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SANTRUMPOS 
 
 
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma 
GKPLK – galvos ir kaklo plokščiųjų ląstelių karcinoma 
GP – gerklų papiloma 
CAM – chorioalantojinė membrana 
ŽPV – žmogaus papilomos virusas 
DMM CK – didelės molekulinės masės citokeratinas 
PLBA – proliferuojančių ląstelių branduolių antigenas 
MMP 9 – matrikso metaloproteinazės 
ŽFP – žaliai fluorescuojantis baltymas 
Ki-67 – ląstelių dauginimosi žymuo 
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ĮVADAS 
 

Gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma (GPLK) yra antras pagal dažnumą 
viršutinių kvėpavimo takų piktybinis navikas, kuris kasmet diagnozuojamas 
dešimčiai iš 100 000 Europoje gyvenančių vyrų. Nustatyta, jog tik 63 proc. 
šios lokalizacijos vėžiu sergančių pacientų išgyvena 5 metus. Remiantis 
moksliniais tyrimais, daugelyje šalių, taip pat ir Lietuvoje yra taikomos 
efektyviausios, įrodymais grįstos GPLK diagnostikos ir gydymo priemonės. 
Ir vis dėlto šių ligonių vidutinė penkerių metų gyvenimo trukmė per pasta-
ruosius 30 metų neilgėja [1–3]. 

Gerklų papilomatozė (GP) yra dažniausiai diagnozuojamas nepiktybinis 
gerklų navikas, kuris nustatomas 4,0–4,3 iš 100 000 vaikų ir 1,8–2,0 iš 
100 000 suaugusių per metus [4–6]. Liga pasireiškia nekontroliuojamu 
gerklų gleivinės epitelio ląstelių dauginimusi, dėl to formuojasi egzofitinės 
epitelio išaugos, siaurinančios gerklų spindį [7–10]. Dėl šios priežasties GP 
sergančių pacientų klinikinė eiga yra nenuspėjama. Liga gali recidyvuoti 
nuo keleto kartų per metus iki keleto kartų per mėnesį ar išplisti už gerklų 
anatominių ribų [7, 11]. Literatūroje nurodoma, kad GP paveiktose gerklų, 
trachėjos ar bronchų gleivinės epitelio ląstelėse gali prasidėti piktybiniai 
procesai, tuomet plokščialąstė papiloma gali virsti plokščiųjų ląstelių karci-
noma [12–15].  

Nepaisant mokslo pasiekimų ir įdiegiamų modernių diagnostikos ir gy-
dymo naujovių į klinikinę praktiką, GPLK ir GP ligos eigą yra sunku 
kontroliuoti, kaip ir pagerinti šiomis ligomis sergančių pacientų gyvenimo 
kokybę ar prailginti jų gyvenimo trukmę [2, 7, 11, 16]. Iki šiol atliktos 
mokslinės studijos nepajėgė išaiškinti daugelio GPLK ir GP augimo, plitimo 
ir atsinaujinimo mechanizmų žmogaus organizme. Klinikinėje praktikoje 
taikomi sprendimai remiasi eksperimentinių in vitro [17], epidemiologinių 
[1] ir kitokio pobūdžio studijų rezultatais, kuriais neįmanoma nustatyti šių 
navikų tikslių patofiziologinių procesų.     

Gyvose in vivo terpėse GPLK ir GP navikai dar nepakankamai ištirti, 
nors tokių tyrimų rezultatai galėtų efektyviausiai atskleisti navikų biolo-
ginius veiksnius ir augimo mechanizmus [18–20]. Todėl GPLK ir GP navi-
kų biologinei išraiškai tyrinėti mes sukūrėme eksperimentinį in vivo modelį 
viščiuko embriono chorioalantojinėje membranoje (CAM). Manome, jog tik 
geresniau suvokiant GPLK ir GP fiziologinius procesus galima kurti naujas, 
efektyvias šių ligų diagnostikos ir gydymo priemones. 
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1. DARBO TIKSLAS IR UŽDAVINIAI 
 

Darbo tikslas 
 
Sukurti gerklų papilomos bei gerklų plokščiųjų ląstelių karcinomos  in 

vivo eksperimentinį modelį, implantuojant šių navikų audinių gabalėlius ant 
viščiuko embriono chorioalantojinės membranos ir nustatyti joje bei prigi-
jusiuose navikiniuose audiniuose vykstančius pakitimus bei šių pokyčių kli-
nikinę svarbą.  

 
Darbo uždaviniai: 

1. Nustatyti, ar viščiuko embriono chorioalantojinė membrana (CAM) yra 
tinkama terpė eksperimentiniams in vivo tyrimams su gerklų plokščiųjų 
ląstelių karcinomos (GPLK) ir gerklų papilomos (GP) navikais vykdyti. 

2. Įvertinti, kokius makroskopinius, histologinius, imunohistocheminius, in 
vivo biomikroskopija bei fluorescencine stereomikroskopija identifikuo-
jamus eksperimentinės CAM, chorioninio epitelio bei mezodermoje 
vykstančios kraujotakos pakitimus sukelia  ant viščiuko embriono CAM 
implantuoti GPLK ir GP naviko audiniai. Šiuos pokyčius palyginti su 
kontrolinės grupės CAM atitinkamais požymiais bei GPLK ir GP 
grupėse. 

3. Nustatyti, ar GPLK ir GP naviko implantai, augdami ant CAM, išlaikė 
savo histologinę struktūrą viso eksperimento metu, bei įvertinti šių 
navikų augimo ir plitimo ant CAM pobūdį.  

4. Palyginti GPLK ir GP biologines išraiškas viščiuko embriono CAM su 
šių navikų klinikinėmis išraiškomis pacientų – GPLK ir GP „donorų“ – 
organizme.  

 
Darbo mokslinis naujumas 
 
GP yra dažniausiai nustatomas nepiktybinis viršutinių kvėpavimo takų 

navikas [4–6]. Daugeliu atvejų GP, ypač vaikų amžiuje, pasireiškia agre-
syvia ir sunkiai kontroliuojama eiga, o kartais gali baigtis ir paciento mir-
timi [6, 21, 22]. Dėl šios priežasties atliekama vis daugiau mokslinių tyrimų, 
kuriais tikimasi rasti informacijos, kodėl GP yra tokia kliniškai hetero-
geniška, kokie pagrindiniai patogenetiniai veiksniai skatina papilomos 
augimą ir galbūt kokie faktoriai galėtų sustabdyti GP progresavimą. 

Tuo tarpu GPLK, kaip ir kitos lokalizacijos vėžinių susirgimų, vysty-
mosi, diagnostikos bei gydymo uždaviniai yra spendžiami jau daugelį metų. 
Literatūroje galima aptikti įvairių mokslinių tyrimų, siekiančių išsiaiškinti, 
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kaip būtų galima pagerinti GPLK diagnostiką bei optimizuoti gydymą [23]. 
Bet vis tiek dar išlieka neatsakytų klausimų, kaip sustabdyti GPLK pro-
gresavimą, prognozuoti ligos eigą bei efektyviai gydyti ja sergančius pa-
cientus. 

Pastaruoju metu literatūroje pasirodo duomenų apie tai, kad eksperi-
mentinių in vitro studijų rezultatai negali būti visiškai tapatinami su kli-
nikiniais duomenimis [24]. Yra žinoma, jog ląstelių kultūroje žmogaus 
papilomos viruso (ŽPV) replikacija nevyksta. ŽPV kultivuojant audinių 
kultūrose, viruso DNR išlieka labai jautri aplinkos pokyčiams, taigi, tokių 
eksperimentų apimtis vis dar lieka ribota [24–26]. Be to, mėgintuvėlyje ir 
gyvoje terpėje žmogaus naviko ląstelės auga ir vystosi skirtingai. In vivo 
užaugintų naviko ląstelių vystymosi fiziologiniai etapai yra labiau panašūs į 
tuos, kurie vyksta joms dauginantis žmogaus organizme, palyginti su ląs-
telių kultūromis, augintomis in vitro terpėje [27]. Taigi, žmogaus navikų 
tyrimuose eksperimentinių in vivo studijų mokslinė vertė vis didėja. 

Moksliniai žmogaus navikų ląstelių ar jų audinių kultūrų tyrinėjimai yra 
atliekami pasitelkiant skirtingus gyvūnų modelius [28–32]. Vienas iš jų –  
viščiuko embriono CAM. Pastaroji gana plačiai naudojama eksperimen-
tinėse studijose su žmogaus navikais [33–36]. Iki šiol nėra atlikta mokslinių 
studijų, analizuojančių GPLK ir GP poveikį viščiuko embriono CAM [27]. 
Be to, šie navikai menkai ištirti ir taikant kitus eksperimentinius in vivo 
modelius [18, 19, 28]. 

Mūsų atliktas eksperimentinis in vivo tyrimas yra pirmasis pasaulyje, 
kuris analizuoja, kaip GPLK ir GP naviko gabalėliai prigyja ir kokiu būdu 
plinta po jų implantavimo ant viščiuko embriono CAM. Nuodugniai išty-
rėme, kokie atsiranda makroskopiniai, histologiniai, imunohistocheminiai 
pokyčiai, nustatomi in vivo biomikroskopine bei fluorescencine stereomik-
roskopija eksperimentinėse CAM bei prie jų prigijusiuose GPLK ir GP 
naviko gabalėliuose. Pokyčių patikimumą įrodėme juos palyginę su kont-
roline grupe.  

Be to, prie CAM prigijusiuose GPLK ir GP gabalėliuose ir pačioje CAM 
atsiradusius pakitimus palyginome su klinikiniais GPLK ir GP požymiais, 
kai šie audiniai augo žmogaus gerklose. Nustatėme statistiškai patikimas 
sąsajas tarp šių navikų augimo pobūdžio ant CAM ir žmogaus organizme. 

Taigi, galime daryti prielaidą, jog tokį GP  ir GPLK morfologinės išraiš-
kos viščiuko embriono CAM modelį galima pritaikyti šių navikų vysty-
muisi, angiogenezei, invaziškumui ir metastazavimui tirti, o ateityje ir gy-
dymo galimybėms įvertinti.  
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2. LITERATŪROS APŽVALGA 
 

2.1. GPLK ir GP paplitimas ir priežastys 
 

GPLK yra antras pagal dažnumą viršutinių kvėpavimo takų navikas ir 
šeštas iš dažniausiai diagnozuojamų vėžinių susirgimų pasaulyje [1, 2]. 
Literatūroje nurodoma, kad GPLK yra labiau paplitęs tarp vyrų ir sudaro 
96 proc. visų sergančiųjų GPLK [37]. Remiantis Tarptautinės vėžio tyrimų 
agentūros registru, 2008 m. Europoje GPLK susirgo 10 iš 100 000 vyrų, 
kurių standartizuotas mirtingumo rodiklis dėl GPLK sudarė 2,2 iš 100 000 
[1].  

Šios srities vėžio išsivystymas siejamas su tabako rūkymu. Tiems pacien-
tams, kurie kada nors rūkė tabako cigaretes, Jungtinės Karalystės vėžio 
tyrimų organizacijos duomenimis, rizika susirgti GPLK padidėjo 8,3 karto, 
palyginti su tais pacientais, kurie niekada nerūkė. Nustatyta, kad rizika 
susirgti GPLK tiesiogiai priklauso ir nuo per dieną surūkytų cigarečių skai-
čiaus. Jam didėjant, GPLK išsivystymo tikimybė taip pat didėja, ir atvirkš-
čiai – nustojus rūkyti, per pirmus metus rizika susirgti gerklų vėžiu su-
mažėja iki 30 proc., o po 10 metų iki 64 proc. [38]. Tarptautinės vėžinio 
tyrimų agentūros registre nurodoma, kad pasyvus rūkymas taip pat gali 
skatinti GPLK išsivystymą [38]. Rizikos grupėje yra tie pacientai, kurie 
prirūkytose patalpose praleidžia daugiau nei 10 metų [38]. 

GPLK išsivystymą gali lemti ir nesaikingas alkoholio vartojimas (t. y. 
daugiau nei 1,5 standartinių alkoholio vienetų per parą), kuris tikimybę 
susirgti gerklų vėžiu padidina 2,5 karto [38]. Tarptautinės vėžinio tyrimų 
agentūros registro duomenimis, riziką padidina ir dažnas tiesioginis sąlytis 
su stipriomis neorganinės kilmės rūgštimis bei asbestu, gausus riebios 
mėsos vartojimas, būklė po organų transplantacijos, gastroezofaginio 
refliukso liga, imunodeficito virusas, kitos lokalizacijos galvos ir kaklo 
vėžys bei žmogaus papilomos viruso infekacija (ŽPV) [1, 2, 38]. Nuomonės 
dėl ŽPV įtakos GPLK išsivystymui yra kontraversiškos [2, 8, 13, 39].  

Nustatyta, kad ŽPV žmogaus viršutiniuose kvėpavimo takuose daž-
niausiai pasireiškia ryklės ir/ar gerklų srities papilomatoze, kuri gali iš-
ryškėti bet kuriame amžiuje [22]. Suaugusiems GP diagnozuojama 2 at-
vejais iš 100 000, tačiau tarp vaikų GP pasireiškia dažniau – 4 iš 100 000 
[8]. Retrospektyvinėse ir prospektyvinėse studijose buvo patvirtinta, kad 
ŽPV gali būti perduota iš motinos vaisiui gimdymo metu, t. y. vertikalios 
transmisijos būdu. Literatūroje pateikiami statistiniai duomenys byloja, kad 
motinos lytinių takų kondilomatozė didina riziką apsikrėsti ŽPV kūdikiui 
gimstant. Rizika dar labiau padidėja, jei motina yra pirmakartė ir/ar 
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gimdymas trunka daugiau nei 10 valandų. Yra manoma, kad ŽPV gali būti 
perduodama ir humorališkai. Tai įrodo klinikinėje praktikoje pasitaikantys 
reti atvejai, kai gerklų papilomatozė išsivysto vaisiui esant gimdoje, o 
pirmieji jos požymiai pasireiškia vos gimusiam naujagimiui [6, 14]. Suau-
gusiųjų GP yra siejama su orogenitaliniu ŽPV perdavimu. Be to, dažniau 
diagnozuojama žemesnės socialinės klasės pacientams, kurie turi daugiau 
nei vieną lytinį partnerį [6, 24]. 

Iš 120 ŽPV subtipų dažniausiai aptinkami ŽPV-6 ir ŽPV-11 tipai (90 proc. 
atvejų) [8]. Šių tipų virusai dažniau sukelia vaikų ar juvenilinę gerklų papi-
lomatozę, kuri įprastai pasireiškia iki 5 metų amžiaus. O štai ŽPV-16 ir 
ŽPV-18 tipai yra kur kas retesni, tačiau pastarieji siejami su dažnesniu 
GPLK išsivystymu [8, 40]. Remiantis sistemine 55 epidemiologinių tyrimų, 
atliktų iki 2012 metų apžvalga, pacientams, nešiojantiems ŽPV virusą, tiki-
mybė susirgti GPLK padidėja 5,39 karto (CI, 3.25-8.94), o nešiojantiems 
ŽPV-16 tipo virusą – netgi 6,07 karto (CI, 3.44-10.70) [40].  
 

2.2. GPLK biologinės savybės 
 

Gerklų vėžys pradeda vystytis plokščiosiose gerklų gleivinės epitelio 
ląstelėse, veikiant 2.1 skyriuje nurodytiems rizikos faktoriams. Daugeliu 
atvejų pirmieji mikroskopiniai pakitimai gerklų epitelio ląstelėse yra ver-
tinami kaip displazija [41, 42]. Tai tokia gerklų gleivinės būklė, kai epitelio 
ląstelės nebeturi normalios histologinės sandaros (ląstelių atipija), taip pat 
stebimas nenormalus ląstelių dalijimosi ciklas (displazija), tačiau jose dar 
nėra vėžiui būdingų požymių. Ši būklė nebūtinai baigiasi gerklų vėžio 
išsivystymu, tačiau, ir toliau veikiant rizikos faktoriams, ypač rūkymui, tiki-
mybė, jog gerklų epitelio ląstelių displaziją pakeis kita histologinė būklė – 
karcinoma in situ, gerokai padidėja [41, 43].  

Karcinoma in situ yra anksčiausia gerklų vėžio forma. Ji nustatoma 
tuomet, kai visuose gerklų epitelio sluoksniuose aptinkama displastiškų 
ląstelių. Be to, pastarosios jau turi vėžiui būdingų požymių, kaip antai: 
daugiasluoksnio epitelio ląstelių suplokštėjimas ir jų keratinizacija, aiški 
ląstelių branduolių atipija, ląstelių apoptozės požymiai su išreikšta cito-
plazmine eozinofilija ar be jos [43, 44]. Minėtus pokyčius turinčios ląstelės 
dar nebūna išplitusios už gerklų gleivinės epitelio pamatinės membranos 
ribų [41]. Ši gerklų vėžio stadija dažniausiai yra visiškai išgydoma, tačiau 
laiku jos nediagnozavus ar netaikant reikalingo gydymo, karcinoma in situ 
gali progresuoti iki invazinio gerklų vėžio – GPLK [41].  

GPLK yra diagnozuojama tuomet, kai epitelio ląstelės, turinčios vėžiui 
būdingus požymius, išplinta už gerklų gleivinės epitelio pamatinės memb-
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ranos ribų, apima šalia esančius audinius, išplinta į gretimas anatomines 
sritis ir/ar kitus kūno organus [41]. Literatūroje nurodoma, kad mikroin-
vazinė GPLK tarp patologų suprantama ir aiškinama skirtingai. Kai kurių 
autorių duomenimis, invazine GPLK galima vadinti apie 1–2 mm pamatinės 
membranos pločio apimančią displaziją. Kiti teigia, jog pakitimai turi būti 
peržengę pamatinės membranos ribas bent keliuose histologiniuose vaiz-
duose, turi būti aiškiai matomos epitelio išaugos, vadinamieji „liežuviai“ bei 
displazijos židinių (lizdų) formavimasis invazijos vietose [42, 43].  

Klinikiniam GPLK išplitimui vertinti naudojama tarptautinė TNM kla-
sifikacija, kur T nurodo paties naviko išplitimą gerklose ar už jų ribų, N – 
limfmazgių būklę, M – metastazių buvimą. Tiesioginis naviko peraugimas į 
regioninius limfinius mazgus taip pat aprašomas kaip metastazė ir taip, kaip 
ir metastazės į tolimuosius limfinius mazgus už regioninių limfmazgių, pri-
skiriamos M kategorijai. Klinikinėje praktikoje naudojamas ir morfologinis 
navikinių ląstelių diferenciacijos įvertinimas, kuris apibūdinamas raide G. 
Navikas, kurio ląstelių diferenciacija atitinka G1 laipsnį, dažniausiai auga 
egzofitiškai, jo ląstelės tebeturi pakankamą citoplazmos plotą, geba kaupti 
keratiną, o mitozių skaičius nėra didelis – tokio naviko metastazinės 
savybės, manoma, yra menkos. Diferenciacijos laipsniui didėjant, blogėja ir 
ligos prognozė. Literatūroje nurodoma, jog gerai diferencijuotos (G1) vė-
žinės ląstelės savo morfologine sandara primena gerklų epitelines ląsteles, 
jos auga ir vystosi lėtai. O blogai diferencijuotos ar  nediferencijuotos 
GPLK ląstelės yra visiškai praradusios gerklų epiteliui būdingą morfologiją, 
yra netaisyklingų formų ir dažniausiai neturi aiškios struktūros (anaplazija). 
Šios ląstelės auga ir plinta į gretimas sritis greitai ir mažai prognozuojamai, 
yra siejamos su blogesne GPLK prognoze bei trumpesne paciento gyvenimo 
trukme [45]. Tos GPLK ląstelės, kurioms nustatytas vidutinis diferen-
ciacijos laipsnis G2, nėra tokios agresyvios kaip G3 ir G4 diferenciacijos 
laipsnį atitinkančios ląstelės, tačiau pasižymi blogesne ligos prognoze nei 
G1 ląstelės [45].  

