 

yra randamos beveik visuose audiniuose ir pasižymi gana plačiu 

diferenciacijos potencialu, leidžiančiu vieno šaltinio MKL naudoti įvairių 

audinių regeneracijai [115]. Vienas iš pagrindinių platesnį audinių inžinerijos 

taikymą ribojančių veiksnių yra išvystyto kraujagyslių tinklo stoka. Dėl to, 

daug tyrimų atliekama ir su endotelinėmis kamieninėmis ląstelėmis [116,117]. 

1.2.2. Ląstelių terapija 

Ląstelių terapija yra kita regeneracinės medicinos sritis, kurios kitaip 

nei audinių inžinerijos, tikslas nėra pakeisti pažeistą audinį ar organą, o 
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naudojant kamienines, pirmines ar genetiškai modifikuotas ląsteles, atstatyti 

prarastas ar išsiderinusias audinio funkcijas [118]. Kadangi gydymui 

naudojamos to paties paciento ląstelės, po tokios terapijos pacientui nereikia 

vartoti imunosupresuojančių vaistų, kaip kad audinių persodinimo atveju. Yra 

du pagrindiniai keliai, kaip ląstelių terapijos metodais gydomi pažeisti 

audiniai ar atstatomos jų funkcijos: (i) į pažeistą vietą perkeliamos kamieninės 

ląstelės, kurios tiesiogiai dalyvauja audinio atstatyme, proliferuodamos ir 

diferencijuodamos į reikiamo tipo ląsteles, arba (ii) naudojami ląstelių 

išskiriami citokinai, augimo veiksniai ir kitos biomolekulės, kurių pagalba 

stimuliuojama audinio regeneracija, skatinant kamieninių ląstelių, esančių 

tame audinyje, migraciją, proliferaciją, diferenciaciją ir imunomoduliaciją 

[118,119].  

Šiuo metu vyksta nemažai ląstelių terapijos klinikinių tyrimų, kurių 

metu bandoma gydyti platų spektrą susirgimų: širdies ligas, kepenų cirozę, 

inkstų nepakankamumą, oftalmologines ligas, neurologinius susirgimus, 

autoimunines ligas bei kraujotakos susirgimus (1.4 pav.) [118,120–126]. Nors 

šios srities tyrimai yra daug žadantys, tačiau dar lieka daug neišspręstų 

problemų ir neatsakytų klausimų [115]. Viena pagrindinių problemų – tai 

ląstelių šaltinio pasirinkimas bei jų išskyrimo, padauginimo ir diferenciacijos 

strandartizuoti protokolai [127]. Taip pat, vis dar neaišku, kaip tinkamai 

kontroliuoti organizmo imunologinį atsaką, užtikrinti ląstelių tikslingą 

migraciją, kontroliuojamą proliferaciją ir diferenciaciją bei  ląstelių 

išgyvenamumą po transplantacijos [128]. Be to, svarbu užtikrinti, kad 

perkeltos ląstelės nesuvėžės ir nepaveiks gretimų audinių [115,118,127].  
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1.4 pav. Ikiklinikiniai ir klinikiniai tyrimai vykdomi ląstelių terapijos srityje. 

Parengta pagal [118]. 

1.2.2.1.  Kamieninės ląstelės naudojamos ląstelių terapijoje 

Ląstelių terapijos taikymuose naudojami įvairūs ląstelių šaltiniai (1.5 

pav.) [118]. Dažniausiai naudojamos MKL, nes jos ne tik turi platų 

diferenciacijos potencialą, bet ir sekretuoja įvairius augimo veiksnius, 

citokinus, chemokinus, priešuždegiminius, angiogenezę skatinančius 

veiksnius [129]. Jos taip pat pasižymi imunomoduliacinėmis savybėmis. 

Gražintos į audinį, ląstelės aktyvuoja audinio kamienines ląsteles, kurios, savo 

ruožtu, prisideda prie audinio regeneracijos [130]. Šios ląstelės naudojamos 

tiek ikiklinikiniuose, tiek ir klinikiniuose tyrimuose, gydant širdies ir 

kraujagyslių ligas, galvos ir stuburo smegenų traumas, infarktą, diabetą, kaulų 

ir sąnarių pažeidimus, Krono ligą, audinių atmetimo reakciją ir kt. [131]. 

Nepaisant puikių rezultatų, kai kurie tyrimai, deja, dėl kol kas nežinomų 

priežaščių baigiasi neigiamais rezultatais [118]. 
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1.5 pav. Ląstelių šaltiniai naudojami ląstelių terapijoje. Parengta pagal [118]. 

Taip pat labai daug dėmesio susilaukia pirminės ląstelės, pavyzdžiui, 

chondrocitai, miocitai ir keratinocitai [132–134]. Tyrimų, atliktų panaudijant 

šias ląsteles, rezultatai tikrai daug žadantys, tačiau dėl riboto proliferacijos 

potencialo, išskirtų ląstelių kokybės ir funkcionalumo, jų praktinis taikymas 

kelia daug sunkumų [118].  

Pačios pirmosios atrastos kamieninės ląstelės buvo hematopoetinės. 

Šiuo metu tai vienintelės ląstelės, kurių naudojimas specifinių kraujo vėžio 

atvejų gydymui pripažintas visame pasaulyje [135]. Šias ląsteles perkėlus į 

organizmą, jos migruoja į kaulų čiulpus, kur proliferuodamos, jos atstato 

paciento hematopoetinę sistemą [136]. Taip pat, šios ląstelės gali būti 

naudojamos tam tikrų autoimuninių lygų gydymui bei kaip prevencinė 

priemonė po organų transplantacijos, mažinanti organų atmetimo riziką [135]. 

Iš kaulų čiulpų taip pat išskiriama vienbranduolinių ląstelių populiacija, 

naudojama eilėje klinikinių ir ikiklinikinių tyrimų gydant širdies ir 

kraujagyslių ligas, galūnių išemijas ir neurologines ligas [137]. Šią ląstelių 

populiaciją sudaro pirminės hematopoetinės ląstelės, limfinės sistemos 

ląstelės, monocitai ir makrofagai [138].  

Dar viena iš kaulų čiulpų išskiriama kamieninių ląstelių populiacija, 

kuri sudaro tik apie 1 % visų periferinių vienbranduolinių ląstelių, yra 

endotelinės progenitorinės ląstelės [139,140]. Šioms ląstelėms būdingi tiek 

hematopotinių ląstelių žymenys (pavyzdžiui, CD34, CD133), tiek endotelinių 

ląstelių žymenys (pavyzdžiui, VEGFR2). Tačiau, iki šiol nebuvo 

identifikuotas nei vienas tik šioms ląstelėms būdingas paviršiaus žymuo [141]. 

Šios ląstelės daugiausiai naudojamos neovaskuliarizacijos proceso iniciacijai. 
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Neurologinėms ligoms gydyti dažniausiai naudojamos kamieninės ir 

pirminės neuronų ląstelės. Jos gali būti išskiriamos tiek iš vaisiaus, tiek iš 

suaugusio individo galvos ir stuburo smegenų. Jos geba diferencijuoti tiek į 

neuronines ląsteles, tiek ir į glijos ląsteles [118]. 

Pastaruoju metu daug dėmesio susilaukia pliuripotentinės ląstelės. Šiai 

grupei priklauso embrioninės, vaisiaus ir indukuotos somatinės ląstelės. 

Embrioninių kamieninių ląstelių panaudojimą apriboja daug veiksnių – 

neskaitant etinių, jų naudojimą ribojančių, sumetimų, problemų taip pat kyla 

ir su šių ląstelių saugojimu, kultivavimu, dėl to labiau linkstama į indukuotas 

pliuripotentines ląsteles [142]. Kaip galima suprasti iš pavadinimo, šios 

ląstelės gaunamos somatinėse ląstelėse indukavus kelių specifinių genų 

raišką, pavyzdžiui, Oct3/4, Sox2, c-Myc ir Klf4 [110]. Po indukcijos, šios 

ląstelės pasižymi pliuripotentinėms ląstelėms būdingu atsinaujinimo 

potencialu, taip pat jos gali diferencijuoti į bet kokias autologines audinio 

ląsteles. Jų platų panaudojimą audinių terapijoje stabdo nepakankamai 

įvertintas šių ląstelių genetinis stabilumas ir suvėžėjimo potencialas[110,142]. 

1.2.3. Audinių gijimas ir uždegimas 

Dažnai audinių uždegimas yra siejamas su įvairiomis chroninėmis ir 

degeneracinėmis ligomis, tačiau jis taip pat padeda organizmui susitvarkyti su 

infekcijomis, pašalinti pažeistas ląsteles ir inicijuoti audinio regeneraciją. Šis 

procesas būdingas tiek žinduoliams, tiek evoliucijos atžvilgiu žemesniems 

organizmams – tai rodo uždegiminio proceso svarbą [143]. Žala organizmui 

kyla tada, kai šis procesas yra netinkamai valdomas. Jei uždegimas būna per 

silpnas, gali būti nepakankamas susidoroti su infekcijomis ir gali lemti audinio 

pažeidimus, o tuo tarpu per stiprus uždegimas lemia įvairių patologijų, tokių 

kaip vėžiniai susirgimai, audinių fibrozė, vystymąsi [144–146]. Abi šios 

patologijos yra netinkamo audinio gijimo rezultatas. Kontroliuojamas 

uždegimas yra pirmoji žaizdos gijimo stadija, kurios metu yra sukuriamas 

barjeras, užtikrinantis netrukdomą audinio regeneraciją. Po to seka audinio 

formavimosi ir persitvarkymo žingsniai [147].  

Esant vidiniams pažeidimams inicijuojamas taip vadinamas sterilus 

uždegimas. Jį sukelia į užląstelinę aplinką pakliuvę su pažeidimu asocijuoti 

molekuliniai žymenys (angl. damage-associated molecular patterns 

(DAMP)). Tai yra vidiniai ląstelių komponentai: nukleorūgštys, chromatino 

komponentai, ATP ir kiti nukleotidai, šlapimo rūgštis, citoskeleto fragmentai, 

karščio šoko baltymai, oksiduota mitochondrijų DNR ir kt. [148]. DAMP 

atpažįsta žymenis atpažįstantys receptoriai (angl. patterns recognition 

receptors (PRR)). PRR prisijungus ligandą, ląstelėse inicijuojami įvairūs su 



34 

uždegimu susiję signaliniai keliai, aktyvuojantys įvairius transkripcijos 

veiksnius, įskaitant NF-κB, AP-1 ir STAT [149]. Taip pat į užląstelinę terpę 

pakliuvę DAMP paveikia ir ląstelių membranų pralaidumą kalio ir kalcio 

jonams. Tai sukelia mitochondrijų pažeidimus, dėl kurių mitochondrijų DNR 

ir mitochondrijose susidarę reakaktyvios deguonies formos (angl. Reactive 

Oxygen Species (ROS)) patenka į citoplazmą [150]. Visa tai skatina 

inflamosomos aktyvaciją ir prouždegiminių interliaukinų IL-1β ir IL-18 

sekreciją. Aktyvuota inflamosoma sukelia piroptozę (vienas iš ląstelių žūties 

mechanizmų), kurios metu į aplinką išskiriama dar daugiau ROS ir DAMP 

[148,149].  

Tolimesnė žaizdos gijimo eiga kontroliuojama eilės kitų citokinų ir 

augimo veiksnių. IL-6 skatina ląstelių proliferaciją ir išgyvenimą [151]. Šį ir 

didžiąją dalį kitų citokinų atpažįsta heterotetrametriniai receptoriai, turintys 

gp130 signalo perdavimo subvienetą [152]. Kitas svarbus regeneracijai 

citokinas, priklausantis IL-10 šeimai – IL-22. Jį sekretuoja limfocitai (ypač T 

ląstelių pagalbininkių subpopuliacijos ląstelės Th17), limfoidinės ir tam tikros 

mieloidinės ląstelės, tačiau kitaip nei daugelio citokinų atveju, šie yra skirti ne 

imuninėms ląstelėms, o fibrobalstams ir epitelinėms ląstelėms. IL-22 

stimuliuoja minėtų ląstelių proliferaciją, slopina žūtį ir atitolina galutinę 

diferenciaciją [153]. Su ligandu susijungęs IL-22 receptorius inicijuoja JAK-

STAT3 aktyvaciją, mitogenų aktyvuojamas baltymų kinazes (angl. Mitogen-

Activated Protein Kinase (MAPK)) – aktyvuojančio baltymo-1 (angl. 

Activating Protein - 1 (AP-1)) signalinius kelius [153]. 

1.2.3.1. Signaliniai keliai dalyvaujantys žaizdų gijime 

MAPK-AP-1 - vienas pagrindinių signalinių kelių, jungiančių 

uždegiminius procesus su audinio regeneracija [154,155]. MAP kinazių šeimą 

sudaro trys pagrindinės kinazės: ERK (angl. Extracellular signal-Regulated 

Kinase), JNK (angl. c-Jun N-terminal Kinanse) ir p38 [156]. Vienas iš 

pagrindinių šių kinazių taikinių yra AP-1 transkripcijos veiksnys, kuris gali 

būti sudarytas iš c-Jun homodimero arba c-Jun/c-Fos heterodimero [157]. 

Tačiau, šios kinazės reguliuoja ir kitų transkripcijos veiksnių aktyvumą. 

Pavyzdžiui, drozofilose, JNK ir p38 kinazės turi papildomų taikinių, tokių 

kaip Foxo, kurie kotroliuoja genų, susijusių su ląstelių atsparumu stresui ir 

antioksidantų sintezę, raišką [154]. Žinduoliuose c-Jun baltymas kontroliuoja 

kepenų regeneraciją, slopindamas p53 ir p38 kinazes [158] bei indukuodamas 

ciklino D1 ir JNK raišką [159]. Tačiau sudėtinga išskirti tik vieną MAP 

kinazių vaidmenį, nes jis priklauso ir nuo kitų signalinių kelių, inicijuojamų 

ląstelėse. Pavyzdžiui, JNK-AP-1 signalinis kelias gali inicijuoti hepatocitų 

žūti, slopindamas NF-κB proišgyvenamuosius signalinius kelius [160–162] ir, 
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priešingai, skatinti hepatocitų išgyvenamumą indukuodamas Nos-2 [163]. 

JNK- ir p38-AP-1 signaliniai keliai parenchiminėse kepenų ląstelėse 

inicijuoja TNF ir IL-6 sekreciją, o tai indukuoja kepenų regeneracijos 

procesus [164]. 

1.2.3.2. Oksidacinis stresas 

Oksidacinį stresą ląstelėse ir audiniuose sukelia atsiradęs disbalansas 

tarp ROS ir antioksidantų [165]. Esant normalioms sąlygoms, ląstelės 

mitochondrijose metabolizmo metu susidaro nedideli kiekiai ROS, kuriuos 

neutralizuoja ląstelėse esantys antioksidantai [166]. Be to, ląstelės ROS 

naudoja kaip signalines molekules ar kaip tarpinius produktus ląstelių 

komponentų sintezei bei kaip ginklą prieš patogenus [167,168]. Tačiau dėl 

vidinių ar išorinių veiksnių, sutrikus ROS ir antioksidantų balansui, 

pasireiškia neigiamas ROS poveikis. ROS gali reaguoti su įvairiais ląstelių 

komponentais: plazmine membrana, lipidais, baltymais, nukleorūgštimis. Tai 

sukelia įvairius šalutinius poveikius – ląstelių senėjimą, žūtį, o susikaupusios 

DNR mutacijos gali lemti vėžio atsiradimą ir vystymąsi [165,169]. 

Dideli kiekiai ROS susidaro ir uždegimo metu [170]. Todėl tiek ląstelių 

terapijos, tiek audinių inžinerijos taikymuose, ląstelės grąžinamos į labai 

nedraugišką aplinką. Tai lemia, kad didžioji dalis ląstelių žūva netrukus po 

transplantacijos [171,172]. Dėl to, didelis dėmesys yra skiriamas ląstelių 

atsparumo oksidaciniam stresui padidinimui [173–177]. Ląstelės su 

padidėjusiu ROS kiekiu gali kovoti dviem būdais: dalyvaujant 

antioksidantiniams fermentams (katalazei, glutationo peroksidazei, 

superoksido dismutazei) ir antioksidantams [165]. Tai reiškia, kad ląstelės gali 

padidinti genų, atsakingų už atioksidantinį veikimą, raišką arba su mitybine 

terpe papildomai gauti antioksidantinį poveikį turinčių molekulių, pavyzdžiui, 

vitamino C, omega riebalų rūgščių. Šie procesai padeda ląstelėms išgyventi 

nepalankioje aplinkoje, tačiau antioksidantų poveikis jų neapsaugo nuo 

senėjimo [178]. Dėl šios priežasties labai svarbu išsiaiškinti, kaip oksidacinis 

stresas veikia kamienines ląsteles ir kaip galima padidinti ląstelių atsparumą 

jo žalingam poveikiui. Tai leistų pagerinti ląstelių terapijos ir audinių 

inžinerijos efektyvumą [170]. 

1.3. Vėžiniai susirgimai 

Prieš 100 m. ir seniau, vėžiniai susirgimai nebuvo tokie dažni, tačiau 

pastaruoju metu, ypač rimta problema jie tapo XX a. pabaigoje–XXI a. 

Paskaičiuota, kad net 1 iš 4 žmonių per savo gyvenimą susidurs bent su vienu 

vėžiniu susirgimu. Toks smarkus vėžinių susirgimų padažnėjimas gali būti 
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siejamas su keliais aspektais. Visų pirma, pastaraisiais dešimtmečiais smarkiai 

patobulėjo diagnostiniai metodai, leidžiantys aptikti vėžinius susirgimus net 

ankstyvose stadijoje [179]. Antra, per pastarąjį šimtmetį vyrų ir moterų 

gyvenimo trukmė smarkiai pailgėjo, nuo atitinkamai 48 ir 51 metų iki 72 ir 79 

metų, o vėžiniais susirgimai dažniau pasireiškia vyresnio amžiaus žmonėms 

[179,180]. Trečia, smarkiai pasikeitė mūsų gyvenimo sąlygos, vis daugiau 

žmonių kasdien susiduria su įvairias junginiais – kancerogenais, kurie siejami 

su vėžinių susirgimų inicijavimu. Jie buvo sutinkami visur – maiste, 

drabužiuose, kosmetikoje ar net ore [181]. Tačiau pastaruoju metu jų 

naudojimas smarkiai ribojamas [182]. 

Vėžys – tai nekontroliuojamai besidalinančios audinio ląstelės, kurios 

nėra specializuotos atlikti konkrečią funkciją. Jos pasižymi gebėjimu plisti į 

kitus audinius – metastazuoti. Vėžys gali išsivystyti visuose žmogaus 

audiniuose ir bent pirmosiose stadijose, dažniausiai nepasireiškia jokiais 

simptomais [183]. Pagal vėžinio susirgimo išsivystymą, vėžys skirstomas į 5 

stadijas. 0 stadija – vėžys dar nėra išsivystęs, tačiau audiniuose randamos 

pakitusios ląstelės, kurios vadinamos karcinomos ląstelėmis. I stadija – vėžys 

yra mažas, neišplitęs, susitelkęs viename audinyje. II ir III stadijos vėžiniai 

audiniai jau būna didesni, išplitę pirminiame audinyje ir aplinkiniuose 

limfmazgiuose. IV stadijos vėžys jau būna metastazavęs į kitus audinius 

[145,184]. Pagrindinis kelias, kuriuo vežiniai susirgimai sukelia individo mirtį 

yra audinių ar organų pažeidimai, sukeliami nekontroliuojamo šių ląstelių 

dalijimosi [185].  

Vėžinis audinys turi jam būdingą specifinę aplinką, kuri keičiasi visos 

ligos vystymosi metu [186]. Yra jau nemažai duomenų, kurie rodo, kad vėžinį 

audinį supanti aplinka daro įtaką ląstelių dalijimuisi, atsparumui 

priešvėžiniams vaistams ir kitoms gydymo strategijoms, ligos atsinaujinimui 

bei metastazių atsiradimui [187]. Pavyzdžiui, kietųjų vėžinių audinių 

kietumas tiesiogiai koreliuoja su ligos stadija – kuo kietesnis vėžinis audinys, 

tuo didesnė mirties nuo atitinkamo vėžinio susirgimo rizika [187,188]. Dėl šių 

priežasčių, mechanobiologija susilaukė daug dėmesio vėžinių susirgimų 

tyrimuose [8,187,189]. Baltymai dalyvaujantys vėžinių ląstelių 

mechanojutime yra tiriami kaip potencialūs nauji priešvėžinių vaistų taikiniai 

[190]. Tikimasi, kad ši nauja tyrimų kryptis padės geriau suprasti vėžinių 

ląstelių metastazavimo procesus ir padidinti vėžinių susirgimų gydymo 

efektyvumą.  
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1.3.1. Vėžio aplinka 

Vėžinį audinį supanti aplinka yra svarbi tiek jo iniciacijai, tiek ir jo 

vystymuisi [191]. Ji sudaryta iš vėžiniam audiniui specifinio užląstelinio 

užpildo ir įvairių tipų ląstelių, įskaitant vėžines ląsteles, vėžines kamienines 

ląsteles, endotelines ląsteles, fibroblastus, pericitus, lygiųjų raumenų ląsteles, 

dentritines ir įvairias kt. imunines ląsteles [183,192]. Šios ląstelės tarpusavyje 

bendrauja besikeisdamos tirpiais augimo veiksniais ir mechaniniais stimulais. 

Jų visuma yra dalinai atsakinga už didelį vėžinių ląstelių proliferacijos 

aktyvumą [191]. 

Vėžinio audinio fibroblastai (angl. Cancer-Associated Fibroblasts 

(CAF)) dažniausiai sudaro didžiąją dalį auglio ląstelių, kai kuriais atvejais 

netgi iki 80 % visų ląstelių [193]. Šios ląstelės yra labai heterogeniškos, nes 

jos vėžinių ląstelių ir aplinkos poveikyje kyla iš to audinio fibroblastų, kaulų 

čiulpų ląstelių, adipocitų, endotelinių ląstelių, epitelinių ląstelių ir kt. [194–

201]. Šioms ląstelėms būdinga α-SMA baltymo raiška [202] ir jos atsakingos 

už vėžinio audinio trapląstelinio užpildo sintezę, kraujagyslių tinklo 

susidarymą, imuninio atsako reguliavimą [203]. Įdomu tai, kad CAF 

sintetinamas užląstelinis užpildas savo struktūra ir išsidėstymu skiriasi nuo to 

paties audinio fibroblastų sintetinamo užląstelinio užpildo [204,205]. Taip pat 

jam būdingas didesnis kolageno kiekis [206]. 

Vėžinėms ląstelėms proliferuojant, vėžinio audinio diametras didėja ir 

pasiekus ~1 mm, vėžinės ląstelės negali būti aprūpinamos pakankamu kiekiu 

deguonies, vystosi hipoksinis stresas [207]. Tiek vėžinės ląstelės, tiek CAF 

pradeda sintetinti įvairius citokinus ir augimo faktorius, kurie skatina 

endotelinių ląstelių pritraukimą ir naujų kraujagyslių formavimąsi [208–210]. 

Taip pat, trūkstant deguonies, vėžinės ląstelės pradeda energijos šaltiniu 

naudoti gliukozę (jos metabolizmui nereikalingas deguonis), kuri glikolizės 

kelio metu verčiama pieno rūgštimi ir kaupiasi ląstelėse [191]. Vėžinės 

ląstelės pradeda vandenilio jonus pernešti į užląstelinį užpildą, taip 

palaikydamos savo pH ir rūgštindamos aplinką [211]. Susidaręs kraujagyslių 

tinklas leidžia vėžiui toliau progresuoti [191]. Lyginant ~1 mm diametro 

vėžinius audinius su ~4 mm diametro, nustatyta, kad hipoksinės sąlygos yra 

daug stipresnės mažuosiuose vėžiuose, nes juose dar nebūna susiformavusi 

kraujotaka [207]. Tik susiformavus kraujagyslių tinklui, sukuriamos sąlygos 

tolimesniam vėžinių ląstelių dalijimuisi. Taip pat, hipoksinės sąlygos dėl 

riboto deguonies kiekio vėžiniame audinyje smarkiai sumažina spindulinės 

terapijos ir kai kurių chemoterapijų efektyvumą [183,212]. Spindulinė terapija 
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yra pagrįsta ROS indukavimu, o tai lemia jų reakciją su ląstelės DNR ir kitais 

komponentais, taip inicijuojant vėžinių ląstelių žūtį [212]. 

Hipoksinės sąlygos taip pat lemia ir limfinės sistemos formavimąsi 

[191]. Tačiau tiek kraujagyslės, tiek limfagyslės turi daug defektų, kurie lemia 

jų nesandarumą. Dėl to, vėžiniuose audiniuose padidėja tarpląstelinio skysčio 

slėgis ir šlyties jėgos [213]. Visa tai papildomai mechaniškai stimuliuoja 

vėžinį audinį, skatina tolimesnį ligos vystymąsi [214]. 

Hipoksinė aplinka pritraukia ir imunines ląsteles [191]. Hipoksijos 

metu vėžinio audinio išskirti hipoksijos įjungiami veiksniai I ir II α (HIF1-α 

ir HIF2-α) iš kraujotakos pritraukia neutrofilus, kurie gali tiek slopinti, tiek 

skatinti vėžio vystymasi [215–217]. Daugiau žinoma apie hipoksijos įtaką 

makrofagams. Šios ląstelės po aktyvacijos gali tapti M1 arba M2 tipo. M1 tipo 

makrofagai kovoja su vėžiniu audiniu ir slopina jo augimą ir vystymąsi, tuo 

tarpu M2 tipo makrofagai, kaip tik priešingai, gali skatinti vėžio vystymąsi 

[218]. Vėžinio audinio aplinka, hipoksinės sąlygos ir glikolizės metu išskirtos 

pieno rūgšties molekulės lemia M2 tipo makrofagų poliarizaciją [219,220].  