N. Gale ir bendraautorių duomenimis (2009), veikiant rizikos fakto-
riui(iams), gerklų gleivinėje vyksta daugybiniai epitelio ląstelių transfor-
macijos procesai. Nurodoma, kad bet kurioje iš tokių pakitusių ląstelių bet 
kuriuo metu gali prasidėti nekontroliuojamas ląstelės dauginimasis ir taip 
„užsivesti“ karcinogenezės mechanizmas [44]. Manoma, kad šiuos procesus 
reguliuoja tam tikros žmogaus genų mutacijos. Moksliniais tyrimais nu-
statyta bent 10 tokių pakitimų gerklų gleivinės epitelio ląstelių chromo-
somose. Šios genų mutacijos suaktyvina protoonkogenus, o pastarieji sti-
muliuoja navikinių ląstelių augimą bei stabdo naviko augimą slopinančių 
genų poveikį. Atitinkamai stabdoma natūrali organizmo apsauga, todėl 
vėžinės ląstelės gali netrukdomai daugintis [44]. Literatūros duomenimis, 
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keičiantis gerklų gleivinės epitelio ląstelių histologijai, keičiasi ir pakitusių 
audinių aprūpinimas krauju. Kaip rodo moksliniai tyrimai, nepiktybiniai 
gerklų navikai, ikivėžinės gerklų būklės bei gerklų gleivinės displazija yra 
susijusi su smulkių kraujagyslių skaičiaus padidėjimu, palyginti su sveikų 
gerklų gleivine. Didėjant ląstelių diferenciacijos laipsniui G, patologinių 
audinių riboje ne tik didėja kraujagyslių skaičius, bet ir keičiasi jų forma bei 
dydis, t. y. blogai diferencijuotų ar nediferencijuotų GPLK atveju pažeidimo 
vietoje aptinkama netaisyklingos formos, netvarkingai išsidėsčiusių įvairaus 
dydžio ir įvairių formų daugybinių kraujagyslių [46].  

Intensyvesnę kraujotaką galvos ir kaklo plokščiųjų ląstelių karcinomos 
apimtose srityse įrodo ir kitos angiogenezę tyrinėjančios mokslinės studijos. 
Yra žinoma, kad angiogenezė prasideda nuo jau esamos kraujagyslės 
sienelės degradacijos, po to naujos endotelio ląstelės migruoja link naviko ir 
inicijuoja endoteliocitų mitozes. Dėl to formuojasi naujų kraujagyslių sie-
nelės ir jų pamatinės membranos, o aplink jas ima telktis pericitai. Šį 
procesą reguliuoja tiek naviko, tiek sveikų audinių išskiriamųos molekulės. 
Pastarosios yra tyrinėjamos daugelyje mokslinių laboratorijų. Šiuo metu jau 
nustatyta, kad fibroblastų augimo faktorius, kraujagyslių endotelio augimo 
faktorius, interleukinas-8 ir kiti angiogenezės procesus aktyvina, o trom-
bospondinas-1, angiostatinas ir kt. angiogenezę slopina [47]. G. M. Tse ir 
bendraautoriai (2007) pastebėjo, kad smarkiau besireiškiantis  angiogenezę 
indukuojančio kraujagyslių endotelio augimo faktorius patologiniuose 
audiniuose, taigi ir aktyvi angiogenezė, koreliuoja su blogesne GPLK prog-
noze, labiau išplitusiu naviku ir trumpesne paciento gyvenimo trukme [48]. 

Ši ir kitos GPLK ir GP vystymosi bei plitimo teorijos vis dar tebėra 
mokslinių tyrinėjimų objektas. Specialistų nuomonės tiek apie GPLK, tiek 
apie GP vystymąsi bei plitimo veiksnius žmogaus organizme išsiskiria, o 
mokslinių tyrinėjimų rezultatai ne tik papildo, bet ir paneigia vieni kitus [49, 
50]. Todėl tebeieškoma naujų, informatyvių mokslinių duomenų, kurie 
paaiškintų GPLK ir GP patofiziologiją, bei kuriami alternatyvūs eks-
perimentiniai tiriamieji modeliai. Vienas iš jų – viščiuko embriono CAM 
[27–32]. 

 
2.3. GP biologinės savybės 

 
ŽPV yra 55 nm diametro, kapside dengtas onkogeninis DNR virusas, 

nešantis 8–10 genų infomaciją savo grandinėje. Virusas priklauso Papo-
vaviridae šeimai ir gali sukelti ne tik gerklų, bet ir odos, genitalijų, išangės 
bei gimdos kaklelio ligas [24]. Tikslus mechanizmas, kaip ŽPV infekuoja 
gerklų gleivinės epitelines ląsteles, nėra žinomas. Manoma, kad patekęs į 
viršutinius žmogaus kvėpavimo takus, ŽPV virusas prisitvirtina prie gerklų 
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gleivinės epitelinių ląstelių paviršiaus. Dėl ŽPV sudėtyje esančių E 5–7 ge-
nų šis virusas yra atpažįstamas, per tarpląstelinius kanalus praleidžiamas į 
epitelinės ląstelės citoplazmą bei transportuojamas į ląstelės branduolį. 
Pastarajame ŽPV dekapsuliuojasi ir pradeda savo replikaciją. Taigi, prasi-
deda ir infekuotos žmogaus gerklų epitelio ląstelės nekontroliuojamas 
dauginimasis [24, 51]. Moksliniais tyrimais nustatyta, kad virusas infekuoja 
tik pamatiniame epitelio sluoksnyje esančias ląsteles, t. y. tik tas epitelio 
ląteles, kurios geba aktyviai daugintis [24].  

Literatūroje nurodoma, jog pasitaiko atvejų (iki 5 proc.), kai sveikose 
gerklų gleivinės epitelinėse ląstelėse nustatomas ŽPV, tačiau kliniškai jo 
replikacija ir patologinis epitelio ląstelių dauginimasis nevyksta, taigi liga 
neprogresuoja [52].Tačiau pas didžiąją dalį pacientų nekontroliuojamai dau-
ginasi gerklų epitelinės ląstelės, todėl susiformuoja egzofitinės, netaisyk-
lingos formos, žiedinių kopūstų formą primenančios gleivinės išaugos [51]. 
Jos gali augti į gerklų spindį, apsiribodamos tik viena anatomine gerklų 
sritimi (dažniausiai balso klostėmis), tačiau gali pažeisti ir keletą anatominių 
sričių ar išplisti už gerklų ribų (dažniausiai į trachėją) [51, 53]. Kai kurie 
pacientai GP suserga vieną kartą gyvenime, t. y. po endolaringinės papilomų 
rezekcijos šiems pacientams GP niekuomet nesikartoja. Tokia ligos forma 
dažnesnė tais atvejais, kai GP pasireiškia vyresniems nei 12 metų amžiaus 
žmonėms [6]. Kitiems pacientams GP po endolaringinės papilomų rezek-
cijos, atsinaujina keletą kartų per gyvenimą ar net 3, 4 ir daugiau kartų per 
metus [51]. Dažni GP recidyvai yra siejami su ŽPV-6 ir ŽPV-11 tipu, jaunu 
amžiumi ir žmogaus imuninės sistemos ypatybėmis [51, 52]. 

Literatūros duomenimis, kai GP pasireiškia ypač ankstyvame amžiuje, 
t. y. jaunesniems nei 3 metų vaikams, liga pasižymi ne tik dažnais 
recidyvais bei ir yra linkusi apimti daugiau nei vieną anatominę gerklų sritį. 
Nustatyta, kad šios grupės pacientai dėl GP operuojami daugiau nei 4 kartus 
per metus, tai yra 3,6 karto dažniau nei tie, kuriems liga prasideda 
vyresniame nei 3 metų amžiuje [7]. Kai kuriems pacientams galimos 
spontaninės remisijos, tačiau daugumai vaikų stebimi dažni atkryčiai, kurie 
gali varijuoti nuo 1 iki 4 ir daugiau kartų per metus, o 13–48 proc. pacientų 
yra nustatomas ekstralaringinis papilomų išplitimas [54–58] .  

Kaip nurodo V. R. Bonagura ir bendraautoriai (2010), dažnus atkryčius ir 
nekontroliuojamą GP ligos eigą gali veikti paciento imunogenetiniai ypatu-
mai [52]. Autorių duomenimis, tam tikras T ląstelių (CD34-„killers“) recep-
toriaus geno haplotipas gali nulemti imunocitų (T ląstelių subpopuliacijų, 
makrofagų ir dendritinių ląstelių) bloką, dėl to neatpažįstami ŽPV 
paviršiaus proteinai. Todėl neišskiriami ir imuninės sistemos moduliatoriai 
citokinai, ir chemokinai, taigi imuninės T ląstelės nesidiferencijuoja. Dėl to 
žmogaus epitelinės ląstelės lieka neapsaugotos nuo ŽPV replikacijos. Ma-
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noma, jog, esant šiam ydingam imunocitų ciklui, smarkiai padidėja rizika, 
kad GP atsinaujins ar išplis už gerklų ribų [52].  

Papilomoms išplitus į trachėją, ligos eiga tampa sunkiai kontroliuojama ir 
gali baigtis paciento mirtimi dėl kvėpavimo takų obstrukcijos papilomų 
masėmis [7]. 

Tikslus mechanizmas, kaip GP infekuoja plaučių gleivinę, nėra žinomas. 
Nurodoma, jog, nesant papilomų žmogaus gerklose, izoliuota plaučių ar 
trachėjos papilomatozė yra nustatoma ypač retai [51]. Remiantis tuo S. S. 
Kramer ir bendraautoriai (1985) iškėlė hipotezę, kad galbūt, endolaringinės 
operacijos metu nedidelis GP audinio gabalėlis gali atitrūkti nuo bendros 
šalinamų papilomų masės ir taip patekti į paciento plaučius. Nusėdęs ant 
bronchų gleivinės papilomos audinio fragmentas, autorių nuomone, gali 
prigyti ir sukelti jau plaučių epitelio papilomatozę su jos klinikiniais ir 
patofiziologiniais požymiais [59]. Šia hipoteze vadovavosi ir kiti autoriai, 
kurie literatūros apžvalgose nurodė, jog tai iki šiol vienintelis moksliškai 
paaiškinamas GP išplitimo į plaučius mechanizmas [11, 59, 60].  

GP, o ypač ekstralaringinė jos forma, gali metaplazuoti į plokščių ląstelių 
karcinomą. Pastaroji, literatūros duomenimis, yra siejama su gerokai bloges-
ne klinikine išraiška bei paciento gyvenimo trukmės prognoze [7, 11, 60]. 

 
2.4. Viščiuko embriono CAM 

 
Viščiuko embriono vystymasis trunka 21 parą iki jo išsiritimo [33, 35]. 

Nuo pirmos inkubacijos paros pradeda formuotis keturios ekstra embrio-
ninės viščiuko struktūros – trynio maišas, amnionas, chorionas ir alantojis. 
Jos viščiuko vystymesi atlieka labai svarbų vaidmenį, tai yra saugo emb-
rioną nuo dehidratacijos, per jas vyksta maisto medžiagų bei elektrolitų 
absorbcija bei medžiagų apykaitos produktų pašalinimas į ekstra embrioninę 
terpę. Per šias membranas iš kiaušinio lukšto vyksta kalcio jonų ir bi-
karbonatų difuzija embrionui tuomet, kai formuojasi viščiuko skeletas.  

Viščiuko embrioną supančių membranų pagrindine funkcija yra laikoma 
deguonies tiekimas besivystančiam vaisiui ir jo apykaitos produkto – anglies 
dvideginio – pašalinimas. Literatūroje nurodoma, kad skirtingais embriono 
vystymosi etapais yra skirtingas deguonies poreikis. Pastarąjam didėjant, 
daugėja kapiliarų skaičius iš jau esančių kraujagyslių tinklo, o pagreitėjus 
embriono augimui, vyksta kraujagyslių persitvarkymo mezenchimoje pro-
cesai. Ši funkcija yra prilyginama viščiuko embriono kvėpavimo sistemai 
lungs of embryo [61].  

Trečią viščiuko embriono vystymosi parą prasideda alantojaus vysty-
masis iš ventralinės endodermos sienelės [35]. Šiuo embriono vystymosi 
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laikotarpiu alantojaus ir jau išsivysčiusio choriono mezodermoje aptinkama 
kraujagyslių užuomazgų su besiformuojančiomis sienelėmis bei kraujo for-
miniais elementais [35, 62]. Iš pradžių kraujagyslės primena netaisyklingos 
formos, skirtingo dydžio vamzdelius, kurie vystosi kartu su augančiomis 
membranomis [63]. Ketvirtą inkubacijos parą alantojis pradeda sparčiai 
didėti, nustumdamas viščiuko embrioną į ekstra embrioninę ertmę [35]. 
Alantojaus epitelis šiame viščiuko vystymosi etape atlieka selektyviai pra-
laidaus barjero funkciją, t. y. jo dėka absorbuojami embrionui reikalingi 
elektrolitai, ir vanduo iš alantojaus skysčio, drauge ir besivystantis vaisius 
yra apsaugomas nuo toksinių medžiagų apykaitos produktų, nes pastarieji 
difunduoja iš amniono į alantojaus pūslę [63]. Susidariusi alantojaus pūslė 
didėja ir per parą laiko jos mezoderma susilieja su choriono (serozos) 
mezoderma [62]. Šis naujai  susiformavęs dvigubas mezodermos sluoksnis 
yra vadinamas chorioalantojine membrana – CAM [35]. 

J. Borges ir bandraautorių (2003) duomenimis, besiformuojant viščiuko 
embriono CAM, prasiseda sparčiausia CAM kraujagyslių vystymosi fazė. 
Grupelė hamangioblastų jungiasi į tinklus, iš kurių formuojasi pirminis 
kraujagyslių endotelis, o 4–8-ąją inkubacijos parą susidaro netaisyklingos, 
beformės kraujagyslės. Jos susideda iš vieno sluoksnio ląstelių endotelio, 
vėliau pradeda sparčiai augti ir diferencijuotis į CAM kapiliarus, arterioles ir 
venules [64]. Nurodomi keturi pagrindiniai kraujagyslių formavimosi me-
chanizmai. Tai –  kraujagyslių susidarymas iš pirminių hemangioblastų ir 
lygiųjų raumenų ląstelių (angl. incorporation). Šis mechanizmas, kuomet 
kraujagyslės formuojasi de novo t. y. nuo pat pradžių, yra vadinamas vasku-
logeneze [65, 66]. Kitas literatūroje aprašomas mechanizmas – invagi-
nacija, kai, susidarius vagelei jau esamos kraujagyslės sienelėje, pastaroji 
pamažu skyla į dvi naujas kraujagysles. Taip dauginasi CAM kapiliarai. 
Nurodoma, kad dalis arteriolių, venulių ir kapiliarų gali formuoti ataugas 
(angl. sprouting) arba ilgėti (angl. elongation), taip užtikrindami reikiamą 
embriono medžiagų apykaitą [66]. Viščiuko embriono CAM arteriolių, ve-
nulių ir kapiliarų daugėjimas besiformuojant naujoms ataugoms (sprouting) 
arba kraujagyslėms ilgėjant (angl. elongation) yra vadinamas viščiuko emb-
riono CAM angiogeneze [66, 67]. Inkubacijos pradžioje viščiuko embrionas 
kraujo ląstelėmis ir maisto medžiagomis yra aprūpinamas tik iš trynio 
maišo. Susiformavus embriono kraujotakai, per alantojaus kojytę embriono 
kraujagyslės susisiekia su CAM kraujagyslėms [66, 67]. Taigi nuo inku-
bacijos 6-os paros viščiuko embrioną maisto medžiagomis aprūpina ir dvi 
chorioalantojinės arterijos, viena cefalinę (galvos) sritį, kita kaudalinę 
(uodegos) sritį, o medžiagų apykaitos produktai šalinami per vieną chorio-
alantojinę veną [35]. 
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Kraujagyslės, kurių diferenciacija baigiasi kapiliarų susiformavimu,              
4–6-ąją parą migruoja į mezenchimą ir ten sudaro kapiliarų tinklą [63]. 
Septintą ir aštuntą embriono vystymosi parą dėl besivystančio embriono 
didėjančio deguonies poreikio kapiliarai lėtai pardeda migruoti link ekto-
dermos paviršiaus. CAM arteriolės, venulės ir kapiliarų tinklas sparčiai 
formuojasi iki viščiuko embriono inkubacijos 11-osios paros [68, 69]. Po to 
kraujagyslių skaičius ir jų dydis išlieka pastovus arba pasikeičia nežymiai, 
išskyrus jų transpoziciją. T. y. arteriolės ir venulės santykinai leidžiasi že-
myn, link ektodermos paviršiaus migruojančių kapiliarų atžvilgiu. Pastarieji 
ektodermos paviršių pasiekia 14 embriono inkubacijos parą [64]. Dėl tokio 
kraujagyslių pasiskirstymo skirtingais embriono vystymosi etapais lėtėja 
kraujo tėkmė embrionui augant ir palengvėja viščiuko embriono dujų apy-
kaita per kiaušinio lukštą [63]. 

Viščiuko embriono CAM iš dalies subręsta 7-ąją embriono vystymosi 
parą, kai histologiškai identifikuojami visi trys CAM sluoksniai, turintys 
gerai diferencijuotas epitelines, mezodermos ląsteles bei kraujagyslių tinklą 
[63]. Šiame laikotarpyje CAM dengia tik nedidelę dalį embriono. Dešimtą ir 
vienuoliktą viščiuko embriono inkubacijos parą CAM yra visiškai subren-
dusi ir apgaubia visą kiaušinyje esantį turinį (2.4.1 pav.). Kaip nurodo 
E. I. Deriugina (2008), pilnai susiformavusi CAM yra plona, apie 20–100 
µm storio struktūra. Jos hematoksilinu ir eozinu dažytuose pjūviuose aiškiai 
išsiskiria vieno ar dviejų ląstelių sluoksnio ektoderma, mezoderma, kuri yra 
sudaryta iš stromos ląstelių, kolageno skaidulų ir skirtingo dydžio 
kraujagyslių tinklo bei vieną ląstelių sluoksnį turinti endoderma [68, 69]. 

Taip užtrukęs CAM epitelio brendimas, į kurį svarbu atsižvelgti pla-
nuojant mokslinius eksperimentus ant viščiuko embriono CAM, yra aiš-
kinamas kaip apsauginio barjero formavimas. Nevisiškai diferencijuotos 
epitelinės ląstelės negeba vykdyti kalcio jonų ir bikarbonatų difuzijos iki 
viščiuko embriono kaulų formavimosi pradžios, todėl apsaugo besifor-
muojantį vaisių nuo perteklinių maisto medžiagų [63]. Vis dėlto, inku-
bacijos 7-osios paros CAM yra nurodoma kaip pakankamai brandi ir tin-
kama žmogaus naviko audinių ar ląstelių implantacijai ant jos [35]. 

Viščiuko embrionas, kaip ir kiti stuburiniai, nuo aplinkos faktorių yra 
saugomas imuninės sistemos. Pastaroji formuojasi tik išsivysčius tam tik-
riems viščiuko embriono organams, kuriuose vėliau ir formuojasi specifinės 
imuninės ląstelės – T ir B limfocitai. T limfocitų gamyba pastebima nuo 
inkubacijos 11-osios paros jo užkrūčio liaukoje, o B limfocitų gamyba pra-
sideda 12-ąją inkubacijos parą Fabricijaus maišelyje [70]. Imuninių ląstelių 
kiekis nuo viščiuko vystymosi 15-osios paros pradeda didėti, tačiau san-
tykinai kliniškai reikšmingą T ir B limfocitų kiekį viščiuko embrionas 
sukaupia tik 18-ąją inkubacijos parą [70]. Iki to laiko apsauginę funkciją 
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atlieka nespecifinė imuninė sistema, kurios ląstelės – monicitai, makrofagai 
ir heterofilai – aptinkami viščiuko embriono trynio maiše, blužnyje, žarnose, 
čiobrialiaukėje ir kepenyse nuo embriono inkubacijos 10-osios paros [70]. 
Viščiuko heterofilai yra žinduolių neutrofilų analogas, taip pat ir pagrindinis 
matrikso metaloproteinazių 9 šaltinis [33]. Nepaisant to, tiek viščiuko emb-
riono, tiek ką tik išsiritusio viščiuko imuninė sistema yra laikoma menkai 
išsivysčiusia.  

Taigi, CAM yra labai heterogeniška skirtingais jos ir viščiuko embriono 
formavimosi laikotarpiais. CAM morfologiniai ypatumai, pavyzdžiui, nevie-
nodas endotelio ląstelių brandos lygis, kraujagyslių skaičiaus ir jų išsi-
dėstymo skirtumai, ekstraceliulinio matrikso ar tarpląstelinių jungčių poky-
čiai, augant embrionui, įpareigoja tyrėjus eksperimentiniams in vivo mode-
liams naudoti ir lyginti tik tos pačios inkubacijos paros embrionus ir jų 
CAM. 
 

 
 

2.4.1 pav. Viščiuko embriono CAM formavimasis –  
inkubacijos 5-oji ir 10-oji paros 
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2.5. Viščiuko embriono CAM eksperimentiniai modeliai 
 

Viščiuko embriono CAM dėl tankaus ir anksti susiformuojančio krau-
jagyslių tinklo literatūroje yra apibūdinama kaip puiki terpė kitų gyvūnų 
ir/ar žmogaus audinių ar ląstelių implantacijai. CAM geba visiškai aprūpinti 
implantą maisto medžiagomis ir deguonimi bei pašalinti jo apykaitos pro-
duktą anglies dvideginį. Tokiu būdu viščiuko embriono CAM užtikrina ant 
jos implantuotų ląstelių kultūrų ar audinių augimui reikalingus mitybinius 
poreikius. Taigi, sudaro sąlygas implantams prigyti, augti ir plisti CAM 
struktūromis ir/ar metastazuoti į viščiuko embriono organus [33]. Be to, dėl 
vėlai susiformuojančios ir menkai išsivysčiusios imuninės sistemos yra mi-
nimali prigijusių ląstelių kultūrų ar audinių atmetimo reakcijos tikimybė 
[70]. Moksliniais tyrimais nustatyta, jog tuomet, kai viščiuko embriono imu-
ninė sistema dalinai subręsta (18-ąją inkubacijos parą), jos gynybinis atsa-
kas į implantuotas ant CAM medžiagas būna panašus į tokį, kuris pasireikš-
tų šias medžiagas implantavus žinduolių ar graužikų organizmuose [70]. 

Palyginus viščiuko, graužikų ir žmogaus genomus nustatyta, kad tiek 
žmogaus, tiek graužikų genomas yra bent tris kartus didesnis nei vištos. 
Nepaisant to, jame aptinkama tiek pat genų porų kaip ir žmogaus ar žiurkės 
genų rinkinyje. Ištyrus vištos ir žmogaus genomus nustatyta, kad 60 proc. 
vištos genų turi po 1 žmogaus ortologą, t. y. žmogaus ir vištos ortologiniai 
genai išlaiko 60 proc. sekos panašumą. Be to, vištos genome esama ir tokių 
genų, kurie aptinkami ir žmogaus genų rinkinyje, bet nerandami graužikų 
genome, pavyzdžiui, interleukin-26, todėl, tyrinėjant šį imuninės sistemos 
moduliatorių, vienintelė galima in vivo terpė yra višta ar jos embrionas [70]. 
Taigi, genetiniu požiūriu viščiuko embriono CAM, taip pat kaip ir graužikai, 
yra tinkama daugeliui in vivo studijų su žmogaus ląstelėmis ar audiniais 
vykdyti. 

Europos konvencijoje dėl ekperimentiniais ir kitais mokslo tikslais nau-
dojamų stuburinių gyvūnų apsaugos (Žin., 2007, Nr. 49-1883) bei Lietuvos 
Respublikos valstybinės veterinarijos tarnybos direktoriaus 1999 m. sausio 
18 d. įsakyme Nr. 4-16 „Dėl laboratorinių gyvūnų naudojimo moksliniams 
bandymams“ (Valstybės žinios. 1999, Nr. 49-1591) yra numatyta, jog moks-
liniams eksperimentams su vištos embrionais specialaus tarnybos leidimo 
nereikia. Tačiau šiuose dokumentuose taip pat nurodoma, kad prieš atliekant 
mokslinius tyrimus su gyvūnų embrionais turi būti griežtai suplanuotas ir 
kiek įmanoma sumažintas eksperimentui naudojamų embrionų kiekis [71]. 
Be to, viščiuko embriono CAM modelis yra patvirtintas JAV maisto ir 
vaistų administracijos (MVA) kaip tinkamas ir informatyvus naudoti prie-
klinikinėse studijose, siekiant įvertinti vaistų efektyvumą [70]. 
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Šio modelio privalumas – greitai gaunami tyrimo rezultatai. Eksperi-
mentas ant CAM paprastai trunka tik 4–11 parų, o pasitelkus graužikų mo-
delius, pirmi rezultatai gali pasireikšti tiktai po 3–6 savaičių [70]. Implantai 
ant CAM prigyja greitai, membranos reakcija į juos gali būti monitoruojama 
kasdien, o pokyčiai įvertinami realiu laiku ir tiesiogiai per langelį kiaušinio 
lukšte. Tai minimalių materialinių išteklių bei santykinai nedaug laiko 
sąnaudų reikalaujantis tokio tipo in vivo ekperimentinis modelis [33, 70]. 

Kad viščiuko embriono CAM yra pritaikoma ne tik teoriškai, bet ir 
praktiškai, įrodo Nobelio premija apdovanoti moksliniai atradimai: pirmo 
onkogeno [72], nervų sistemos augimo faktoriaus [73] ir viruso įtakos na-
vikinės ląstelės genomui atradimas [74]. Šie moksliniai tyrimai buvo įgy-
vendinti pasirenkant CAM kaip eksperimentinę terpę. 

Nepaisant visų aukščiau išvardintų šio modelio privalumų, aprašomi ir 
kai kurie jo trūkumai. Pavyzdžiui, trumpa viščiuko embriono inkubacijos 
trukmė, dėl to ant CAM negali būti atliekami ilgalaikiai moksliniai tyri-
nėjimai. Eksperimento rezultatų interpretacijai reikalingų viščiuko audinių 
ir/ar kraujo mėginių kiekis taip pat ribotas. Nemažu šio modelio trūkumu 
laikomas ir CAM heterogeniškumas, nes eksperimentus reikia atlikti tomis 
pačiomis inkubacijos paromis ir vertinti tik tos pačios inkubacijos embrionų 
CAM. Dėl šios priežasties mokslinėje literatūroje pateikiami skirtingi ant 
CAM atliekamų eksperimentų protokolai [33, 70].  

Viščiuko embriono CAM, kaip modelio sistemos, mokslinio in vivo ty-
rimo privalumai ir trūkumai išdėstyti 2.5.1 lentelėje. 
 
2.5.1 lentelė. Viščiuko embriono CAM privalumai ir trūkumai 

CAM privalumai CAM trūkumai 

1. Tankus kraujagyslių tinklas. 
2. Terpė, aprūpinanti implantą visomis 

reikiamomis maisto medžiagomis ir 
deguonimi. 

3. Vėlai susiformuojanti imuninė sistema. 
4. Nereikalingas specialus etikos leidi-

mas eksperimentui atlikti. 
5. Vištos genomas yra tinkamas moksli-

niams tyrimams su žinduolių audiniais 
ar ląstelių kultūromis. 

6. Reakcija į implantą gali būti nuolatos 
monitoruojama. 

7. Reakcija į implantą gali būti įvertina-
ma realiu laiku. 

8. Mažos laiko sąnaudos. 
9. Minimalūs eksperimento kaštai. 

1. Negali būti atliekami ilgalaikiai stebė-
jimo tyrimai. 

2. Mažas viščiuko audinių ir/ar kraujo 
mėginių kiekis. 

3. CAM yra heterogeniška ir per parą tiek 
membranos sandara, tiek kraujotakos 
ypatumai keičiasi. 

4. Skiriasi protokolai, aprašantys eksperi-
mentus ant CAM. 

CAM – chorioalantojinė membrana. 
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D. Ribatti nurodo, kad iki 2014 metų viščiuko embriono CAM buvo nau-
dojama įvairių navikų ląstelių ir jų audinių tyrinėjimams [33, 34] (2.5.2 len-
telė). 
 
2.5.2 lentelė. Eksperimentiniai in vivo tyrimai implantuojant žmogaus 
navikus ar ląstelių kultūras ant viščiuko embriono CAM 
Žmogaus navikų ant CAM tyrimai Ląstelių kultūrų ant CAM tyrimai 

Endometriumo adenokarcinoma  
(D. Ribatti, 1996) 
Kiaušidės endometrioma (R. Ria, 
2002) 
Glioblastoma (N. Balčiūnienė, 2009) 
Galvos ir kaklo plokščiųjų ląstelių 
karcinoma (G.J. Petruzelli, 1993) 
Hepatoceliulinė karcinoma A. Mar-
zullo, 1998) 
Lipoma (E. Luracelli, 1999) 
Limfoma (M Klingenberg,  2014) 
B ląstelių ne Hodžkino limfoma  
(D. Ribatti, 1990) 
Meningioma (M. Klagsburn, 1976) 
Neuroblastoma (D. Ribatti, 2002) 
 

Kinų žiurkėno kiaušidės ląstelių agregatas 
transfekuotas endotelinu–1 (A. Cruz, 2001) 
Žmogaus dauginės mielomos izoliuotos plazmos 
ląstelės (S.H. Jee, 2004) 
Eritroleukemijos ląstelės (S. Pacini, 2008)  
GM7373 endotelio ląstelės, ekspresuojančios Upa 
(D. Ribatti, 1999) 
Ginekologinių navikų ląstelių linijos (I. Ishiwata, 
1998) 
Limfoblastoidinės ląstelės (A. Vacca, 1998) 
Krūtų naviko ląstelės, transfekuotos int-2 onkogenu 
(M. Costa, 1994) 
Krūtų naviko ląstelės, transfekuotos VEGF (D. Ri-
batti, 2001) 
Melanomos ląstelės (R. Auerbach, 1976) 
Pelės B–16 melanomos ląstelės (M. Takigawa, 
1990) 
Neuroblastomos ląstelių linija (D. Ribatti, 2002) 
Švano neurofibromos ląstelės (S. Sheela, 1990) 
Kasos latako ląstelės (B. Movahedi,  2008) 
Šlapimtakių karcinomos ląstelės, turinčios žemą 
MKP-1 ekspresiją (K. Okamura,  1995) 
Walker karcinomos 256 ląstelės (M. Klagsburn, 
1976) 

CAM – chorioalantojinė membrana. 
 
 

2.6. Piktybinių ir nepiktybinių navikų bei naviko ląstelių poveikio 
viščiuko embriono CAM ištyrimo aspektai 

 
Viščiuko embrionas moksliniams stebėjimams yra naudojamas nuo 

antikos laikų. Aristotelis, atvėręs kiaušinio lukštą, vertino ir aprašė embrio-
genezės etapus [70]. Viščiuko embriono modelis yra naudojamas moksli-
niams tyrinėjimams iki šiol, o literatūroje galima aptikti įvairius tiek nepik-
tybinių, tiek piktybinių navikų ląstelių ar jų audinių poveikio CAM ištyrimo 
protokolus [35, 70]. 
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Literatūroje nurodoma, kad CAM jau nuo  inkubacijos 7-osios paros yra 
pakankamai subrendusi ląstelių kultūrų ir/ar audinių implantacijai, todėl 
moksliniai eksperimentai dažniausiai pradedami būtent šiuo periodu [63, 
75]. Yra nustatyta, kad naviką implantavus iki embriono inkubacijos 
10-osios paros (7–10-ąją parą), angiogenezė CAM paspartėja kur kas labiau, 
nei jį implantuojant 11-ą inkubacijos parą ar vėliau [35, 75]. Manoma, tai 
vyksta dėl to, kad CAM endotelio ląstelės pasižymi stipriu mitotiniu ak-
tyvumu tik iki 10-os inkubacijos paros, kuris jau 11-ą parą pradeda sparčiai 
mažėti. Dėl šių CAM savybių, naviko gabalėlius implantuojant ant labiau 
subrendusios CAM, kaip rodo moksliniai tyrinėjimai, naviko ląstelių kultū-
ros ar audiniai dažnai neprigyja ar tiesiog panyra į alantojį, palikdami 
membranoje skylę [75]. Taigi, dauguma navikų tyrimo ant CAM protokolų 
nurodo, jog 7–11-oji viščiukų embrionų inkubacijos paros yra tinkamiausios 
ir informatyviausios mokslinams eksperimentams vykdyti [33, 35, 76, 77].  

Pastebėta, kad CAM reakcija į implantą būna greita, t. y. pirmieji CAM 
pokyčiai dažniausiai matomi praėjus vos 24 val. po naviko gabalėlio ar 
ląstelių kultūros implantavimo. Šiame etape stebimas spartus kraujotakos 
suintensyvėjimas, taip pat membranos bei jos epitelio storėjimas [35]. 
Remiantis D. Ribatti [35], per pirmąsias 24 val. kraujotakos intensyvėjimas 
turėtų būti interpretuojamas kaip vazodilatacija, ir tik po to, autoriaus 
teigimu, pradeda daugėti smulkiųjų kraujagyslių. Iki šiol yra diskutuojama, 
kaip nustatyti, ar procesai, vykstantys CAM po naviko implantavimo, yra 
naviko ląstelių indukuota vaskolugenezė, ar tiesiog naujų kraujagyslių 
formavimasis iš jau esančiųjų (angiogenezė) [62, 78]. Dėl šios priežasties 
rekomenduojama vertinti ne tik kraujagyslių skaičių CAM mezodermoje po 
naviko gabalėliu, bet ir išmatuoti atstumą tarp jų, ar tiesiog suskaičiuoti 
kraujagysles fiksuotame ploto ar ilgio vienete [35, 79]. Daugumoje eks-
perimentinio viščiuko embriono modelio tyrimo protokolų kraujagyslinę 
CAM reakciją rekomenduojama vertinti praėjus 48, 72 ir 96 valandoms po 
naviko implantavimo [34, 35, 80]. D. Ausprunk ir J. Folkman mokslinių 
studijų rezultatai rodo, kad per 24 val. po navikinio audinio implantacijos 
vyksta naviko ląstelių dezintegracija, o CAM tuo metu pradeda atsirasti 
naujų smulkiųjų kraujagyslių. Pastarosios tuo pat metu orientuojasi ir 
nukrypsta naviko gabalėlio link. Ši fazė dažniausiai yra vadinama prieš-
kraujagysline ir trunka vidutiniškai 24–72 val. [33, 34, 75–77, 80].  

Praėjus prieškraujagyslinei fazei, kraujagyslės penetruoja navikinį audinį 
ir aprūpina jo ląsteles viščiuko embriono krauju ir maisto medžiagomis. 
Taigi, naviko tūrio didėjimas ir navikinių ląstelių metastazavimas ant viščiu-
ko embriono CAM aprašomas tik po šios kapiliarų penetracijos fazės 
praėjus maždaug 24 valandoms [33, 34, 80]. CAM kraujagyslių reakcija į 
žmogaus naviko implantą pateikta 2.6.1 pav. 
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• Navikinio audinio implantavimas ant CAM 

(7–10 inkubacijos para) 
 

                   ↓ (per 24 val.) 
• Implantuoto naviko ląstelių dezintegracija 
• Kapiliarų skaičiaus didėjimas 
• Esamų ir naujai susiformavusių kraujagyslių  

orientacija naviko gabalėlio link 
 
                   ↓ (per 24–72 val.) 
• Viščiuko embriono kraujagyslės penetruoja  

naviko gabalėlį ir aprūpina jį viščiuko embriono  
krauju ir maisto medžiagomis 

 

                    ↓ (po 24 val) 
• Implantuoto navikinio audinio augimas ir  

metastazavimas ant CAM  
 

2.6.1 pav. CAM kraujagyslių reakcija į implantuotą naviko gabalėlį 
 

Kraujotakos ypatybės eksperimentinėse viščiuko embriono CAM yra 
vertinamos skaičiuojant kraujagysles histologiniuose H&E dažytuose prie-
paratuose bei taikant histochemiją Sambucus nigra lektinu. Pastarasis, yra 
žinoma, jungiasi specifiškai prie viščiuko embriono kraujagyslių endotelio ir 
nudažo jį ruda spalva. Dėl šios priežasties galima identifikuoti tiek tas 
embriono kraujagysles, kurių daugėja CAM mezenchimoje, tiek tas, kurios 
penetravo implantuoto naviko gabalėlį ir šakojasi jame [68]. Be to, aktyvią 
neoangiogenezę bei vaskulogenezę viščiuko embriono CAM galima patvir-
tinti ir kitais imunohistocheminiais tyrimo metodais, pavyzdžiui, naudojant 
reagentą antimatrikso metaloproteinazę 9 (MMP 9). Jos raiška membranoje 
rodo heterofilų buvimą, o pastarieji, remiantis D. Ribatti (2014),visuomet 
telkiasi naujų kraujagyslių formavimosi vietose ir yra vienas iš netiesioginių 
vaskulo ir angiogenezės indikatorių [33]. 

Eksperimentiniuose angiogenezės tyrimuose vis dažniau atliekama in 
vivo biomikroskopija, naudojant fluorescuojančius proteinus ir/ar be jų [80]. 
Tokiu būdu siekiama papildyti informaciją apie naujų kraujagyslių forma-
vimąsi, stebint, kaip dienomis ar valandomis keičiasi CAM kraujagyslių 
skaičius ir jų išsidėstymas po naviko implantavimo. Kraujagyslių vizua-
lizaciją labai palengvina fluorescuojančių proteinų injekcija į stambiausią 
CAM gyslą. Pasiskirsčius šiai medžiagai po viščiuko embriono kraujotakos 
tinklą, išryškėja ne tik smulkiosios kraujagyslės, bet ir galima įvertinti, kaip 
intensyviai implantuotas audinys yra aprūpinamas viščiuko embriono krauju 
[35, 81]. 

Prieškraujagyslinė  
fazė 

Kapiliarų 
penetracijos 
fazė 
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Tuomet, kai gerai vaskuliarizuoto naviko gabalėlio ląstelės pradeda dau-
gintis, stebimas spartus naviko tūrio didėjimas ir/ar naujų židinių (meta-
stazių) formavimasis [33, 80]. Literatūroje nurodoma, jog šie pokyčiai gali 
būti įvertinti tiek atliekant in vivo biomikroskopiją, kurios metu galima 
vizualiai stebėti ir sekti šiuos navikinio audinio pokyčius, tiek naudojant 
specifinius imunohistocheminus reagentus. 