Mieloidinės kilmės supresinės ląstelės taip pat yra pritaukiamos į 

hipoksinį vėžinį audinį. Šios ląstelės atkeliauja iš kaulų čiulpų ir jų skaičius 

vėžiniame audinyje smarkiai išauga, palyginus su sveikais audiniais. Šios 

ląstelės yra atsakingos už autoimuninio atsako slopinimą – tai apsaugo vėžines 

ląsteles ir leidžia joms toliau vystytis [221].  

Nors į vėžinį audinį patenka ir T ląstelės, tačiau hipoksinė aplinka ir 

maistinių medžiagų trūkumas smarkiai slopina šių ląstelių aktyvumą 

[222,223]. Aplinka nukreipia T ląstelių diferenciaciją į T pagalbininkes ir T 

reguliacines ląsteles [224–226]. Hipoksinės sąlygos indukuoja T ląsteles 

pagalbininkes į užląstelinę terpę išskirti adenoziną, kuris dar papildomai 

slopina efektorines T ląsteles [227,228].  

1.3.2. Krūties vėžys 

Krūties vėžys yra dažniausias vėžinis susirgimas diagnozuojamas 

moterims [229]. Lyginant visas vėžio rūšis, jis nusineša daugiausiai moterų 

gyvybių [230]. Krūties vėžys priklausomai nuo estrogeno, progesterono bei 

žmogaus epidermio augimo veiksnio 2 receptorių (ŽEAV2R) raiškos yra 

skirstomas į tris tipus: 70 % atvejų vėžinės ląstelės turi hormoninius 

receptorius, bet neturi ŽEAV2R, 15–20 % – turi visus tris receptorius ir 10–

15 % – neturi nei vieno receptoriaus [231]. Be to, JAV daugiau nei 90 % 

atvejų, krūties vėžys yra nustatomas I–III stadijose [232]. Priklausomai nuo 

krūties vėžio tipo, naudojamos skirtingos gydymo strategijos. Tais atvejais, 
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kai chirurginis gydymas netaikomas, yra skiriama sisteminė, visą organizmą 

veikianti terapija. Krūties vėžio ląstelėms turint visus receptorius paprastai 

skiriamas prieš ŽEAV2R nukreiptas antikūnų gydymas kartu su 

chemoterapija arba gydymas mažą molekulinę masę turinčiais slopikliais 

kombinuojant su chemoterapija. Kai vėžys turi tik lytinių hormonų 

receptorius, skiriama endokrininė terapija, kuri kartais kombinuojama su 

chemoterapija. Nei vieno iš minėtų receptorių neturintys vėžiniai susirgimai 

gydomi tik chemoterapija [231]. 

1.3.3. Krūties vėžio MCF-7 linija 

Krūties vėžio tyrimuose plačiai naudojamos įvairios krūties vėžio 

linijos: MCF-7, BT483, MDAMB134, AU565, SKBR3 ir kt. [233]. Vienos 

seniausiai išskirtos ir jau virš 50 m. plačiai moksliniuose tyrimuose 

naudojamos MCF-7 ląstelės [234]. Jos išskirtos iš 69 metų moters, kuri sirgo 

IV stadijos krūties vėžiu [235]. Ši linija charakterizuojama kaip estrogeno ir 

progesterono receptorius turinti, bet ŽEAF2R neturinti ląstelių linija [233]. 

Tokia receptorių raiška pasižymi ~70 % visų diagnozuojamų krūties vėžio 

atvejų [231]. Tačiau, ši ląstelių linija nėra vienalytė, joje aptinkamos įvairių 

fenotipų ląstelės, besiskiriančios genų raiška. Tačiau, jų kiekis populiacijoje 

yra pastovus, taikant specifines atrankas, galima šias subpopuliacijas 

išgryninti ir praturtinti [236]. MCF-7 ląstelėms būdinga aneuploidija, jos turi 

nuo 60 iki 140 chromosomų (sveikose ląstelėse yra 46 chromosomos) [237]. 

Šios ląstelės daugiausia sintetina estrogeno receptorių (ER) α ir labai mažus 

kiekius ERβ [238]. Pradinė MCF-7 linija taip pat sintetina didelius kiekius 

progesterono receptoriaus (PR), tačiau priešvėžiniui vaistui tamoksifenui 

atspari MCF-7 ląstelių populiacija šio receptoriaus beveik neturi [236]. MCF-

7 ląstelės turi diferencijavusių pieno liaukų epitelinių ląstelių paviršiaus 

žymenis E-kadheriną, β-kateniną, citokeratiną 18, bet neturi MKL žymenų – 

vimentino, SMA, CD44 [239,240]. Šios ląstelės sintetina nedidelius kiekius 

kraujagyslių endotelio augimo veiksnio A (angl. Vascular Endothelial Growth 

Factor A (VEGF-A)), VEGF-C ir labai mažus kiekius VEGF-D [241]. VEGF-

A yra atsakingas už angiogenezės iniciavimą. Kadangi ląstelės sintetina 

nedidelius jo kiekius, MCF-7 suformuotose navikuose išsivysto prastas 

kraujagyslių tinklas, dėl to, šio tipo ląstelių linijai paprastai nėra būdingos 

tolimos metastazės [242]. Tuo tarpu, VEGF-C inicijuoja limfagyslių 

formavimąsi. Dėl to, šios ląstelės dažnai išplinta į limfmazgius [243]. Kadangi 

MCF-7 ląstelės yra išskirtos jau palyginti seniai (1970 m.), apie jas sukaupta 

labai daug duomenų. Tai leidžia šias ląsteles plačiai naudoti tiek vėžio 

patogenezės tyrimuose, tiek naujų gydymo strategijų paieškose [244,245]. 
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1.3.4. Priešvėžinis vaistas doksorubicinas 

Jungtinų Valstijų maisto ir vaistų administracija šiuo metu yra 

patvirtinusi virš 150 priešvėžinių vaistų, iš kurių patys populiariausi 

antraciklinai [246]. Pirmasis antraciklinas 1957 m. buvo išskirtas iš 

Streptomyces peucetius bakterijos ir pavadintas daunorubicinu [247]. Šis 

gamtinis junginys pasižymėjo dideliu efektyvumu žudant įvairias vėžines 

ląsteles. Tikintis dar padidinti šio junginio toksiškumą vėžinėms ląstelėms, 

buvo išbandytos įvairios daunorubicino modifikacijos [248]. Dar po 3 metų, 

iš Streptomyces peucetius mutanto buvo išskirtas šiek tiek modifikuotas 

daunorubicino analogas, kuris buvo pavadintas doksorubicinu [249]. Jis 

pasižymėjo dar didesniu priešvėžiniu efektyvumu ir šiuo metu yra vienas 

dažniausiai naudojamų priešvėžiniu vaistų [250]. Tiek daunorubicinas, tiek 

doksirubicinas turi aglikoninį ir sacharido motyvus (1.6 pav.). Aglikolinės 

molekulės dalys turi tetraciklinį žiedą su šoninėmis chinoninėmis ir 

hidrochinoninėmis grupėmis, prijungą metoksi pakaitalą ir trumpą šoninę 

grandinę su karboniline grupe. Sacharidas, pavadintas daunosaminu, yra 

prijungtas prie vieno iš tetraciklino žiedo per glikolinį ryšį. Daunosaminą 

sudaro 3-amino-2,3,6-trideoksi-L-fukosil motyvas. Vienintelis skirtumas tarp 

daunorubicino ir doksorubicino yra papildoma OH grupė šoninėje 

doksirubicino grandinėje (1.6 pav.) [251]. 

 
1.6 pav. Daunorubicino ir doksorubicino struktūrinės formulės. Melsvas fonas 

rodo sacharidinį molekulės fragmentą – daunosaminą, žalsvas fonas – aglikolinę 

molekulės dalį. Mėlyna rodyklė žymi struktūrų skirtumą. 

Doksorubicinas turi kelis veikimo mechanizmus. Jis interkaliuoja tiek į 

branduolinę, tiek į mitochondrinę DNR [252], prisijungia prie topoizomerazės 

II ir ją inaktyvuoja [253], patekęs į mitochondrijas, ten generuoja ROS, kurie 

vėliau reaguoja su ląstelių komponentais ir sukelia ląstelių žūtį [254,255]. 

Doksorubicinas yra tirpus lipiduose, todėl nesunkiai patenka į ląstelės vidų. 

Čia jis gali jungtis prie citoplazminių baltymų, baltymų kompleksų, vienas iš 
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jų yra proteosoma, kuri pasižymi dideliu afiniškumu doksorubicinui. 

Proteosomos ląstelėje gali būti transportuojamos tiek į branduolį, tiek į 

mitochondrijas. Patekęs į šias organeles, doksorubicinas difunduoja nuo 

proteosomos ir jungiasi prie didesnį afiniškumą turinčių molekulių [250].  

Doksorubicinas puikiai interkaliuoja į DNR, taip slopindamas DNR, 

RNR ir baltymų raišką [256,257]. Taip pat, doksorubicinas jungiasi su 

topoizomeraze II. Šis fermentas atsakingas už DNR molekulės 

superspiralizacijos kontrolę. Ji perkerpa vieną iš DNR grandinių ir sumažina 

DNR superspiralizaciją. Doksorubicinas būtent ir jungiasi prie 

topoizomerazės II, kai ji perkerpa vieną iš DNR grandinių ir stabilizuoja šį 

kompleksą. Tai lemia viengrandžio trūkio susidarymą, kuris vėliau gali tapti 

dvigrandžiu [253,258,259].  

Pakliuvęs į mitocondrijas, doksorubicinas ne tik jungiasi prie 

mitochondrinės DNR, bet ir kardiolipino – mitochondrijos vidinei membranai 

būdingo fosfolipido. Tai blokuoja kreatino kinazės prisijungimą prie 

mitochondrijos vidinės membranos. To pasėkoje slopinamas daugelio svarbių 

mitochondrijos funkcijos palaikymui baltymų aktyvumas. Taip pat, 

doksorubicinas iš mitochondrijos Krebso ciklo I komplekso priima laisvą 

elektroną, susiformuoja semichinonas, kuris reaguoja su O2 ir susidaro ROS 

[260–263]. 

Dėl didelio afiniškumo kardiolipinui, doksorubicinas turi daug stiprių 

šalutinių poveikių [250]. Jis žudo ne tik vėžines organizmo ląsteles, bet ir 

kitas, metaboliškai aktyvias audinių ląsteles. Doksorubicinas pažeidžia širdies 

miocitus, kepenų, inkstų ir smegenų ląsteles [248,250]. Tačiau šie šalutiniai 

poveikiai buvo smarkiai sumažinti pritaikius vaistų nešiklius. Doksorubicinas, 

patalpintas į liposomas, daug sunkiau kerta kraujo barjerą, dėl to jo 

koncentracija širdies ir kituose audiniuose smarkiai sumažėja lyginant su 

laisvu doksorubicinu. Kadangi vėžiui būdinga prasta, nesandari kraujotakos 

sistema, liposomos dėl to ir kaupiasi vėžiniuose audiniuose. Šiuo atveju, 

doksorubicino poveikis būna labiau vietinis [248]. 

1.3.5. Vėžys ir mechanobiologija 

Vėžys seniau buvo laikomas liga, kurią sukelia genų, kontroliuojančių 

ląstelių proliferaciją, mirtį, metabolizmą ir DNR reparaciją, mutacijos [264]. 

Tai vis dar galioja ląsteliniame lygyje, tačiau jau dabar aišku, kad vėžį supanti 

aplinka ir kitos ląstelės kontroliuoja tolimesnį jo vystymąsi ir netgi atsparumo 

priešvėžinėms terapijoms susidarymą [265]. Vėžiniame audinyje vyrauja 

keturios būdingiausios išorinės aplinkos jėgos, kurios išskirtinai būdingos 
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šiam audiniui. Tai kietojo kūno spūdis, tarpląstelinio skysčio slėgis, 

užląstelinės aplinkos kietumas ir jos mikroarchitektūra (1.7 pav.) [266]. 

 

 

 

1.7 pav. Pagrindinės jėgos, veikiančios vėžinį audinį ir jų poveikis. Paregta pagal 

[266]. 

Kieto kūno spūdį sudaro kelios jėgos – gniuždymo, tempimo ir šlities, 

kurios yra generuojamos tiek ląstelių, tiek užląstelinio užpildo komponentų 

[267]. Skirtinguose vėžiniuose susirgimuose šios jėgos smarkiai svyruoja, 

pavyzdžiui, glioblastomos vėžinis audinys yra veikiamas 0,1 kPa, o kasos 
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vėžinis audinys – 10 kPa jėgos [268]. Šių jėgų atsiradimą lemia dėl imuninių 

ir kamieninių ląstelių infiltracijos, vėžinių ląstelių proliferacijos ir padidėjusio 

užląstelinio užpildo sintezės padidėjęs vėžinio audinio tūris [268]. Naujos 

struktūros stumia jau esamas, jėgos perduodamos tiek vėžinio audinio viduje, 

tiek ir jo išorėje – sveikam audiniui. Šios jėgos didina užląstelinio užpildo 

įtempį. Tai aktyvuoja CAF ir jie, sintetindami užląstelinio užpildo 

komponentus, dar papildomai didina kieto kūno spūdį [269]. Šios 

generuojamos jėgos yra pakankamai stiprios, kad užspaustų kraujotakos ir 

limfinės sistemos kraujagysles [270–272]. Tai lemia hipoksijos streso 

atsiradimą vėžiniame audinyje [272,273], suprastėjusią maisto medžiagų 

apykaitą ir priešvėžinių vaistų atnešimą į vėžinį audinį, o taip pat slopina 

imuninį atsaką, nes imuninėms ląstelėms sunkiau patekti į vėžinį audinį 

[274,275]. Vėžiui toliau augant, pradeda trūkti ne tik vietos, bet ir maisto 

medžiagų, prasideda procesas vadinamas ląstelių varžybomis (angl. Cell 

competition) [276]. Vėžinės ląstelės yra geriau prisitaikiusios augti tokioje 

aplinkoje ir dėl to išstumia sveiko audinio ląsteles, sukelia jų žūtį [277].Dėl 

šių išvardytų priežasčių yra sukurtos kelios gydymo strategijos, siekiančios 

likviduoti kieto kūno spūdžio sukeliamus vėžio vystymosi procesus. Jos šiuo 

metu yra klinikinių tyrimų stadijose [266]. Viena iš strategijų pagrįsta 

fibrozinių procesų slopinimu ir užląstelinės aplinkos degradacijos skatinimu. 

Šioje gydymo metodikoje naudojamas losartanas, angiotensino 1 receptoriaus 

slopiklis, kuris slopindamas audinių augimo veiksnio β (angl. Tissue growth 

factor β (TGF-β)) išskyrimą, sumažina kolageno I ir hialurono rūgšties 

gamybą [273]. Kasos vėžio atveju, losartanas, sumažina kasos audinio kieto 

kūno spūdį, o tai lemia kraujotakos sistemos atstatymą ir chemoterapijos 

efektyvumo padidinimą [273].  

Didžiojoje dalyje organų, kraujas atkeliauja arterijomis ir iškeliauja 

venomis, o perteklinis audinių skystis pašalinamas per limfinę sistemą. Taip 

audiniuose palaikoma tarpląstelinio skysčio homeostazė, dėl to sveikuose 

audiniuose tarpląstelinio skysčio slėgis yra beveik nulinis. Tuo tarpu smegenų 

vėžiui būdingas <1 kPa tarpląstelinio skysčio slėgis, o pavyzdžiui, inkstų 

vėžio atveju jis siekia ir 5 kPa. Ši jėga atsiranda dėl nesandarių vežinio audinio 

kraujagyslių ir prieš tai minėtos kieto kūno spūdžio nulemto tiek kraujotakos, 

tiek limfinės sistemos užspaudimo [278]. Tarpląstelinio skysčio slėgis 

maždaug vienodai pasiskirstęs po visą vėžinį audinį, o jo pakraščiuose staigiai 

sumažėja. Ši jėga taip pat aktyvuoja CAF [279], skatina angiogenezę 

[279,280], inicijuoja metaloproteazių sintezę [281] ir vėžinių ląstelių 

migraciją [282,283]. Dėl didesnio tarpląstelinio skysčio slėgio vėžiniame 

audinyje lyginant su sveiku, skystis juda iš naviko į sveikus audinius. Tai 



44 

lemia chemoterapijos vaistų koncentracijos vėžiniame audinyje sumažėjimą 

[284]. Taip pat, ši tėkmė lemia ir augimo veiksnių transportą į sveikus 

audinius, tai sukuria gradientą vėžinėms ląstelėms migruoti. Remiantis šiais 

procesais taip pat yra sukurtos kelios gydymo strategijos. Pavyzdžiui, 

sumažinti tarpląstelinio skysčio slėgį galima pagerinus vėžinio audinio 

kraujagyslių kokybę, padidinant jų sandarumą [266]. Tą galima padaryti 

naudojant VEGF-A surišėjus, VEGF receptoriaus tirozino kinazės slopiklius 

[285]. 

Kūno kietumas arba standumas dar kitaip – elastinis modulis, nurodo, 

medžiagos savybę priešintis tiek į kūno vidų, tiek į jo išorę nukreiptoms 

deformacijoms. Tai vidinė audinio savybė, unikali kiekvienam audiniui 

[266,286]. Kaip buvo minėta ankščiau, vėžiniams audiniams būdingas 

didesnis kietumas nei sveikiems audiniams. Pavyzdžiui, smegenų augliui 

būdingas 1 kPa kietumas, tuo tarpu cholangiokarcinomai – net iki 70 kPa 

kietumas [265]. Ši vėžinio audinio savybė yra naudojama diagnozuoti vėžį 

[287] ir net prognozuoti ligos eigą [288,289]. Iš aibės atliktų tyrimų žinome, 

kad audinio kietumas tiesiogiai reguliuoja ląstelių diferenciaciją [15], 

proliferaciją [290,291], angiogenezę [292], metabolizmą [293], migraciją ir 

metastazių susidarymą [294–296]. Užląstelinio užpildo sintezė ir jo surišimas 

yra pagrindinės priežastys, lemiančios audinių standėjimą. Už šių procesų 

valdymą yra atsakingos CAF [269,297]. Taip pat, ląstelės turi molekulinius 

mechanizmus, kurių pagalba gali atsiminti aplinkos, kurioje jos prieš tai augo, 

savybes. Šis procesas yra vadinamas ląstelių mechanine atmintimi. Jos 

susidarymo procese dalyvauja mikroRNR-21. Tokios ląstelės perkeltos į 

minkštą aplinką toliau elgiasi lyg augtų kietoje aplinkoje [298]. Tai padidina 

jų proliferacijos intensyvumą, pagerina adheziją ir ląstelių atsparumą 

įvairiems stresiniams veiksniams [266]. Kadangi didėjant audinio kietumui, 

taip pat greitėja ląstelių metabolizmas, ši savybė yra panaudojama vėžio 

terapijoje. Naudojant metforminą, sumažinamas kraujyje esančios gliukozės 

kiekis tokiu būdu apribojant jos prieinamumą vėžinėms ląstelėms, kurios 

gliukozę naudoja kaip pagrindinį energijos šaltinį [293,299].  

Kiekvienas audinys yra sudarytas iš ląstelių ir užląstelinio užpildo, 

kurie erdvėje yra išdėstyti tam tikra tvarka – t.y. būdinga specifinė 

mikroarchitektūra, kuri buvo optimizuota ir stabilizuota per ilgą laiką, 

evoliucijos proceso metu. Pavyzdžiui, žarnyno epitelis auga 2D plokštumoje, 

vienoje pusėje ląstelės yra prisitvirtinusios prie pamatinės laminos, kita puse 

ląstelės sąveikauja su žarnyno turiniu [266]. Augant vėžiniam audiniui, ši 

audinio mikroarchitektūra yra prarandama. Dėl ląstelių susispaudimo, 

perteklinio užląstelinio užpildo sintezės, visiškai pasikeičia audinio 
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architektūra [189,266]. Šie pokyčiai indukuoja epitelinį-mezenchiminį 

virsmą, kurio metu plokščios epitelinės ląstelės įgauna mezenchiminėms 

ląstelėms būdingą morfologiją, kuri smarkiai padidina ląstelių migracijos 

potencialą, leidžia joms geriau sąveikauti su užląsteline aplinka [266,300]. 

Pakitusi ląstelių geometrija lemia ir branduolio morfologijos pokyčius. Tai 

daro įtaką genų raiškai, nes priklausomai nuo morfologijos, skirtingos 

chromosomų sritys būna lokalizuotos prie branduolio membranos, o būtent 

šiose srityse didžioji dalis chromatino būna aktyvioje būsenoje, vyksta tų genų 

raiška, ir priešingai, į branduolio vidų nukreipti baltymai dažniausiai būna 

neaktyvioje heterochromatino formoje [62,301]. Dar didesnes brandulio 

deformacijos patiria migruojančios ląstelės, ypač pro tarpus, mažesnius už 

branduolio skersmenį. Tokia migracija gali sukelti DNR išstūmimą į ląstelės 

citolplazmą pro branduolio poras ar net sukelti dvigrandžius DNR trūkius 

[302–304]. 
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2. MEDŽIAGOS IR METODAI 

2.1.  Medžiagos 

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 veršelio serumas (A31608-01, Gibco); izopropanolis (UN1219, VWR 

international GmbH); etanolis (32221-2.5L, Sigma-Aldrich); 

paraformaldehidas (30525-89-4, Sigma-Aldrich); jaučio serumo albuminai 

(BSA) (9048-46-8, Sigma-Aldrich), Rodamino faloidinas konjuguotas su 

TRITC (90228, Millipore), HEPES (15630-056, Gibco), TRIzol (15596026, 

Invitrogen), polilaktinė rūgštis (PLA) (Pure PLA filament, Ultimaker); ožkos 

antriniai antikūnai pagaminti prieš pelės antikūno Fc galą ir konjuguoti su R-

pfikoeritrinu (PA1-84395, Thermo Scientific); ožkos antriniai antikūnai 

pagaminti prieš pelės antikūno Fc galą ir konjuguoti su krienų peroksidazę 

(HRP) (31430, Invitrogen); ožkos antriniai antikūnai pagaminti prieš triušio 

antikūno Fc galą ir konjuguoti su HRP (31460, Invitrogen); pelėje pagaminti  

prieš p38 baltymą (331300, Invitrogen); pelėje pagaminti antikūnai prieš 

fosfo-p38 baltymą (MA5-15218, Invitrogen); ožkos antriniai antikūnai 

pagaminti prieš triušio antikūno Fc galą ir konjuguoti su Alexa Fluor 488 

(a31628, Invitrogen); triušyje pagaminti antikūnai prieš ERK1/2 baltymą 

(137F5, Cell Signaling Technology); triušyje pagaminti antikūnai prieš fosfo-

ERK1/2 baltymą (Thr 202/Tyr 204) (sc-16982, Santa Cruz Biotechnology); 

triušyje pagaminti antikūnai prieš JNK1/2 baltymą (56G8, Cell Signaling 

Technology); triušyje pagaminti antikūnai prieš fosfo-JNK1/2 (Thr183, 

Tyr185) baltymą (700031, Invitrogen); pelėje pagaminti antikūnai prieš 

GAPDH baltymą (MA5-15738, Invitrogen); pelėje pagaminti antikūnai prieš 

c-Jun baltymą (610326, BD Bioscience); pelėje pagaminti antikūnai prieš 

fosfo-c-Jun (S63) baltymą (558036, BD Bioscience); triušyje pagaminti 

antikūnai prieš c-Fos baltymą (MA5-36080, Invitrogen); triušyje pagaminti 

antikūnai prieš fosfo-c-Fos (Ser374) baltymą (PA5-105995, 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); I 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); kolagenazė (C0130, Sigma-Aldrich); hialuronidazė (H1136, Sigma-

Aldrich); tripsinas (27250-018, Life technologies); kolagenazė A (COLLA-

RO, Sigma-Aldrich); NaN3 (S2002, Sigma-Aldrich); deksametazonas 

(D4902, Sigma-Aldrich); indometacinas (I7378, Sigma-Aldrich); 3-izobutil-1-

metilksantinas (I7018, Sigma-Aldrich); žmogaus rekombinantinis insulinas 

(91077C,); Sigma-Aldrich Oil red O (O0625, Sigma-Aldrich); arklio serumas 

(26050088, Fisher Scientific); kristalvioletas (C0775, Sigma-Aldrich); β-

glicerofosfatas (G9422, Sigma-Aldrich); askorborūgštis (A4544, Sigma-

Aldrich); alizarino raudonasis S (A5533, Sigma-Aldrich); Bredfordo reagentas 

(23236, ThermoFisher Scientific); TrisHCl (10812846001, Roche); PVDF 

membrana (T830.1, Carl Roth); nitroceliuliozinė membrana (88018, Thermo 

Scientific); GAPDH (MA5-15738, Invitrogen); NaOH (9356.1, Carl Roth); 

gliutaraldehidas (340855, Sigma-Aldrich). 

2.2. Metodai 

2.2.1. Ląstelių išskyrimas 

Šiame darbe buvo naudotos dvejos pirminių ląstelių linijos: iš žiurkių 

dantų pulpos išskirtos mezenchiminės kamieninės ląstelės (DPKL) ir iš 

žmogaus dantenų išskirtos mezenchiminės kamieninės ląstelės (DMKL). 