Kai implantuotas ant CAM naviko gabalėlis prigyja, tiek po pirmo, tiek 
po kartotinių jo pasažų ant CAM, jei tokie atliekami, reikalinga patvirtinti, 
kad  naujai augantis darinys nepakeitė savo morfologinės struktūros. Pri-
gijusio ir išplitusio epitelinės kilmės naviko morfologijai patvirtinti naudo-
jamas didelės molekulinės masės Citokeratinas (HMW CK). Šis imunohis-
tocheminis reagentas specifiškai jungiasi prie audinio epitelinių ląstelių ir 
nudažo jas ruda spalva [82]. Minėtų ląstelių identifikavimas patvirtina, kad 
ant CAM augantis darinys yra šių ląstelių kilmės navikas, o tai būdingas 
GPLK bei GP požymis [82]. 

Daugumoje tokio tipo studijų yra nustatomos ir ant CAM implantuoto 
audinio ar ląstelių kultūrų proliferacinės savybės [33, 68, 69]. Mitotiškai 
aktyvios žmogaus naviko ląstelės, kaip nurodoma literatūros šaltiniuose, 
pasižymi teigiama imunohistochemine raiška į Ki-67 žymenį prieš žmogaus 
ląsteles. Ki-67 yra monoklininis antikūnis, kuris gautas imunizuojant eks-
perimentines peles Hodžkino limfomos ląstelių kultūros L428 branduoliais 
[83]. Šis žymuo selektyviai jungiasi prie chromosomos paviršiuje dislokuotų 
baltymų molekulių, todėl aptinkamas tik žmogaus naviko ląstelių bran-
duoliuose [83] ir tik tų ląstelių, kurios yra aktyvioje ląstelės gyvavimo 
stadijoje (G1, S, G2, ir mitozė). Ląstelės, kurių proliferacinė geba yra menka 
(ramybės ar G0 fazė), pasižymi neigiama Ki-67 žymens raiška. Taigi, nusta-
čius ir patvirtinus naviko ląstelių branduoliuose aktyvią mitozę, galima 
teigti, kad tiriamasis navikinis audinys implantuotas ant CAM ne tik prigijo, 
bet ir dauginasi. Šio reagento raiškos ieškoma ir naujai susiformavusiuose 
patologinio audinio židiniuose (metastazėse) ant CAM bei naviko invazijos į 
CAM vietose [33, 50, 68, 69, 84]. 

Aktyviai besidauginančios ląstelės gali būti identifikuojamos ir naudojant 
proliferuojančių ląstelių branduolių antigeną (PLBA). Šis baltymas daly-
vauja ląstelės cikle kaip DNR replikacijos ar atsistatymo (reparacijos) pro-
cesų kofaktorius, todėl kaip ir Ki-67 aptinkamas išimtinai mitotiškai aktyvių 
ląstelių branduoliuose [85]. Nors PLBA žymuo nurodo ne tik naviko, bet ir 
viščiuko embriono CAM besidauginančias ląsteles, nustačius visų trijų 
antikūnų (DMM CK, Ki 67 ir PLBA) teigiamą imunohistocheminę raišką 
metastaziniuose bei invaziniuose naviko židiniuose, neabejotinai patvirti-
namas epitelinės kilmės navikinio audinio gebėjimas augti ant viščiuko 
embriono CAM ir plisti CAM struktūromis [33, 50, 68, 84]. 
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Taigi, remiantis žiniomis, jog in vivo užaugintų naviko ląstelių vystymosi 
fiziologiniai etapai yra panašesni į vykstančius joms dauginantis žmogaus 
organizme, nei jas kultivuojant in vitro terpėje, pastarasis tyrimo modelis 
darosi vis mažiau moksliškai svarus, kai tiriami žmogaus navikų fiziolo-
giniai procesai [27]. Atsižvelgiant į visa tai, viščiuko embriono CAM yra ne 
tik saugus, santykinai greitas ir pigus, bet ir patikimas in vivo eksperi-
mentinis modelis, kuris pastaruoju metu vis plačiau naudojamas daugelio 
rūšių navikų biologiniams mechanizmams tirti, taip pat besiaiškinant įvairių 
vaistų bei augimo faktorių poveikį pastarųjų genezei [27].  

Nepaisant šių mokslinių pasiekimų, GPLK ir GP navikų poveikis viš-
čiuko embriono CAM dar nėra ištirtas. Be to GPLK ir GP navikai yra 
menkai ištirti ir taikant kitus eksperimentinius in vivo modelius [27]. 

Todėl mes, atsižvelgdami į šios problemos aktualumą, atlikome pirmąjį 
pasaulyje eksperimentinį in vivo tyrimą, išanalizavome GPLK ir GP naviko 
gabalėlių biologines išraiškas viščiuko embriono CAM ir palyginome jas su 
klinikine šių navikų išraiška pacientų – GPLK ir GP „donorų“ – organizme. 
Tikimės, kad mūsų studijos rezultatai padės suprasti tam tikrus GPLK ir GP 
fiziologinius ir klinikinius aspektus, o ateityje galbūt pagelbės vertinant 
vaistų, skirtų šioms ligoms gydyti, efektyvumą.  
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3. DARBO METODIKA 
 

3.1. Eksperimente dalyvavusių pacientų anketiniai ir klinikiniai 
duomenys 

 
Pacientai, kuriems 2010–2011 metais dėl GPLK bei GP LSMU Ausų 

nosies ir gerklės (ANG) ligų klinikoje bei LSMU filiale Onkologijos 
ligoninėje buvo atlikta endolaringinė patologinių audinių ir/ar gerklų 
šalinimo operacija ir 2 pacientai dėl minėtų ligų operuoti 2015 metais, gavus 
pacientų sutikimą, buvo įtraukti į „Gerklų plokščiųjų ląstelių karcinomos ir 
gerklų papilomos biologinės išraiškos viščiuko embriono chorioalantojinėje 
membranoje“ tyrimą. Prieš pradedant vykdyti eksperimentą, surinkti jame 
sutikusių dalyvauti pacientų anketiniai duomenys, t. y. pacientų amžius bei 
jų lytis. 

GPLK ir GP diagnozė pacientams buvo nustatyta iki eksperimento 
pradžios, t. y. po endolaringinės patologinių audinių biopsijos. Bioptatai 
buvo ištirti LSMU Patologinės anatomijos klinikoje. Histologiškai patvir-
tinus GPLK diagnozę, pacientams buvo atliekama gerklų kompiuterinė 
tomografija ir nustatytas naviko išplitimo lygis. Ligos istorijoje bei tyrimo 
protokole tai pažymėta T raide pagal TNM klasifikaciją, kur T1 – navikas 
apėmė tik vieną gerklų aukštą, T2 – navikas apėmė du anatominius gerklų 
aukštus, T3 – navikas išplito gerklose, tačiau neišplito už jų ribų, T4 –
navikas rastas išplitęs už anatominių gerklų ribų. Eksperimente dalyvavusių 
pacientų GP išplitimas vertintas apskaičiuojant Derkay/Coltrera indeksą 
(3.1.1 lentelė).  

Histologiškai nustatytas ir GPLK diferenciacijos laipsnis G. G1– naviko 
ląstelės vertintos kaip gerai diferencijuotos, G2 – vidutiniškai diferenci-
juotos, G3 – blogai diferencijuotos, G4 – nediferencijuotos.  

Tyrimo metu taip pat buvo vertinta GPLK ligos eiga praėjus 4,5–5 me-
tams po naviko, gerklų dalies ar visų gerklų pašalinimo. Protokole regist-
ruota, kurie ligoniai per minėtą laikotarpį išgyveno, bei pažymėta, kuriems 
iš jų atsirado atokiųjų GPLK metastazių kituose organuose po pirminio 
naviko/gerklų šalinimo operacijos. Minėtos klinikinės GPLK ir GP ligos iš-
raiškos buvo palygintos su šių navikų išraiškomis viščiuko embriono CAM. 

Atitinkamai vertinti ir protokole pažymėti duomenys apie GP klinikinę 
eigą, t. y. registruota, kiek endolaringinių GP šalinimo operacijų dėl GP 
recidyvo buvo atlikta iki eksperimento pradžios ir nuo eksperimento pra-
džios praėjus 4,5–5 metams. Pastarieji duomenys nevertinti tų studijos da-
lyvų, kurių GPLK ar GP naviko gabalėliai implantacijai ant CAM paimti 
2015 metais. 
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3.1.1 lentelė. Derkay/Coltrera indeksas 
 
Derkay/Coltrera indeksas 
 
Kiekvienoje gerklų anatominėje srityje skaitine verte įvertintas GP išplitimo lygis,  
atitinkamai:   0 = nėra GP požymių, 1 = GP požymiai gleivinės paviršiuje,  
2 = iškilus GP augimas ant gerklų gleivinės, 3 = stambus GP darinys balso plyšyje.  
Antgerklis: 
Liežuvinis paviršius_________________          Gerklinis paviršius_________________    
Vedeginės antgerklio klostės 
                        Dešinė_________________        Kairė_________________   
Prieangio klostės  
                        Dešinė_________________        Kairė_________________   
Tikrosios balso klostės   
                        Dešinė_________________        Kairė_________________   
Priekinė gerklų jungtis 
                        Dešinė_________________        Kairė_________________   
Užpakalinė gerklų jungtis 
                        Dešinė _________________       Kairė_________________   
Trachėja: 
Viršutinis trachėjos trečdalis_________________   
Vidurinis trachėjos trečdalis_________________   
Apatinis trachėjos trečdalis__________________   
Bronchai:         
                        Dešinysis _________________   Kairysis_________________   
Tracheostoma_________________   
Kiti organai: 
Nosis_________________   
Gomurys______________ 
Ryklė_________________ 
Stemplė_______________ 
Plaučiai_______________ 
Kiti__________________   
Bendra balų suma____________________________ 

GP – gerklų papiloma. 
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Visi eksperimento etapai buvo vykdomi vadovaujantis Biomedicininių 
tyrimų etikos įstatymu (Žin., 2000, Nr. 44-1247), gavus Kauno regioninio 
biomedicininių tyrimų etikos komiteto pritarimą dėl biomedicininio tyrimo 
papildymo (Nr. P1-BE-2-34/2007) bei Valstybinės duomenų apsaugos ins-
pekcijos leidimą atlikti asmens duomenų tvarkymo veiksmus (Nr. 2R-5189 
(2.6-1)). Atrankos kriterijus atitikę pacientai apie dalyvavimą tyrime infor-
muoti jiems pateikus Kauno regioninio biomedicininių tyrimų etikos komi-
teto ratifikuotą asmens informavimo formą. Savo sutikimą dalyvauti tyrime 
pacientai patvirtino šią formą pasirašydami. Pacientų duomenys buvo įslap-
tinti, kiekvienam jų suteiktas asmens identifikavimo kodas, kaip to rei-
kalaujama Valstybinės duomenų apsaugos inspekcijos direktoriaus įsakyme 
(Nr. 1T-96 (1.12)). 
 

3.2. Viščiuko embriono chorioalantojinės membranos  
eksperimentinis modelis 

 
3.2.1. Kiaušinių inkubavimas ir langelių atidarymas 
 
Tyrimui naudoti apvaisinti Cobb-500 veislės vištų kiaušiniai, gauti iš 

Dovainonių paukštyno, Lietuva. Kiekvienam planuojamam eksperimentui 
naudota po 20 kiaušinių, kurie buvo sudedami į inkubatorių (Maino Enrico, 
Italija) Lietuvos sveikatos mokslų universiteto (LSMU) Histologijos ir 
embriologijos katedros laboratorijoje. Inkubavimui pasirinktos literatūroje 
nurodytos embrionų vystymuisi optimalios sąlygos, t. y. nustatyta 37.7 °C 
temperatūra, 59–60 proc. santykinė drėgmė bei įjungta kiaušinių vartymo 
funkcija 24 valandas per parą. Šiose sąlygose besivystantys viščiuko emb-
rionai buvo laikomi 72 val. Praėjus minėtam laiko tarpui, kiaušinių lukštai 
buvo dezinfekuoti 70 proc. etilo spiritu. Bukasis kiaušinio galas punktuotas 
steriliu švirkštu, pašalinant apie 2,0 ml jame esančio baltymo. Šiame 
embriono vystymosi periode kiaušinio baltymas būna skaidrus ir skystas, 
todėl lengvai išsiurbiamas reikiamas jo kiekis. Atlikus minėtą procedūrą, 
besivystanti viščiuko embriono CAM nusileidžia apie 0,5 cm žemyn, todėl 
nebūna prilipusi prie kiaušinio lukšto vidinės pusės. Tokiu būdu embrionas 
apsaugomas nuo galimo pažeidimo per tolimesnius tyrimo etapus bei vizua-
lizuojama viščiuko embriono CAM. Punkcijos vieta buvo užklijuojama 
steriliu pleistru. Po to mechaniniu greitaeigiu grąžtu kiaušinių lukštuose 
išgręžti apie 1,0 cm² apvalūs langeliai. Per atidarytus langelius įvertinti be-
sivystantys viščiuko embrionai. Tie, kurie rasti gyvybingi, t. y. gemaliniame 
diske turėjo plakančią širdį ir besiformuojantį kraujagyslių tinklą, buvo pa-
talpinti atgal į inkubatorių, prieš tai langelius uždengus sterilia, permatoma 
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plastikine plėvele. Plėvelė išsaugojo reikiamą drėgmę kiaušinio viduje, be 
to, per ją buvo galima stebėti tolesnius tyrimo etapus. Neapvaisinti vištų 
kiaušiniai iš eksperimento buvo pašalinti. 

Tolesniems tyrimo etapams tinkami ir pagal aprašytą metodiką paruošti 
besivystantys viščiuko embrionai toliau inkubuoti tomis pačiomis sąlygomis 
(temperatūra 37.7 °C, santykinė drėgmė 59–60 proc.), tik išjungus kiaušinių 
vartymo funkciją iki GPLK ir GP gabalėlių implantacijos dienos. 
 

3.2.2. GPLK ir GP audinio gabalėlių implantavimas ant viščiuko 
embriono CAM 
 
Operacijos metu nuo paciento balso klosčių pašalinus patologinius GPLK 

ar GP audinius, nedidelė jų dalis, vidutiniškai 0,5×0,5×0,5 cm³ dydžio, buvo 
atpjauta ir patalpinta į indelį su fiziologiniu tirpalu, kurio vidutinė tempe-
ratūra siekė 18–20 °C. Šie „švieži“ GPLK (N=12) ir GP (N=13) audinio 
gabalėliai skubiai, t. y. per maždaug 45 minutes po atpjovimo, nugabenti į 
LSMU Histologijos ir embriologijos katedros laboratoriją, kur buvo implan-
tuojami ant eksperimentui paruoštų viščiuko embriono CAM 7–9-ąją jų 
inkubacijos parą. Šiuo embrionų vystymosi periodu, remiantis literatūros 
duomenimis, viščiuko embriono CAM būna pakankamai subrendusi naviko 
gabalėlio ir/ar ląstelių kultūros implantavimui, nes turi jau susiformavusį 
kraujagyslių tinklą, bet dar neišsivysčiusią imuninę sistemą, taigi yra pajėgi 
užtikrinti implantuoto naviko mitybą ir augimą ant CAM [68, 69]. Kiek-
vienas GPLK ir GP audinio gabalėlis Petri lėkštelėje su fiziologiniu tirpalu 
chirurginiu skalpeliu buvo supjaustytas į maždaug 2,0×2,0×2,0 mm³ dydžio 
fragmentus. Pastarieji švelniai uždėti ant viščiuko embriono CAM šalia 
stambiausios CAM kraujagyslės, implantuojant po vieną GPLK ar GP 
fragmentą vienai CAM per langelį kiaušinio lukšte. Ši metodika aprašyta 
Cushman ir bendr. ir yra laikoma klasikine [86]. Po vieną GPLK ir GP 
audinio gabalėlį iš kiekvieno eksperimento buvo palikti neimplantuoti. Jie 
fiksuoti 4 proc. formalino tirpale ir tolesniuose tyrimo etapuose buvo 
naudojami kaip kontroliniai GPLK ir GP naviko gabalėliai.  

Po naviko implantacijos langelis kiaušinio lukšte buvo vėl užklijuojamas 
sterilia permatoma plėvele. Kiaušinis su implantuotu GPLK ar GP audinio 
gabalėliu patalpinamas atgal į inkubatorių, paliekant tas pačias inkubavimo 
sąlygas. Viščiukų embrionai bei ant jų CAM implantuoti GPLK ar GP 
audinio gabalėliai stebėti OLYMPUS SZX 16 stereomikroskopu (Olympus 
Life Science Europa GMBH, Hamburg, Vokietija) ir fotografuoti per lan-
gelius kiaušinio lukšte OLYMPUS SDF PLFL0.3X skaitmenine fotokamera 
(Olympus Opticae co. LTD., Japonija) bei Nicon skaitmenine fotokamera 
D80 (Nicon Corp., Japonija) vieną kartą per parą. Eksperimento metu žuvę 
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embrionai tuojau pat buvo pašalinami iš inkubatoriaus ir utilizuojami, kaip 
numato Europos konvencija dėl eksperimentiniais ir kitais mokslo tikslais 
naudojamų stuburinių gyvūnų apsaugos (Žin., 2007, Nr. 49-1883). Gyvi 
embrionai, po 2 embrionus kas 24 val. pradedant nuo 48 val. po naviko 
implantacijos, buvo numarinami 10 proc. formalino tirpalu. CAM su ant jų 
prigijusiais GPLK ar GP naviko gabalėliais, maždaug 1,0–1,5 cm spinduliu 
nuo naviko, buvo išpjaunamos ir fiksuojamos 4 proc. formalino tirpale. 
Dalis ekperimentinių CAM nuo 5-osios GPLK ir GP augimo ant CAM 
paros buvo vertinamos fluorescencinės stereomikroskopijos metodu, 
naudojant OLYMPUS SZX 16 stereo mikroskopą (Olympus Life Science 
Europa GMBH, Hamburg, Vokietija), po to CAM su prigijusiais naviko 
gabalėliais buvo išpjaunamos ir fiksuojamos pagal jau aprašytą metodiką. 
Eksperimento metu vykdyti tyrimo etapai pavaizduoti 3.2.2.1 pav. 

Dalis viščiuko embrionų buvo inkubuoti tomis pačiomis sąlygomis, 
tačiau ant jų CAM nebuvo implantuoti naviko gabalėliai. Šių embrionų 
CAM tolesniuose tyrimo etapuose buvo lyginamos su eksperimentinėmis 
membranomis kaip kontrolinės grupės membranos. 

 
 

              
 

3.2.2.1. pav. Eksperimento metu vykdyti tyrimo etapai 
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3.3. Eksperimentinių CAM ir ant jų prigijusių GPLK ir GP naviko 
gabalėlių bei kontrolinių CAM įvertinimas in vivo biomikroskopijos, 

fluorescencinės stereomikroskopijos, histomorfometriniu ir 
imunohistocheminiu tyrimo metodais 

 
3.3.1. Eksperimentinių CAM ir ant jų prigijusių GPLK ir GP naviko 
gabalėlių įvertinimas in vivo biomikroskopijos, fluorescencinės 
stereomikroskopijos ir histologiniu tyrimo metodais 

 
Implantavus GPLK ir GP naviko gabalėlius, kas 24 val. eksperimentiniai 

viščiuko embrionai ir jų CAM buvo vertinami OLYMPUS SZX 16 stereo-
mikroskopu (Olympus Life Science Europa GMBH, Hamburg, Vokietija). 
Nustačius, kad embrionai gyvybingi, OLYMPUS SDF PLFL 0.3X skait-
menine fotokamera (Olympus Opticae co. LTD., Japonija) atliktos jų CAM 
su prigijusiais GPLK ir GP naviko gabalėliais in vivo fotografijos.  