DPKL išskyrimui buvo naudotos keturios 3 mėn. amžiaus Wistar žiurkių 

dantų pulpos. Visoms procedūroms su gyvūnais buvo gautas Valstybinės 

maisto ir veterinarijos tarnybos Bioetikos komiteto leidimas Nr. G2-40, 2016-

03-18. Iš pradžių gyvūnai buvo eutanazuojami CO2 dujų kameroje ir po to 

jiems buvo ištraukiami kandžiai. Iš kandžių pincetų pagalba išimami pulpos 

audiniai, kurie perkeliami į Iscove modifikuota Dulbecco (IMDM) mitybinę 

terpę (MT) su 300 VV/ml penicilino ir 300 µg/ml streptomicino. Tada pulpos 

audiniai buvo steriliai praplaunami 3 kartus steriliame fosfatiniame 

buferiniame tirpale (FBT) su 300 VV/ml penicilino ir 300 µg/ml 

streptomicino ir žirklėmis steriliai sukarpomi į maždaug 1 mm3 dydžio 

gabaliukus. Susmulkinti audiniai užpilami virškinimo fermentų mišiniu (0,5 

% kolagenazė, 0,3 % hialuronidazė, 0,25 % tripsinas ir 0,02 % EDTA 

sumaišyti santykiu 2:3:3:3) ir inkubuojami 37 °C temperatūroje maišant 30–
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45 min. Po inkubacijos audiniai užpilami MT ir du kartus praplaunami 

centrifuguojant 300 RCF 10 min. kambario temperatūroje (KT) (CL10 

centrifuga, Thermo Scientific). Supernatantas nupilamas, išskirtos ląstelės su 

susmulkintais audiniais suspenduojami MT ir išsėjami į 25 ar 75 cm2 

paviršiaus ploto ląstelių auginimo flakonus. Ląstelėms prilipus, neprikibę 

audiniai perkeliami į kitas plokšteles, o prikibusios ląstelės praplanamos MT. 

Ląstelėms pasiekus 70–80 % monosluoksnį buvo atliekamas CD44 

ekspresuojančių ląstelių skyrimas magnetinių dalelių, dengtų antikūniais prieš 

CD44 paviršiaus baltymą, pagalba.  

DMKL skirtos, naudojant panašią metodiką kaip ir DPKL. Darbui 

žmonių audiniais buvo gautas Lietuvos bioetikos komiteto leidimas Nr. 

158200-16- 860-369, 2016-07-12. Burnos chirurgė, protinių dantų šalinimo 

procedūros metu iš savanorių (N=5) paėmė mažus dantenų gabalėlius 

maždaug 1–1,5 mm3 dydžio ir patalpino MT su 300 VV/ml penicilino ir 300 

µg/ml streptomicino. Audiniai buvo laikomi 4 °C temperatūroje iki skyrimo 

procedūros pradžios. Priešingai nei DPMKL, dantenų audiniai buvo 

virškinami naudojant 1 mg/ml kolagenazės A tirpalą, kuriame susmulkinti 

audiniai buvo inkubuojami 45 min. 37 °C temperatūroje maišant. Ląstelės nuo 

audinių gabaliukų buvo atskirtos filtruojant virškinimo tirpalą su ląstelėmis ir 

audiniais pro 70 µm nailoninį švirkštinį filtrą. Surinkta ląstelių suspencija du 

kartus praplauta centrifuguojant 300 RCF KT. Po to ląstelės buvo 

suspenduotos MT ir išsėtos į 25 ar 75 cm2 paviršiaus ploto flakonus. DMKL 

ir DPKL augintos 37 °C temperatūroje esant 95 % drėgmės ir 5 % CO2. 

DMKL 3–6 pasažai buvo naudoti eksperimentams, DPKL – 3–12 pasažo. 

2.2.2. Ląstelių kultivavimas 

Susiformavus monosluoksniui (po 2–3 parų), ląstelės persėjamos jas 

padalinant į du flakonus. Iš pradžių nupilama sena terpė, vėliau 

monosluoksnis praplaunamas terpe be serumo arba FBT ir du kartus 

paveikiamas EDTA ir tripsino (0,025%) mišiniu, paruoštu santykiu 4:1. 

Nedidelis tūris EDTA ir tripsino mišinio paliekamas ir inkubuojama 5–10 

min. 37 °C, kol monosluoksnis disocijuoja nuo paviršiaus. Po to ląstelės 

suspenduojamos šviežioje MT, įvertinama jų koncentracija, galiausiai jos 

išsėjamos į flakonus. 

2.2.3. Ląstelių paviršiaus žymenų tyrimas tėkmės citometru 

Paruošiama tiriamųjų ląstelių suspensija, kurios koncentracija ~1 000 

000 ląst./ml. Ląstelės nucentrifuguojamos 300 RCF 5 min. KT ir, nupylus 



49 

supernatantą, suspenduojamos FBT su 10 % fetaliniu veršelių serumu (FVS) 

bei 1 % NaN3. Gauta suspensija išpilstoma po 100 µl į atskirtus mėgintuvėlius 

kiekvienam paviršiaus žymeniui. Į šiuos mėgintuvėlius pridedama praskiestų 

pirminių antikūnų. Taip pat naudojama ir nedažyta kontrolė (neveikta 

pirminiais antikūnais) bei izotipinė kontrolė, kurios reikalingos signalo 

susikalibravimui ir foninio signalo įvertinimui. Ląstelės inkubuojamos nuo 30 

min. iki 1 val. 4 ºC temperatūroje. Po to ląstelės nucentrifuguojamos ir 3 kartus 

praplaunamos FBT su 10 % fetaliniu veršelių serumu (FVS) bei 1 % NaN3, 

paveikiamos antriniais antikūnais su AlexaFluor 488 fluorescentine žyme. 

Ląstelės vėl inkubujamos nuo 30 min. iki 1 val. 4 °C tamsoje. Po inkubacijos 

ląstelės dar 3 kartus praplaunamos ir suspenduojamos FBT. Paviršiaus 

žymenų raiška ląstelėse įvertinama tėkmės citometru (BD FACSCanto II). 

2.2.4. Ląstelių diferenciacinio potencialo vertinimas 

MKL kamieniškumas buvo įvertintas jas diferencijuojant adipogenine, 

miogenine ir osteogenine kryptimis. Riebalinė diferenciacija buvo indukuota 

auginant ląsteles adipogeninę diferenciaciją indukuojančioje terpėje (DMEM 

terpė praturtinta 10 % FVS, 1 % penicilino, streptomicino tirpalu, 1 % 

glutaminu, 1 µM deksametazonu, 1 µM indometacinu, 500 µM 3-izobutil-1-

metilksantinu ir 10 µg/ml žmogaus rekombinantiniu insulinu). Rezultatai 

vertinti po 4 parų. Tuo tikslu, ląstelių monosluoksnis buvo fiksuojamas 4 % 

formaldehido tirpalu 10 min. KT. Po to ląstelės plautos distiliuotu vandeniu, 

kuris vėliau pakeistas 60 % izopropanoliu, ir inkubuota KT 5 min. Po to 

izopropanolis buvo nusiurbiamas ir ląstelėse esantys lipidų ląšeliai nudažomi 

Oil Red O tirpalu (0,5 % Oil Red O tirpalas paruoštas izopropanolyje) KT 10–

15 min. Tada dažas buvo nusiurbiamas ir ląstelės atsargiai plaunamos 

distiliuotu vandeniu, kol vanduo tampa skaidrus. Vandens likučiai labai gerai 

nupurtomi ir plokštelė nusausinama ją apverčiant ant popierinio rankšluosčio. 

Galiausiai ląstelės užpilamos FBT ir raudonai nusidažiusios lipidinės pūslelės 

riebaline kryptimi diferencijavusiose ląstelėse vizualizuojamos šviesiniu 

mikroskopu (Olympus IX51). 

Raumeninė diferenciacija buvo indukuota, naudojant miogeninės 

diferenciacijos terpę (DMEM praturtinta 2 % arklio serumu, 1 % penicilino ir 

streptomicino tirpalu). Rezultatai analizuoti po savaitės, ląsteles dažant 0,1 % 

kristalvioleto tirpalu. Metodas paremtas nespecifiniu baltymų dažymu. 

Raumenine kryptimi diferencijavusios laikomos tos ląstelės, kurios turi kelis 

branduolius. Diferenciacijos eksperimento pabaigoje buvo pašalinama 

raumeninę diferenciaciją inicijuojanti terpė ir tris kartus praplaunama FBT. Po 

to ląstelės fiksuojamos ir dažomos 0,1 % kristalovioletu. Po 30 min. šulinėliai 
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tris kartus praplaunami dejonizuotu vandeniu. Vandens likučiai labai gerai 

nupurtomi ir plokštelė nusausinama ją apverčiant ant popierinio rankšluosčio. 

Raumenine kryptimi diferencijavusios ląstelės vizualizuojant šviesiniu 

mikroskopu.  

Kaulinei diferenciacijai indukuoti buvo naudota osteogeninės 

diferenciacijos terpė (DMEM praturtinta 10 % FVS, 1 % penicilino, 

streptomicino tirpalu, 10 mM β glicerofosfatu, 25 µg/ml askorbo rūgštimi ir 

50 nM deksametazonu). Ląstelių diferenciacija buvo vykdoma 21 dieną, 

diferenciacijos terpė keičiama kas 2–3 dienas, paliekant 1/2 senos terpės. 

Rezultatai analizuoti ląstelių monosluoksnį fiksuojant 4 % formaldehido 

tirpalu bei dažant 2 % Alizarino Raudonojo S tirpalu (pH=4,1–4,3), kuris 

nudažo kalcio fosfato sankaupas užląsteliniame užpilde. Jos vėliau 

vizualizuojamos šviesiniu mikroskopu. 

Visų diferenciacijos krypčių vertinime buvo naudotos kontrolinės 

ląstelių grupės, kurios buvo augintos įprastoje auginimo terpėje su 

standartiniais priedais.  

2.2.5. MTT metodas 

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromidas) 

metodas naudojamas ląstelių skaičiaus pokyčiams vertinti. Tuo tikslu, ląstelių 

MT buvo pašalinama ir ant ląstelių užpilamas 37 °C 0,2 mg/ml MTT tirpalas 

paruoštas MT. Kamieninės ląstelės su MTT inkubuojamos 1 val. 37 °C 

temperatūroje, vėžinės MCF-7 ląstelės – 2 val. Po inkubacijos MT su MTT 

nusiurbiama ir ląstelėse susidarę netirpūs formazano kristalai ištirpinani 

DMSO tirpale. Gauto tirpalo absorbcija išmatuojama plokštelių skaitytuvu 

Varioscan Flash, matuojant sugertį ties 570 nm bangos ilgiu. Gautas sugerties 

signalas yra padalinamas iš nulinės kontrolės (kontrolė prieš poveikį), 

duomenys pateikiami kaip ląstelių skaičiaus pokytis kartais. 

2.2.6. DMKL gyvybingumo vertinimas po poveikio vandenilio peroksidu  

DMKL išsėjamos ant tiriamųjų paviršių po 6 400 ląst./cm2. Kitą dieną 

terpė pakeičiama į MT su atitinkamomis vandenilio peroksido 

koncentracijomis. Ląstelių jautrumo vandenilio peroksidui eksperimentui 

naudotos 100, 250, 500, 750, 1000 ir 2000 µM koncentracijos. Paviršiaus 

kietumo įtakai DMKL jautrumui vandenilio peroksidui naudota 250 µM 

peroksido koncentracija. Kitą dieną po poveikio, ląstelių terpė nusiurbiama ir 

ant ląstelių užpilamas 0,2 mg/ml MTT tirpalas, vertinama kaip aprašyta 2.2.5 

dalyje. Taip pat, vandenilio peroksido poveikio pridėjimo dieną įvertinamas 
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nulinės kontrolės signalas – išmatuojamas ląstelių signalas prieš poveikį. 

Nulinės kontrolės signalas toliau naudojamas duomenų standartizavimui, 

duomenys pateikiami kaip ląstelių skaičiaus pokytis kartais. Paviršiai be 

ląstelių buvo naudoti foninio signalo įvertinimui. 

2.2.7. MCF-7 gyvybingumo vertinimas po poveikio doksorubicinu  

MCF-7 išsėjamos ant tiriamųjų paviršių po 6 400 ląst./cm2. Kitą dieną 

terpė pakeičiama į MT su atitinkamomis doksorubicino koncnetracijomis. 

Ląstelių jautrumo doksorubicinui vertinimui naudotos įvairios jo 

koncentracijos, nuo 0,05 iki 40 µM. Po dviejų poveikio dienų ląstelių terpė 

buvo nusiurbiama ir ant ląstelių užpilamas 0,2 mg/ml MTT tirpalas, 

įvertinama kaip aprašyta 2.2.5 dalyje. Poveikio pridėjimo dieną įvertinamas 

nulinės kontrolės signalas, kuris toliau buvo naudojamas duomenų 

standartizavimui. Paviršiai be ląstelių buvo naudoti foninio signalo 

įvertinimui. 

2.2.8. Ląstelių adhezijos tyrimas 

Ant tiriamųjų paviršių buvo išsėjamos tiriamos ląstelės po 8 000 

ląst./cm2. Ląstelių adhezijos kinetikos tyrimui ląstelės po išsėjimo buvo 

inkubuojamos termostate 37 °C esant 5 % CO2 ir, atitinkamai po 30, 60, 90 ir 

120 min. ląstelės vizualizuotos šviesiniu inversiniu mikroskopu (Olympus 

IX51). Gautos nuotraukos buvo analizuojamos ImageJ (1.8.0_112) programa, 

kurios pagalba matuojamas nuotraukose esančių ląstelių ilgis.  

Ląstelių išplitimas ant paviršių ir suformuotas fokalinių adhezijų 

skaičius vertintas imunocitochemijos metodu nudažant fokalinėse adhezijoje 

esančią kinazę fosfo(Tyr397)FAK ir ląstelių iš F-aktino suformuotą 

citoskeletą. Praėjus 24 valandoms po ląstelių išsėjimo, ląstelės buvo 

fiksuojamos 10 % formalino tirpalu 15 min. KT lėtai maišant ant vartyklės (25 

RPM). Po to, ląstelės permabilizuotos tris kartus po 5 min. inkubuojant jas 0,2 

% Triton X-100 tirpale, paruoštame FBT. Dažant F-aktiną, ląstelės buvo 

užpilamos 5 VV/ml rodamino phaloidino ir 4 µg/ml 4′,6-diamidino-2-

fenilindoliu (DAPI) dažų tirpalais paruoštais FBT. Ląstelės inkubuotos 

tamsoje, KT, 60 min. Po inkubacijos ląstelės tris kartus buvo plaunamos FBT 

ir vizualizuojamos invertuotu fluorescentiniu mikroskopu.  

Fokalinių adhezijų atveju, ląstelės po permabilizacijos buvo 

blokuojamos naudojant 3 % veršelio serumo albumino (VSA) ir 10 % FVS 

tirpalus, paruoštus FBT 30 min, KT. Tada, blokavimo tirpalas buvo 

nusiurbiamas ir ląstelės paveikiamos antikūnais prieš fosforilintą (Tyr397) 
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FAK baltymą, paruoštais blokavimo tirpale. Ląstelės su pirminių antikūnų 

tirpalu buvo inkubuojamos 1 val., KT. Po to, ląstelės 3 kartus buvo plaunamos 

plovimo tirpalu (0,05 % Tween-20 pagamintu FBT) ir veikiamos antriniais 

antikūnais, turinčiais AlexaFluor 488 fluorescentinę žymę, taip pat paruoštais 

blokavimo tirpale ir inkubuojama 1 val. tamsoje, KT. Toliau ląstelės vėl tris 

kartus plautos plovimo tirpalu po 5 min. Branduolių nudažymui ląstelės 5 min. 

buvo inkubuojamos su 4 µg/ml DAPI dažu paruoštu FBT. Ląstelės dar tris 

kartus buvo plaunamos FBT ir vizualizuojamos invertuotu fluorescentiniu 

mikroskopu. Ląstelių suformuotų fokalinių adhezijų skaičius buvo vertinamas 

pagal Horzul ir kt. (2014) aprašytą metodiką [305]. Nuotraukų redagavimui 

ir fokalinių adhezijų skaičiavimui naudota ImageJ (1.8.0_112) programa. 

2.2.9. Ląstelių proliferacijos tyrimas DAPI metodu 

Ląstelių proliferacija vertinta dviem metodais – MTT ir DAPI. MTT 

metodais aprašytas 2.2.5 dalyje. DAPI metodo, paremto stechiometriniu 

DAPI dažo ir DNR sąveikos vertinimu, adaptavimas 2.5D ir 3D aplinkai, buvo 

šio darbo vienas iš uždavinių. Detaliau šis metodas aprašomas 3.1 dalyje. 

Siekiant įvertinti ląstelių skaičių DAPI metodu, ląstelės buvo išsėjamos į 

plokšteles arba ant tiriamųjų paviršių ir auginamos 5 dienas, periodiškai 

pakeičiant MT. Tiriamaisiais laiko tarpais, ląstelės augančios ant tiriamųjų 

paviršių – struktūrų buvo du kartus praplaunamos FBT ir perkeliamos į -20 

°C šaldiklį 1 val. arba iki kitos dienos. Po inkubacijos šaldiklyje ląstelės buvo 

lizuojamos 0,02 % NDS paruoštame natrio citrato buferinis tirpale (NCBT), 

30 min, 37 °C purtant 300 RPM greičiu. Reikalingas ląstelių lizės buferinio 

tirpalo kiekis priklauso nuo tiriamojo paviršiaus ploto bei ląstelių skaičiaus. 

Auginant ląsteles 24 duobučių plokštelėje ląstelėms lizuoti naudota 400 µl 

lizės buferinio tirpalo. Toliau 100 µl ląstelių lizato ir 100 µl 4 µg/ml DAPI 

flluorescencinio dažo, paruošto NCBT, buvo sumaišoma ir inkubuojama 30 

min, 37 °C temperatūroje, tamsoje. Po inkubacijos, lizatuose buvusių ląstelių 

DNR kiekis išmatuojamas plokštelių skaitytuvu Varioskan Flash (Thermo 

Scientific) fluorescencijos metodu, naudojant 360 nm sužadinimo bangos ilgį 

ir matuojant emisiją ties 460 nm. Tiriamųjų mėginių vertinimui naudojamos 

tų pačių ląstelių kalibracinės kreivės. 

2.2.10. Ląstelių baltymų raiškos ir fosforilinimo tyrimai 

2.2.10.1.  Ląstelių lizavimas 

Paruošta ląstelių suspensija išsėjama į 6 ar 12 duobučių plokšteles, 

ląstelių auginimo flakonėlius arba ant tiriamųjų paviršių. Po 24 val. 
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pakeičiama ląstelių MT, nustatytais laiko momentais pridedamas reikiamas 

kiekis tiriamųjų medžiagų. Eksperimento pabaigoje nupilama MT ir ant 

ląstelių monosluoksnio užpilamas reikiamas kiekis lizės buferinio tirpalo (10 

mM TrisHCl, pH 7,4; 50 mM NaCl; 5mM NaF; 0,1 % BSA; 1 % Triton X-

100, 20 µg/ml aprotinino, 1 mM PMSF, 2 mM Na3VO4) (106 ląstelių imama 

1 ml lizės buferinio tirpalo). Plokštelė su ląstelėmis ir lizės buferiniu tirpalu 

laikoma ant ledo 20 min. Tuomet plokštelės turinys perkeliamas į atšaldytus 

mėgintuvėlius ir centrifuguojama 0–4 °C temperatūroje 15 min, 12 000 RCF. 

Supernatantas perkeliamas į naujus atšaldytus mėgintuvėlius, užšaldomas ir 

laikomas -20 °C arba toliau sulyginama baltymų koncentracija lizatuose. 

2.2.10.2.  Baltymų kiekio nustatymas Bradfordo reagentu 

Šis metodas pagrįstas dažo Kumasi (angl. Coomasie) briliantinio mėlio 

specifine sąveika su baltymų arginino ir aromatinėmis aminorūgštimis bei 

susidariusio komplekso spektofotometriniais koncentracijos matavimais 596 

nm bangos ilgyje. Į pasiruoštus mėgintuvėlius įpilama 1 ml vandens, 2 µl 

tiriamo lizato ir tuomet pridedama 300 µl Bradfordo reagento. Į kontrolinį 

mėgintuvėlį vietoj tiriamojo tirpalo įpilame lizės buferinio tirpalo. Gautus 

tirpalus po 500 µl supilstome į 24 duobučių plokštelę. Plokštelės šulinėlių 

absorbciją matuojame plokštelių skaitytuvu Variokan Flash pasirinkus 595 

nm bangos ilgį. Pagal gautus rezultatus visuose mėgintuvėliuose 

suvienodinama baltymų koncentracija. 

2.2.10.3.  Baltymų denatūracija 

Lizatai su sulygintomis koncentracijomis maišomi santykiu 3:1 su 4x 

NDS pavyzdžio buferiniu tirpalu. Baltymai denatūruojami 5 min,  inkubuojant 

95 °C temperatūroje. Po denatūracijos baltymai gali būti naudojami NDS 

poliakrilamidinių gelių elektroforezėje (NDS-PAGE) arba saugomi -20 °C. 

2.2.10.4.  NDS-PAGE 

Ruošiamas 12 % skiriamasis gelis. 10 ml šio gelio paruošimui imama: 

3 ml 40 % akrilamido (AA)/bis-akrilamido (BIS) (37.5:1); 2 ml 4x 

TrisHCl/NDS (289 mM TrisHCl, 0.4 % NDS) pH 8,8; 2,4 ml vandens; 58 µl 

10 % amoniopersulfato (APS); 8 µl TEMED. Visi reagentai gerai išmaišomai 

ir polimerilizuojama poliakrilamido gelio paruošimo gardelėje. Kad 

poliakrilamido gelio paviršius būtų lygus, tik supylus tirpalą 

užsluoksniuojama izopropanolio. Jis po polimerizacijos nupilamas, o gelio 

paviršius plaunamas distiliuotu vandeniu. 

Kai 12 % skiriamasis gelis susipolimerilizuoja, ruošiamas 4 % 

koncentruojamasis gelis: 5,08 ml gamybai reikia: 0,6 ml 40 % AA/BIS; 1 ml 
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4x TrisHCl/NDS pH = 6,8; 2,2 ml vandens; 36 µl 10 % APS ir 10 µl TEMED. 

Sudėjus visus reikiamus reagentus, tirpalas gerai išmaišomas. 4 % 

koncentruojamasis gelis užpilamas ant 12 % skiriamojo poliakrilamido gelio 

paviršiaus. Įdedamos “šukos”.  

4 % koncentruojamajam geliui susipolimerizavus surenkamas 

elektroforezės aparatas, pripilama elektroforezės buferinio tirpalo (25 mM 

TrisBase, 0,2 M glicino, 0,5 % SDS, pH 8,3) ir atsargiai išimamos “šukos”. Į 

gautus “šulinėlius” įnešama 30–60 µl (priklausomai nuo gelio storio) paruoštų 

žinomos baltymų koncentracijos ląstelių lizatų. Įjungiama 120 V elektros 

srovė. Kai bromfenolio dažas įeina į skiriamąjį gelį, srovės stiprumas gali būti 

padidinamas iki 130 V. Kai bromfenolio mėlio dažas priartėja prie gelio 

pabaigos, srovė išjungiama. 

2.2.10.5.  Imunoblotingo analizė 

Imunoblotingo (angl. Western blot) analizei naudotos 

polivinilidendifluoridinės (PVDF) arba nitroceliuliozinės membranos. 

Iškerpamas membranos gabaliukas, kurio matmenys būtų truputį didesni nei 

skiriamojo gelio. PVDF membraną po to patalpinama į indą su metanoliu. 

Metanolyje membrana palaikoma apie 15 s, tada 2 min. pamerkiama į 

distiliuotą vandenį. Po plovimo vandeniu PVDF perkeliama į pernašos 

buferinį tirpalą (10 mM TrisBase (pH 8,3); 90 mM glicino, 0,05 % SDS; 10 

% metanolio). Nitroceliulozinė membrana iškarto perkeliama į pernašos 

buferį. Vatmano popierius 15 min. pamerkiamas į pernašos buferį. Toliau 

vykdomas baltymų pernešamas iš skiriamojo gelio ant PVDF arba 

nitroceliuliozinės membranos. Tuo tikslu ant pernašos aparato dedami 3 

sluoksniai vatmano popieriaus (išmirkyto pernašos buferyje), membrana, gelis 

ir vėl 3 sluoksniai vatmano popieriaus (išmirkyto pernašos buferyje). 

Pašalinami oro burbulai ir paleidžiama srovė. Pusiau sausos pernašos atveju 

elektros srovės stipris yra 5 mA/cm2. Pernešimas vyksta 20–60 min. 

priklausomai nuo gelio storio.  

Po pernešimo membrana yra pamerkiama į blokavimo tirpalą (150 mM 

NaCl; 10 mM TrisHCl, pH 7,5; 0,05 % Tween 20, 1–5 % neriebaus pieno 

miltelių arba BSA). Jame laikoma 1 val. Po to membrana dedama į mažo tūrio 

polietileninį maišelį, kuriame inkubuojama su pirminiu antikūnu. Inkubacija 

trunka apie 18 val. Po pirmos inkubacijos membrana plaunama plovimo 

tirpalu (150 mM NaCl; 10 mM TrisHCl, pH 7,5; 0,05 % Tween 20) 3 kartus 

po 5 min. Tada ant membranos užpilami antriniai antikūnai. Su jais 

inkubuojama 1 val. kambario temperatūroje maišant. Po antrosios inkubacijos 

membrana vėl plaunama plovimo tirpalu 3 kartus po 5 min. Imunoblotingo 

reakcija išryškinama užpylus krienų peroksidazės chemiliuminiscencijos 
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substrato. Šviečiančios baltymų juostelės nufotografuojamos 

transiluminatoriuje ChemiDoc (BioRad). Gautos nuotraukos analizuojamos 

ImageJ programine įranga. Kaip užnešimo kontrolė buvo naudotas GAPDH 

baltymas. 

2.2.11. MAP kinazių vaidmens tyrimai 

Ląstelės išsėjamos į plokšteles ar ant tiriamųjų paviršių. Po 24 val. 

ląstelių MT pakeičiama šviežia ir į duobutes pridedami atitinkamų MAP 

kinazių slopikliai. Siekiant įvertinti JNK vaidmenį DMKL į duobutę įpilama 

30 μM SP600125, p38 – 30 μM SB203580, ERK – 10 μM PD098059 (visi 

slopikliai skiedžiami DMSO) ir inkubuojama 30 min. Vėžinėms MCF-7 

linijos ląstelėms naudotos kitos slopiklių koncentracijos – 40 µM SP600125, 

30 µM SB203580 ir 0,4 µM PD98059. Po pusvalandžio pridedami atitinkami 

poveikiai, į kuriuos atsakant galimai dalyvauja tiriamosios MAP kinazės. 