Tose viščiuko embrionų CAM, kuriose penktą, šeštą ir septintą parą po 
implantacijos buvo matomi aiškūs GPLK ir GP prigijimo požymiai (t. y. 
ryški CAM kraujagyslių reakcija į implantą, naviko išsisėjimo, metasta-
zavimo ant CAM požymiai ir aiškiai sustorėjusi CAM po implantuotu 
GPLK ir GP gabalėliu), prieš embrionų numarinimą buvo atliekama fluores-
cencinė in vivo stereomikroskopija. Procedūrai naudotas fluorescuojantis 
anioninis dekstranas 10,0 µl 20,0 mg/m; 70-kDa (Eugene OR, JAV), kuris 
buvo sumaišytas su fosfato buferiniu tirpalu (FBT) ir suleistas į stambiausią 
viščiuko embriono CAM kraujagyslę insulininiu švirkštu. Praėjus 5 min. po 
preparato suleidimo, t. y. tuomet, kai injektuota fluorescuojanti substancija 
tolygiai pasiskirstė CAM kraujotakos tinkle, embrionų CAM su ant jų 
prigijusiais GPLK ir GP gabalėliais buvo ištirti OLYMPUS SZX 16 stereo-
mikroskopu (Olympus Life Science Europa GMBH, Hamburg, Vokietija), 
po to viščiuko embrionai numarinti 10 proc. formalino tirpalu. CAM su 
prigijusiais GPLK ir GP naviko gabalėliais pagal 3.2.2 skyriuje aprašytą 
metodiką išpjautos ir įdėtos į Petri lėkšteles su 4 proc. formalino tirpalu. 
Taip paruoštos CAM buvo fotografuojamos OLYMPUS SDF PLFL 0.3X 
skaitmenine fotokamera (Olympus Opticae co. LTD., Japonija), iš abiejų 
membranos pusių įjungus fotokonversijos funkciją, t. y. naudojant ultra-
violetinę spinduliuotę generuojantį filtrą (X-Cite series 120PC Q, JAV) 
kartu su žaliai fluorescuojančio proteino filtru prie stereomikroskopo (ŽFP), 
taip pat ir dienos šviesoje. Eksperimentinės membranos fotografuotos 
naudojant  4×, 6× ir 8× didinimą. Po to CAM su prigijusiais GPLK ir GP 
naviko gabalėliais buvo įlietos į parafino blokus ir supjaustytos 3 µm storio 
pjūviais. Taip paruošti histologiniai preparatai buvo naudojami tolesniems 
eksperimento etapams pagal ištyrimo protokolą (3.3.1.1 pav.). 

33 
 



Histologiniai ekperimentinių ir kontrolinių CAM  preparatai buvo nudažyti 
hematoksilino ir eozino (H&E) dažais ir peržiūrėti OLYMPUS BX40F4 
(Olympus Opticae co. LTD., Japonija) šviesiniu mikroskopu. H&E dažy-
tuose preparatuose vertinti GPLK ir GP navikų prigijimo požymiai: CAM ir 
jos epitelio sustorėjimas, kraujagyslių skaičius ir jų orientacija naviko link, 
prigijusių gabalėlių histologija ir jų perfuzija viščiuko embriono krauju – 
implantuose ieškant viščiuko embriono eritrocitų.   

 

 
 

3.3.1.1 pav. GPLK ir GP poveikio CAM ištyrimo protokolas 
 
 
    3.3.2. Eksperimentinių ir kontrolinių CAM histomorfometrinė analizė 

 
Atrinkti 4 kiekvienos eksperimentinės ir kontrolinės CAM pjūviai. Kiek-

vienas atrinktos membranos pjūvis nufotografuotas penkiuose regėjimo lau-
kuose (RL) (1 CAM = 4 pjūviai po 5 RL – iš viso 20 RL, t. y. 20 nuotraukų) 
elektroninio mikroskopo Olympus skaitmenine fotokamera (Olympus 
U-CMAD3, Filipinai), naudojant 10× didinimą. Regėjimo laukai fotogra-
fuoti tokiu principu: centriniu, arba pirmu, RL buvo laikyta CAM sritis 
tiesiai po prigijusiu GPLK ar GP audinio gabalėliu. Į šonus nuo jos – antras 
ir ketvirtas, arba šalia esantys RL, toliau nuo jų – trečias ir penktas, arba 
atokieji RL. Kontrolinėse membranose buvo pasirinkti ir nufotografuoti 
5 atsitiktiniai RL (3.3.2.1 pav.). 
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           V RL               IV RL                I RL                     II RL                 III RL 
  

3.3.2.1 pav. Eksperimentinės CAM regėjimo laukai 
 

Siekiant tiksliai įvertinti CAM pokyčius po GPLK ar GP audinio ga-
balėlių implantacijos, atlikti morfometriniai matavimai CellSensDimention 
1.9 Digital Imaging Software for Research Applications (Olympus Corpo-
ration of the Americas, JAV) programa. Kiekvienoje eksperimentinės ir 
kontrolinės CAM RL nuotraukoje atlikta po 15 membranos ir jos epitelio 
storio matavimų, apskaičiuoti jų vidutiniai dydžiai. Centrinių ir šalia esančių 
RL nuotraukose apskaičiuotas CAM kraujagyslių skaičius. Kraujagyslėmis 
laikytos tos membranos struktūros, kurios buvo išklotos endotelio ląstelių 
sluoksniu su branduolį turinčiais viščiuko eritrocitais savo spindyje. Į skai-
čiavimus įtrauktos kraujagyslės, kurios buvo didesnio nei 8 µm skersmens 
ties siauriausia spindžio vieta. Centriniame regėjimo lauke po prigijusiu 
GPLK naviko gabalėliu vertintas CAM epitelio vientisumas, o šalia esan-
čiuose ir tolimuosiuose CAM RL įvertinta, ar nesusiformavę atkokieji – sa-
telitiniai – navikų dariniai. Tais atvejais, kai riba tarp epitelio ir implantuoto 
GPLK naviko gabalėlio buvo neaiški, ar stebėta tiesioginė naviko invazija į 
CAM, šie požymiai vertinti kaip infiltratyvus GPLK augimas.  

 
3.3.3. Eksperimentinių ir kontrolinių CAM bei ant CAM prigijusių 
GPLK ir GP gabalėlių imunohistocheminė analizė 
 
Į parafino blokus įlietos CAM su GPLK ar GP gabalėliais bei kontrolinės 

CAM papildomai atpjautos 3 µm storio pjūviais (vidutininškai 9 pjūviai 
1 reagentui). Preparatai pašildyti termostate 30 min. 62 °C temperatūroje, 
prieš pradedant taikyti protokolą imunohistochemijai didelės molekulinės 
masės monokloninio pelės antikūnu prieš žmogaus antigenus Citokeratino 
Clone 34βE12 (Dako, JAV) (DMM CK), monokloniniu pelės antikūnu prieš 
žiurkės antigenus Ki-67 Clone MID-5 (Dako, Danija), pA antimatrikso 
metaloproteinazės 9 antikūnu (MMP 9) (Novusbio, JAV), antikūnu proli-
feruojančių ląstelių branduoliams nustatyti (PLBA) (Thermoscientific, JAV) 
ir Sambucus nigra (Elderly) Bark lektinu (Vector, JAV).  
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3.3.3.1. Imunohistochemija DMM CK antikūnu 
 

Išėmus eksperimentinių CAM preparatus iš termostato, jie deparafinuoti 
ksilenu O-Xylene (Sigma Aldrich, JAV) 3 kartus – 5 min., 4 min. ir 4 min. 
perdedant į vis kitas talpas rankiniu būdu.  

Po to rehidratuoti užpylus 2,0 ml 99,8 proc. izopropilo alkoholio 2 Pro-
panol (Merk, Vokietija). 

Po to preparatai paveikti 2,0 ml 96 proc. etilo alkoholiu 2 min., tuomet 
perdėti į kitą indelį ir užpilti 2,0 ml 96 proc. etilo alkoholiu 2 min., nuplauti 
tekančiu čiaupo vandeniu 1 min., distiliuotu vandeniu 1 min. ir dar kartą 
distiliuotu vandeniu 1 min.  

Antigeno išlaisvinimui preparatai buvo paveikti 0,01 M natrio citrato 
buferiu Target retrival (pH 9), perdėti į kaitinimo puodą ir kaitinti 3 min. 
99–100 °C temperatūroje. Preparatai išimti, ant jų uždėtos dengiančiosios 
plokštelės Skandon Coverplate (LLG labwear, Australija), po to praplauti 
2,0 ml plovimo buferiu Dako En Vision Flex (Dako, Danija) 5 min. 

Imunohistocheminis preparatų dažymas pradėtas peroksidazės blokavimo 
tirpalo Peroxidase blocking Dako Real (Dako, Danija) 200,0 µl ekspozicija 
10 min., po to preparatai praplauti 2,0 ml plovimo buferio 5 min. Toliau 
naudotas pirminis antikūnas HMW CK, atskiestas antikūno skiedikliu Dako 
Antibody Diluent (Dako, Danija) santykiu 1:100 30 min. Preparatai plauti 
2,0 ml plovimo buferio 5 min., po to naudotas antrinis antikūnas Flex+ 
mouse linker (Dako, Danija) 100,0 µl 30 min., praplautas 2,0 ml plovimo 
buferio 5 min. ir paveiktas antriniu antikūnu Flex HPR (Dako, Danija) 
100,0 µl 30 min. Preparatus kartotinai praplovus 2,0 ml plovimo buferiu 
5 min., jie paveikti chromogenu Dab+Chromogen atskiestu skiedikliu 
Substrat buffer Dako (Dako, Danija) santykiu 1:50 2 min., praplauti 2,0 ml 
plovimo buferio 5 min., ir, užpylus 2,0 ml distiliuoto vandens 5 min, nuim-
tos dengiančiosios plokštelės, preparatai įstatyti į stovelį, kuris patalpintas į 
distiliuotą vandenį 1 min. Tuomet 3 minutėms užlašintas Majerio hema-
toksilinas Mayer‘s Haemalum (GCC Diagnostics, Didžioji Britanija). Prepa-
ratus praplovus tekančiu čiaupo vandeniu 1 min., jie paveikti amonio van-
deniu 30 sek., po to vėl praplauti tekančiu čiaupo vandeniu 1 min. 

Paskui preparatai dehidratuoti 2,0 ml 96 proc. etilo alkoholiu 2 min., 
perdėti į kitą indelį rankiniu būdu ir vėl paveikti 2,0 ml 96 proc. etilo 
alkoholiu 2 min., tuomet izopropilo akloholiu 2,0 ml 99,8 proc. 2 min., 
apdoroti ksilenu 2 kartus po 5 min.  

Taip paruošti preparatai uždengti dengiamaisiais klijais Roti Histoki A II 
(Carl Roth, Vokietija) ir dengiamaisiais stikleliais (LLG labwear, Austra-
lija) bei išdžiovinti traukos spintoje per 12 val. 
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HMW CK nusidažiusios ląstelės vertintos elektroniniu mikroskopu 
OLYMPUS BX40F4 (Olympus Opticae co. LTD., Japonija), preparatai nu-
fotografuoti elektroninio mikroskopo Olympus skaitmenine fotokamera 
(Olympus U-CMAD3, Filipinai), naudojant 10× didinimą. 

Ant CAM prigijusių GPLK ir GP naviko gabalėlių raiška į HMW CK 
buvo lyginta su citokeratino raiška kontroliniuose GPLK ir GP naviko gaba-
lėliuose.  
 

3.3.3.2. Imunohistochemija Ki 67, anti MMP 9 ir PLBA antikūnais 
 

Imunohistochemija Ki-67, anti MMP 9 ir PLBA antikūnais buvo atlie-
kama pagal tą patį imunohistochemijos protokolą, tik pirminį antikūną 
Ki-67 praskiedus su antikūno skiedikliu santykiu 1:30, o anti MMP 9 ir 
PLBA santykiu 1:100. Imunohistocheminė Ki-67, anti MMP 9 ir PLBA 
raiška preparatuose vertinta elektroniniu mikroskopu OLYMPUS BX40F4 
(Olympus Opticae co. LTD., Japonija), preparatai fotografuoti elektroninio 
mikroskopo Olympus skaitmenine fotokamera (Olympus U-CMAD3, Fili-
pinai), naudojant 10× didinimą.   

Prigijusių GPLK ir GP naviko gabalėlių raiška į Ki-67 ir PLBA anti-
kūnus buvo lyginta su Ki-67 ir PLBA raiška kontroliniuose GPLK ir GP 
gabalėliuose. 

Prigijusių GPLK ir GP naviko gabalėlių raiška į anti MMP 9 antikūną 
buvo lyginta su šio reagento raiška kontrolinėse membranose. 

 
3.3.3.3. Histochemija Sambukus nigra lektinu 
 
Po kaitinimo termostate eksperimentinių CAM preparatams taikyta 

standartinė deparafinavimo procedūra ksilenu tris kartus, kaip aprašyta 
3.3.3.1 skyriuje. 

Po to preparatai praplauti distiliuotu vandeniu 2,0 ml 5 min. ir fosfato 
buferiniu tirpalu (pH 7,2) 1,0 ml 3 min., tada užlašinti 3 lašai 3 proc. 
vandenilio peroksido (Valentis, Lietuva) 10 min. ir praplauta 1,0 ml fosfato 
buferiniu tirpalu 3 min. Vėliau užlašinta streptavidino (Vector, JAV) tirpalo 
2–4 lašai 15 min. ir plauta 1,0 ml fosfato buferiniu tirpalu 3 min., po to 
užlašinti 2–4 lašai biotino (Vector, JAV) 15 min. ir vėl plauta 1,0 ml fosfato 
buferiniu tirpalu 3 min. 

Imunohistocheminis dažymas pradėtas ant preparatų užlašinus peroksi-
dazės blokavimo tirpalo 100,0 µl (Vector, JAV) + 1,0 ml distiliuoto van-
dens – ekspozicija 30 min., tuomet preparatai plauti 1,0 ml fosfato buferiniu 
tirpalu 3 min. ir pradėtas dažymas pirminiu antikūnu – 100 µl Sambukus 
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nigra (Elderly) Bark lektinu (Vector, JAV) 10 min. Preparatai praplauti 
1,0 ml natrio citrato buferiniu tirpalu 3 min., užlašinti 3 lašai Elite ABC 
tirpalo (Elite ABC tirpalas gaminamas prieš jį naudojant tokiu būdu: 5,0 ml 
fosfato buferinio tirpalo + 2 lašai A reagento iš rinkinio+ 2 lašai B reagento 
iš rinkinio) 30 min. Praėjus šiam laiko tarpui, preparatai plauti 1,0  ml natrio 
citrato buferiniu tirpalu 3 min., perlieti chromogenu Dab+Chromogen 
atskiestu su skiedikliu Substrat buffer Dako (Dako, Danija) santykiu 1:100 
ir iš karto nuplauti 1,0 ml natrio citrato buferiniu tirpalu 3 min. Paskui už-
piltas 1,0 ml distiliuoto vandens 3 min., nuimtos dengiančiosios plokštelės, 
preparatai įstatyti į stovelį, kuris patalpintas į distiliuotą vandenį 1 min. 
Tuomet 3 min. užlašintas Majerio hematoksilinas Mayer‘s Haemalum (GCC 
Diagnostics, Didžioji Britanija). Preparatus praplovus tekančiu čiaupo van-
deniu 1 min., jie paveikti amonio vandeniu 30 sek., po to vėl praplauti te-
kančiu čiaupo vandeniu 1 min. 

Tolesniame etape preparatai dehidratuoti pagal prieš tai aprašytą pro-
tokolą ir uždengti dengiamaisiais klijais Roti Histoki A II (Carl Roth, 
Vokietija) su dengiamaisiais stikleliais (LLG labwear, Australija) ir džio-
vinti traukos spintoje 12 val. Histocheminė Sambukus nigra lektino raiška 
eksperimentinėse CAM bei GPLK ir GP gabaliukuose, taip pat kontrolinėse 
CAM vertinta elektroniniu mikroskopu OLYMPUS BX40F4 (Olympus 
Opticae co. LTD., Japonija), preparatai fotografuoti elektroninio mikro-
skopo Olympus skaitmenine fotokamera (Olympus U-CMAD3, Filipinai), 
naudojant 10× didinimą. 

Prigijusių GPLK ir GP reakcija į lektiną buvo lyginama su lektino raiška 
kontroliniuose GPLK ir GP gabalėliuose bei kontrolinėse CAM. 
 
 

3.4. Statistinė duomenų analizė 
 

   Statistinė duomenų analizė atlikta panaudojant programinį paketą IBM 
SPSS Statistics for Windows, Version 22,0 (Armonk, NY: IBM Corp.). 

Apskaičiuoti kiekybinių kintamųjų (požymių) vidurkiai bei standartinisi 
nuokrypiai, kokybiniai kintamieji įvertinti procentiniais įverčiais.  

   Normalumo hipotezei tikrinti buvo taikytas Kolmogorovo-Smirnovo 
testas. Dviejų grupių vidurkių palyginimui, esant normalumui, buvo taikytas 
Stjudento t-testas dviem nepriklausomoms imtims, nesant – grupių paly-
ginimui taikytas Mano-Vitnio U testas (Mann-Whitney U test). Daugiau nei 
dviejų  grupių vidurkių palyginimui buvo taikyta dispersinė analizė 
ANOVA (esant normalumui)  ir neparametrinė dispersinė analizė –  
Kruskalio-Voliso (Kruskal-Wallis) testas (netenkinant normalumo). 
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Kokybinių duomenų tarpusavio priklausomybė vertinta naudojant chi-
kvadrato (χ²) testą. 

Kiekybinių kintamųjų ryšio stiprumas buvo vertintas  Pirsono (Pearson) 
arba Spirmeno koreliacijos koeficienas(esant/nesant normalumui). 

Reikšmingumo lygmuo  α tikrinant statistines hipotezes buvo pasirinktas 
0,05. 

Skirtumo tarp vidurkių didumui nustatyti buvo vertinta II rūšies klaida β 
ir stebimas testo galingumas (Observed Power), kur Observed Power = 1–β. 
Skirtumo dydis vertintas statistiškai patikimu, jei β ≤ 0,2, kai α = 0,05.  
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4. PAGRINDINIAI DARBO REZULTATAI 
 

4.1. Tyrime dalyvavusių pacientų demografiniai bei klinikiniai 
duomenys 

 
2010–2011 metais „Gerklų plokščiųjų ląstelių karcinomos ir gerklų 

papilomos biologinės išraiškos viščiuko embriono chorioalantojinėje memb-
ranoje“ eksperimente dalyvavo 11 pacientų, sergančių GPLK ir 12 – GP. 
2015 metais į studiją įtrauktas 1 pacientas, kuriam operuotos gerklos dėl 
GPLK ir 1 dėl GP. Iš jų 12 vyrų sirgo GPLK bei 8 moterys ir 5 vyrai, 
gydomi dėl GP. 

GPLK sergančių pacientų amžiaus vidurkis buvo 54 ± 7, o GP – 34 ± 21 
metai. 

Iš 12 dėl GPLK operuotų pacientų 4 buvo nustatytas G1 diferenciacijos 
laipsnis, 6 – G2, 2 – G3. Geros ir vidutinės diferenciacijos (G1 ir G2) GPLK 
navikai nustatyti dažniau nei G3 ir G4 navikai (p = 0,003). Šių pacientų 
naviko išplitimo lygis T pagal TNM klasifikaciją operacijos dieną buvo  
pasiskirstęs taip: 4 pacientams diagnozuotas T1(a, b) GPLK išplitimo lygis, 
4 – T2, 0 – T3 ir 4 pacientams – T4. Keturi pacientai iki studijos pabaigos 
neišgyveno, 5 pacientams diagnozuotas atokiųjų GPLK metastazių susifor-
mavimas kituose organuose (4.1.1 lentelė).  
 
4.1.1 lentelė. Pacientų, tyrime dalyvavusių dėl GPLK ligos, demografiniai 
bei klinikiniai duomenys (vidurkis ± SN) 

Rodiklis Pacientų duomenys (N = 12 ) 
Lytis (vyrai/ moterys, proc.) 100/0 
Amžius (vidurkis ± SN, m) 54 ± 7 
GPLK diferenciacijos laipsnis G1 4 
GPLK diferenciacijos laipsnis G2 6 
GPLK diferenciacijos laipsnis G3 2 
GPLK diferenciacijos laipsnis G4 0 
GPLK išplitimo lygis T1 4 
GPLK išplitimo lygis T2 4 
GPLK išplitimo lygis T3 0 
GPLK išplitimo lygis T4 4 
Mirusiųjų skaičius, praėjus 4,5–5 m. po pirminio naviko 
pašalinimo operacijos 

4 

Pacientai, kuriems buvo nustatytos atokiosios GPLK mts 5 
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma, mts – metastazės,  
SN – standartinis nuokrypis. 
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Dėl GP operuotų pacientų vidutinė Derkay/Coltrera reikšmė buvo 
nustatyta 7 ± 3. Šešis iš 12 GP sergančius pacientus 4,5–5 metų laikotarpyje 
teko operuoti pakartotinai dėl GP recidyvų, kurių vidutinis dažnis buvo 
2 ± 1. O, tie patys pacientai dėl GP recidyvo iki eksperimento pradžios 
operuoti vidutiniškai 6 ± 4 karto (4.1.2 lentelė). 
 
4.1.2 lentelė. Pacientų, tyrime dalyvavusių dėl GP ligos, demografiniai bei 
klinikiniai duomenys (vidurkis ± SN) 

Rodiklis Pacientų duomenys (N = 13) 
Lytis (vyrai/ moterys, proc.) 46/54 
Amžius (vidurkis ± SN, m) 34 ± 21 
Derkay/Coltrera indeksas (vidurkis ± SN) 7 ± 3 
Operacijų skaičius dėl GP recidyvo iki eksperimento 
pradžios (vidurkis ± SN) 

6 ± 4 

Operacijų skaičius dėl GP recidyvo, praėjus 4,5–5 metams 
po eksperimento pradžios (vidurkis ± SN) 

2 ± 1 

GP – gerklų papiloma, SN – standartinis nuokrypis. 
 
 

4.2. Viščiuko embrionai 
 

Per visą eksperimentą buvo inkubuota 510 kiaušinių. Iš jų, atidarius lan-
gelius kiaušinio lukšte, 45 buvo neapvaisinti. Iki GPLK ar GP implantavimo 
ant CAM dienos išgyveno 393 embrionai. Iki eksperimento pabaigos išgy-
veno 284 embrionai (4.2.1 pav.). 

 

 
 

4.2.1 pav. Viščiuko embrionų gyvybingumas eksperimento metu 
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4.3. Eksperimentinių CAM ir ant jų prigijusių GPLK ir GP naviko 
gabalėlių bei kontrolinių CAM in vivo biomikroskopiniai, 

fluorescenciniai stereomikroskopiniai, histomorfometriniai  
ir imunohistocheminiai tyrimai 

 
4.3.1. Eksperimentinių CAM ir ant jų prigijusių GPLK naviko 
gabalėlių in vivo biomikroskopinio ir histologinio tyrimo rezultatai 

 
Septintą–devintą kiaušinių inkubacijos parą ant jau susiformavusių 

viščiuko embriono CAM buvo implantuota 219 GPLK naviko gabalėlių. 
Eksperimento metu iš visų GPLK gabalėlių, implantuotų ant CAM, įver-
tinus makroskopiškai, biomikroskopiškai bei histologiniu tyrimu (pjūviuose, 
dažytuose H&E) prigijusiais laikyti 149 (68 proc.), neprigijo 12 (5 proc.) 
GPLK gabalėlių. Prigijusiais laikyti tie naviko gabalėliai, kurie buvo tvirtai 
prikibę prie viščiuko embriono CAM, – ir tai buvo regima plika akimi bei 
atliekant in vivo biomikroskopiją; kai jie sukėlė CAM kraujagyslių reakciją į 
implantą, kuri buvo pastebima taikant minėtus tyrimo metodus, ir kai visus 
šiuos požymius patvirtino nurodytas histologinis tyrimas. Atliekant tyrimą, 
žuvo 58 (27 proc.) viščiuko embrionai su prigijusiu GPLK naviko gabalėliu 
ant jų CAM.  

 
 

4.3.1.1 pav. GPLK naviko gabalėliai ant CAM 
 

Visi GPLK gabalėliai, iki eksperimento pabaigos augę ant viščiuko emb-
riono CAM, makroskopinio stebėjimo bei in vivo biomikroskopijos metu 
atrodė gyvybingi. Histologiniu tyrimo metodu buvo nustatyta, jog implantai 
išlaikė savo histologinę struktūrą, t. y. jų audinyje stebėtos polimorfiškos 
atipinės plokščio epitelio ląstelės, turinčios stambų branduolį, vieną  ar kelis 
branduolėlius bei gausią eozinofilišką citoplazmą. Stromoje buvo galima 
matyti įvairiai išreikštą infiltraciją monomorfonuklearais. Kai kuriuose pri-
gijusiuose GPLK naviko gabalėliuose buvo rasti susiformavę plokščiojo 
epitelio mazgeliai – vadinamieji „keratino perlai“. 
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Nuo antros GPLK augimo ant viščiuko embriono CAM paros in vivo 
biomikroskopijos metu stebėtas kraujagyslių orientavimosi į GPLK naviko 
gabalėlį fenomenas. Aplink šias kraujagysles matėsi naujai besiformuo-
jantys smulkūs CAM kapiliarai, o histologiniuose preparatuose – heterofilus 
primenančios ląstelių sankaupos (4.3.1.2 pav.). 

 

a  b  
 

c  
 

4.3.1.2 pav. Ant CAM prigijusių GPLK naviko gabalėlių histologija 
Prigijęs GPLK naviko gabalėlis – in vivo biomikroskopija (a). Prigijęs GPLK gabalėlis 

(ilga rodyklė), smulkiosios CAM kraujagyslės ir jų orientacija naviko link (mažos rodyklės) 
(b). Prigijusiame GPLK gabalėlyje susiformavę „keratino perlai“ (c) 
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H&E dažytuose preparatuose buvo matoma viščiuko embriono krauja-
gyslių penetracija į GPLK naviko gabalėlį, augantį ant CAM, bei aptikti 
embriono ertrocitai implanto audinyje (4.3.1.3 a pav.).  

Keturiasdešimt aštuonių CAM in vivo biomikroskopiniuose vaizduose 
bei H&E dažytuose pjūviuose stebėtas infiltratyvus GPLK augimas. Kai ku-
rie iš šių naviko gabalėlių (n = 5) peraugo visas viščiuko embriono CAM 
morfologines struktūras ir infiltravo viščiuko embriono alantojaus maišą, 
atitinkamai – 1 GPLK gabalėlis 3-iąją parą, 3 gabalėliai 4-ąją parą ir vie-
nas – 5-ąją parą po GPLK implantacijos. Šie GPLK naviko gabalėliai jau 
nuo trečios augimo ant CAM dienos pažeidė CAM epitelio pamatines mem-
branas, vietomis suformavo epitelines išaugas, vadinamuosius „epitelinius 
liežuvius“, ir skverbėsi žemyn į viščiuko embriono CAM mezenchimą. Tri-
jose iš šių mezenchimų, infiltratyviai CAM atžvilgiu augančioje GPLK, 
rastas besiformuojantis plokščiojo epitelio mazgelis „keratino perlas“ 
(4.3.1.3 b pav.).  
 

a   b  
 

4.3.1.3 pav. Infiltratyvus GPLK augimas ant CAM 
Viščiuko embriono eritrocitai prigijusio GPLK audinyje (a). 

Viščiuko embriono CAM peraugęs ir infiltratyviai jos atžvilgiu augantis GPLK navikas (b) 
 

Keturiasdešimt aštuoni iš 149 prigijusių GPLK gabalėlių suformavo 
metastazių židinius, primenančius GPLK struktūrą, augančius ant viščiuko 
embriono CAM, atokiai nuo pirminio GPLK (naviko gabalėlių, kurie buvo 
implantuoti ant CAM). Trijose jų rastos daugybinės metastazės, t. y. susi-
formavę daugiau nei 3 nauji židinukai šalia pirminio GPLK implanto.  

Aplink prigijusius GPLK naviko gabalėlius ir jų metastazes makro-
skopiškai bei in vivo biomikroskopijos būdu stebėta ryški CAM kraujagyslių 
reakcija, t. y. kraujagyslių pritraukimas link naviko ir vadinamojo stipininio 
ratelio (spoked-wheel) susiformavimas. Šio tipo CAM reakcija į GPLK ga-
balėlį nustatyta nuo 3-iosios  paros po tumoro implantacijos (4.3.1.4 pav.).  
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a    b  
 

4.3.1.4 pav. GPLK metastazės ant CAM 
Ilga rodykle pažymėtas implantuotas GPLK gabalėlis ir spoked-wheel fenomenas, 

trumpomis rodyklėmis –  daugybiniai metastaziniai GPLK židiniai ir spoked-wheel 
fenomenas (a); histologinis GPLK metastazinio darinio ant CAM vaizdas (b) 

 
 
4.3.2. Eksperimentinių CAM ir ant jų prigijusių GP naviko gabalėlių 
in vivo biomikroskopijos ir histologinio tyrimo rezultatai 
 
Ant susiformavusių viščiuko embriono CAM 7–9 inkubacijos parą buvo 

implantuoti 174 GP naviko gabalėliai. Iš visų ant CAM implantuotų GP 
gabalėlių, juos įvertinus makroskopiškai, biomikroskopiškai bei atlikus 
histologinį tyrimą (pjūviuose, dažytuose H&E), laikyti prigijusiais 92 
(53 proc.), neprigijo 26 (15 proc.) GP gabalėliai. Tyrimo metu žuvo 56 
(32 proc.) viščiuko embrionai su prigijusiu GP naviko gabalėliu ant jų CAM 
(4.3.2.1 pav.). 

 

 
 

4.3.2.1 pav. GP naviko gabalėliai ant CAM 
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Visi GP naviko gabalėliai, prigiję ant viščiuko embriono CAM, iki eks-
perimento pabaigos makroskopiškai bei in vivo biomikroskopijos metu 
atrodė gyvybingi, tačiau, palyginti su GPLK navikais, GP gabalėliai nuo 
antros paros po implantacijos sukėlė žymią CAM edemą.  

Histologiniu tyrimu buvo nustatyta, kad implantai išlaikė savo his-
tologinę struktūrą, t. y. stebėtos didelės plokščiojo epitelio ląstelės, gru-
pėmis išsidėsčiusios apie kraujagyslių stiebelį su įvairiai išreikštu stromos 
kiekiu gabalėliuose (4.3.2.2 a pav.). Ląstelėse atipijos požymių nebuvo 
stebėta.  

 

a    b   
 

c  
 

4.3.2.2 pav. GP in vivo biomikroskopija ir histologija 
Ant CAM prigijusio GP gabalėlio histologinis vaizdas – kraujagyslių stiebelis ir aplink jį 
išsidėsčiusios plokščiojo epitelio ląstelės (a). Ant CAM prigijęs GP naviko gabalėlis (ilga 
rodyklė) ir naujai susiformavę GP židiniai (trumpos rodyklės) – in vivo biomikroskopija 
(b). Ant CAM naujai susiformavę GP židiniai (trumpos rodyklės) bei CAM kraujagyslių 

orientacija GP gabalėlių link su viščiuko heterofilų sankaupomis aplink jas (ilga rodyklė) – 
histologija (c) 
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Aplink prigijusius GP gabalėlius nuo trečios paros po implantacijos 
makroskopiškai bei stereomikroskopu nustatytas paryškėjęs kraujagyslių 
tinklas bei vadinamasis stipininis ratelis (spoked-wheel). Histologiškai CAM 
mezenchimos kraujagyslės orientavosi į prigijusį GP naviko gabalėlį nuo 
antros GP augimo ant viščiuko embriono CAM paros. Aplink šias krau-
jagysles formavosi smulkūs CAM kapiliarai bei heterofilus primenančios 
ląstelių sankaupos (4.3.2.2 c pav.). 

H&E dažytuose preparatuose pastebėta, jog GP taip pat augo formuo-
damos CAM epitelio išaugas, kurios aptiktos šalia CAM kraujagyslių. 
Epitelinės išaugos skverbėsi žemyn į CAM mezenchimą, tačiau nė vieno 
eksperimento metu nepažeidė CAM epitelio pamatinės membranos. 

 
4.3.3. Eksperimentinių CAM bei ant jų prigijusių GPLK ir GP 
naviko gabalėlių įvertinimas fluorescencinės stereomikroskopijos 
metodu 
 
Penktą augimo ant CAM parą GPLK gabalėliai visose tirtose membra-

nose stebėti apsupti įvairaus diametro kraujagyslių, kurios orientavosi – 
krypo prigijusio GPLK naviko gabalėlio link ir suformavo aiškų vadinamąjį, 
stipininį ratelį (spoked-wheel). Nepaisant į GPLK naviką nukreipto krauja-
gyslių tinklo, jo perfuzija viščiuko krauju praėjus 5 paroms po GPLK 
implantacijos, vertinta kaip minimali: stebėti aktyviai švytintys GPLK 
naviko kraštai, tačiau pats GPLK gabalėlis, palyginti su jį supančiomis 
ryškiai fluorescuojančiomis kraujagyslėmis, išliko „tamsus“ (4.3.3.1 a pav.). 

 

a    b  
 

4.3.3.1 pav. Prigijusių GPLK ir GP navikų fluorescuojanti 
stereomikroskopija – 5 paros po implantacijos ant CAM 

GPLK naviko gabalėlis ant CAM (ilga rodyklė), stipininis ratelis (trumpos rodyklės) (a). 
GP naviko gabalėlis ant CAM (ilga rodyklė), stipininis ratelis (trumpos rodyklės) (b) 
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Penkias paras ant viščiuko embriono CAM augę GP naviko gabalėliai 
buvo apsupti į juos orientuotų viščiuko kraujagyslių tinklo. Tačiau tiek 
prigijęs GP gabalėlis, tiek naujai susiformavę papilomos židinukai ant 
CAM, palyginti su juos supančiu kraujagyslių tinklu, išliko minimaliai 
fluorescuojantys (4.3.3.1 b pav.). 

Šešias paras ant viščiuko CAM augantys GPLK naviko gabalėliai buvo 
apsupti viščiuko embriono CAM kraujagyslių tinklo. Prigijusio GPLK 
naviko gabalėlio švytėjimas paryškėjo, palyginti su  tais GPLK gabalėliais, 
kurie ant CAM augo 5 dienas, bet nebuvo toks ryškus, kaip jį supančių 
viščiuko embriono CAM kraujagyslių (4.3.3.2 a pav.). 

Šiuo GP naviko gabalėlio augimo ant CAM laikotarpiu stebėta panaši 
CAM reakcija į GP gabalėlį, kaip ir į GPLK, t. y. matėsi į GP naviką 
orientuotos kraujagyslės, tačiau jo, kaip ir naujai susiformavusių papilomos 
židinukų, perfuzija viščiuko krauju išliko nepilna (4.3.3.2 a, b pav.). 
 

a    b  
 

4.3.3.2 pav. Prigijusių GPLK ir GP navikų fluorescuojanti 
stereomikroskopija – 6 paros po implantacijos ant CAM 

GPLK naviko gabalėlis ant CAM (ilga rodyklė), stipininis ratelis (trumpos rodyklės) (a). 
GP naviko gabalėlis ant CAM (ilga rodyklė), stipininis ratelis (trumpos rodyklės) (b) 

 
Septintą augimo ant viščiuko embriono CAM parą visi fluorescuojančiu 

metodu tirti GPLK naviko gabalėliai buvo apsupti gausaus, įvairaus dydžio 
kraujagyslių tinklo bei visiškai aprūpinti viščiuko embriono krauju. Tai  
pavaizduota 4.3.3.3 a paveiksle, kur prigijęs GPLK navikas fluorescuojamai 
švyti taip pat intensyviai, kaip ir jį supančios kraujagyslės visame gabalėlio 
plote. 

Panašūs pakitimai rasti ir ant viščiuko embriono CAM prigijusiuose GP 
gabalėliuose. Pastarieji buvo apsupti kur kas smulkesnių kraujagyslių 
gausaus tinklo. Visi šiuo metodu tirti GP gabalėliai taip pat buvo aprūpinti 

48 
 



viščiuko embriono CAM krauju, lygiai kaip ir tą parą tirti GPLK ant CAM 
navikai. Be to, rasti ryškiai fluorescuojantys ir naujai susiformavę papi-
lomos židiniai (4.3.3.3 b pav.) 

 

a    b  
 

4.3.3.3 pav. Prigijusių GPLK ir GP navikų fluorescuojanti 
stereomikroskopija – 7 paros po implantacijos ant CAM 

GPLK naviko gabalėlis ant CAM (ilga rodyklė), stipininis ratelis (trumpos rodyklės) (a). 
GP naviko gabalėlis ant CAM (ilga rodyklė), naujai susiformavę fluorescuojantys GP 

židiniai ant CAM (trumpos rodyklės) (b) 
  
 

4.3.4. Histomorfometrinis viščiuko embriono CAM įvertinimas po 
GPLK ir GP naviko gabalėlių implantacijos 

 
Atlikus statistinę duomenų analizę, paaiškėjo, kad ant gyvybingų 

embrionų CAM GPLK naviko gabalėliai (N = 149) prigijo vidutiniškai 94 
proc. dažnumu, kai PI (92,26–94,88 proc.) iš 100 proc. atvejų, o GP 
(N = 92) – 73 proc. dažnumu, kai PI (68,74–77, 76 proc.) iš 100 proc. 
atvejų. Šis skirtumas rastas statistiškai reikšmingas (p = 0,001), vadinasi, 
GPLK naviko gabalėliai ant viščiuko embriono CAM prigijo patikimai 
dažniau nei GP.  

Įvertinome, kaip pasiskirstė skirtingų pacientų GPLK ir GP gabalėlių 
prigijimo dažnis ant viščiuko embriono CAM, ir jį pateikėme 4.3.4.1 ir  
4.3.4.2 lentelėje. 
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4.3.4.1 lentelė. Skirtingų pacientų GPLK gabalėlių prigijimo dažnis ant 
CAM 

GPLK Proc. 
1 100 
2 100 
3 100 
4 83 
5 73 
6 100 
7 100 
8 88 
9 70 

10 100 
11 100 
12 100 

Iš viso 149 94 
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. 

 
 
 
 
4.3.4.2 lentelė. Skirtingų pacientų GP gabalėlių prigijimo dažnis ant CAM 

GP Proc. 
1 60 
2 62 
3 10 
4 80 
5 67 
6 100 
7 100 
8 100 
9 83 
10 0 
11 24 
12 98 
13 100 

Iš viso 92 72 
                                      GP – gerklų papiloma. 
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4.3.4.1. CAM pokyčiai po GP ir GPLK naviko gabalėlių 
implantacijos – devinta inkubacijos para 

 
Devintą inkubacijos parą ant viščiuko embriono CAM prigijo 20 GPLK 

audinio gabalėlių ir 15 GP audinio gabalėlių, atitinkamai – 90 proc. ir 
57 proc. visų ant CAM 7-ąją inkubacijos parą implantuotų GPLK ir GP 
audinio gabalėlių. Šiame viščiuko embrionų CAM vystymosi etape GPLK 
navikai statistiškai patikimai dažniau prigijo po implantacijos ant CAM nei 
GP gabalėliai (p = 0,001), o 4 proc. visų prigijusių GPLK ir GP audinio 
gabalėlių išplito į gretimas nuo pirminio naviko CAM sritis (4.3.4.1.1 
lentelė). 
 