Ląstelių skaičiaus pokytis (kartais lyginat atskaitinę kontrolę), įvertinamas 

MTT metodu aprašytu 2.2.5 dalyje. 

2.2.12. Kontroliuojamo kietumo poliakrilamidinių gelių gamyba 

Šiame darbe buvo naudoti trijų skirtingų kietumų poliakrilamidiniai 

hidrogeliai – 1, 8 ir 40 kPa. Jų gamyba atlikta pagal Tse ir Engler aprašytą 

metodiką [306]. Trumpai, hidrogeliai buvo gaminami ant apvalių 22 mm 

skersmens dengiamųjų stikliukų. Jų paviršius iš pradžių buvo nuplaunamas 

distiliuotu vandeniu. Po to stikliukai dedami ant kaitrinės elektrinės plytelės 

ir ant kiekvieno stikliuko paviršiaus užpilama po 990 µl 0,033 N natrio šarmo. 

Plytelė nustatoma ant vidutinio stiprumo kaitinimo, kad temperatūra 

nepasiektų šarmo virimo temperatūros. Visiškai išgaravus vandeniui, susidaro 

natrio šarmo plėvelė. Ant jos traukos spintoje užpilama 120 µl 2 % 3-

aminopropiltrimetoksisilano (APTES) ir leidžiama jam 5 min. reaguoti su 

paviršiumi. Vėliau stikliukai labai kruopščiai plaunami dejonizuotu vandeniu 

ir tuomet panardinami į 0,5 % gluaraldehido tirpalą, inkubuojama 30 min. 

Labai svarbu, kad inkubacijos metu greta esantys stikliukai „neužliptų“ ant 

padengtų paviršių. Tada stikliukai dar kartą kruopščiai praplaunami vandeniu 

ir paliekami išdžiūti. Hidrogelių sintezei taip pat pasiruošiami kvadratiniai 22 

mm stikliukai, kurių paviršius padengiamas hidrofobiniu junginiu 

dichlormetilksilanu (CMS). Ant apvalių stikliukų hidrofilinių paviršių pilama 

atitinkamos sudėties poliakrilamidinių gelių tirpalai – AA ir BIS mišiniai, 40 

kPa gelio gamybai imant 8 % AA ir 0,48 % BIS, 8 kPa – 5 % AA ir 0,225 % 

BIS, o 1 kPa – 5 % AA ir 0,03 % BIS, kurie sumaišomi su 1/1000 tūriu 
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TEMED ir 1/100 tūrio 10 % APS. 22 mm diametro stikliukams reikia 35 µl 

atitinkamų kietumų AA/BIS tirpalų. Hidrogelis ant apvalių stikliukų 

suformuojamas jį uždengus hidrofobiniu kvadratiniu stikliuku. Reakcija 

vykdoma drėgnoje aplinkoje, 37 °C temperatūroje 1 val. Tada, kvadratinis 

stikliukas atsargiai nuimamas ir apvalūs stikliukai su susintetintais 

hidrogeliais perkeliami į sterilias plokšteles ir 3 kartus po 15 min. plaunami 

FBT. Tuomet FBT kruopščiai nusiurbiamas ir ant gelių užpilama po 300 µl 

Sulpho-SANPAH tirpalo ir stikliukai laikomi po UVC lempa 40 min. Tada 

stikliukai tris kartus tamsoje praplaunami FBT ir užpilami po 1 ml I tipo 

kolageno tirpalu (0,2 mg/ml) ir paliekami tamsoje, 37 °C temperatūroje bent 

18-ai valandų. Kitą dieną stikliukai paskutinius tris kartus praplaunami FBT 

ir laikomi 4 °C iki eksperimento. 

2.2.13. Poliakrilamidinių gelių kietumo matavimas AJM 

Prieš atliekant gelių kietumo matavimą atominės jėgos mikroskopu 

(AJM), sistema buvo sukalibruota naudojant žinomo kietumo komercinius 

poliakrilamidinius hidrogelius (Matrigen Softview). Visi įspaudimo 

eksperimentai buvo atlikti su DimensionIcon (Brüker) AJM sistema. 

Kiekvienam bandiniui buvo atliekama po 12–25 įspaudimų. Visi matavimai 

atlikti FBT, KT. Kiekvienas matavimas buvo atliekamas įspaudžiant iki 3 µm 

įdubimą, tam naudojant 10–50 nN jėgą. Įspaudimo ilgis (Z-range) buvo 

parenkamas kiekvienam bandiniui individualiai. Matavimams naudotos 

ScanAsysFluid (0,7 N/m spyruoklės konstanta) ir SNL-C (0,24 N/m 

spyruoklės konstanta). Kiekvieno matavimo metu (matavimo greitis 0,5 – 1 

Hz (6-12 µm/s)) buvo gautos prispaudimo ir atitraukimo kreivės, iš kurių buvo 

apskaičiuoti gelių Jungo moduliai. 

2.2.14. 2,5D ir 3D karkasų gamyba 

Karkasai buvo suprojektuoti naudojant Fusion 360 (Autodesk) 

braižymo programinę įrangą. Buvo suprojektuoti dviejų tipų karkasai: vagoti 

ir porėti. Porėti buvo suformuoti iš 400 µm gijų išdėstytų kas 400 µm. Tarp 

sluoksnių suformuojamas 90 laipsnių kampas. Karksų išmatavimai 10 mm x 

10 mm x 1,6 mm.Vagoti karkasai buvo pagaminti naudoanjant statų 

stačiakampio gretasienio struktūrą, kurio kraštinės 100mm x 20 mm x 0,8 mm. 

Vagos karkase suformuojamos spausdinimo metu. Gauta plokštelė sukarpoma 

į 10 mm x 10 mm kvadratus. Karkasai spasudinti naudojant Monoprice MP 

Select Mini 3D Printer V2 (Monoprice) 3D spasudintuvą. Karkasai pagaminti 

iš 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 

temperatūroje, 10 mm/s greičiui, esant 60 °C pagrindo temperatūrai. 

Spausdintuvo galva turėjo 0.4 mm diametro adatą.  

2.2.15. Statistinė analizė 

Duomenų 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 iš trijų nepriklausomų 

eksperimentų (bent trys pakartojimai kiekvienoje grupėje), išskyrus 

imunoblotingo analizę. Shapiro-Wilk testas buvo naudotas patikrinti duomenų 

normalumą (kai n ≥ 5), o tais atvejais, kai n < 5, duomenys buvo laikomi 

normaliai pasiskirstę. Kadangi, visi eksperimentiniai duomenys buvo 

pasiskirstę pagal normalujų skirstinį, statistiškai reikšmingi skirtumai tarp 

dviejų grupių nustatyti t-testu, tarp trijų ir daugiau grupių – vieno faktoriaus 

dispersine analize (ANOVA), kartu su Tukey-HSD post hoc kriterijumi. 

Kalibracinių kreivių koeficientui apskaičiuoti naudoti linijiniai regresiniai 

modeliai, kurie grafikuose pavaizduoti pilku plotu, žymi 95 % pasikliaujamą 

modelio intervalą. Atitikimo koeficientas (Goodness of fit) buvo gautas 

skaičiuojant determinacijos koeficientą R2. Duomenys buvo laikomi 

statistiškai reikšmingai besiskiriantys, kai p reikšmė < 0,05. Statistiškai 

reikšmingi skirtumai grafikuose pažymėti *: * - p < 0,05, ** - p < 0,01 ir *** 

- p < 0,001, tuo atveju, jei naudojamas kitoks žymėjimas, jis aprašytas po 

grafiku. Visi grafikai nubraižyti su ggplot2 biblioteka, iliustracijos padarytas 

naudojant GIMP (2.10.24), nuotraukų analizei naudota ImageJ (1.53j) 

programa. 
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3. REZULTATAI 

3.1.  Metodo, ląstelių skaičiaus vertinimui 2D ir 3D aplinkose, sukūrimas 

Šiuo metu yra sukurta labai platus spektras metodų skirtų sekti ląstelių 

skaičiaus pokyčius 2D aplinkoje. Tačiau ląsteles ši aplinka veikia visiškai 

kitaip nei 2,5D ar 3D. Aplinka daro įtaka ląstelėms, nuo jos priklauso jų 

metabolizmas, proteomas, DNR metilinimas ir kt. Dėl šių priežasčių įprasti 

2D aplinkose taikomi metodai daugeliu atveju nėra tinkami siekiant tiksliai 

įvertinti ląstelių skaičiui jas auginant 2,5D ar 3D, o tai yra labai svarbu 

vykdant audinių inžinerijos, vėžio ir kamieninių ląstelių tyrimus. Tikslus 

ląstelių skaičius yra labai svarbus sistemos parametras, leidžiantis įvertinti 

įvairius procesus vykstančius ląstelėse. Dėl to, vienas pirmųjų šio tyrimo 

uždavinių buvo sukurti metodą ląstelių skaičiaus įvertinimui 2D, 2,5D bei 3D 

aplinkose. Sukurtas metodas yra paremtas DNR-DAPI sąveika. 

3.1.1. Ląstelių lizės buferinių tirpalų efektyvumo vertinimas 

Ląstelių lizavimui buvo pasirinkti du pagrindiniai plačiai naudojami 

detergentai – natrio dodecilsulfatas (NDS) ir Triton-X100. NDS yra joninis 

detergentas, o Triton-X100 – nejoninis. Iš pradžių buvo įvertinta šių 

detergentų įtaka DAPI fluorescencijai. Natrio citrato buferiniame tirpale 

(NCBT), kurio pH 7,2, buvo paruoštos įvairios detergentų koncentracijos: 

0,01; 0,015; 0,02; 0,025; 0,03; 0,035 ir 0,04  % bei įvertintas jų poveikis 2 

µg/ml koncentracijos DAPI dažo fluorescencijos signalui (3.1 pav. A ir B). 

Triton-X100, nejoninio detergento, koncentracijai didėjant, DAPI 

fluorescencija taip pat didėjo ir šis procesas buvo tiesinis (3.1 pav. B), tuo 

tarpu joninio detergento NDS atveju, šis procesas nebuvo tiesinis visuose 

tirtuose šio detergento koncentracijų rėžiuose. Didėjant NDS koncentracijai 

ląstelių lizės buferiniame tirpale nuo 0,01 % iki 0,02 % bei nuo 0,02 % iki 

0,04 %, 2 µg/ml DAPI fluorescencija turėjo dvi skirtingas tiesines 

priklausomybes. Esant mažoms koncentracijoms, DAPI fluorescencija kito 

lėtai didėjant NDS koncentracijai, tačiau nuo 0,02 % nedidelis NDS 

koncentracijos pokytis turėjo labai didelę įtaką DAPI fluorescencijai. 

Atsižvelgiant į tai, kad Triton-X100 visame tirtame intervale parodė tiesinę 

priklausomybę, jis yra tinkamas ląstelių lizei naudojant visas tirtas 

koncentracijas, tuo tarpu NDS detergento atveju, ląstelių lizės buferiniams 

tirpalams yra tinkamos tik mažesnės nei 0,02 % NDS detergento 

koncentracijos. 
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3.1 pav. NDS ir Triton-X100 ląstelių lizės buferinių tirpalų koncentracijų įtakos 

DAPI fluorescencijai vertinimas. A – NDS ląstelių lizės buferinių tirpalų 

koncentracijų įtaka 2 µg/ml DAPI fluorescencijai. B – Triton-X100 ląstelių lizės 

buferinių tirpalų koncentracijų įtaka 2 µg/ml DAPI fluorescencijai. Duomenys 

pavaizduoti taškiniais grafikais: taškai – vidurkiai, paklaidos – SN, punktyrinė ir 

ištisinė linija rodo tiesinę priklausomybę tarp didėjančios lizės buferinio tirpalo 

koncentracijos ir DAPI fluorescencijos. Pilkas fonas žymi 95 % linijinio regresinio 

modelio pasikliaujamumo intervalą. 

Didžioji dalis ląstelėje esančios DNR sukauptabranduolyje, todėl toliau 

buvo vertinta, kaip joninis NDS ir nejoninis Triton-X100 detergentai geba 

lizuoti ląsteles bei jų branduolius (3.2 pav.). Citocheminė analizė parodė, kad 

0,02 % NDS lizės buferinis tirpalas yra efektyvesnis už tokios pat 

koncentracijos Triton-X100 ląstelių lizės buferinį tirpalą. 0,02 % NDS 

ištirpino visas ląstelių struktūras, tuo tarpu 0,02 % Triton-X100 efektyviai 

ištirpino tik ląstelių citoskeletą, tačiau nesugebėjo sulizuoti ląstelių 

branduolių, kurie buvo matomi nudažius juos DAPI fluorescenciniu dažu. 

Padidinus Triton-X100 koncentraciją iki 0,04 %, jis kaip ir joninis 0,02 % 

NDS detergentas efektyviai sulizavo visas ląstelės vidines struktūras 

(duomenys nepateikiami). Tačiau, 0,04 % Triton-X100 nejoninis detergentas 

sukuria didesni foninį DAPI signalą, nei 0,02 % NDS ląstelių lizės buferinis 

tirpalas: atitinkamai ~50 ir ~37 fluorescencijos intensyvumo vienetų (FIV), 

todėl tolimesniems darbams buvo pasirinktas 0,02 % NDS lizės buferinis 

tirpalas, paruoštas NCBT, kurio pH 7,2. 
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3.2 pav. DPKL lizavimas 0,02 % NDS ir 0,02 % Triton-X100 detergentus 

turinčiais ląstelių lizės buferiniais tirpalais. Raudona spalva – aktino filamentai, 

mėlyna – ląstelių branduoliai. Mastelis - 200 µm. 

3.1.2. Darbinių DAPI koncentracijų nustatymas 

Išsirinkus optimalų ląstelių lizės buferinį tirpalą, toliau buvo 

optimizuojamos naudotinos DAPI koncentracijos. Šiuo tikslu, NDS 0,01 % 

lizės buferiniame tirpale buvo paruoštos įvairios DAPI dažo koncentracijos: 

0,1; 0,4; 0,8; 1,6 ir 2 µg/ml. Vėliau buvo nustatyti šių mėginių fluorescencijos 

spektrai sužadinimui naudojant nuo 400 iki 600 nm bangos ilgį, matuojant 

mėginius be DNR ir pridėjus 150 ng/ml DNR (3.3 pav. A ir B). Gauti 

duomenys parodė, kad DAPI fluorescencijos signalas kito logaritmine 

priklausomybe didėjant DAPI koncentracijai. Pridėjus 150 ng/ml DNR, DAPI 

fluorescencijos signalas tapo intensyvesnis, tačiau, kaip ir mėginiuose be 

DNR, signalo stiprumas kito logaritmine priklausomybe didėjant DAPI 

koncentracijai. 
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3.3 pav. Optimalios DAPI dažo koncentracijos nustatymas. A – DAPI foninis 

fluorescencijos signalas esant 0,1; 0,4; 0,8; 1,6 ir 2 µg/ml DAPI koncentracijai 0,01 

% NDS detergento turinčiame lizės buferiniame tirpale, B – esant 150 ng/ml DNR 

koncentracijai. C - DNR koncentracijos įtaka 2 µg/ml DAPI dažo fluorescencijai. 

Matavimams buvo naudotos 5, 10, 20, 75 ir 150 ng/ml DNR koncentracijos. D – 

skirtingų koncentracijų (0,1; 0,4; 0,8; 1,6 ir 2 µg/ml) DAPI dažo fluorescencijos 

signalo įvertinimas, matuojant skirtingą kiekį ląstelių turinčius 0,01 % NDS lizatus. 

3.1.3. DAPI fluorescencijos signalo priklausomybė nuo ląstelių skaičiaus 

Toliau įvertinome, kaip kinta 2 µg/ml DAPI fluorescencija 

priklausomai nuo DNR kiekio lizate. 0,01 % NDS, paruošto NCBT, pH 7,2, 

buvo ištirpinta 5, 10, 20, 75 bei 150 ng/ml DNR ir nustatyti šių tirpalų 

fluorescencijos spektrai matuojant nuo 400 iki 600 nm (3.3 pav. C). Įvertinus 

DAPI fluorescenciją esant mažoms DNR koncentracijomis, nustatytas 

nelinijinis signalo stiprumo ir DNR koncentracijos ryšys. Pridėjus 5 ng/ml 
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DNR, DAPI fluorescencijos signalas buvo mažesnis nei matuojant tirpalą be 

DNR, o, 10 ng/ml DNR koncentracija parodė tokį patį signalą, kaip ir DNR 

neturintis tirpalas. Tačiau didesnių DNR koncentracijų atveju buvo nustatytas 

tendencingas fluorescencijos intensyvumo didėjimas didėjant DNR 

koncentracijai. 

Kitas žingsnis buvo įvertinti, kaip kinta DAPI fluorescencijos signalas 

naudojant vėžinių ląstelių MH-22a, įvairių koncentracijų ląstelių lizatus 

paruoštus 0,02 % NDS lizės buferiniame tirpale, kiekvienu atveju atitinkamai 

imant 2000, 4000, 8000 ir 10000 ląstelių. Įvertinti šių mėginių fluorescencijos 

signalai naudojant 0,1; 0,4; 0,8; 1,6 ir 2 µg/ml DAPI koncentracijas (3.3 pav. 

D). Gauti rezultatai parodė, kad tiek didėjant ląstelių skaičiui, tiek didėjant 

DAPI koncentracijai, signalo stiprumas taip pat didėjo. Be to, vertinant ribose 

nuo 2000 iki 10000 ląstelių buvo stebėta tiesinė signalo stiprumo 

priklausomybė esant skirtingoms DAPI koncentracijoms, tačiau pastebėta, 

kad DAPI kiekis tiesiogiai lemia signalo stiprumą. Tolimesniems darbams 

pasirinkta 2 µg/ml DAPI koncentracija. 

Siekiant įvertinti šio metodo efektyvumą, toliau buvo tiriamas dviejų 

vėžinių ląstelių linijų:MCF-7 ir MH-22a, bei dviejų kamieninių ląstelių linijų: 

Swiss 3T3 ir DPKL, ląstelių skaičius. Naudoti labai platūs ląstelių kiekių 

rėžiai: 100, 250, 500, 750, 1000, 2500, 5000, 7500, 10000, 25000, 50000 ir 

100000 ląstelių (MH-22a ir Swiss 3T3 naudota nuo 250 iki 100000 ląst.) (3.4 

pav. A ir B, 3.5 pav. A ir B). Ląstelių lizatai, paruošti 0,02 % NDS, buvo 

maišomi santykiu 1:1 su 4 µg/ml DAPI tirpalu taip pat paruoštu NSBT, kurio 

7,2 pH. Galutinė NDS koncentracija lizatuose buvo 0,01 %, DAPI – 2 µg/ml. 

DAPI fluorescencija buvo sužadinta 360 nm bangos ilgio šviesa, o 

fluorescencijos intensyvumas matuotas ties 460 nm bangos ilgiu. Visų tirtų 

linijų ląstelių atvejais nustatytos tiesinės priklausomybės tarp ląstelių 

skaičiaus ir DAPI 2 µg/ml koncentracijos, tačiau šis efektas buvo stebimas ne 

visame tiriamajame intervale. Vėžinių ląstelių ir DPKL DAPI fluorescencijos 

priklausomybė nuo ląstelių skaičiaus išliko tiesinė iki 25 000 ląstelių, o 

didesnėse ląstelių koncentracijose nustatyti netiesiniai procesai. Tuo tarpu, 

tiriant Swiss 3T3 kamieninių ląstelių skaičiaus ir DAPI fluorescencijos 

intensyvumo ryšį, tiesinė priklausomybė buvo registruojama visame tirtame 

intervale. Ląstelių linijiniai regresijos modeliai pateikti 4 lentelėje. Vėžinės 

ląstelės MCF-7 ir MH-22a (3.4 pav. A ir B) pasižymėjo gerokai stipresniu 

DAPI fluorescencijos signalu, lyginant su kamieninėmis ląstelėmis (3.5 pav. 

A ir B). 100000 vėžinių ląstelių 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 parodė, kad šis metodas, naudojantis 

DAPI fluorescencinio dažo savybę – ženkliai padidinti jo fluorescenciją jam 

susirišus su DNR, yra maždaug dvigubai jautresnis su vėžinėmis ląstelėmis, 

nei su tirtomis kamieninėmis ląstelėmis. Linijinių modelių k koeficientas 

MCF-7 ir MH-22a – 0,0047 ir 0,0041, o Swiss 3T3 ir DPSC kamieninių 

ląstelių – 0,0021 ir 0,0026 atitinkamai. Visi gauti modeliai ląstelių skaičiaus 

intervale nuo 250 iki 25000 parodė labai stiprią tiesinę priklausomybę, 

koreliacijos koeficientas visų tirtų ląstelių buvo didesnis nei 0,98.  

4 lentelė. Vėžinių ir kamieninių ląstelių linijiniai modeliai aprašantys DAPI 

fluorescencijos priklausomybę nuo ląstelių skaičiaus. Modelis sudarytas naudojant 

DAPI fluorescencijos signalo duomenis gautus 250–25000 ląstelių intervale. Tiesės 

lygties koeficientai k ir b, nurodo tiesės kampą ir kryptį (signalo priklausomybės 

stiprumą nuo ląstelių skaičiaus) bei foninį signalą (nesant DNR) atitinkamai. R2 – 

koreliacijos koeficientas.  

Ląstelių linija k b R2 

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 kalibracinė kreivė, darbo pradžio 

svarbu nustatyti, kokiame ląstelių koncentracijos intervale DAPI 

fluorescencijos intensyvumo priklausomybė nuo ląstelių skaičiaus kinta 

tiesiškai. Tuomet, išsėjus ląsteles ant tiriamųjų paviršių ar struktūrų, galima 

sėti ląsteles ir atlikti jų skaičiaus vertinimą. Svarbu, kad ląstelių skaičius 

tiriamajame mėginyje nebūtų mažesnis nei kalibracinės kreivei sudaryti 

naudotos ląstelių koncentracijos. Turint ląstelių koncentraciją, kuri yra už 

kalibracinės maksimalią naudotą koncentraciją, arba netiesinėje kreivės 

dalyje, reikia atlikti ląstelių lizato skiedimus, naudojant ląstelių lizės buferinį 

tirpalą. Ląstelių skaičius apskaičiuojamas pagal prieš eksperimentą gautą 

kalibracinę kreivę. 
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3.4 pav. DAPI fluorescencijos intensyvumo priklausomybė nuo vėžinių ląstelių 

skaičiaus. A – žmogaus krūties vėžinių ląstelių linijos MCF-7 skaičiaus įtaka DAPI 

fluorescencijos signalo intensyvumui. B – pelės hepatomos ląstelių linijos MH-22a 

skaičiaus įtaka DAPI fluorescencijos signalo intensyvumui. Skirtingas kiekis tiriamų 

ląstelių buvo sulizuotas 0,02 % NDS ląstelių lizės buferiu ir sumaišytas santykiu 1:1 

su 4 µg/ml koncentracijos DAPI tirpalu. Taškai žymi DAPI fluorescencijos 

intensyvumovidurkį, paklaidos – SN. Linija – tiesinis regresijos modelis, o pilkas 

fonas 95 % modelio pasikliaujamumo intervalas. 
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3.5 pav. DAPI fluorescencijos intensyvumo priklausomybė nuo kamieninių 

ląstelių skaičiaus. A – pelės embrioninių fibroblastų linija Swiss 3T3 skaičiaus įtaka 

DAPI fluorescencijos signalo intensyvumui. B – pirminių žiurkės DPKL skaičiaus 

įtaka DAPI fluorescencijos signalo intensyvumui. Skirtingas kiekis tiriamų ląstelių 

buvo sulizuotas 0,02 % NDS ląstelės lizės buferiu ir sumaišytas santykiu 1:1 su 4 

µg/ml koncentracijos DAPI tirpalu. Taškai žymi DAPI fluorescencijos intensyvumo 

vidurkį, paklaidos – SN. Linija – tiesinis regresijos modelis, o pilkas fonas 95 % 

modelio pasikliaujamumo intervalas.  
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3.1.4. Ląstelių skaičiaus vertinimas 2D, 2,5D ir 3D aplinkose 

Galiausiai įvertinome metodo tinkamumą ląstelių skaičiaus vertinimui 

ne tik 2D, bet ir 2,5D bei 3D aplinkose. 2D aplinkai sukurti naudojome 

standartines polistirenines ląstelių auginimo plokšteles (3.6 pav. A). 2,5D 

aplinkai sukurti buvo naudojami 3D spausdintuvu spausdinti banguoti 

karkasai, kurie buvo sudaryti iš 188 µm pločio susiliejančių gijų  (3.6 pav. B). 

3D aplinkai sukurti taip pat buvo naudoti 3D spausdinti karkasai, tik šį kartą 

buvo naudota woodpile struktūra, sudaryta iš 400 µm pločio gijų, kurios 

suformuoja 400 µm poras (3.6 pav. C). Ant visų šių paviršių buvo išsėtos 

DPKL ir augintos 5 dienas (3.6 pav. D–F. Po išsėjimo praėjus 3 valandoms 

buvo įvertintas prie paviršių prisikabinusių ląstelių skaičius. Ant polistireno 

paviršiaus DAPI metodu nustatytos 28756±1504 prisitvirtinusios ląstelės, ant 

2,5D banguoto paviršiaus – 19373±1093 ląstelės ir ant porėto 3D paviršiaus – 

18413±2661 ląstelės. Toliau ląstelėms buvo leidžiama daugintis ir 

pakartotinai ląstelių skaičius ant tiriamų paviršių įvertintas praėjus penkioms 

dienoms. Šiuo atveju, ant kontrolinio polistireno (2D) paviršiaus buvo 

nustatytos 401906±22135 ląstelės, ant 2,5D paviršiaus – 298411±5076 

ląstelės, o ant 3D paviršiaus – 307498±47271 ląstelės. Šie duomenys parodė, 

kad DAPI metodas tinkamas ląstelių skaičiaus vertinimui ne tik 2D, bet ir 

2,5D ar net 3D aplinkose. 
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3.6 pav. DPKL proliferacijos vertinimas ant trijų skirtingų paviršių: 2D, 2,5D ir 

3D. A – 2D polistireno paviršius, B – 2,5D banguotas paviršius, pagamintas 3D 

spausdintuvu, C – 3D porėtas karkasas, pagamintas 3D spausdintuvu. D – DPKL 

proliferacija auginant ląsteles ant 2D paviršiaus, E – ant 2,5D paviršiaus ir F – ant 3D 

paviršiaus. Taškai žymi ląstelių DNR ir DAPI generuotą fluorescencijos signalo 

vidurkį, paklaidos – SN. Baltos linijos elektronų skenuojančio mikroskopo 

nuotraukose (B ir C) žymi 500 µm atstumą. 
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3.2. Paviršiaus kietumo įtaka DMKL atsakui į oksidacinį stresą 

MKL pasižymi aukštu diferenciacijos potencialu, 

imunomoduliacinėmis funkcijomis ir lėtinio oksidacinio streso slopinimu. 

Šios jų funkcijos yra plačiai pritaikomos ląstelių terapijos ir audinių 

inžinerijos srityse. Oksidacinis stresas dalyvauja įvairių ligų (diabeto, plaučių 

fibrozės, vėžio ir kitų) patogenezėje, o taip pat inicijuoja kamieninių ląstelių 

senėjimą ir žūtį, o tai neigiamai veikia ląstelių terapijos bei audinių inžinerijos 

efektyvumą. Nepaisant to, oksidacinio streso tyrimams vis dar skiriama per 

mažai dėmesio. Tiriant MKL panaudojimą dirbtinių audinių kūrimui, ląstelės 

yra auginamos įvairiaus kietumo aplinkose, tačiau iki šiol nėra įvertinta, kaip 

skirtingo kietumo aplinka veikia šių ląstelių jautrumą oksidaciniam stresui. 

Todėl šioje disertacijos dalyje siekėme įvertinti žmogaus dantenų 

mezenchninių kamieninių ląstelių (DMKL) atsaką į oksidacinį stresą 

priklausomai nuo mechaninės aplinkos savybių. Šios savybės darbe buvo 

moduliuojamos ląsteles auginant ant skirtingo kietumo poliakrilamidinių 

paviršių, kurie sukuria 2,5D aplinką. Pirmoje šio darbo dalyje aprašytas, DAPI 

paremtas, metodas padėjo geriau suprasti mechaninės aplinkos poveikį 

DMKL atsakui į oksidacinį stresą.  

3.2.1. DMKL charakterizavimas 

Šiame darbe buvo naudotos iš 5 savanorių dantenų išskirtos pirminės 

DMKL (detaliau žr. 2.2.1 skyrių). Jų mezenchiminė kilmė buvo patvirtinta 

analizuojant šių ląstelių turimus paviršiaus žymenis tėkmės citometro pagalba 

(3.7 pav.). Gauti rezultatai parodė, kad tirtos dantenų kilmės ląstelės turėjo 

visus mezenchiminėms kamieninėms ląstelėms būdingus paviršiaus žymenis 

CD44, CD90, CD105 ir CD166, išskyrus CD146 paviršiaus baltymą. Tačiau 

šis baltymas yra susijęs su MKL apssiprendimu diferencijuotis lygiųjų 

raumenų linkme. Be to, tirtos ląstelės neturėjo hematopoetinėms ląstelėms 

būdingų paviršiaus žymenų CD19, CD45 ir CD106.  
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3.7 pav. DMKL paviršiaus žymenų analizė. Balta spalva – izotipinė kontrolė, 

mėlyna – tiriamojo paviršiaus žymens fluorescencijos intensyvumo poslinkis. Grafike 

apibendrinti tirtų paviršiaus žymenų fluorescencijos intensyvumo poslinkiai.  

3.2.2. DMKL diferenciacijos potencialo įvertinimas 

MKL būdingas platus diferenciacijos potencialas, todėl siekiant 

patvirtinti šią tiriamų DMKL savybę, ląstelės buvo diferencijuotos 

adipogenine, miogenine ir osteogenine diferenciacijos kryptimis, indukuojant 

ląstelių diferenciaciją specifiniais priedais (detaliau žr. 2.2.4 skyrių). 

Adipogenine kryptimi ląstelės buvo diferencijuotos 4 dienas, miogenine –  7 

dienas, o osteogenine – 21 dieną. Iš 3.8 paveiksle pateikiamų duomenų 

matome, kad iš dantenų išskirtos MKL sugebėjo diferencijuoti visomis 

trejomis tirtomis kryptimis. Adipogeninės diferenciacijos atveju, ląstelės 

viduje pradėjo kaupti riebalinius lašelius, kurie buvo vizualizuoti juos 

nudažant Oil Red O dažu. Po savaitės diferenciacijos raumenine kryptimi, 
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ląstelės pradėjo susilieti ir formuoti ląsteles, turinčias du branduolius – tai yra 

būdinga raumeninėms ląstelėms. Osteogenine kryptimi diferencijuotos 

ląstelės pradėjo užląstelinio užpildo mineralizacijos procesus, kurie buvo 

vizualizuoti Alizarin Red S dažu. 

 
3.8 pav. DMKL diferenciacijos potencialo vertinimas. DMKL buvo 

diferencijuotos adipogenine, miogenine ir osteogenine kryptimis, atitinkamai tiriamas 

ląstelės 4, 7 ir 21 dienas auginant terpėje, kurioje buvo pridėta diferenciacijos 

induktuorių. Adipogeninė diferenciacija įvertinta dažant ląstelių viduje sukauptas 

lipidų atsargas Oil Red O dažu, kuris jas nudažo raudonai. Miogenine diferenciacija 

buvo vertinta nudažius vidines ląstelių struktūras kristalvioleto dažu. Miogenine 

kryptimi diferenciavusioms ląstelėms būdingas daugiabranduoliškumas (pažymėta 

baltu apskritimu). Dažant užląstelinio užpildo mineralizacija Alizarin Red S dažu buvo 

įvertinta osteogeninė diferenciacija.  



71 

3.2.3. Poliakrilamidinių gelių kietumo vertinimas 

Šiame darbe buvo naudoti trijų skirtingų kietumų poliakrilamidiniai 

hidrogeliai, kurių savybės atitiko minkštų, vidutinio kietumo ir kietų audinių 

kietumą. Jų kietumas buvo įvertintas atominės jėgos mikroskopo (AJM) 

pagalba (5 lentelė). 

5 lentelė. Poliakrilamidinių gelių Jungo modulio matavimai AJM 

Poliakrilamidinio 

hidrogelio tipas 
Minkštas 

Vidutinio 

kietumo 
Kietas 

Jungo modulis, kPa 1,08±0,55 9,20±1,87 37,65±5,47 

Matavimų skaičius 39 47 53 

Toliau darbe minkštus audinius atitinkantys poliakrilamidiniai 

hidrogeliai bus vadinami 1 kPa kietumo hidrogeliais, vidutinio kietumo – 8 

kPa hidrogeliais ir kiečiausi – 40 kPa hidrogeliais. Kaip kontrolė šiame darbe 

naudotas standartinis ląstelių auginimo plokštelių plastiko paviršius, kurio 

kietumas yra apie 10 GPa. Visi tirti hidrogeliai buvo padegti I tipo kolagenu, 

kuris buvo naudojamas siekiant užtikrinti vienodą hidrogelių paviršiaus 

sąveiką su ląstelėmis. 

3.2.4. DMKL adhezijos ant skirtingo kietumo paviršių kinetika 

Tiriamojo darbo pradžioje įvertinome, kaip ląstelės sąveikauja su 

skirtingo kietumo poliakrilamidiniais hidrogeliais. Tuo tikslu, DMKL buvo 

išsėtos ant tiriamųjų paviršių ir jų adhezija vertinta praėjus 30, 60, 90 ir 120 

min. (3.9 pav.), mautojant ląstelių ilgį. Nustatėme, kad prasčiausiai ląstelės 

kibo prie minkščiausių, 1 kPa kietumo hidrogelių. Jų ilgis per 2 valandų 

stebėjimo laikotarpį pakito tik nuo 30 µm iki 40 µm. Tuo tarpu, DMKL ant 

kiečiausių paviršių (40 kPa ir 10 GPa) pradėjo kibti ir plisti praėjus tik 30 min. 

po išsėjimo. Po valandos nuo jų išsėjimo ląstelės taip pat pradėjo kibti ir plisti 

ant vidutinio 8 kPa kietumo hidrogelių ir jų užimamas plotas buvo panašus 

kaip ir ant kiečiausio (10 GPa) plastikinio paviršiaus augusių ląstelių. 

Geriausiai ląstelės kibo ir plito ant kiečiausio hidrogelio (40 kPa), o ant 

vidutinio kietumo hidrogelio (8 kPa) ir kontrolinio plastiko paviršiaus (10 

GPa) ląstelės elgėsi panašiai. Po 2 valandų ant pastarųjų paviršių augintos 

ląstelės vidutiniškai išplito nuo ~40 iki ~70 µm ilgio, o ant kiečiausio 

hidrogelio jų ilgio vidurkis pasiekė 80 µm. 
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3.9 pav. DMKL adhezijos prie skirtingo kietumo paviršių tyrimas. Ląstelės buvo 

išsėtos ant: 1, 8 ir 40 kPa bei 10 GPa paviršių, jų adhezijos kinetika matuota 

registruojant ląstelių ilgį praėjus 30, 60, 90 ir 120 min. po jų išsėjimo ant tiriamųjų 

paviršių. Duomenys pateikti ląstelių ilgio pasiskirstymo funkcija, kuri vaizduoja kaip 

pasiskirstęs ląstelių ilgio parametras ląstelių populiacijoje ant tiriamųjų paviršių. 

Raidės a, b ir c žymi grupių skirtumus. 

3.2.5. Paviršiaus kietumo įtaka DMKL morfologijai 

Paviršiaus kietumas lėmė skirtingą DMKL adheziją ant tirtų įvariaus 

kietumo paviršių, dėl to toliau buvo nuspręsta įvertinti, ar skirtingo kietumo 

aplinka turi įtakos šių ląstelių morfologijai. Tuo tikslu, DMKL buvo išsėtos 

ant tiriamųjų paviršių ir jų morfologija buvo įvertinta po 24 valandų (3.10 pav. 

A). Gautos nuotraukos buvo išanalizuotos naudojant ImageJ programą – 

įvertintantas ląstelių ilgis, plotis ir ilgio bei pločio santykis (3.10 pav. B). 

Rezultatai parodė, kad paviršiaus kietumas didžiausią įtaką turėjo ląstelių 

ilgiui – ląstelių auginimo paviršiui kietėjant, jos buvo linkusios labiau išplisti. 

Tačiau įdomu tai, kad ant 8 ir 40 kPa augusių ląstelių išplitimas nesiskyrė 

praėjus 24 valandoms po jų išsėjimo. Nepaisant to, ilgiausios ląstelės buvo ant 

kiečiausio 10 GPa paviršiaus, o trumpiausios ant minkščiausio 1 kPa 

hidrogelio.  
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3.10 pav. Paviršiaus kietumo įtaka DMKL morfologijai. A - DMKL 24 val. 

augintos ant 1, 8, 40 kPa ir 10 GPa paviršių. Raudona spalva – rodamino-faloidinu 

nudažytas filamentinis aktinas, mėlyna – DAPI dažu vizualizuoti ląstelių branduoliai. 

B – kiekybinis ląstelių morfologijos įvertinimas. Duomenys pavaizduoti dėžiniais 

grafikais, kur centrinė linija žymi grupės medianą, dėžė žymi tarpkvartilinį regioną, 

paklaidos mažiausią ir didžiausią reikšmes. Taškais pavaizduotos iškritos, kurios nuo 

medianos nutolusios didesniu nei 1,5 tarpkvartilinio regiono pločio atstumu. 

Įdomu tai, kad nors ląstelių ilgis buvo akivaizdžiai veikiamas paviršiaus 

kietumo, ant kurio jos buvo auginamos, tačiau jų pločiui šie paviršiai įtakos 

beveik neturėjo – ląstelės ant visų tiriamųjų hidrogelių buvo beveik vienodo 

pločio, tik ant kiečiausio 10 GPa plastiko paviršiaus ląstelių plotis buvo 

maždauk du kartus didesnis (3.10 pav. B). Įvertinę ląstelių ilgio ir pločio 

santykį ant tirtų paviršių, nustatėme, kad ant 8 ir 40 kPa bei 10 GPa augintų 

ląstelių šis parametras beveik nesiskyrė. Ant visų šių tiriamųjų paviršių 

ląstelės praėjus 24 valandoms po jų išsėjimo buvo pailgos, verpstės formos. 

Tik ant minkščiausio 1 kPa hidrogelio augusių ląstelių morfologija buvo 

kitokia. Šiuo atveju, DMKL buvo mažiausiai išplitusios, ovalios formos. 
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3.2.6. DMKL suformuotų fokalinių adhezijų skaičiaus priklausomybė nuo 

auginimo paviršiaus kietumo 

Ląstelių adhezijos ir morfologijos tyrimai parodė, kad ląstelės 

nevienodai sąveikauja su skirtingo kietumo paviršiais. Todėl toliau vertinamas 

fokalinių adhezijos kompleksų, kuriuos DMKL suformuoja ant tiriamųjų 

paviršių praėjus 24 valandoms po jų išsėjimo, skaičius (3.11 pav. A). 

Fokalinės adhezijos buvo vizualizuotas, naudojant  antikūnus, atpažįstančius 

aktyvuotą fokalinę adhezijos kinazę, fosforilintą Tyr397 padėtyje (fosfo-FAK 

(Tyr397). Ši kinazė savo SH2 domeno pagalba atlieka karkaso funkciją ir 

dalyvauja fokalinės adhezijos komplekso susiformavime [307]. Mūsų tyrimo 

duomenys parodė, kad ląstelės suformuoja skirtingą fokalinių adhezijų skaičių 

ir jis priklauso nuo paviršiaus kietumo (3.11 pav. B). Nustatėme, kad kuo 

kietesnis buvo auginimo paviršius, tuo daugiau fokalinių adhezijų ląstelės 

buvo linkusios suformuoti. Ant 1 kPa kietumo paviršiaus vidutiniškai ląstelės 

suformavo 38,6±5,4 fokalinės adhezijos kompleksus, ant 8 kPa – 60,6±5,5, o 

ant 40 kPa – 76,6±8,1 kompleksų. Tačiau lyginant plastikinį paviršių (10 GPa) 

su kiečiausiu tiriamu 40 kPa hidrogeliu, DMKL suformuotas fokalinių 

adhezijų kompleksų skaičius ženkliai nesiskyrė – 80±8,8. Šie rezultatai 

parodo, kad paviršiaus kietumas yra svarbus ląstelių sąveikai su paviršiumi – 

kuo kietesnis paviršius, tuo DMKL stipriau su juo sąveikauja. 
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3.11 pav. Paviršiaus kietumo įtaka 

DMKL suformuotam fokalinių 

adhezijų skaičiui. A – fokalinės 

adhezijos kompleksai suformuoti 

auginant DMKL ant skirtingo kietumo 

paviršių. Žalia spalva – fosfo-

FAK(Tyr397), mėlyna – ląstelių 

branduoliai nudažyti fluorescentiniu 

DAPI dažu. B – ląstelių suformuotų 

fokalinių adhezijų skaičius ant skirtingo 

kietumo paviršių. Duomenys pateikti 

dėžiniais grafikais. Juoda linija – 

mediana, dėžė žymi tarpkvartilinį 

regioną, paklaidos mažiausią ir 

didžiausią reikšmes. Taškais 

pavaizduotos iškritos, kurios nuo 

medianos nutolusios didesniu nei 1,5 tarpkvartilinio regiono pločio atstumu. 

3.2.7. DMKL proliferacija ant skirtingų kietumo paviršių 

FAK ląstelėse yra atsakingos ir reguliuoja daugelį ląstelės procesų, tarp 

jų ir ląstelių dauginimąsi. Todėl, nustatę skirtingą aktyvios FAK formos 

molekulių skaičių DMKL augintose ant tiriamų, įvairaus kietumo paviršių, 

toliau vertinome, ar skirtingo kietumo aplinka gali daryti įtaką šių ląstelių 

proliferacijai. Tuo tikslu ląstelės buvo išsėtos ant tiriamųjų paviršių ir jų 

skaičiaus pokytis analizuotas 4 dienas po jų išsėjimo (3.12 pav. A). Gauti 

duomenys parodė, kad ląstelių dauginimosi greitis koreliavo su jų suformuotų 
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fokalinių adhezijų kompleksų skaičiumi ant tirtų hidrogelių – DMKL 

proliferacija priklausė nuo paviršiaus kietumo. Kuo kietesnis paviršius buvo, 

tuo greičiau ląstelės proliferavo. Tačiau, ši priklausomybė negaliojo ant 

plastiko paviršiaus augintoms ląstelėms. Šiuo atveju, DMKL dauginosi 

panašiu greičiu kaip ir ant 8 kPa hidrogelio augintos ląstelės. Įvertinus DMKL 

pasidalijimo greitį nustatėme, kad ant kiečiausio paviršiaus augusios ląstelės 

pasidalijo kartą kas 21,3±4,2 val., o ant minkščiausio 1 kPa kietumo 

paviršiaus, ląstelėms pasidalinti reikėjo daugiau du kartus ilgesnio laiko tarpo 

– DMKL, šiuo atveju, pasidalijo kas 47,2±15,1 val. (3.12 pav. B). Tuo tarpu 

ant vidutinio 8 kPa hidrogelio ir 10 GPa plastiko paviršiaus ląstelės pasidalijo 

atitinkamai, kas 29±2 ir 35,2±2,2 val. Šie duomenys buvo gauti MTT metodu, 

tačiau juos patvirtinome ir prieš tai aprašytu DAPI metodu (duomenys 

nepateikiami). 

 
3.12 pav. Skirtingo kietumo paviršių poveikis DMKL proliferacijai. A – DMKL 

skaičiaus pokytis praėjus 24, 48, 72 ir 96 val. po ląstelių išsėjimo. Taškai žymi vidurkį, 

paklaidos – SN. Linijos – ląstelių proliferacijos modeliai. B – ląstelių pasidalijimo 

dažniai, apskaičiuoti iš proliferacijos duomenų. Stulpelių aukštis žymi grupės vidurkį, 

paklaidos – SN. 

3.2.8. Paviršiaus kietumo įtaka DMKL vandenilio peroksido jautrumui 

Šioje darbo dalyje įvertinome kaip ląstelių atsparumą oksidaciniam 

stresui veikia auginimo paviršiaus mechaninės savybės. Pirmiausiai 

įvertinome, kokią įtaką ląstelių gyvybingumui turi vandenilio peroksido 

indukuotas oksidacinis stresas jas auginat ant plastiko paviršiaus (3.13 pav. 

A). Tuo tikslu, DMKL buvo paveiktos įvairiomis vandenilio peroksido 

koncentracijomis (nuo 100 iki 2000 µM) ir po 24 val., MTT metodu įvertintas 

ląstelių skaičiaus pokytis. Tolimesniam tyrimui buvo pasirinkta 250 µM 

vandenilio peroksido koncentracija, kuri reikšmingai darė įtaką ląstelių 
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skaičiaus pokyčiui lyginant su kontrolinėmis, vandenilio peroksidu 

neveiktomis ląstelėmis, tačiau šis poveikis nebuvo per stiprus ir nesukėlė 

didžiosios dalies ląstelių žūties praėjus 24 poveikio valandoms. Nustatėme, 

kad ląstelių jautrumas vandenilio peroksido sukeltam oksidaciniam stresui 

priklausė nuo paviršiaus kietumo – kuo kietesnis buvo tiriamasis paviršius, 

tuo atsparesnės vandenilio peroksido poveikiui buvo DMKL (3.13 pav. B). 
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3.13 pav. Skirtingo kietumo paviršių poveikis DMKL jautrumui oksidaciniam 

stresui. A – vandenilio peroksido citotoksiškumo vertinimas DMKL augintų ant 

plastiko paviršiaus, populiacijoje. Ląstelės buvo paveiktos 100, 250, 500, 750, 1000 

ir 2000 µM vandenilio peroksido koncentracijomis ir jų poveikis įvertintas praėjus 24 

poveikio valandoms. B – 250 µM vandenilio peroksido poveikis DMKL, augintoms 

ant skirtingo kietumo paviršių. C – ant skirtingo kietumo paviršių augintų ląstelių 

skaičiaus pokytis, indukuotas 250 µM vandenilio peroksido koncentracijos. Taškai ir 

stulpelių aukštis žymi grupių vidurkį, paklaidos SN. 

Didžiausias ląstelių skaičiaus pokytis buvo stebėtas ant 1 ir 8 kPa 

kietumų paviršių augintoje DMKL populiacijoje (3.13 pav. C). 250 µM 

vandenilio peroksido koncentracija ant šių paviršių sukėlė apie 50 % ląstelių 

žūtį. Tuo tarpu, ląstelės augintos ant 40 kPa ir 10 GPa kietumų paviršių buvo 

daug atsparesnės 250 µM vandenilio peroksido koncentracijai. Ant šių 

paviršių nebuvo pastebėtas ląstelių skaičiaus sumažėjimas. Taigi, DMKL 
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jautrumas oksidaciniam stresui priklauso nuo paviršiaus, ant kurio ląstelės yra 

auginamos, kietumo. Kuo kietesnis paviršius, tuo DMKL buvo atsparesnės 

vandenilio peroksido sukeltam oksidaciniam stresui.  

3.2.9. MAPK raiškos ir fosforilinimo pokyčiai DMKL atsakant į 

oksidacinį stresą skirtingo kietumo aplinkose 

Prieš tai aptarti rezultatai parodė, kad mechaninė aplinka daro įtaką 

ląstelių adhezijai, morfologijai, proliferacijai ir  jautrumui oksidaciniam 

stresui, o tai reiškia, kad priklausomai nuo auginimo paviršiaus kietumo, 

ląstelėse yra aktyvuojami skirtingi signaliniai keliai. Tuo tikslu, toliau 

įvertinome, kaip 1, 8 ir 40 kPa hidrogeliai veikia DMKL MAP kinazių ERK, 

JNK ir p38 raišką bei aktyvinimą (3.14 pav. A ir B). Imunoblotingo analizė 

parodė, kad mechaninė aplinka nežymiai veikia ERK ir JNK kinazių raišką, 

kai tuo tarpu p38 MAPK raiška buvo labai priklausoma nuo paviršiaus 

kietumo. Šiuo atveju, ant kuo kietesnio hidrogelio buvo augintos tiriamos 

ląstelės, tuo daugiau jos turėjo p38 baltymo.  

Kitaip nei bendrųjų MAP kinazių atveju, visų tirtų MAP kinazių 

fosforilintų formų kiekiai priklausė nuo paviršiaus kietumo, ant kurio buvo 

auginamos DMKL. pERK/ERK santykis buvo mažiausias ląstelėse augusiose 

ant minkščiausio 1 kPa kietumo hidrogelio, o didžiausias santykis nustatytas 

ant 8 kPa kietumo hidrogelio augintose ląstelėse. Tuo tarpu ant kiečiausio 

hidrogelio bei ant plastiko paviršiaus augusiose ląstelėse buvo nustatytas šiek 

tiek mažesnis, panašus fosforilintos ir bendros ERK formų santykis. 

pJNK/JNK santykis žymiai didesnis nei kitose grupėse buvo nustatytas tik ant 

40 kPa kietumo augusiose ląstelėse. Kitose grupėse jis buvo panašus ir 

reikšmingai nesiskyrė. p-p38/p38 santykis, kaip ir bendros formos atveju 

priklausė nuo paviršiaus kietumo – kuo kietesnė aplinka buvo tiriama, tuo 

daugiau fosforilintos formos buvo nustatyta DMKL. Taigi, p38 MAP kinazės 

raiška ir aktyvinimas labiausiai buvo veikiama mechaninių paviršiaus 

savybių, o tuo tarpu ERK ir JNK kinazių atveju, tik jų fosforilinimo lygis kito 

keičiantis paviršiaus kietumui. Tačiau pastebėtina, kad šie pokyčiai nebuvo 

linijiniai ir kito skirtingai kiekvienos kinazės ir paviršiaus kietumo atveju. 

Toliau įvertinome kaip keičiasi šių MAP kinazių raiška ir aktyvinimas 

DMKL atsakant į 250 µM vandenilio peroksido indukuotą oksidacinį stresą. 

Nustatėme, kad vandenilio peroksido poveikis beveik neturėjo įtakos ERK ir 

JNK raiškai, tik ERK atveju ant minkščiausio 1 kPa kietumo hidrogelio 

augusiose ląstelėse šios kinazės raiška šiek tiek sumažėjo, o JNK atveju ant 

40 kPa kietumo hidrogelių augusiose DMKL nežymiai padidėjo. Labiau 

išreikšti pokyčiai pastebėti p38 MAP kinazės atveju. Jos raiška smarkiai 
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sumažėjo po oksidacinio streso poveikio ląstelėse, augusiose ant 8 kPa ir 10 

GPa paviršių, o šiek tiek padidėjo ant 40 kPa augintų DMKL, tuo tarpu ant 1 

kPa augintose ląstelėse šios kinazės kiekis nepakito.  

 

 
3.14 pav. MAPK ERK, JNK ir p38 raiškos bei fosforilinimo pokyčiai DMKL 

atsakant į oksidacinį stresą, ląsteles auginant ant skirtingo kietumo paviršių. A 
– MAPK ERK, JNK ir p38 raiškos ir fosforilinimo pokyčiai indukuoti skirtingo 
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kietumo paviršių ir 250 µM vandenilio peroksido koncentracijos. Vandenilio 

peroksido poveikis vertintas po 1 val. GAPDH baltymas buvo naudotas kaip užnešimo 

kontrolė. B – kiekybinis MAP kinazių raiškos ir aktyvinimo įvertinimas. Duomenys 

standartizuoti pagal GAPDH užnešimo kontrolę. Stulpelių aukštis – grupės vidurkis, 

paklaidos – SN. 