4.3.4.1.1 lentelė. GPLK ir GP naviko gabalėlių prigijimas ant CAM 9-ąją 
inkubacijos parą 

Požymis/Naviko rūšis GPKL (N = 20) GP (N = 15) 

Prie CAM prigiję naviko gabalėliai  (proc.) p = 0,001 90 57 

Naujai susiformavę naviko židiniai ant CAM (proc.) 4 4 
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. GP – gerklų papiloma.  
CAM – chorioalantojinė membrana. 
 

Palyginome viščiuko embriono CAM parametrus po implantuotu GP 
naviko gabalėliu devintą inkubacijos parą su kontroline grupe. Nustatėme, 
kad praėjus 2 paroms po GP implantacijos, eksperimentinė CAM sustorėjo 
vidutiniškai 403 proc., o CAM epitelis – 100 proc., palyginti su kontroline 
CAM ir jos epiteliu (p = 0,001). CAM kraujagyslių kiekis po prigijusiu GP 
gabalėliu padidėjo vidutiniškai 29 vienetais, o tai yra statistiškai patikimai 
daugiau nei kontrolinėje grupėje (p = 0,001) (4.3.4.1.2 lentelė). 

 
4.3.4.1.2 lentelė. GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 9-ąją inkubacijos parą 

GP Kontrolinė 
grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 142,3 133,4 28,2 9,1 103,8 403 0,001 0,043 

Epitelio storis, μm 14,2 4,1 7,4 1,3 8,1 100 0,001 0,000 
Kraujagyslių kiekis 39 38 6 3 28 457 0,001 0,05 
*Skaičiuota, kai α = 0,05.  
GP – gerklų papiloma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
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Šiuo inkubacijos periodu prigiję GPLK naviko gabalėliai taip pat sukėlė 
statistiškai reikšmingą CAM ir jos epitelio sustorėjimą atitinkamai 203 ir 
100 proc., palyginti su kontrolinės grupės CAM atitinkamais parametrais 
(p = 0,001). Po implantuotu GPLK gabalėliu rasta vidutiniškai 21 krauja-
gysle daugiau nei kontrolinėse CAM (p = 0,001) (4.3.4.1.3 lentelė). 
 
4.3.4.1.3 lentelė. GPLK naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 9-ąją inkubacijos parą 

GPLK Kontrolinė 
grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 85,4 32,8 28,2 9,1 47,2 203 0,001 0,000 

Epitelio storis, μm 14,2 3,1 7,4 1,3 7,7 100 0,001 0,000 
Kraujagyslių kiekis 32 13 7 3 21 357 0,001 0,000 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. CAM – chorioalantojinė membrana 
 

Nustatėme, kad devintą inkubacijos parą – t. y. praėjus dviem paroms po 
GPLK implantacijos ant CAM, pastaroji vidutiniškai sustorėjo iki 85 ± 33 
µm, o po GP naviko gabalėliu šiuo inkubacijos periodu rasta sustorėjusi iki 
142 ± 133 µm, tačiau skirtumas nebuvo statistiškai patikimas (p = 0,076). 
Viščiuko embriono CAM epitelio sustorėjimas po implantais – atitinkamai 
iki 14 ± 3 µm po GPLK ir 14 ± 4 µm po GP (p = 0,615) bei kraujagyslių 
kiekis šiose grupėse (p = 0,168) taip pat reikšmingai nesiskyrė (4.3.4.1.4 
lentelė).  
 
4.3.4.1.4 lentelė. GPLK ir GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono 
CAM palyginimas 9-ąją inkubacijos parą 

GPLK GP Skirtumas 

Požymi Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 85,4 32,8 142,3 133,4 56,7 67 0,076 – 
Epitelio storis, μm 14,2 3,1 14,2 4,1 0,4 0 0,615 – 
Kraujagyslių kiekis 32 13 39 38 8 22 0,168 – 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. GP – gerklų papiloma.  
CAM – chorioalantojinė membrana 
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4.3.4.2. CAM pokyčiai po GPLK ir GP naviko gabalėlių 
implantacijos – dešimta inkubacijos para 

 
Dešimtą inkubacijos parą, t.y. praėjus trims paroms po GPLK ir GP 

naviko implantacijos ant viščiuko embriono CAM, prigijo 27 GPLK ir 16 
GP gabalėlių, atitinkamai – 86 proc. ir 79 proc. visų implantuotų GPLK ir 
GP audinio fragmentų. Šią inkubacijos parą GPLK gabalėliai prigijo 
statistiškai patikimai dažniau nei GP gabalėliai (p = 0,001). Naujus GPLK ir 
GP židinius ant viščiuko embrionų CAM suformavo po 2 proc. šių navikų 
(4.3.4.2.1 lentelė).    
 
4.3.4.2.1 lentelė. GPLK ir GP naviko gabalėlių prigijimas ant CAM 10-ąją 
inkubacijos parą 

Požymis/Naviko rūšis GPKL  
(N = 27) 

GP  
(N = 16) 

Prie CAM prigiję naviko gabalėliai proc. p = 0,001 86 79 
Naujai susiformavę GP ar GPLK židiniai ant CAM proc. 2 2 
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. GP – gerklų papiloma.  
CAM – chorioalantojinė membrana. 
 

Po implantuotu GP gabalėliu dešimtą inkubacijos parą viščiuko embrionų 
CAM sustorėjo vidutiniškai 203 proc., o CAM epitelis – 100 proc., palyginti 
su kontroline grupe (p = 0,001). CAM mezenchimose po GP implantacijos 
rasta vidutiniškai 21 kraujagysle daugiau nei dešimtos paros kontrolinės 
grupės CAM (p = 0,001) (Lentelė 4.3.4.2.2). 
 
4.3.4.2.2 lentelė.GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 10-ąją inkubacijos parą 

GP Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 112,2 71,6 37,1 11,4 80,8 203 0,001 0,000 

Epitelio storis, μm 12,1 4,3 6,2 1,2 5,4 100 0,001 0,000 
Kraujagyslių kiekis 28 12 6 2 21 367 0,001 0,000 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GP – gerklų papiloma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
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Dešimtą inkubacijos parą po GPLK naviko gabalėliais rasta sustorėjusi 
viščiuko embrionų CAM net  iki 478 proc., o jos epitelis vidutiniškai iki 
250 proc., palyginti su kontrolinės grupės membranomis (p = 0,001). 
Kraujagyslių kiekis po implantuotu GPLK gabalėliu rastas 15 vienetų 
didesnis nei kontrolinėse CAM (p = 0,001) (4.3.5.2.3 lentelė). 
 
4.3.4.2.3 lentelė. GPLK naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 10-ąją inkubacijos parą 

GPLK Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 213,8 124,1 37,1 11,4 182,6 478 0,001 0,000 

Epitelio storis, μm 21,4 10,3 6,2 1,2 15,2 250 0,001 0,000 
Kraujagyslių kiekis 28 15 6 2 15 367 0,001 0,000 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
 

Šiuo embrionų inkubacijos periodu, praėjus trims paroms po GPLK 
implantacijos ant CAM, ši vidutiniškai sustorėjo iki 214 ± 124 µm, t. y. 
statistiškai patikimai daugiau nei po GP gabalėliu (112 ± 71µm) (p = 0,002). 
Viščiuko embriono CAM epitelis po GPLK naviko gabalėliais sustorėjo taip 
pat labiau (21 ± 10 µm) nei po GP navikais (12 ± 4 µm) (p = 0,001). Tačiau 
kraujagyslių skaičius šiose eksperimentinėse grupėse nesiskyrė (p = 0,244) 
(4.3.4.2.4 lentelė). 
 
4.3.4.2.4 lentelė. GPLK ir GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono 
CAM palyginimas 10-ąją inkubacijos parą 

GPLK GP Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 213,8 124,1 112,2 71,6 101,8 91 0,001 0,055 

Epitelio storis, μm 21,4 10,3 12,1 4,3 9,8 75 0,001 0,004 
Kraujagyslių kiekis 28 15 28 12 6 0 0,244 – 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. GP – gerklų papiloma.  
CAM – chorioalantojinė membrana. 
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4.3.4.3. CAM pokyčiai po GPLK ir GP naviko gabalėlių 
implantacijos – vienuolikta inkubacijos para 

 
Vienuoliktą inkubacijos parą ant viščiuko embriono CAM prigijo 

93 proc. GPLK gabalėlių (N = 40). GPLK naviko gabalėliai prigijo statistiš-
kai patikimai dažniau nei GP fragmentai (N = 29, 70 proc.) (p = 0,001). 
Šešios CAM su prigijusiais GP ir 24 su GPLK  gabalėliais išpjautos antrą 
parą, 12 su GP ir 6 su GPLK gabalėliais trečią parą bei 11 su GP ir 10 su 
GPLK gabalėliais ketvirtą parą po implantacijos ant CAM. Vidutiniškai 2 
proc. GPLK ir 2 proc. GP navikų ant viščiuko embriono CAM suformavo 
atokiuosius naviko darinius, iš kurių 29 proc. GPLK ir 14 proc. GP antrą 
parą, 14 proc. GPLK ir 29 proc. GP trečią parą ir 57 proc. GPLK ir 57 proc. 
GP ketvirtą parą po jų implantacijos ant CAM (4.3.4.3.1 lentelė).  
 
4.3.4.3.1 lentelė. GPLK ir GP naviko gabalėlių prigijimas ant CAM 11-ąją 
inkubacijos parą 

Požymis/Naviko rūšis GPKL (N = 40) GP (N = 29) 
Prie CAM prigiję naviko gabalėliai  
proc. p = 0,001 

93 70 

Prie CAM prigiję naviko gabalėliai  2, 
3 ir 4-ąją parą po implantacijos ant 
CAM  

2 
paros 

3 
paros 

4 
paros 

2 
paros 

3 
paros 

4 
paros 

24 6 10 6 12 11 
Naujai susiformavę GP ar GPLK 
dariniai ant CAM proc. 

2 2 

Naujai susiformavę GP ar GPLK 
dariniai 2, 3 ir 4-ąją parą po 
implantacijos ant CAM, proc. 

2 
paros 

3 
paros 

4 
paros 

2 
paros 

3 
paros 

4 
paros 

29 14 57 14 29 57 
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. GP – gerklų papiloma.  
CAM – chorioalantojinė membrana. 
 

Eksperimentinės CAM po GP implantu vienuoliktą inkubacijos parą 
rastos vidutiniškai 154 proc. storesnės nei kontrolinės grupės membranos, o 
jų epiteliai –- atitinkamai sustorėję 117 proc., palyginti su kontrolinėm CAM 
(p = 0,001). Kraujagyslių skaičius eksperimentinių CAM mezenchimose 
beveik 60 proc. viršijo kontrolinėse membranose nustatytąjį, šis skirtumas 
analizuojamose grupėse skyrėsi statistiškai reikšmingai (p = 0,047) (Lentelė 
4.3.4.3.2). 
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4.3.4.3.2 lentelė. GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 11-ąją inkubacijos parą 

GP Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 127,3 92,8 50,2 14,1 87,1 154 0,001 0,004 
Epitelio storis, μm 13,1 6,4 5,8 1,2 6,9 117 0,001 0,000 
Kraujagyslių kiekis 8 5 5 2 2 60 0,047 0,487 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GP – gerklų papiloma. CAM – chorioalantojinė membrana.  
 

Po GPLK naviko gabalėliais šiuo inkubacijos periodu rasta sustorėjusi 
viščiuko embrionų CAM vidutiniškai iki 156 proc., o jos epitelis iki 
117 proc., palyginti su kontroline grupe (p = 0,001). Kraujagyslių kiekis po 
prigijusiu GPLK naviku rastas vidutiniškai 8 vienetais didesnis nei kont-
rolinėse CAM (p = 0,001) (4.3.4.3.3 lentelė). 
 
4.3.4.3.3 lentelė. GPLK naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 11-ąją inkubacijos parą 

GPLK Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 128,3 109,1 50,2 14,1 80,9 156 0,001 0,03 
Epitelio storis, μm 12,9 6,4 5,8 1,2 6,3 117 0,001 0,000 
Kraujagyslių kiekis 15 9 5 2 8 200 0,001 0,05 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
 

Vienuoliktą inkubacijos parą viščiuko embrionų CAM po GPLK 
implantais sustorėjo iki 128 ± 109 µm ir statistiškai nesiskyrė nuo CAM 
storio po GP gabalėliu (127 ± 93 µm) (p = 0,980). CAM epitelis po GPLK ir 
GP naviko gabalėliais sustorėjo, tačiau analizuojamose grupėse patikimai 
nesiskyrė (p = 0,836). Tačiau kraujagyslių kiekis šiose eksperimentinėse 
membranose buvo skirtingas, t. y. vidutiniškai 88 proc. didesnis GPLK 
grupėje (p = 0,001) (4.3.4.3.4 lentelė). 
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4.3.4.3.4 lentelė. GPLK ir GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono 
CAM palyginimas 11-ąją inkubacijos parą 

GPLK GP Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. P β 

CAM storis, μm 128,3 109,1 127,3 92,8 6,2 0,8 0,980 – 

Epitelio storis, μm 12,9 6,4 13,1 6,4 0,6 0 0,836 – 
Kraujagyslių kiekis 15 9 8 5 6 88 0,001 0,04* 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. GP – gerklų papiloma.  
CAM – chorioalantojinė membrana. 
   

Praėjus dviem paroms po GPLK ir GP audinio gabalėlių implantacijos 
ant CAM, prigijo visi implantuotieji naviko gabalėliai. Eksperimentinės 
CAM (p = 0,004) bei jų epitelis (p = 0,003) po GPLK implantais sustorėjo 
iki 122  ir 117 proc., o CAM mezenchimos kraujagyslių skaičius padidėjo 
net 200 proc. (p = 0,04), palyginti su kontrolinės grupės CAM (4.3.4.3.5 
lentelė) 
 
4.3.4.3.5 lentelė. GPLK naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 11-ąją inkubacijos parą, praėjus 
dviem paroms po implantacijos 

GPLK Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 111,4 110,1 50,2 14,1 54,4 122 0,004 0,063 
Epitelio storis, μm 13,2 6,1 5,8 1,2 6,4 117 0,003 0,013 
Kraujagyslių kiekis 15 10 5 2 7 200 0,04 0,046 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
 

GP implantai tiriamuoju laikotarpiu sukėlė pačios CAM (p = 0,029) bei 
jos epitelio (p = 0,014) sustorėjimą iki 226 ir 167 proc., palyginti su kont-
rolinių CAM atitinkamais parametrais. Kraujagyslių kiekis po GP gaba-
lėliais antrą parą po implantavimo ant CAM rastas didesnis nei kontrolinių 
membranų mezenchimose, tačiau šis skirtumas nebuvo statistiškai reikš-
mingas  (p = 0,122) (4.3.4.3.6 lentelė). 
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4.3.4.3.6 lentelė. GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 11-ąją inkubacijos parą, praėjus 
dviem paroms po implantacijos 

GP Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 163,3 134,1 50,2 14,1 190,7 226 0,029 0,075 
Epitelio storis, μm 15,8 10,0 5,8 1,2 16,6 167 0,014 0,002 
Kraujagyslių kiekis 10 6 5 2 3 100 0,122 – 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GP – gerklų papiloma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
 

Lyginant šiuos pokyčius GPLK ir GP grupėse, nustatyta, kad šių navikų 
gabalėliai vienodai dažnai prigijo po implantavimo ant CAM (p = 0,64), be 
to, tiriamose grupėse nei pačios CAM (p = 0,214), nei kraujagyslių kiekis 
CAM mezenchimoje (p = 0,261) statistiškai patikimai nesiskyrė. Tačiau 
pastebėta, jog reikšmingai skyrėsi CAM epitelio storio vidurkis, jis GP 
grupėje rastas didesnis (p = 0,002). Pokyčiai pateikti 4.3.4.3.7 lentelė. 
 
4.3.4.3.7 lentelė. GPLK ir GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono 
CAM palyginimas 11-ąją inkubacijos parą, praėjus dviem paroms po 
implantacijos 

GPLK GP Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 111,4 110,1 163,3 134,1 96,4 21 0,214 – 
Epitelio storis, μm 13,2 6,1 15,8 10,0 10,2 23 0,002 0,12 
Kraujagyslių kiekis 15 10 10 6 4 50 0,261 – 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. GP – gerklų papiloma.  
CAM – chorioalantojinė membrana.  
 

Praėjus trims paroms po GPLK audinio implantacijos ant CAM, prigijo 
90 proc. visų implantuotų naviko gabalėlių. Jie sukėlė statistiškai patikimą 
CAM (p = 0,001) ir jos epitelio (p = 0,002) sustorėjimą bei reikšmingai 
padidino kraujagyslių kiekį (p = 0,001), palyginti su kontroline grupe 
(4.3.4.3.8 lentelė). 
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4.3.4.3.8 lentelė. GPLK naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 11-ąją inkubacijos parą, praėjus 
trims paroms po implantacijos 

GPLK Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 101,2 46,4 50,2 14,1 62,9 102 0,001 0,04 
Epitelio storis, μm 14,1 4,9 5,8 1,2 6,9 133 0,002 0,057 
Kraujagyslių kiekis 6 1 5 2 8 20 0,001 0,04 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
 

GP audinio gabalėliai 3-iąją parą po implantacijos prigijo 87 proc. 
dažnumu ir sukėlė statistiškai patikimą pačios CAM (p = 0,001) ir jos 
epitelio (p = 0,001) sustorėjimą bei reikšmingai padidino kraujagyslių kiekį, 
palyginti su kontrolinėmis membranomis. Šie pokyčiai aprašyti 4.3.4.3.9 
lentelėje. 
 
4.3.4.3.9 lentelė. GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 11-ąją inkubacijos parą, praėjus 
trims paroms po implantacijos 

GP Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis 
 SN Vidurkis 

 SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 149,1 112,7 50,2 14,1 110,7 198 0,001 0,205 
Epitelio storis, μm 14, 2 6,1 5,8 1,2 7,0 133 0,001 0,06 
Kraujagyslių kiekis 9 5 5 2 3 80 0,012 0,61 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GP – gerklų papiloma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
 

Pokyčius palyginus GPLK ir GP grupėse, nei pačios CAM (p = 0,989), 
nei jos epitelio (p = 0,214) storis, nei kraujagyslių kiekis CAM mezen-
chimose (p = 0,06) statistiškai reikšmingai nesiskyrė (4.3.4.3.10 lentelė). 

Įvertinome 4 paras ant viščiuko embriono CAM augusių GPLK gabalėlių 
poveikį eksperimentinėms CAM. Nustatėme, kad 80 proc. visų implantuotų 
ant CAM naviko gabalėlių prigijo ir sukėlė reikšmingą jos (p = 0,001) bei 
chorioninio epitelio (p = 0,001) sustorėjimą. Nustatytas ir statistiškai 
patikimas CAM kraujagyslių kiekio padidėjimas GPLK grupėje, palyginti 
su kontrolinės grupės CAM (p = 0,003). Pokyčiai apžvelgti 4.3.4.3.11 
lentelėje. 
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4.3.4.3.10 lentelė. GPLK ir GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko 
embriono CAM palyginimas 11-ąją inkubacijos parą, praėjus trims paroms 
po implantacijos 

GPLK GP Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 101,2 46,4 149,1 112,7 47,7 48 0,989 – 
Epitelio storis, μm 14,1 4,9 14, 2 6,1 0,03 0 0,214 – 
Kraujagyslių kiekis 6 1 9 5 5 50 0,06 0,52 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. GP – gerklų papiloma.  
CAM – chorioalantojinė membrana.  
 