Tirdami vandenilio perkosido poveikį MAPK forforilinimui, 

nustatėme, kad fosforilintos ERK formos sumažėjo ant visų paviršių 

auginamose ląstelėse po oksidacinio streso indukavimo, išskyrus ant pačio 

minkščiausio, 1 kPa kietumo hidrogelio augintose ląstelėse – ant šio 

paviršiaus augančiose ląstelėse ERK fosforilinimo lygis nepakito. JNK 

kinazės fosforilintos formos lygis smarkiai nukrito ant kiečiausių 40 kPa ir 10 

GPa paviršių augintose lastelėse. Šiuo atveju šios kinazės lygis sumažėjo 

beveik per puse, kai tuo tarpu ant 1 ir 8 kPa paviršių, oksidacinis stresas 

neturėjo reikšmingos įtakos p-JNK formai. p38 MAP kinazės atveju, 

fosforilintos formos lygis po oksidacinio streso poveikio atvirkščiai koreliavo 

su paviršiaus kietumu – kuo kietesnis paviršius, tuo mažiau aktyvintos p38 

MAP kinazės ląstelėse buvo nustatyta. 40 kPa paviršiaus atveju, p-p38 lygis 

reikšmingai nesiskyrė nuo kontrolinių – oksidacinio streso nepaveiktų ląstelių. 

Tačiau ant minkščiausio 1 kPa kietumo paviršiaus augintose ląstelėse, šio 

baltymo fosforilintos formos lygis padidėjo daugiau nei tris kartus, ant 8 kPa 

paviršiaus augusiose ląstelėse – daugiau nei du kartus. Įdomu tai, kad ant 10 

GPa augintose ląstelėse taip pat registruotas fosforilintos p38 formos 

padidėjimas (~1,6 karto). 

3.2.10. Transkripcijos veiksnio AP-1 raiškos ir aktyvinimo pokyčiai 

skirtingo kietumo aplinkose oksidacinio streso metu 

Tiriamų MAP kinazių raiška ir aktyvinimas priklausė nuo aplinkos 

kietumo, tačiau taip pat ir nuo oksidacinio streso. Dėl to tolimesniuose 

darbuose įvertinome kaip kinta vieno iš pagrindinių MAP kinazių taikinių, 

transkripcijos veiksnio aktyvuojančio baltymus 1 (Activator protein-1 (AP-1)) 

raiška ir aktyvinimas tiek auginant DMKL ant skirtingo kietumo paviršių, tiek 

atsakant į vandenilio peroksido indukuotą oksidacinį stresą. AP-1 

transkripcijos veiksnys gali būti sudarytas iš c-Jun homodimero arba c-Jun ir 

c-Fos heterodimero. Todėl šių baltymų raiškos ir fosforilinimo pokyčiai 

DMKL buvo įvertinti imunoblotingo metodu (3.15 pav. A ir B). c-Jun sintezė 

ant hidrogelių augintose ląstelėse priklausė nuo paviršiaus kietumo – kuo 

kietesnė aplinka, tuo daugiau c-Jun baltymo turėjo ląstelės. Tuo tarpu, ant 

plastiko paviršiaus augintose ląstelėse, šio baltymo buvo mažiau nei ant 40 

kPa kietumo paviršiaus augintose DMKL. Fosforilintos formos atveju, 
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ženklus p-c-Jun dalies padidėjimas, nulemtas mechaninės aplinkos nustatytas 

tik ant 8 kPa paviršiaus. Oksidacinis stresas lėmė c-Jun raiškos sumažėjimą 

ląstelėse, augusiose ant kiečiausių 40 kPa ir 10 GPa paviršių, o ant 8 kPa 

paviršiaus augusiose ląstelėse c-Jun raiška šiek tiek padidėjo, ant 

minkščiausio 1 kPa paviršiaus – nepakito. Ženklus aktyvintos c-Jun formos 

dalies padidėjimas nustatytas po oksidacinio streso poveikio ant visų paviršių 

augintose ląstelėse. Fosfo formos kiekis atvirkščiai priklausė nuo aplinkos 

kietumo – kuo kietesnė aplinka buvo tiriama, tuo mažiau ląstelėje buvo 

fosforilintos baltymo formos. 

 

 
3.15 pav. Transkripcijos veiksnio AP-1 subvienetų c-Jun ir c-Fos raiškos bei 

fosforilinimo pokyčiai DMKL atsakant į oksidacinį stresą ant skirtingo kietumo 

paviršių. A – c-Jun ir c-Fos raiškos ir fosforilinimo pokyčiai nulemti skirtingo 

kietumo paviršių ir 250 µM vandenilio peroksido koncentracijos poveikio. Vandenilio 

peroksido poveikis vertintas po 1 val. GAPDH baltymas buvo naudotas kaip užnešimo 

kontrolė. B – kiekybinis c-Jun ir c-Fos raiškos ir aktyvinimo įvertinimas. Duomenis 

standartizuoti pagal GAPDH užnešimo kontrolę. Vienspalviai stulpeliai – mechaninės 
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aplinkos nulemti AP-1 subvienetų raiškos ir aktyvinimo pokyčiai, dryžuoti – 

mechaninės aplinkos ir 250 µM vandenilio peroksido poveikio. Stulpelių aukštis – 

grupės vidurkis, paklaidos – SN. 

c-Fos baltymo kiekis ląstelėse nepriklausė nuo aplinkos kietumo. Taip 

pat, oksidacinio streso poveikis, neturėjo stipraus efekto šio baltymo raiškai. 

c-Fos baltymo kiekis šiek tiek sumažėjo ant kiečiausio 10 GPa ir minkščiausio 

1 kPa kietumo paviršių augintose ląstelėse bei nežymiai padidėjo ant 8 ir 40 

kPa kietumų paviršių augintose DMKL. Be to, c-Fos baltymas nebuvo 

aktyvinamas nei skirtingų kietumų paviršių, nei dėl oksidacinio streso įtakos. 

Visose grupėse aptiktas tik labai silpnas foninis fosfo formos signalas (P1 

pav.). 

3.2.11. MAPK vaidmuo DMKL atsakant į oksidacinį stresą 

Skirtingi MAP kinazių raiškos ir aktyvinimo profiliai leidžia daryti 

prielaidą, kad šių kinazių vaidmuo gali priklausyti nuo ląsteles supančios 

mechaninės aplinkos. Todėl tolimesniame tyrime pasitelkėme MAP kinazių 

slopiklius siekdami įvertinti ERK, JNK ir p38 vaidmenį DMKL atsakant į 

oksidacinį stresą skirtingo kietumo aplinkose. PD98059 slopiklis buvo 

panaudotas nuslopinti ERK kinazę, SP600125 – JNK ir SB203580 – p38 MAP 

kinazę (3.16 pav.). 

Nuslopinus p38 MAP kinazę DMKL, augusių ant 1 kPa kietumo 

paviršiaus jautrumas oksidaciniam stresui smarkiai padidėjo. Ta pati 

tendencija buvo stebėta ir ant 8 bei 40 kPa kietumų paviršių. Tai reiškia, jog 

p38 MAP kinazė yra atsakinga už DMKL išgyvenimą oksidacinio streso 

sąlygomis. Tuo tarpu, ERK ir JNK neturėjo aiškaus vaidmens ant hidrogelių 

augintose DMKL, joms atsakant į oksidacinį stresą. Priešingai, šios kinazės 

buvo labai svarbios ant plastiko paviršiaus augusiose ląstelėse, kai tuo tarpu 

p38 MAP kinazė, nei ląstelių išgyvenimo, nei mirties signaliniuose keliuose 

nedalyvavo. Taigi, mūsų duomenys įrodo, kad mechaninė aplinka daro didelę 

įtaką įvairiems ląstelių procesams, bei MAP kinazių atsakas į tą patį veiksnį 

gali skirtis priklausomai nuo aplinkos mechaninių savybių. 



84 

 
3.16 pav. MAP kinazių vaidmuo DMKL atsakant į oksidacinį stresą skirtingo 

kietumo paviršiuose. MAPK ERK, JNK ir p38 buvo nuslopintos naudojant 10 µM 

PD98059 (ERK), 30 µM SP600125 (JNK) ir 30 µM SB203580 (p38) slopiklius. Jais 

DMKL buvo paveikiamos likus 30 min. iki 250 µM vandenilio peroksido poveikio. 

Ląstelių gyvybingumas vertintas po 24 val. poveikio MTT metodu. Stulpelių aukštis 

– grupės vidurkis, paklaidos – SN. 

3.3.  Paviršiaus kietumo įtaka krūties vėžio ląstelių linijos MCF-7 jautrumui 

priešvėžiniam vaistui doksorubicinui 

Mechaninė aplinka veikia ne tik kamienines, bet ir vėžines ląsteles. 

Žinoma, kad vėžiniai audiniai yra daug kietesni už aplinkinius sveikus 

audinius – ši savybė yra naudojama palpacijos būdu aptikti vėžinius 

susirgimus. Vėžinių audinių kietumą lemia aktyvūs CAF, kurie sintetiną 

kietesnį užląstelinį užpildą, padidėjęs tarpląstelinio skysčio slėgis ir jo tėkmė 

bei spaudimas, atsiradęs dėl uždaroje aplinkoje besidalijančių vėžinių ląstelių 

[266]. Nustatyta, kad vėžinio audinio kietumas koreliuoja su ligos stadija. Dėl 

šių priežasčių, mechanobiologija tiria, kokią įtaką mechaninė aplinka daro 



85 

vėžinėms ląstelėms ir kaip šiuose audiniuose vykstančius procesus būtų 

galima pritaikyti vėžio diagnostikai ar gydimui. Todėl šioje disertacijos dalyje 

tyrėme, kokią įtaka skirtingo kietumo paviršiai daro krūties vėžio ląstelių 

linijai MCF-7 ir jų atsparumui vienam populiariausių priešvėžinių vaistų, 

naudojamų krūties vėžiui gydyti – doksorubicinui. 

3.3.1. MCF-7 adhezijos ant skirtingo kietumo paviršių kinetika 

Pradžioje įvertinome, kaip MCF-7 krūties vėžio ląstelių linija 

sąveikauja su skirtingo kietumo poliakrilamidiniais hidrogeliais. Tuo tikslu, 

ląstelės buvo išsėtos ant tiriamųjų paviršių ir jų adhezija vertinta praėjus 30, 

60, 90 ir 120 min. (3.17 pav.). Nustatėme, kad prasčiausiai MCF-7 ląstelės 

kibo prie minkščiausių 1 kPa kietumo hidrogelių. Jų ilgis per 2 valandų 

stebėjimo laikotarpį beveik nepakito – stebėtas nežymus pokytis nuo 11,2±2,3 

µm iki 11,6±2,8 µm. Pastebėtina, kad krūties vėžio linijos ląstelės daug lėčiau 

lyginant su DMKL kibo prie visų tirtų paviršių. Visgi, greičiausiai MCF-7 

ląstelės pradėjo kibti prie kietų paviršių – 40 kPa hidrogelio ir 10 GPa plastiko 

paviršiaus. Po pusvalandžio ląstelės buvo reikšmingai daugiau išplitusios ant 

šių paviršių lyginant su MCF-7 ląstelėmis, augintomis ant minkščiausio 1 kPa 

ir vidutinio 8 kPa kietumo hidrogelių. Praėjus valandai ant kiečiausio 40 kPa 

hidrogelio augusios ląstelės buvo labiausiai išplitusios, kai tuo tarpu ant 8 kPa 

kietumo paviršiaus augusios MCF-7 ląstelės savo ilgiu prisivijo ląsteles 

augusias ant 10 GPa plastiko. Ši tendencija išliko ir po 90 min. stebėjimo. 

Tačiau po 120 min. situacija pasikeitė – ant vidutinio kietumo augusios MCF-

7 ląstelės labiausiai išsiplėtė lyginant su kitomis grupėmis. Taip pat ant 

plastiko paviršiaus augusios ląstelės prisivijo ant 40 kPa augusias ląsteles. 

Taigi, pirmąją valandą krūties vėžio ląstelių linijos MCF-7 ląstelės geriausiai 

kibo prie kiečiausių paviršių, tačiau vėliau jos išplito ir ant vidutinio kietumo 

paviršiaus (nuo 13,6±3,7 µm iki 15,9±5 µm). 
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3.17 pav. MCF-7 adhezijos prie skirtingų kietumų paviršių tyrimas. Ląstelės buvo 

išsėtos ant: 1, 8 ir 40 kPa ir 10 GPa paviršių ir jų adhezijos kinetika matuota 

registruojant ląstelių ilgį praėjus 30, 60, 90 ir 120 min. po jų išsėjimo. Duomenys 

pavaizduoti ląstelių ilgio pasiskirstymo funkcija, kuri vaizduoja kaip pasiskirstęs 

ląstelių ilgio parametras ląstelių populiacijoje ant tiriamųjų paviršių. Raidės a, b ir c 

žymi statistiškai reikšmingus grupių skirtumus. 
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3.3.2. MCF-7 morfologija ant skirtingo kietumo paviršių 

Tiriamųjų paviršių mechaninės savybės turėjo įtakos ląstelių adhezijos 

kinetikai. Toliau įvertinome kaip kinta MCF-7 morfologija praėjus ilgesniam 

laikui po ląstelių išsėjimo. Kaip ir ankstesniais atvejais, ląstelės buvo išsėtos 

ant 1, 8 ir 40 kPa hidrogelių ir 10 GPa plastiko paviršiaus ir ląstelių 

morfologija vertinta praėjus 24 valandoms po ląstelių išsėjimo (3.18 pav.) 

 
3.18 pav. Auginimo paviršiaus kietumo 

įtaka MCF-7 ląstelių morfologijai. 
Duomenys pavaiz-duoti dėžiniais grafikais. 

Juoda linija – mediana, dėžė žymi 

tarpkvartilinį regioną, paklaidos mažiausią 

ir didžiausią reikšmes. Taškais pavaiz-

duotos iškrytos, kurios nuo media-nos 

nutolusios didesniu nei 1,5 tarpkvartilinio 

regiono pločio atstumu. 

 

 

Matome, kad, kaip ir DMKL atveju (3.10 pav.), MCF-7 ląstelių ilgis 

priklausė nuo paviršiaus kietumo. Trumpiausios ląstelės buvo ant 1 kPa 

kietumo hidrogelio, o ant kitų tiriamųjų paviršių ląstelės buvo panašaus ilgio. 

Labiausiai ištįsusios MCF-7 ląstelės buvo ant 40 kPa paviršiaus. Kitaip nei 

ląstelių ilgis, MCF-7 ląstelių plotis kito daug labiau. Kaip ir ląstelių ilgio 

atveju, mažiausias ląstelių plotis nustatytas ant minkščiausio 1 kPa kietumo 

paviršiaus. Kietėjant hidrogelių paviršiui, ląstelių plotis didėjo tiesiškai, tačiau 

ant plastiko paviršiaus augusios ląstelės buvo reikšmingai siauresnės už MCF-

7 ląstelės, augusias ant vidutinio 8 kPa ir kiečiausio 40 kPa hidrogelių. 

Vertinant ląstelių bendrą morfologiją, nustatyta, kad visoms MCF-7 ląstelėms 
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buvo būdinga ovali morfologija, kuri ne žymiai kito didėjant auginimo 

paviršiaus kietumui. Labiausiai išilgėjusios buvo ląstelės, augusios ant 

plastiko paviršiaus, mažiausiai – ant 1 kPa kietumo hidrogelio. 

 

3.3.3. Skirtingų kietumų paviršių įtaka MCF-7 adhezijai 

Ląstelių adhezijos kinetikos ir morfologijos eksperimentai parodė, kad 

MCF-7 ląstelės, kaip ir DMKL, nevienodai sąveikauja su skirtingo kietumo 

paviršiais. Dėl to toliau buvo vertintas MCF-7 ląstelių suformuotas fokalinių 

adhezijų skaičius, jas 24 valandas auginat ant tiriamųjų paviršių (3.19 pav. A). 

Fokalinės adhezijos buvo vizualizuotos dažant fosforilintą FAK (Tyr397). Šio 

tyrimo duomenys parodė, kad ląstelės suformuoja skirtingą fokalinių adhezijų 

skaičių ir jis priklauso nuo paviršiaus kietumo (3.19 pav. B). Hidrogelių 

atveju, kuo kietesnis buvo auginimo paviršius, tuo daugiau fokalinių adhezijų 

MCF-7 ląstelės buvo linkusios sudaryti. Ant 1 kPa kietumo paviršiaus 

vidutiniškai ląstelės suformavo 18,5±3,4 fokalinės adhezijos kompleksus, ant 

8 kPa – 25,9±5,2, o ant 40 kPa – 28±6 kompleksų. Tačiau lyginant plastikinį 

paviršių (10 GPa) su hidrogeliais, MCF-7 suformuotas fokalinių adhezijų 

kompleksų skaičius nesiskyrė nuo ant 1 kPa hidrogelio auginamų ląstelių – 

17,4±3,9. Šie rezultatai parodo, kad paviršiaus kietumas daro įtaką ląstelių 

sąveikai su paviršiumi – kuo kietesnis paviršius, tuo MCF-7 ląstelės stipriau 

su juo sąveikauja, tačiau ši priklausomybė galioja tik poliakrilamidinių 

hidrogelių atveju. 
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3.19 pav. Paviršiaus kietumo įtaka MCF-7 

suformuotam fokalinių adhezijų skaičiui. 

A – fokalinės adhezijos kompleksai 

suformuoti MCF-7 ląstelių, jas auginant ant 

skirtingo kietumo paviršių. Žaliai pažymėta 

fosfo-FAK (Tyr397), mėlynai – ląstelių 

branduoliai nudažyti fluorescentiniu DAPI 

dažu. B – ląstelių suformuotų fokalinių 

adhezijų skaičius ant skirtingų kietumų 

paviršių. Duomenys pateikti dėžiniais 

grafikais. Juoda linija – mediana, dėžė žymi 

tarpkvartilinį regioną, paklaidos mažiausią ir 

didžiausią reikšmes. Taškais pavaizduotos iškrytos, kurios nuo medianos nutolusios 

didesniu nei 1,5 tarpkvartilinio regiono pločio atstumu. 

Siekdami geriau suprasti ląstelių adhezijos skirtumus ant tiriamųjų 

paviršių, įvertinome FAK baltymo raiškos ir aktyvinimo pokyčius MCF-7 

ląstelėse po 24 val. sąveikos su paviršiais (3. 20 pav. A). Imunoblotingo 

tyrimas parodė netiesinę priklausomybę tarp paviršiaus kietumo ir FAK 

raiškos bei aktyvinimo (3.20 pav. B). Didžiausias FAK baltymo ir jo 

fosforilintos formos kiekis nustatytas ant vidutinio 8 kPa kietumo paviršiaus 

augintose MCF-7 ląstelėse. Didėjant paviršiaus kietumui, FAK kiekis tirtose 

MCF-7 ląstelėse mažėjo. Su fosforilinta FAK forma stebėta tokia pat 

tendencija. Didžiausias fosfo-FAK kiekis nustatytas ant vidutinio kietumo 

hidrogelio. Tuo tarpu, vertinant fosfo-FAK/FAK santykį, didelių skirtumų 
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nebuvo registruota. Tik ant minkščiausio 1 kPa hidrogelio augintose ląstelėse 

šis santykis buvo šiek tiek mažesnis. 

 
3.20 pav. FAK raiškos ir aktyvinimo pokyčiai MCF-7 ląsteles auginant ant 

skirtingo kietumo paviršių. MCF-7 buvo augintos ant 1, 8 ir 40 kPa hidrogelių ir 10 

GPa plastiko paviršių 24 val ir tada įvertinti FAK raiškos ir aktyvinimo (fosfo-FAK 

(Tyr397)) pokyčiai. A – FAK ir fosfo-FAK Western blot membranų nuotraukos. Kaip 

užnešimo kontrolė buvo naudotas GAPDH baltymas. B – kiekybinė FAK ir fosfo-

FAK analizė. Duomenys standartizuoti pagal GAPDH raišką ir normalizuoti pagal ant 

10 GPa augintų MCF-7 tiriamųjų baltymų kiekius. 

3.3.4. Paviršių kietumo įtaka MAPK raiškai ir aktyvinimui MCF-7 

ląstelėse 

Nustatėme, kad paviršiaus mechaninės savybės daro įtaką FAK raiškai 

ir aktyvinimui. Atsižvelgę į tai, kad fosforilinta FAK Tyr397 padėtyje 

inicijuoja signalinius kelius, kurių metu gali būti aktyvinamos ir MAP kinazės 

[308], toliau vertinome MAP kinazių ERK, JNK ir p38 raiškos ir aktyvinimo 

pokyčius, nulemtus ląstelių sąveikos su skirtingų kietumų paviršiais.  
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Pirmiausia ištyrėme ERK raiškos bei aktyvinimo pokyčius ir 

nustatėme, kad abiem atvejais paviršiaus kietumas turėjo įtakos (3.21 pav. A 

ir B). ERK raiška koreliavo su paviršiaus kietumu – kuo kietesnis paviršius 

buvo tiriamas, tuo daugiau ERK baltymo MCF-7 ląstelės turėjo. Ant 

plokštelės augintos MCF-7 ląstelės turėjo net ~4 kartus daugiau ERK baltymo 

nei ant hidrogelių paviršių augintos ląstelės.Vertinant pokyčius tik ant 

hidrogelių augintose MCF-7, jie nebuvo tokie ryškūs ir silpnai kito kietėjant 

paviršiui. Analogiškai kito ir fosforilintos ERK formos kiekis MCF-7 

ląstelėse. Vertinant p-ERK/ERK santykį išsiskyrė ant minkščiausio 1 kPa ir 

vidutinio 8 kPa kietumų augintos MCF-7 – čia stebėtas padidėjęs šių ERK 

formų santykis. 

 
3.21 pav. ERK raiškos ir aktyvinimo pokyčiai MCF-7 ląsteles auginant ant 

skirtingų kietumų paviršių. MCF-7 buvo augintos ant 1, 8 ir 40 kPa hidrogelių ir 10 

GPa plastiko paviršių 24 val ir tada įvertinti ERK raiškos ir aktyvinimo (fosfo-ERK 

(Thr 202/Tyr 204)) pokyčiai. A – ERK ir fosfo-ERK Western blot membranų 

nuotraukos. Kaip užnešimo kontrolė buvo naudotas GAPDH baltymas. B – kiekybinė 

ERK ir fosfo-ERK analizė. Duomenys standartizuoti pagal GAPDH raišką ir 

normalizuoti pagal ant 10 GPa augintų MCF-7 tiriamųjų baltymų kiekius. 
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JNK kinazės atveju, jos raiška MCF-7 ląstelėse daug labiau priklausė 

nuo paviršiaus kietumo (3.22 pav. A ir B). Kuo kietesnė aplinka, tuo daugiau 

šios kinazės MCF-7 turėjo. Tuo tarpu fosforilintos JNK formos (Thr183, 

Tyr185 padėtyse) nustatytas panašus lygis, tendencingai didėjantis paviršiaus 

kietumo atžvilgiu. Tik kitaip nei bendros formos atveju, jis kito ne taip žymiai. 

Vertinant p-JNK/JNK santykį, taip pat smarkiai išsiskyrė ant 8 ir 1 kPa 

augintos MCF-7 ląstelės. 

 
3.22 pav. JNK raiškos ir aktyvinimo pokyčiai MCF-7 ląsteles auginant ant 

skirtingo kietumo paviršių. MCF-7 buvo augintos ant 1, 8 ir 40 kPa hidrogelių ir 10 

GPa plastiko paviršių 24 val ir tada įvertinti JNK raiškos ir aktyvinimo (fosfo-JNK 

(Thr183, Tyr185)) pokyčiai. A – JNK ir fosfo-JNK imunoblotingo membranų 

nuotraukos. Kaip užnešimo kontrolė buvo naudotas GAPDH baltymas. B – kiekybinė 

JNK ir fosfo-JNK analizė. Duomenys standartizuoti pagal GAPDH raišką ir 

normalizuoti pagal ant 10 GPa augintų MCF-7 tiriamųjų baltymų kiekius. 

p38 raiška ir aktyvinimas MCF-7 ląstelėse, kitaip nei ERK ir JNK 

kinazių atvejais, mažiau priklausė nuo paviršiaus kietumo (3.23 pav. A ir B). 

Tačiau skirtumai visgi stebėti. Šiuo atveju, įdomu tai, kad tiek pilnos, tiek 

fosforilintos p38 formos,  MCF-7 ląstelėse mažiausiai registruota ant 8 kPa 

kietumo paviršių, net mažiau nei ant minkščiausio 1 kPa hidrogelio. Tuo tarpu 
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ant kiečiausių paviršių – 40 kPa hidrogelio ir 10 GPa plastiko paviršiaus, šių 

formų kiekis buvo panašus. Vertinant p-p38/p38 santykį, taip pat stebėta ne 

linijinė priklausomybė nuo paviršiaus, ant kurio buvo augintos MCF-7 

ląstelės, kietumo. 

 

 
3.23 pav. p38 raiškos ir aktyvinimo pokyčiai MCF-7 ląsteles auginant ant 

skirtingo kietumo paviršių. MCF-7 buvo augintos ant 1, 8 ir 40 kPa hidrogelių ir 10 

GPa plastiko paviršių 24 val ir tada įvertinti p38 raiškos ir aktyvinimo (fosfo-p38 

(Thr180, Tyr182)) pokyčiai. A – p38 ir fosfo-p38 imunoblotingo membranų 

nuotraukos. Kaip užnešimo kontrolė buvo naudotas GAPDH baltymas. B – kiekybinė 

p38 ir fosfo-p38 analizė. Duomenys standartizuoti pagal GAPDH raišką ir 

normalizuoti pagal ant 10 GPa augintų MCF-7 tiriamųjų baltymų kiekius. 

Taigi, ERK ir JNK kinazių raiška ir aktyvinimas tiesiogiai koreliavo su 

paviršiaus, ant kurio buvo augintos MCF-7 ląstelės, kietumu. Tuo tarpu, p38 

kinazės atveju procesai kito netiesiškai, tačiau paviršiaus mechaninės savybės 

taip pat turėjo įtakos šios kinazės raiškai. 
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3.3.5. MCF-7 proliferacija ant skirtingo kietumų paviršių 

Mechaninė aplinka darė įtaką tiek FAK, tiek MAP kinazių raiškai ir 

aktyvinimui. Šios kinazės inicijuoja įvairius signalinius kelius, kuriais 

kontroliuojami įvairūs ląsteliniai procesai, įskaitant ir ląstelių proliferacija. 

Dėl to, toliau tyrėme, ar paviršiaus mechaninės savybės turi įtakos MCF-7 

ląstelių dauginimuisi. Tuo tikslu, ląstelės buvo išsėjamos ant tiriamųjų 

paviršių (1, 8 ir 40 kPa hidrogelių ir 10 GPa plastiko paviršiaus), o ląstelių 

skaičius vertintas praėjus 1, 3 ir 5 dienoms po ląstelių išsėjimo. Iš 3.24 

paveiksle pateikiamų duomenų matyti, kad jau po trijų dienų ant 8 kPa 

kietumo hidrogelio registruotas reikšmingai didesnis MCF-7 ląstelių skaičiaus 

prieaugis. Penktą tyrimo dieną, jau išsiskyrė ant 8 ir 40 kPa paviršiai, ant kurių 

augintos MCF-7 ląstelės dalijosi greičiau nei ant plastiko paviršiaus. Ant 

minkščiausio 1 kPa paviršiaus ląstelių skaičius buvo panašus kaip ant 40 kPa 

hidrogelio augintų ląstelių populiacijos. 5-ąją dieną daugiausiai ląstelių 

registruota ant 8 kPa paviršiaus. 

 
3.24 pav. MCF-7 ląstelių proliferacija ant skirtingo kietumo paviršių. Ląstelės 

buvo išsėtos ant tiriamųjų paviršių: 1, 8 ir 40 kPa hidrogelių bei 10 GPa plastiko 

paviršiaus ir po 1, 3 bei 5 dienų vertintas ląstelių skaičiaus pokytis. Ląstelių skaičius 

vertintas DAPI metodu, aprašytu 2.2.9 dalyje . Duomenys pateikti sulpeliniais 

grafikais kur stulpelio aukštis – vidurkis, paklaida SN. 

3.3.6. MCF-7 ląstelių jautrumas doksorubicinui 

Parodėme, kad mechaninė aplinka tikrai turi didelę įtaką įvairiems 

MCF-7 ląstelių procesams. Todėl šioje darbo dalyje siekėme įvertinti, ar 

aplinkos kietumas – minkštumas gali veikti vėžinių ląstelių jautrumą vienam 

iš populiariausių priešvėžinių vaistų – doksorubicinui. Iš pradžių ištyrėme 

įvairių doksorubicino koncentracijų poveikį ant plastiko paviršiaus 24, 48 ir 

72 valandas auginamoms ląstelėms (3.25 pav.). Po 24 valandų poveikio nei 

viena tirta koncentracija neturėjo citotoksinio poveikio, tačiau ≥5 µM 

koncentracijos pasižymėjo MCF-7 ląstelių proliferaciją slopinančiu efektu. 
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Kitoks efektas stebėtas po 48 ir 72 poveikio valandų – po 48 val. ląstelių žūtis 

nustatyta ląstelių populiacijose, veiktose ≥ 10 µM doksorubicino 

koncentracijomis, o po 72 valandų poveikio tiriamos ląstelės žuvo jau ir 

populiacijose, kurios buvo veiktos ≥ 5 µM doksorubinimo koncentracijomis.  

 
3.25 pav. Poveikio trukmės nulemtas MCF-7 ląstelių jautrumas doksorubicinui. 

MCF-7 ląstelės veiktos 0,1; 0,5; 5; 10; 20 ir 40 µM doksorubicino koncentracijomis; 

poveikis vertintas praėjus 24, 48 ir 72 valandoms po poveikio. Duomenys pavaizduoti 

taškiniais grafikais, kur taškai – vidurkiai, paklaidos – SN. Linijos tai 5 parametrų 

ląstelių citotoksiškumo prognostiniai modeliai. 

Taigi, tolesniems tyrimams pasirinkome 1,25; 2,5; 5 ir 10 µM 

doksorubicino koncentracijas, kuriomis veikėme ant hidrogelių augintas 

MCF-7 ląsteles, o doksorubicino poveikį vertinome praėjus 48 poveikio 

valandoms. Kaip matome iš 3.26 paveiksle pateiktų duomenų, ant hidrogelių 

paviršių augintos MCF-7 ląstelės buvo jautresnės doksorubicino poveikiui nei 

ant plastiko paviršiaus augintos ląstelės - 5 µM šio vaisto koncentracija ant 

plokštelės augintoms MCF-7 turėjo mažesnį toksinį poveikį lyginant su ant 

hidrogelių augintomis ląstelėmis. Ta pati tendencija stebėta ir su 10 µM 

doksorubicino koncentracija. Nors aiškių skirtumų tarp atsikirų tirtų 

hidrogelių nenustatyta, visgi stebėta tendencija, kad didesniu atsparumu 

doksorubicinui MCF-7 ląstelės pasižymėjo jas auginant ant 8 kPa paviršiaus 

(kai vaisto koncentracija < 5 µM).  
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3.26 pav. Ant skirtingo kietumo paviršių auginamų MCF-7 ląstelių jautrumas 

doksorubicino poveikiui. MCF-7 ląstelės augintos ant 1, 8 ir 40 kPa hidrogelių ir 10 

GPa plastiko paviršiaus paveiktos įvairiomis doksorubicino koncnetracijomis ir jų 

poveikis vertintas po 48 val. Taškai – vidurkiai, paklaidos – SN. Linijos tai 5 

parametrų ląstelių citotoksiškumo prognostiniai moedeliai. 

3.3.7. Paviršiaus kietumo įtaka MAP kinazių vaidmeniui MCF-7 atsakant į 

doksorubicino poveikį 

Imunoblotingo metodu stebėjome skirtingus MAP kinazių raiškos ir 

aktyvinimo profilius MCF-7 ląsteles auginant ant 1, 8 ir 40 kPa bei 10 GPa 

kietumų paviršių. Tikėtina, kad šios kinazės gali turėti įtaką moduliuojant 

krūties vėžio ląstelių jautrumą doksorubicinui. Todėl toliau tyrėme, ar kinta 

ir, jei taip, kaip kinta šių kinazių vaidmuo MCF-7 ląstelėse priklausomai nuo 

aplinkos mechaninių savybių. Tuo tikslu, MCF-7 ląstelės buvo išsėjamos ant 

paviršių ir kitą dieną veikiamos MAP kinazių slopikliais – PD98059 (ERK), 

SP600125 (JNK) ir SB203580 (p38) (3.27 pav.). 
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3.27 pav. Paviršiaus kietumo įtaka MAP kinazių vaidmeniui MCF-7 ląstelėms 

atsakant į doksorubicino poveikį. MCF-7 ląstelės buvo išsėtos ant 1, 8 ir 40 kPa 

paviršių ir 10 GPa plastiko paviršiaus ir kitą dieną, 30 min. prieš 2,5 µM 

doksorubicino poveikį, ląstelės buvo paveiktos MAP kinazių slopikliais: 0,4 µM 

PD98059 (ERK), 40 µM SP600125 (JNK) ir 30 µM – SB203580 (p38). Po 48 val 

MTT metodu įvertintas ląstelių skaičiaus pokytis ir pagal tai įvertintas ERK, JNK ir 

p38 MAP kinazių vaidmuo MCF-7 ląstelėse. Duomenys pavaizduoti stulpeliniais 

grafikais kur stulpelio aukštis – vidurkis, paklaida – SN. 

Nustatėme, kad auginant MCF-7 ląsteles ant minkščiausio 1 kPa 

kietumo hidrogelio, visos trys tirtos MAP kinazės skatino ląstelių žūtį – jas 

nuslopinus net iki 50 % padidėjo ląstelių išgyvenamumas. Didėjant hidrogelių 

paviršiaus kietumui, ERK ir p38 MAP kinazių vaidmuo silpnėjo. Ant 8 ir 40 

kPa hidrogelių augusiose ląstelėse, ląstelių žūtį iniciavo tik JNK kinazė. Tuo 

tarpu ant plastiko paviršiaus augusiose MCF-7 ląstelėse, JNK kinazė neturėjo 

reikšmingos įtakos ląstelių išgyvenamumui. Ant šio paviršiaus tik ERK 

skatino ląstelių žūtį. Taigi, MCF-7 ląstelėse, kaip ir prieš tai tirtose DMKL, 

MAP kinazių vaidmuo priklausė nuo paviršiaus kietumo. 

3.3.8. Mechaninio stimuliavimo įtaka MCF-7 morfologijai 

Mechaninė aplinka veikė MCF-7 ląstelių morfologiją, adheziją ir 

proliferaciją, tačiau jos poveikis šių ląstelių jautrumui priešvėžiniui vaistui 

doksorubicinui buvo silpnai išreikštas. Dėl to, siekiant geriau išsiaiškinti 

mechaninės aplinkos įtaką MCF-7 ląstelėms, jos buvo 10 dienų mechaniškai 

stimuliuotos dvejais skirtingo kietumo paviršiais – kietu ir minkštu. Pirmuoju 

atveju, MCF-7 ląstelės 10 dienų buvo auginamos ant 10 GPa plastiko 

paviršiaus, minkštai stimuliacijai jos augintos ant 1 kPa hidrogelio. Po 10 

dienų, skirtingo kietumo aplinka stimuliuotos ląstelės buvo išsėtos ant tų pačių 

tiriamųjų hidrogelių ir kontrolinio plastiko paviršiaus ir įvertinti šių ląstelių 
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morfologijos pokyčiai (3.28 pav.). Gauti rezultatai parodė, kad minkštu 

paviršiumi stimuliuotos ląstelės daug labiau išplito ant visų tirtų hidrogelių, 

tiek  jų ilgis, tiek plotis buvo didesni už kietai stimuliuotų MCF-7. Tuo tarpu, 

ant kiečiausio plastiko paviršiaus labiausiai išplito kietu paviršiumi 

stimuliuotos ląstelės. Bendra ląstelių morfologija taip pat skyrėsi. Minkštu 

paviršiumi 10 d. stimuliuotos ląstelės ant visų tirtų paviršių buvo labiau 

ištysusios. Taigi, mechaninis MCF-7 ląstelių stimuliavimas turėjo įtakos šių 

ląstelių morfologijai.  

 

 
3.28 pav. Mechaninio stimuliavimo įtaka MCF-7 ląstelių morfologijai. MCF-7 

ląstelės 10 dienų buvo stimuliuotos dvejais skirtingais paviršiais – kietu paviršiumi 

(KS10) ir minkštu paviršiumi (MS10). Duomenys pateikti dėžiniais grafikais. Juoda 

linija – mediana, dėžė žymi tarpkvartilinį regioną, paklaidos mažiausią ir didžiausią 

reikšmes. Taškais pavaizduotos iškrytos, kurios nuo medianos nutolusios didesniu nei 

1,5 tarpkvartilinio regiono pločio atstumu. 

3.3.9. Mechaninio stimuliavimo įtaka MCF-7 ląstelių proliferacijai 

Nustatėme, kad skirtingai mechaniškai stimuliuotos ląstelės nevienodai 

sąveikavo su tiriamaisiais paviršiais. Todėl toliau įvertinome, ar 
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stimuliavimas kietu (10 GPa) ir minkštu (1 kPa) paviršiais turėjo įtakos MCF-

7 proliferacijai. Ląstelės buvo auginamos ant stimuliacijai naudotų paviršių ir 

jų proliferacija buvo stebėta 96 valandas po jų išsėjimo. Proliferacijai vertinta 

naudojant 2.2.9 skyriuje aprašytą DAPI metodą. Kaip galima matyti iš 3.29 

paveiksle pateiktų rezultatų, 10-ies dienų stimuliavimas minkštu paviršiumi 

lėmė padidėjusį šių ląstelių dauginimosi potencialą ant abiejų tirtųjų paviršių. 

Auginant ląsteles ant 1 kPa hidrogelio, skirtumai tarp grupių išryškėjo tik po 

96 val, tuo tarpu minkštu paviršiumi stimuliuotos ląstelės ant 10 GPa plastiko 

paviršiaus pradėjo sparčiai proliferuoti ir jau po 36 tyrimo valandų buvo 

stebėti reikšmingi skirtumai tarp tiriamųjų grupių. 

 
3.29 pav. Mechaninio stimuliavimo įtaka MCF-7 ląstelių proliferacijai. MCF-7 

ląstelės 10 dienų buvo stimuliuotos dvejais skirtingais paviršiais – kietu paviršiumi 

(KS10) ir minkštu paviršiumi (MS10). Po to kietu ir minkštu paviršiumi stimuliuotos 

ląstelės buvo išsėtos ant minkšto (1 kPa) ir kieto (10 GPa) paviršių ir jų skaičiaus 

pokytis vertintas po 24, 36 (tik ant kieto paviršiaus), 48, 72 ir 96 val. Proliferacija 

įvertinta 2.2.9 skyriuje aprašytu DAPI metodu. Duomenys pavaizduoti taškiniais 

grafikais, kur taškai – vidurkiai, paklaidos SN. Linijos tai 5 parametrų ląstelių 

citotoksiškumo prognostiniai modeliai. 

3.3.10. Mechaninio stimuliavimo įtaka MCF-7 ląstelių jautrumui 

doksorubicino poveikiui 

Pabaigoje įvertinome, ar MCF-7 ląstelių stimuliavimas minkštu 

paviršiumi daro įtaką jų jautrumui doksorubicino poveikiui vėliau jas auginant 

ant kieto plastiko paviršiaus (3.30 pav.). Kaip galima matyti iš gautų rezultatų, 

ląstelių jautrumas padidėjo tik paveikus jas didesnėmis doksorubicino 

koncentracijomis. Iki 1000 nM doksorubicino koncentracijų, mechaninis 

stimuliavimas ryškaus poveikio MCF-7 ląstelių jautrumui neturėjo. 
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3.30 pav. Mechaninio stimuliavimo įtaka 

MCF-7 ląstelių jautrumui 

doksorubicinui. MCF-7 ląstelės 10 dienų 

buvo stimuliuotos dvejais skirtingais 

paviršiais: kietu paviršiumi – KS10 ir 

minkštu paviršiumi – MS10. Po to kietu ir 

minkštu paviršiumi stimuliuotos ląstelės 

buvo išsėtos ant minkšto (1 kPa) ir kieto (10 

GPa) paviršių ir jų skaičiaus pokytis 

vertintas po 48 val. doksorubicino poveikio. 

Citotoksiškumas įvertintas MTT metodu. 

Duomenys pavaizduoti taškiniais grafikais, 

kur taškai – vidurkiai, paklaidos SN. Linijos 

tai 5 parametru ląstelių citotoksiškumo 

prognostiniai modeliai. 

  



101 

4. REZULTATŲ APTARIMAS 

4.1. Metodas ląstelių skaičiaus įvertinimui 2D–3D aplinkose 

Auginant ląsteles 3D aplinkoje yra labai svarbu gebėti sekti jų skaičiaus 

kitimą, leidžiantį tinkamai įvertinti ląstelių generuojamus signalus į įvairius 

išorės poveikius [309]. Šiuo metu, didžioji dalis metodų, sukurtų ląstelių 

skaičiui įvertinti, tinka tik 2D aplinkai. Jų veikimas yra pagrįstas ląstelių 

metabolizmo procesų matavimu, su ląstelių skaičiumi koreliuojančių 

molekulių koncentracijos matavimu ar tiesiog ląstelių vizualiu skaičiavimu 

[310–312]. Dauguma šių metodų puikiai tinka darbui 2D aplinkoje, bet yra 

nesuderinami su ląstelių skaičiaus vertinimu 2,5D ir 3D aplinkose [313,314]. 

Gantenbein-Ritter su kolegomis atliko tyrimą, kurio metu palygino trijų 

ląstelių skaičiaus vertinimo metodų tikslumą 3D aplinkoje – ląstelių dažymą 

tripano mėliu ir skaičiavimą hemocitometru, laktato dehidrogenazės 

aktyvumo matavimo ir kalceino AM/etidžio homodimero-1 dažymo metodus 

[315]. Visi šie metodai buvo suderinami su ląstelių skaičiaus vertinimu 3D 

aplinkoje, tačiau jų atlikimui reikėjo panaudoti virškinimo fermentus, kurie, 

savo ruožtu, lėmė ganėtinai dideles ląstelių skaičiaus paklaidas. Be to, 

metodai, kurių atlikimui naudojami šie fermentai, turi polinkį santykinai 

padidinti gyvų ląstelių skaičių žuvusių ląstelių sąskaita [316]. Kitame tyrime 

buvo vertinamas rezasurino dažą naudojančio metodo efektyvumas ląstelių, 

augintų porėtose 3D struktūrose, skaičiaus nustatymui [317]. Kadangi šis 

metodas yra pagrįstas ląstelių metabolizmo efektyvumo vertinimu, jis nėra 

tinkamas tuose tyrimuose, kuriuose keičiasi ląstelių metabolinis aktyvumas. 

O tokių tyrimų audinių inžinerijos srityse yra labai daug. Auginant ląsteles 3D 

struktūrose, taip pat inicijuojant ląstelių diferenciaciją, tiek ląstelių proteomas, 

tiek ir metabolizmas kinta bei prisitaiko prie naujos aplinkos sąlygų, tad 

ląstelių metabolizmo efektyvumo matavimais pagrįsti metodai nėra tinkami 

ląstelių skaičiaus vertinimui 3D aplinkoje [317]. Tuo tarpu DNR molekulių 

skaičius ląstelėse yra pakankamai pastovus. Jis kinta tik ląstelei dalijantis, tam 

tikrų vėžinių ląstelių atveju gali susidaryti nevienodas chromosomų kopijų 

skaičius tarp skirtingų ląstelių, taip pat pvz. raumeninės diferenciacijos atveju 

susidaro daugiabranduolinės ląstelės [318]. Tačiau daugeliu atveju, DNR 

kiekis ląstelėje tiesiogiai koreliuoja su ląstelių skaičiumi. Dėl šių priežasčių 

vis daugėja metodų, kurie yra pagrįsti ląstelių visuminės DNR kiekio 

vertinimu [319–321]. Šios disertacijos dalies tikslas buvo sukurti metodą, 

pagrįstą DNR koncentracijos matavimu, kuris būtų tinkamas 2,5 ir 3D 

aplinkoje auginamų ląstelių skaičiaus nustatymui. DNR kiekio įvertinimui 

pasitelkėme plačiai ląstelių tyrimuose naudojamą DAPI dažą. Kadangi, tam 
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tikrais atvejais bendras DNR kiekis gali skirtis skirtinguose ląstelių tipuose, 

mūsų sukurto metodo efektyvumas buvo įvertintas panaudojant platų spektą 

skirtingos kilmės ląstelių – dvi vėžio kilmės ląstelių linijas (žmogaus krūties 

vėžio linija MCF-7 ir pelės hepatomos vėžio linija MH-22a), pelių embrionų 

fibroblastų liniją Swiss 3T3 bei pirmines iš žiurkių dantų pulpos išskirtas 

mezenchimines kamienines ląsteles DPKL. Tyrimo metu buvo įvertinta 

skirtingų genomų ilgio (žmogaus, pelės ir žiurkės), taip pat poliploidinių 

genomų, būdingų vėžinėms ląstelėms, įtaka metodo jautrumui ir tinkamumui. 

Tuo tikslu, pradžioje buvo vertinama dviejų skirtingų sudėčių (NDS ir 

Triton-X100) ląstelių lizės buferinių tirpalų įtaka DAPI foninei 

fluorescencijai. Abiejų detergentų koncentracijoms didėjant, didėjo ir DAPI 

foninis signalas (nesant tirpale DNR), tačiau su NDS detergentu pastebėti du 

tiesiniai procesai. Esant didesnei nei 0,02 % NDS koncentracijai DAPI 

fluorescencijos signalas smarkiai sustiprėjo nei lyginant su mažesnėmis NDS 

koncentracijomis. Yra žinoma, kad NDS gali suformuoti miceles, kurių viduje 

susidaro hidrofobinė aplinka. Į šią aplinką patekus DAPI dažo molekulių 

fluorescencijos signalas smarkiai išauga [322,323]. Triton-X100 atveju, 

didėjant detergento koncentracijai, DAPI foninis fluorescencijos signalo 

stiprumas taip pat didėjo ir procesas buvo tiesinis visame tirtame 

koncentracijų intervale.  

DAPI yra DNR specifinis dažas. Jam susijungus su DNR, DAPI 

sužadinimo koeficientas išauga ~20 kartų, tuo tarpu susijungus DAPI su RNR, 

sužadinimo koeficientas beveik nepakinta ir fluorescencijos emisijos 

maksimumas pasislenka link 500 nm, kai tuo tarpu DAPI susijungimo su DNR 

atveju, emisijos maksimumas būna ties 460 nm bangos ilgiu [324,325]. Šios 

DAPI dažo savybės lemia platų jo pritaikymą ląstelių branduolių dažymui. 

Tačiau, esant labai mažoms DNR koncentracijomis, DNR-DAPI nulemtų 

sąveikų metu DAPI fluorescencija kinta netiesiškai, o tai neleidžia tiksliai 

įvertinti mažų DNR kiekių. Tačiau mūsų tyrimo atveju, panašu, tai neturėjo 

įtakos matuojant net nedidelius ląstelių skaičius. Tiriant Swiss 3T3 ląstelių 

skaičių, nustatyta tiesinė DAPI fluorescencijos signalo priklausomybė nuo 

ląstelių skaičiaus dideliame, net 200–100 000 ląstelių, intervale. Toks platus 

intervalas gali būti nesunkiai pritaikytas plačiam spektrui tyrimų, kurių metu 

svarbu įvertinti ląstelių skaičių. Tačiau, dėl genomų ilgių skirtumų ir vėžinėms 

ląstelėms būdingo genomo poliploidiškumo, vienodas ląstelių skaičius 

generavo skirtingo stiprumo DAPI fluorescenciją [326,327]. Todėl norint 

taikyti šį metodą pirmausia reiktų įsivertinti, kokiame ląstelių intervale DAPI 

fluorescencijos signalas tiesiškai priklauso nuo ląstelių skaičiaus. Kaip matyti 

iš tiesinių modelių, vėžinių ląstelių atvejų, šis metodas buvo beveik dvigubai 



103 

jautresnis (k koeficientai MCF-7 ir MH-22a – 0,0047 ir 0,0041 atitinkamai), 

nei lyginant su kamieninėmis ląstelėmis (k koeficientai Swiss 3T3 ir DPSC 

0,0021 ir 0,0026 atitinkamai). 

Pastebėtina, kad mūsų pasiūlytas metodas negali atskirti gyvų ir 

žuvusių ląstelių, todėl nėra tinkamas vertinti ląstelių žūties sukeltiems ląstelių 

skaičiaus pokyčiams, tačiau sėkmingai buvo išbandytas vertinant pirminių 

DPKL ląstelių proliferaciją ant trijų tipų paviršių – 2D plastiko paviršiaus bei 

3D spausdinimo būdu gautų 2,5D ir 3D paviršių. Kadangi šis metodas nėra 

pagrįstas ląstelių metabolizmo matavimu, jis gali būti plačiai naudojamas 

įvairiuose diferenciacijos tyrimuose, taip pat yra tinkamas mažai metaboliškai 

aktyvioms ląstelėms tirti. Be to, skirtingų detergentų tyrimai parodė, kad 

ląsteles galima lizuoti keliomis stadijomis, pvz. iš pradžių lizės buferiu savo 

sudėtyje turinčiu 0,02 % Triton-X100 galima ištirpinti ląstelių membraną ir 

viduląstelinius baltymus, o vėliau panaudojus lizės buferinį tirpalą su 0,02 % 

NDS detergentu galima baigti sulizuoti ląstelių branduolius. Taip vieno 

eksperimento metu būtų galima vertinti keletą aspektų, pvz. galima įvertinti 

šarminės fosfatazės fermentinį aktyvumą ir išmatuoti ląstelių skaičių viename 

mėginyje.  

4.2. DMKL jautrumas oksidaciniam stresui skirtingo kietumo 

mechaninėse aplinkose 

Mezenchiminės kamieninės ląstelės yra plačiai naudojamos įvairių ligų 

gydimui ir pažeistų audinių regeneracijai [328–334]. Pažeistuose audiniuose 

vyksta įvairūs stresą indukuojantys procesai. Vienas jų - oksidacinis stresas. 

Literatūroje aprašoma daug būdų, skirtų sumažinti žalingą oksidacinio streso 

poveikį ląstelėms, pvz. audinių inžinerijoje yra naudojami karksai praturtinti 

antioksidantais, ląstelių terapijoje kamieninės ląstelės prieš gražinimą atgal į 

organizmą yra auginamos antioksidantų turinčiose mitybinėse terpėse 

[128,335–339]. Tačiau, nepaisant šių pastangų, didžioji dalis ląstelių gražintų 

į organizmą žūva arba kamieninėse ląstelėse oksidacinis stresas inicijuoja 

senėjimo procesus, kurie lemia suprastėjusias regeneracines bei 

imunomoduliacines šių ląstelių funkcijas [128,340,341]. 

Mezenchiminės kamieninės ląstelės randamos įvairiuose audiniuose, 

kurie turi jiems specifinę mechaninę aplinką [340,342]. Ši audinio mechaninė 

aplinka yra labai svarbi jo homeostazei, todėl net nedideli nuokrypiai gali 

sukelti negrįžtamus žalingus audinių pokyčius [300,343–345]. Vėžinių 

susirgimų atveju taip pat stebimas audinio užląstelinio užpildo kietėjimas, 

kuris lemia padidėjusį vėžinių ląstelių atsparumą daliai priešvėžinių vaistų 

[346–348]. Tai rodo, kad mechaninės aplinkos poveikis tiek vėžinėms, tiek 
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kamieninėms ląstelėms yra labai svarbus. Nepaisant to, kol kas beveik nėra 

duomenų apie mechaninės aplinkos įtaką MKL atsparumui oksidacinio streso 

poveikiui, nors šios ląstelės jau yra plačiai naudojamos audinių inžinerijoje ir 

ląstelių terapijoje [328–330]. Dėl to, šio tiriamojo darbo dalyje įvertinome, 

kaip keičiasi DMKL jautrumas oksidaciniam stresui priklausomai nuo 

paviršiaus, ant kurio jos buvo auginamos, kietumo. Mūsų rezultatai parodė 

tiesioginę koreliaciją tarp paviršiaus kietumo ir DMKL jautrumo 

oksidaciniam stresui – kuo kietesnis paviršius, tuo atsparesnės DMKL buvo 

vandenilio peroksido indukuotam oksidaciniam stresui. 

Ląstelės mechaninės aplinkos pokyčius jaučia dėka keturių pagrindinių 

sistemų – mechanojautrių jonų kanalų, fokalinių adhezijų, tarpląstelinių 

sąveikos kompleksų bei branduolio-citoskeleto jungčių kompleksų [2,9,349]. 

Dalyvaujant šioms sistemoms ląstelėse yra inicijuojami įvairūs signaliniai 

keliai, reguliuojantys jų elgesį ir likimą. Ląstelės jaučia padidėjusį užląstelinės 

aplinkos kietumą ir atsako į pokyčius padidindamos savo sąveikos su 

užląsteliniu užpildu stiprumą bei padidindamos savo citoskeleto įtempį 

dalyvaujant aktino-miozino kompleksui [189,350]. Tai lemia ląstelių 

adhezijos ir morfologijos pokyčius. Mūsų gauti duomenys taip pat patvirtino 

šiuos procesus DMKL – nuo paviršiaus kietumo priklausė DMKL adhezija ir 

morfologija. Ant kuo kietesnio paviršiaus ląstelės augo, tuo greičiau jos kibo 

prie paviršiaus ir tuo labiau ant jo išplito. Ši ląstelių adhezijos ir morfologijos 

priklausomybė nuo auginimo paviršiaus kietumo būdinga ne tik DMKL, bet 

ir iš kitų audinių išskirtoms MKL [351–353].  

Paviršiaus kietumas taip pat turi įtakos MKL proliferacijai. Ląstelės yra 

linkusios proliferuoti greičiau ant kietesnių paviršių, tačiau šis procesas nėra 

linijinis ir gali priklausyti nuo konkretaus ląstelių tipo [351,353]. Pavyzdžiui, 

suaugusio individo nervinės kilmės kamieninės ląstelės greičiau proliferuoja 

ant vidutinio kietumo (3,5 kPa) paviršių nei ant kietesnių (10 ir 30 kPa) 

karkasų [354]. Mūsų tirtų DMKL proliferacijos greitis taip pat priklausė nuo 

paviršiaus kietumo – ant kuo kietesnio hidrogelio ląstelės buvo auginamos, 

tuo greičiau jos proliferavo. Greičiausiai ląstelės dalijosi ant 40 kPa kietumo 

hidrogelio, kurio mechaninės savybės yra panašios į dantenų audinio (~25 

kPa). Tačiau ant kiečiausio (10 GPa) plastiko paviršiaus augintos ląstelės 

dalijosi panašiai kaip ir ant vidutinio (8 kPa) kietumo hidrogelio augintos 

DMKL. Tyrimams naudoti hidrogeliai buvo dengti I tipo kolagenu, kai tuo 

tarpu plastikinis paviršius buvo padengiamas vitronektinu ir fibronektinu, 

kurių šaltinis – auginimo terėje esantis FVS. Akivaizdu, ląstelės yra linkusios 

geriau kibti prie kolagenu dengtų paviršių nei prie plastikinio paviršiaus, ypač 

pirmosiomis valandomis po išsėjimo [355]. Todėl, ne tik paviršiaus 
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mechaninės savybės, bet ir pačių ląstelių gebėjimas su juo sąveikauti turi 

įtakos ląstelių procesams. Be to, nors DMKL buvo linkusios proliferuoti 

greičiau ant kietesnių karkasų, tačiau šis procesas nebuvo tiesinis ir gali būti 

nulemtas mezenchiminių ląstelių šaltinio. 

Oksidacinis stresas indukuotas vandenilio peroksidu lėmė MAP kinazių 

raiškos ir fosforilinimo pokyčius. Tačiau paviršiaus kietumas skirtingai veikė 

atskiras MAP kinazes. Taipogi, visos MAP kinazės buvo atsakingos už 

ląstelių išgyvenimo skatinimą, tačiau tik p38 MAP kinazė buvo svarbi audinių 

kietumus atitinkančių hidrogelių atvejais. ERK ir JNK skatino tik ant plastiko 

paviršiaus augintų ląstelių išgyvenimą. Šie rezultatai parodo, kaip svarbu yra 

pasirinkti tinkamą ląstelių tyrimų modelį, kuris leistų tinkamai prognozuoti in 

vivo rezultatus [356]. 

Taip pat ištyrėme, kaip nuo aplinkos kietumo priklauso transkripcijos 

veiksnio AP-1 komponentų c-Jun ir c-Fos raiška ir aktyvinimas oksidacinio 

streso poveikyje. Įdomu tai, kad tik c-Jun raiškos ir forsforilinimas kito 

paveikus ant skirtingų kietumų paviršių augintas ląsteles oksidaciniu stresu. 

Tuo tarpu, c-Fos raiška beveik nekito. Yra žinoma, kad AP-1 gali būti 

sudarytas iš c-Jun šeimos homodimerų arba c-Jun/c-Fos šeimų heterodimerų 

[357]. Nuo AP-1 sudėties priklauso sąveikos su DNR stiprumas. AP-1 

sudarytas iš c-Jun/c-Fos heterodimero su DNR sąveikauja stipriau nei c-Jun 

homodimeras. Tačiau, dažniausiai, pradiniame atsake dalyvauja c-Jun 

homodimeras, o c-Jun/c-Fos heterodimeras stebimas vėlyvesnio atsako metu 

[357,358]. Kadangi vertinome baltymų raiškos pokyčius praėjus valandai po 

poveikio vandenilio peroksidu, gali būti, kad c-Jun/c-Fos heterodimeras dar 

nebuvo inicijuotas. Tuo tarpu, c-Jun raiška ir aktyvinimas tiesiogiai koreliavo 

su MAP kinazės p38 pilnos ir fosforilintos formos kiekiu, o tai sufleruoja, kad 

būtent p38 inicijuoja c-Jun raišką ir fosforilinimą DMKL oksidacinio streso 

metu. 

Mūsų tirtu atveju, geriausiai pasirodė DMKL, augintos ant 40 kPa 

kietumo paviršių. Šios ląstelės greičiausiai tvirtinosi prie paviršiaus ir 

suformavo daugiausiai fokalinių adhezijų. Taip pat, ant 40 kPa augusios 

DMKL greičiausiai dauginosi ir buvo atspariausios oksidaciniam stresui, 

lyginant su ant kitų hidrogelių augusiomis ląstelėmis. Sveikas dantenų 

audinys yra apie 25 kPa kietumo. Iš visų mūsų tirtų skirtingo kietumo 

hidrogelių, 40 kPa hidrogelis savo mechaninėmis savybėmis buvo 

artimiausias dantenų audiniui, todėl, tikėtina, kad į dantenų audinį panašios 

paviršiaus mechaninės savybės būtent ir nulėmė tokią ląstelių elgseną ant šio 

paviršiaus. Tačiau, vis dar yra per mažai žinoma, kad būtų galima tai 

patvirtinti ar paneigti. Skirtingų šaltinių MKL, jas auginant ant plastiko 
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paviršiaus, į oksidacinį stresą reaguoja panašiai [359,360]. Mūsų tyrimas 

parodė, kad DMKL MAP kinazių raiška ir aktyvinimas skyrėsi jas auginant 

ant skirtingų kietumų paviršių. Taip pat, skyrėsi ir jų vaidmuo ląstelėms 

atsakant į oksidacinį stresą. p38 MAPK, kuri buvo svarbi ląstelių išgyvenimui, 

kai DMKL buvo augintos ant audiniams būdingų kietumų paviršių, neturėjo 

didelės įtakos šių ląstelių išgyvenimui jas auginant ant plastikinio 10 GPa 

paviršiaus. Ląstelių terapijoje smegenų (0,5–1,5 kPa) ir plaučių (0,6-5,1 kPa) 

audiniuose vykstančių, oksidacinio streso inicijuotų procesų malšinimui yra 

naudojamos iš kaulų čiulpų (0,1–10,9 kPa) ir riebalinio audinio (~2 kPa) 

išskirtos MKL. Abu MKL šaltiniai turi palyginamas audinių mechanines 

savybes, kaip ir gydomi audiniai. Taigi, jeigu MKL jautrumas oksidaciniam 

stresui skirtingose mechaninėse aplinkose priklauso nuo jų pirminio audinio 

mechaninių savybių, į tai atsižvelgiant būtų galima padidinti tiek ląstelių 

terapijos, tiek ir audinių inžinerijos efektyvumą [331,361–365].  

4.3. Paviršiaus kietumo įtaka MCF-7 ląstelių atsparumui doksorubicinui 

2020 m. pasaulyje buvo diagnozuota daugiau nei 19,3 milijonai naujų 

vėžinių susirgimų ir net 10 milijonų mirčių. Dažniausiai diagnozuojamas 

vėžinis susirgimas yra krūties vėžys (2,3 milijonai naujų atvejų), po jo seka 

plaučių (2,2 milijonai naujų atvejų) ir prostatos (1,4 milijonai naujų atvejų) 

vėžiniai susirgimai. Daugiausiai gyvybių nusinešė plaučių (1,79 milijonai 

mirčių), kepenų (0,8 milijonai mirčių) ir skrandžio (0,7 milijonai mirčių) 

vėžiniai susirgimai [366]. 2020 m. duomenimis, JAV tik širdies ir kraujagyslių 

ligos nusinešė daugiau gyvybių [367]. Taigi, vėžiniai susirgimai išlieka viena 

iš pagrindinių mirties priežasčių pasaulyje. Ir nors šiuo metu yra sukurta daug 

naujų inovatyvių vėžio gydymo metodikų, vis dar ieškoma naujų, terapinį 

potencialą turinčių, sprendimų. Vienas jų – pastaruoju metu daug dėmesio 

vėžinių susirgimų tyrimuose susilaukusi mechanobiologija [187], kuri tiria 

kaip užląstelinio užpildo bei audinio ląstelių mechaninės savybės veikia 

įvairius ląstelių procesus. Yra žinoma, kad mechaninė aplinka daro įtaka 

vėžinių ląstelių standumui, migracijai, poliarizacijai, žūčiai ir išgyvenimui, 

citoskeleto ir organelių organizacijai ir net genų raiškai [187]. Dėl to, 

mechanojutime dalyvaujantys baltymų kompleksai ir jų inicijuojami 

signaliniai keliai gali būti naujais terapiniais taikiniais. Tikimasi, kad vėžio 

mechanobiologijos tyrimai atskleis procesus, vykstančius vėžinėse ląstelėse 

joms atsakant į priešvėžinius vaistus bei padės išsiaiškinti metastazavimo 

mechanizmus. Tikimasi, kad šios žinios leis pagerinti vėžinių susirgimų 

gydymo veiksmingumą. Dėl to, šioje darbo dalyje tyrėme, kokią įtaką krūties 

vėžio ląstelių linijai MCF-7 turi skirtingo kietumo poliakrilamidinai paviršiai, 
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atitinkantys organizmo minkštuosius, vidutinio kietumo ir kietuosius 

audinius. Taip pat, įvertinome, ar mechaninė aplinka daro įtaką vieno 

populiariausių krūties vėžio gydymui naudojamo vaisto, doksorubicino, 

efektyvumui. 

Mūsų rezultatai parodė, kad mechaninė aplinka svarbi krūties vėžio 

MCF-7 ląstelių linijai – net sąlyginai trumpai ant hidrogelių augintos ląstelės 

pradėjo elgtis kitaip nei ant plastiko paviršiaus. Nuo paviršiaus kietumo 

priklausė MCF-7 ląstelių adhezijos kinetika, morfologija ir netgi proliferacija. 

Tokie patys pokyčiai buvo pademonstruoti ir kitose vėžinėse ląstelėse 

naudojant įvairiai struktūrizuotus paviršius, PDMS mikroskysčių sistemas 

[9,296,368–371]. Šie procesai reguliuojami dalyvaujant įvairiems 

signaliniams keliams, įskaitant ir Rho-ROCK-Miozino bei YAP/TAZ 

signalinius kelius [371,372].  

Paviršiaus kietumas taip pat lėmė skirtingus MAP kinazių raiškos ir 

aktyvinimo profilius MCF-7 ląstelėse. Nustatėme, kad fosfo-FAK kiekis 

ląstelėse priklausė nuo paviršiaus kietumo ant kurio MCF-7 buvo auginamos, 

o tai galėjo turėti įtakos skirtingam MAPK kiekiui ir aktyvinimui skirtingo 

kietumo aplinkose [373]. Kadangi MAP kinazės reguliuoja įvairius ląstelėse 

vykstančius procesus, tarp jų ir ląstelių žūtį bei išgyvenimą, todėl įvertinome, 

ar skirtingi MAP kinazių raiškos ir aktyvinimo pokyčiai darė įtaką šių MAP 

kinazių vaidmeniui vėžinėms ląstelėms atsakant į doksorubicino poveikį 

skirtingo kietumo aplinkose. Iš tiesų, nuo paviršiaus kietumo, ant kurio augo 

MCF-7 ląstelės, priklausė ir MAPK vaidmuo. Visos trys MAP kinazės – ERK, 

JNK ir p38 – buvo atsakingos už ląstelių žūties reguliavimą esant 

minkščiausiai 1 kPa aplinkai, tuo tarpu ant kietesnių hidrogelių – 8 ir 40 kPa, 

augintose ląstelėse tik JNK kinazė darė reikšmingą įtaką ląstelių skaičiaus 

pokyčiui. Ši kinazė ant visų tirtų hidrogelių skatino ląstelių žūtį. Tuo tarpu, 

ant kieto 10 GPa plastiko paviršiaus nei JNK, nei p38 MAP kinazės neturėjo 

aiškiai išreikštos rolės atsakant ląstelėms į doksorubicino poveikį. Tačiau 

MAP kinazė – ERK, buvo atsakinga už ląstelių žūties inicijavimą ir ant 

plastiko augintose MCF-7 ląstelėse. Yra žinoma, kad padidėjusi MAP kinazių 

raiška ir aktyvinimas krūties vėžio atveju yra siejamas su didesne mirties 

rizika, blogesne prognoze [374]. Kadangi ant minkštesnių paviršių stebėtas 

MAP kinazių raiškos ir aktyvinimo sumažėjimas, tai galėjo lemti pasikeitusi 

šių kinazių vaidmenį.  

Nustatėme, kad paviršiaus kietumas turėjo įtakos ir MCF-7 ląstelių 

atsparumui doksorubicino poveikiui, tačiau šis efektas nebuvo aiškiai 

išreikštas. Tik esant >10 µM chemoterapinio vaisto koncentracijai stebėti 

skirtumai tarp ant hidrogelių ir ant plastiko augintų ląstelių skaičiaus pokyčio. 
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Siekiant detalizuoti mechaninės aplinkos svarbą, nusprendėme 10 dienų 

tiriamas krūties vėžio ląsteles stimuliuoti skirtingo kietumo aplinka. Tuo 

tikslu, ląstelės nustatytą laiko tarpą buvo auginamos arba ant minkščiausio 1 

kPa hidrogelio ir kiečiausio 10 GPa plastiko paviršiaus. Šis ląstelių 

mechaninis stimuliavimas minkštu paviršiumi turėjo įtakos jų morfologijai ant 

tirtų skirtingų kietumų paviršių. 1 kPa paviršiumi stimuliuotos ląstelės buvo 

labiau išplitusios ant visų tirtų hidrogelių, tuo tarpu su plastikiniu paviršiumi 

stipriau sąveikavo kietu paviršiumi stimuliuotos MCF-7 ląstelės. Šie skirtumai 

galėjo būti nulemti ląstelių mechaninės atminties [375]. Yra žinoma, kad po 

10 dienų MKL auginimo ant kieto paviršiaus, jos išsėjus ant minkšto, jos 

toliau elgiasi it augtų ant kieto paviršiaus [298,375]. Šiuo atveju, su krūties 

vėžio ląstelių linija MCF-7 mes pademonstravome atvirkšią procesą. 

YAP/TAZ baltymų ląstelinis pasiskirstymas taip pat priklauso nuo ląstelių 

auginimo aplinkos [376–378]. Auginant MCF-7 ląsteles ant minkštų paviršių, 

YAP/TAZ telkiasi ląstelių citoplazmoje, tuo tarpu auginant ant kietų paviršių 

– branduolyje. Šiuo atveju, YAP/TAZ kompleksas veikia kaip reostatas ir jo 

pasiskirstymo skirtumai leidžia ląstelėms jausti ir prisitaikyti prie kintančios 

mechaninės aplinkos [66,379]. Tai reiškia, kad 10 dienų laikotarpis MCF-7 

stimuliuojant minkšta aplinka yra pakankamas, kad MCF-7 labiau prisitaikytų 

augti minkštoje aplinkoje, nei tik ant kieto paviršiaus augintos ląstelės. 

Mechaninis stimuliavimas taip pat turėjo įtakos MCF-7 ląstelių 

proliferacijai. Minkštai stimuliuotos ląstelės greičiau dalijosi tiek ant minkšto, 

tiek ant kieto paviršiaus. Tą galėjo lemti YAP/TAZ baltymo pasiskirstymas. 

Yra žinoma, kad YAP/TAZ kontroliuoja įvairius procesus ląstelėse, tarp jų ir 

proliferaciją [380,381]. Kietėjant paviršiui mes stebėjome didėjančią MAP 

kinazių raišką, kuri taip pat reguliuoja ląstelių proliferacijos procesus. 

Mechaninis stimuliavimas lėmė ląstelių jautrumo padidėjimą 

doksorubicinui. Tiek minkštai, tiek kietai stimuliuotos ląstelės apie 10 kartų 

buvo jautresnės doksorubicino poveikiui nei nestimuliuotos MCF-7 ląstelės. 

Tai galėjo nulemti taikyta tyrimo metodiką. Iš karto po stimuliacijos, ląstelės 

buvo užšaldomos ir atšildomos prieš pat eksperimentą. Perkeltos ant tiriamo 

paviršiaus ląstelės jau po 24 valandų buvo veikiamos tiriamosiomis vaisto 

koncentracijomis. Tačiau, kadangi buvo tiriama ir kietai stimuliuota kontrolė, 

tai leido tinkamai įvertinti stimuliacijos bei ląstelių užšaldymo–atšildymo 

poveikį doksorubicino jautrumui. Kietai stimuliuotos ląstelės tik esant 

didesnėms koncentracijoms buvo atsparesnės šio vaisto poveikiui. Tai parodė, 

kad mechaninės aplinkos kietumas silpnai veikė ląstelių atsaką į 

doksorubicino poveikį. Qin su kolegomis, atlikę panašius tyrimus su kita 

krūties vėžio ląstelių linija MDA-MB-231, gavo priešingus rezultatus [382]. 
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Šiuo atveju, MDA-MB-231 tyrėjai augino ant 10, 38 ir 57 kPa 

poliakrilamidinių hidrogelių ir nustatė, kad 38 kPa paviršius beveik 

padvigubino ląstelių atsparumą doksorubicino poveikiui. Tuo tarpu, mūsų 

tyrime naudoti panašaus kietumo paviršiai (8 ir 40 kPa) neturėjo 

reikšmingesnio poveikio. Ant 10 ir 8 kPa augintos ląstelės demonstravo labai 

panašų, nuo doksorubicino priklausomą ląstelių citotoksiškumą. Taigi, arba 

šio tyrimo duomenys prieštarauja mūsų gautiems rezultatams, arba nedidelis 

~2 kPa kietumų skirtumas galėjo turėti reikšmingos įtakos ląstelių jautrumui 

doksorubicino poveikiui. Gautus skirtumus galimai būtų galima būtų 

paaiškinti ir šių dviejų ląstelių linijų skirtumais – MDA-MB-231 neturi PR, 

ER ir ŽEAV2R (sudaro 15–20 % visų krūties vėžio atvejų), kai tuo tarpu 

MCF-7 neekspresuoja tik ŽEAV2R žymens (~70 % visų krūties vėžio atveju) 

[231,383]. Taipogi, MDA-MB-231 yra daug invazyvesnė krūties vėžio 

ląstelių linija, kuriai būdinga padidėjusi užląstelinio užpildo proteazių raiška, 

kai tuo tarpu, MCF-7 metastazės nėra labai būdingos ir pelėse jos išsivysto tik 

padidinus estrogeno kiekį [384,385]. Galimai šie skirtumai lemia ir šių dviejų 

krūties vėžio ląstelių linijų skirtingą reakciją į mechaninius veiksnius. 

Kitame tyrime, analizuojant ant minkštų (0,2 ir 2 kPA) alginato 

matrigelių auginamas MCF-7 ląsteles nebuvo nustatyta ryškesnė aplinkos 

kietumo įtaka ląstelių jautrumui doksorubicino poveikiui [386]. Taigi, galime 

teikti, kad mechaninė aplinka visgi daro įtaką MCF-7 ląstelėms – 

priklausomai nuo aplinkos kietumo keičiasi ląstelių adhezija, morfologija ir 

proliferacija. Taip pat kinta ir MAP kinazių raiška bei aktyvinimas, 

suformuotų fokalinių adhezijų skaičius. Tačiau, mechaninė aplinka turėjo tik 

nežymų poveikį MCF-7 ląstelių jautrumui doksorubicino poveikiui. Net 

papildomai 10 dienų minkštai stimuliuotos ląstelės panašiai reagavo į 

doksorubicino poveikį. Gali būti, kad doksorubicino veikimo mechanizmas 

yra nepriklausomas nuo mechaninių veiksnių įtakos šioje krūties vėžio ląstelių 

linijoje. 
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IŠVADOS 

1. Sukurtas metodas, pagrįstas DAPI sąveika su DNR, leidžiantis įvertinti 

ląstelių skaičių 2D, 2,5D ir 3D aplinkose, nepriklausomai nuo ląstelių 

metabolizmo. Šiuo metodu negalima atskirti gyvų ir žuvusių ląstelių, 

todėl jis nėra tinkamas vertinti poveikiams, sukeliantiems ląstelių žūtį. 

Prieš taikant šį metodą rekomenduotina įvertinti, kokiame ląstelių 

skaičiaus intervale DAPI fluorescensijos signalas tiesiškai priklauso 

nuo ląstelių skaičiaus. 

2. Žmogaus dantenų mezenchiminių kamieninių ląstelių adhezija, 

morfologija, suformuotas fokalinių adhezijų skaičius, proliferacija, 

MAPK raiška ir aktyvinimas priklauso nuo paviršiaus kietumo – 

nustatytas optimalus paviršiaus kietumas šioms ląstelėms – 40 kPa 

hidrogelis. Paviršiaus mechaninės savybės taip pat daro įtaka dantenų 

mezenchiminių kamieninių ląstelių atsparumui oksidacinio streso 

poveikiui – kuo paviršius kietesnis, tuo mezenchiminės kamieninės 

ląstelės atsparesnės oksidaciniam stresui. 

3. MAPK vaidmuo mezenchiminėse kamieninėse ląstelėse kinta 

keičiantis paviršiaus mechaninėms savybėms. Nustatyta, kad ant 

skirtingų audinių kietumus atitinkančių paviršių augintose dantenų 

mezenchiminėse kamieninėse ląstelėse p38 MAPK atsakinga už 

ląstelių išgyvenimo skatinimą, kai tuo tarpu ERK ir JNK MAPK neturi 

aiškaus vaidmens. Tačiau ant plastiko paviršiaus stebėta priešinga 

tendencija – JNK ir ERK skatina ląstelių išgyvenimą, o p38 neturi 

aiškios funkcijos. 

4. MCF-7 ląstelių adhezija, morfologija ir suformuotų fokalinių adhezijų 

skaičius, proliferacija, FAK ir MAPK raiška bei fosforilinimas 

priklauso nuo paviršiaus mechaninių savybių, tačiau mechaninės 

aplinkos savybės beveik neturi įtakos šių ląstelių atsakui į 

chemoterapinio vaisto doksorubicino poveikį – nustatytas tik nežymus 

MCF-7 ląstelių jautrumo doksorubicinui didėjimas mažėjant paviršiaus 

kietumui. 

5. MAPK vaidmuo krūties vėžio linijos MCF-7 ląstelėse kinta keičiantis 

paviršiaus mechaninėms savybėms. Nustatyta, kad ant minkščiausio, 1 

kPa paviršiaus visos trys MAPK atsakingos už ląstelių žūties 

iniciavimą. Kietėjant hidrogelio paviršiui, tik JNK išlaiko šį savo 

vaidmenį, kai tuo tarpu ERK ir p38 aiškiai išreikštos funkcijos ant 

kietesnių hidrogelių neturi. Tuo tarpu ant plastiko paviršiaus, tik ERK 

kinazė atsakinga už žūties iniciavimą. 
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6. Mechaninis stimuliavimas minkšta aplinka reikšmingai veikia tirtų 

krūties vėžio ląstelių morfologiją ir proliferaciją – šios ląstelės daug 

geriau sąveikauja su hidrogeliais nei kietu paviršiumi stimuliuotos 

ląstelės. Minkštu paviršiumi stimuliuotos ląstelės pasižymi daug 

didesniu proliferacijos potencialu  tiek minkštoje, tiek kietoje aplinkoje. 

Tačiau mechaninis stimuliavimas neturi aiškiai išreikštos įtakos MCF-

7 ląstelių jautrumui doksorubicino poveikiui kietoje aplinkoje. 

Skirtumai nustatomi tik ląsteles paveikus didžiausia doksorubicino 

koncentracija.  
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PRIEDAI 

 

P1 pav. Fosfo-c-Fos baltymo Western blot analizė DMKL su teigiama 

kontrole – pelės širdies lizatu. A – fosfo-c-Fos baltymo kiekis DMKL ir pelės 

širdies lizate. B – GAPDH baltymo lygis. GAPDH naudotas kaip užnešimo 

kontrolė. 
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