4.3.4.3.11 lentelė. GPLK naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 11-ąją inkubacijos parą, praėjus 
keturioms paroms po implantacijos 

GPLK Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 174,4 120,1 50,2 14,1 134,3 248 0,001 0,12 
Epitelio storis, μm 12,0 4,3 5,8 1,2 6,3 50 0,001 0,056 
Kraujagyslių kiekis 6 1 5 2 8 20 0,003 0,1 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. CAM – chorioalantojinė membrana.  
 

GP audinio gabalėliai, praėjus 4 paroms po implantacijos ant CAM, taip 
pat sukėlė reikšmingą pačios CAM (p = 0,02) bei jos epitelio storėjimą, pa-
lyginti su kontroline grupe (p = 0,001). Kraujagyslių vidutiniškai padaugėjo 
iki 60 proc., palyginti su kontrolinėmis CAM (p = 0,015) (4.3.4.3.12 
lentelė). 
 
4.3.4.3.12 lentelė. GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 11-ąją inkubacijos parą, praėjus 
keturioms paroms po implantacijos 

GP Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 108,1 61,0 50,2 14,1 67,9 116 0,02 0,106 
Epitelio storis, μm 16,4 9,8 5,8 1,2 6,0 167 0,001 0,037 
Kraujagyslių kiekis 8 4 5 2 2 60 0,015 0,81 
*Skaičiuota, kai α=0,05. GP – gerklų papiloma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
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Ketvirtą parą po GPLK ir GP implantacijos GPLK audinio gabalėliai ant 
viščiuko embriono CAM prigijo statistiškai patikimai dažniau nei GP 
navikai (p = 0,001). Po prigijusiais GPLK navikais CAM sustorėjo patiki-
mai daugiau (p = 0.029), o kraujagyslių rasta statistiškai reikšmingai 
daugiau nei GP grupėje (p = 0,001). Tačiau CAM epitelio storis abiejose 
tiriamosiose grupėse nesiskyrė, kaip tai parodyta 4.3.4.3.13 lentelėje. 
 
4.3.4.3.13 lentelė. GPLK ir GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko 
embriono CAM palyginimas 11-ąją inkubacijos parą, praėjus keturioms 
paroms po implantacijos 

GPLK GP Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 174,4 120,1 108,1 61,0 66,3 61 0,029 0,2 
Epitelio storis, μm 12,0 4,3 16,4 9,8 0,3 33 0,798 – 
Kraujagyslių kiekis 6 1 8 4 7 33 0,001 0,074 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. GP – gerklų papiloma.  
CAM – chorioalantojinė membrana. 
 
 

4.3.4.4. CAM pokyčiai po GPLK ir GP naviko gabalėlių 
implantacijos – dvylikta inkubacijos para 

 
Dvyliktą embrionų inkubacijos parą išpjovus eksperimentines CAM, 

rasta 100 proc. prigijusių GPLK (N = 40) ir 89 proc. GP (N = 29) audinio 
gabalėlių. GPLK navikai šiuo inkubacijos periodu prigijo statistiškai 
patikimai dažniau nei GP gabalėliai (p = 0,001). Iš trečią inkubacijos parą 
pjautų membranų prigijusiais laikyti 32 GPLK ir 10 GP audinio gabalėlių, 
ketvirtą parą – 8 GPLK ir 19 GP gabalėlių. Šiose CAM GPLK navikai 
suformavo naujus naviko židinius 3 proc., o GP – 6 proc. atvejų. Šie duo-
menys pateikti  4.3.4.4.1 lentelėje. 

Įvertinus eksperimentinių CAM storį, nustatyta, jog GPLK grupėje jos 
sustorėjo net iki 523 proc. (p = 0,001), o CAM epitelis iki 167 proc. 
(p = 0,001), palyginti su kontrolinėmis CAM. Ant viščiuko embriono CAM 
prigiję GPLK navikai sukėlė statistiškai reikšmingą CAM mezodermos 
angiogenezę, joje nustatyta 88 proc. daugiau kraujagyslių nei kontrolinėse 
CAM (p = 0,001). GPLK implantų poveikis CAM struktūroms matomas 
4.3.4.4.2 lentelėje. 
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4.3.4.4.1 lentelė. GPLK ir GP naviko gabalėlių prigijimas ant CAM 12-ąją 
inkubacijos parą 

Požymis/Naviko rūšis GPKL (N = 40) GP (N = 29) 
Prie CAM prigiję naviko gabalėliai   
proc., p = 0,001 

100 89 

Prie CAM prigiję naviko gabalėliai  2, 3 ir  
4-ąją  parą po implantacijos ant CAM  
 

3 
paros 

4 
paros 

3 
paros 

4 
paros 

32 8 10 19 

Naujai susiformavę GP ar GPLK židiniai ant 
CAM, proc. 

3 6 

Naujai susiformavę GP ar GPLK židiniai  
2, 3 ir 4-ąją parą po implantacijos ant CAM,  
proc. 

3 
paros 

4 
paros 

3 
paros 

4 
paros 

0 100 50 50 
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. GP – gerklų papiloma.  
CAM – chorioalantojinė membrana. 
 
4.3.4.4.2 lentelė. GPLK naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 12-ąją inkubacijos parą 

GPLK Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 161,6 156,0 26,1 14,2 127,8 523 0,001 0,01 
Epitelio storis, μm 16,0 11,2 6,3 2,0 9,3 167 0,001 0,006 
Kraujagyslių kiekis 15 2 8 3 16 88 0,001 0,000 
*Skaičiuota, kai α=0,05.   
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
 

Implantuoti GP audinio gabalėliai taip pat sukėlė statistiškai patikimą 
pačios CAM (p = 0,001), jos epitelio (p = 0,001) storėjimą bei padidino 
kraujagyslių kiekį (p = 0,001) lyginant su kontrolinių CAM atitinkamais 
parametrais (p = 0,001), kurie apžvelgti 4.3.4.4.3 lentelėje. 
 
4.3.4.4.3 lentelė. GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 12-ąją inkubacijos parą 

GP Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 82,3 39,0 26,1 14,2 47,5 215 0,001 0,000 
Epitelio storis, μm 38,1 25,8 6,3 2,0 5,9 533 0,001 0,000 
Kraujagyslių kiekis 23 10 8 3 18 188 0,001 0,000 

*Skaičiuota, kai α=0,05. GP – gerklų papiloma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
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Eksperimentinės CAM po GPLK naviko implantais sustorėjo statistiškai 
reikšmingai daugiau nei po prigijusiais GP audinio gabalėliais (p = 0,012). 
CAM epitelio sustorėjimas (p = 0,132), kaip ir padidėjęs kraujagyslių kiekis 
šių grupių membranose (p = 0,593), statistiškai patikimai nesiskyrė. Šie 
pokyčiai pateikti 4.3.4.4.4 lentelėje. 
 
4.3.4.4.4 lentelė. GPLK ir GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono 
CAM palyginimas 12-ąją inkubacijos parą 

GPLK GP Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 161,6 156,0 82,3 39,0 80,3 98 0,012 0,286 
Epitelio storis, μm 16,0 11,2 38,1 25,8 3,3 136 0,132 – 
Kraujagyslių kiekis 15 2 23 10 2 53 0,593 – 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. GP – gerklų papiloma.  
CAM – chorioalantojinė membrana. 
   

Po trijų GPLK naviko augimo ant CAM parų pastaroji sustorėjo iki 
377 proc. (p = 0,005), o jos epitelis iki 117 proc. (p = 0,005), palyginti su 
kontrolinėmis CAM. GPLK implantai statistiškai reikšmingai padidino 
CAM mezodermos kraujagyslių kiekį, palyginti su kontroline grupe  
(p = 0,001), kaip pateikta 4.3.4.4.5 lentelėje. 
 
4.3.4.4.5 lentelė. GPLK naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 12-ąją inkubacijos parą, praėjus 
trims paroms po implantacijos 

GP Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 124,1 123,0 26,1 14,2 101,6 377 0,005 0,17 
Epitelio storis, μm 13,4 7,0 6,3 2,0 6,4 117 0,005 0,15 
Kraujagyslių kiekis 19 10 8 3 14 136 0,001 0,002 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GP – gerklų papiloma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
  

Atitinkamai trečią parą po GP gabalėlių implantacijos ant CAM sta-
tistiškai patikimai sustorėjo pati CAM (p = 0,01) ir jos epitelis (p = 0,005), 
be to, reikšmingai padaugėjo kraujagyslių CAM mezenchimose (p = 0,001), 
kaip tai atsispindi 4.3.4.4.6 lentelėje. 
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4.3.4.4.6 lentelė. GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 12-ąją inkubacijos parą, praėjus 
trims paroms po implantacijos 

GP Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 63,4 23,8 26,1 14,2 39,7 142 0,01 0,000 
Epitelio storis, μm 10,1 2,4 6,3 2,0 3,0 67 0,005 0,007 
Kraujagyslių kiekis 23 7 8 3 18 186 0,001 0,000 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GP – gerklų papiloma. CAM – chorioalantojinė membrana.  
 

Palyginome eksperimentinių CAM parametrus GPLK ir GP grupėse 
trečią parą po šių navikų implantacijos ir pastebėjome, kad abiejų naviko 
implantų veikiama, tiek pati CAM (p = 0,327), tiek jos epitelis (p = 0,271) 
storėjo, tačiau tarpusavyje reikšmingai nesiskyrė. Šie navikai per tris 
augimo paras ant CAM indukavo didesnį kraujagyslių kiekį, kuris GPLK ir 
GP grupėse statistiškai patikimai nesiskyrė (p = 0,504) (4.3.4.4.7 lentelė). 
 
4.3.4.4.7 lentelė. GPLK ir GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono 
CAM palyginimas 12-ąją inkubacijos parą, praėjus trims paroms po 
implantacijos 

GPLK GP Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 124,1 123,0 63,4 23,8 61,8 97 0,327 – 
Epitelio storis, μm 13,4 7,0 10,1 2,4 3,3 30 0,271 – 
Kraujagyslių kiekis 19 10 23 7 4 21 0,504 – 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. GP – gerklų papiloma.  
CAM – chorioalantojinė membrana.  
 

Praėjus keturioms paroms po GPLK ir GP naviko gabalėlių implantacijos 
ant CAM, GPLK naviko gabalėliai rasti prigiję 100 proc., o GP – 66 proc. 
dažnumu. GPLK navikai šiuo inkubacijos periodu taip pat prigijo statistiškai 
patikimai dažniau nei GP gabalėliai (p = 0,001). Be to, GPLK gabalėliai 
sukėlė pačios CAM (p = 0,001) ir jos epitelio statistiškai patikimą susto-
rėjimą (p = 0,007)  bei reikšmingai padidino kraujagyslių kiekį (p = 0,002), 
palyginti su kontrolinės grupės membranomis. Pokyčiai pateikti 4.3.4.4.8 
lentelėje. 
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4.3.4.4.8 lentelė. GPLK naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 12-ąją inkubacijos parą, praėjus 
keturioms paroms po implantacijos 

GPLK Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 151,0 72,1 26,1 14,2 106,8 481 0,001 0,000 
Epitelio storis, μm 19,4 12,3 6,3 2,0 13,1 217 0,007 0,015 
Kraujagyslių kiekis 36 19 8 3 31 350 0,002 0,03 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
 

GP per keturias augimo ant CAM paras sukėlė statistiškai reikšmingą 
pačios CAM (p = 0,001) ir jos epitelio (p = 0,001) sustorėjimą, palyginti su 
kontroline grupe. Kraujagyslių kiekis šiose grupėse taip pat skyrėsi 
statistiškai patikimai, ekperimentinėse membranose kraujagyslių kiekiui 
vyraujant (p = 0,001) (4.3.4.4.9 lentelė). 
 
4.3.4.4.9 lentelė. GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko embriono CAM 
palyginimas su kontrolinės grupės CAM 12-ąją inkubacijos parą, praėjus 
keturioms paroms po implantacijos 

GP Kontrolinė grupė Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 92,4 30,0 26,1 14,2 48,3 254 0,001 0,000 

Epitelio storis, μm 14,0 3,8 6,3 2,0 8,1 133 0,001 0,000 
Kraujagyslių kiekis 25 13 8 3 20 213 0,001 0,000 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GP – gerklų papiloma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
  

Nors GPLK per keturias augimo dienas ant viščiuko embriono CAM  
prigijo kur kas dažniau nei GP naviko gabalėliai, tačiau nei chorioninio 
epitelio storis (p = 0,233), nei kraujagyslių kiekis šių grupių membranose 
statistiškai patikimai nesiskyrė (p = 0,397). Nustatyta, kad šiose grupėse 
skyrėsi tik CAM storis, t. y. GPLK grupėje jis buvo rastas statistiškai 
reikšmingai storesnis nei membranose po GP naviko gabalėliais (p = 0,035) 
(4.3.4.4.10 lentelė).   
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4.3.4.4.10 lentelė. GPLK ir GP naviko gabalėlių poveikio viščiuko 
embriono CAM palyginimas 12-ąją inkubacijos parą, praėjus keturioms 
paroms po implantacijos 

GPLK GP Skirtumas 

Požymis Vidurkis SN Vidurkis SN μm, 
N Proc. p β* 

CAM storis, μm 151,0 72,1 92,4 30,0 58,8 64 0,035 0,388 

Epitelio storis, μm 19,4 12,3 14,0 3,8 5,0 36 0,233 – 
Kraujagyslių kiekis 36 19 25 13 12 44 0,397 – 
*Skaičiuota, kai α=0,05.  
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. GP – gerklų papiloma.  
CAM – chorioalantojinė membrana. 
  

 
4.4. Prigijusių GPLK ir GP naviko gabalėlių ir jų poveikio CAM 

imunohistocheminis įvertinimas 
 

4.4.1. Imunohistocheminė reakcija į DMM CK ant CAM 
prigijusiuose GPLK ir GP naviko gabalėliuose 

 
Eksperimento metu nustatyta, kad ant CAM prigiję bei kontroliniai 

GPLK (4.4.1.1 a pav.) ir GP (4.4.1.1 d pav.) naviko gabalėliai turėjo 
teigiamą DMM CK raišką. Kadangi DMM CK dažo tik epitelinės kilmės 
ląsteles, teigiama implantuotų naviko gabalėlių raiška buvo vertinta kaip 
patvirtinimas, kad ant viščiuko CAM  prigiję ir toliau augantys navikai yra 
tokios pat  kilmės kaip ir implantuotieji gabalėliai. Be to, naujai ant CAM 
susiformavę GPLK (4.4.1.1 b pav.) ir GP (4.4.1.1 e pav.) naviko dariniai bei 
viščiuko embriono CAM peraugę GPLK navikai (4.4.1.1 c pav.) taip pat 
dažėsi DMM CK.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

66 
 



a     b  
 

c  
 

d   e  
 

4.4.1.1 pav. DMM CK raiška GPLK ir GP audinio gabalėliuose 
Teigiama DMM CK raiška ant CAM prigijusiame GPLK gabalėlyje (a), naujai 

susiformavusiame židinyje ant CAM (b) bei CAM peraugusiame GPLK navike (c). 
Teigiama DMM CK raiška ant CAM prigijusiame GP audinio gabalėlyje (d) ir naujai 

susiformavusiuose GP židiniuose ant CAM (e) 
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4.4.2. Imunohistocheminė reakcija į Ki 67 bei PLBA antikūnus ant 
CAM prigijusiuose GPLK ir GP naviko gabalėliuose 

 
Prigiję GPLK naviko gabalėliai (4.4.2.1 a, b pav.), naujai susiforma-

vusios satelitinės GPLK metastazės bei infiltratyviai CAM atžvilgiu au-
gantys GPLK teigiamai reagavo į Ki-67 ir PLBA (4.4.2.1 c pav.) reagentus 
nuo ketvirtos naviko augimo ant CAM paros.  

Ant CAM prigijusiuose GP naviko gabalėliuose (4.4.2.1 d, e pav.) bei 
naujai susiformavusiuose papilomos židiniuose nuo trečios paros po GP 
implantavimo taip pat nustatyta teigiama imunohistocheminė reakcija į 
Ki-67 bei PLBA (4.4.2.1 f pav.) reagentus. 

Tose prigijusių GPLK ir GP gabalėlių vietose, kur buvo teigiama Ki 67 
reagento raiška, ten pat rasti ir PLBA besidažantys ląstelių branduoliai 
(4.5.2.1 c pav. ir 4.5.2.2 f pav.).  

Šiais reagentais buvo nudažyti ir kontroliniai GPLK ir GP gabalėliai. Ki 
67 ir PLBA raiška minėtuose naviko gabalėliuose tai pat buvo vertinta kaip 
teigiama. 
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a      b  
 

c      d   
 

e     f  
 

4.4.2.1 pav. Prigijusių GPLK ir GP naviko gabalėlių raiška į Ki  67 ir 
PLBA antikūną 

Ki-67 raiška prigijusiame GPLK naviko gabalėlyje 10× (a) ir 40× (b), PLBA raiška GPLK 
gabalėlyje bei infiltratyvus jo augimas CAM atžvilgiu. Ki 67 raiška prigijusiame GP naviko 

gabalėlyje 10× (c) ir 40× (d) bei PLBA raiška GP gabalėlyje. 
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4.4.3. Imunohistocheminė eksperimentinių CAM reakcija į anti 
MMP 9 antikūną  

 
Tiesiai po implantuotu GPLK (4.4.3.1 a pav.) ir GP (4.4.3.1 b pav.) 

naviko gabalėliu, viščiuko embriono CAM mezenchimoje stebėta teigiama 
anti MMP 9 raiška. Anti MMP 9 reagentu dažėsi tos CAM ląstelės, kurios 
H&E dažytuose CAM pjūviuose buvo vertintos kaip heterofilai. Šių ląstelių 
sankaupos, taip pat ir teigiama anti MMP 9 antikūno raiška stebėta aplink 
CAM mezenchimos kraujagysles centriniuose ir gretimuose CAM regėjimo 
laukuose.  
 
 

a     b  
 

4.4.3.1 pav. Anti MMP 9 raška viščiuko embriono CAM po GPLK (a) 
 ir GP (b) implantu 

 
CAM mezenchimoje, tiesiai po GPLK metastazėmis ir naujai susifor-

mavusiais GP židinukais bei aplink CAM mezenchimą infiltravusius GPLK 
navikus taip pat rastos sankaupomis išsidėsčiusios, viščiuko heterofilus 
primenančios ląstelės, pasižyminčios teigiama anti MMP 9 raiška.  
 
 
 

4.4.4. Histocheminė Sambukus nigra lektino raiška GPLK ir GP 
naviko gabalėliuose bei CAM 

 
Kontrolinėse viščiuko embriono CAM Sambukus nigra lektino raiška 

rasta CAM endotelio ląstelėse, o ryškiausiai dažėsi CAM kraujagyslių sie-
nelės (4.4.4.1 pav.). 
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4.4.4.1 pav. Lektino raiška kontrolinės grupės viščiuko embriono CAM 
 

Ištyrus 1 parą ant CAM augusių GPLK ir GP naviko gabalėlių reakciją į 
lektiną, jo teigiama raiška stebėta tik CAM kraujagyslių endotelio ląstelėse, 
tačiau nuo trečios GPLK ir GP augimo ant CAM paros teigiama Sambukus 
nigra lektino raiška nustatyta eksperimentinių CAM kraujagyslių endotelio 
ląstelėse bei prie CAM prigijusių GPLK (4.4.4.2 a pav.) ir GP (4.4.4.2 c 
pav.) naviko gabalėlių audinyje, juose aptikta ir į viščiuko eritrocitus 
panašių ląstelių, kurios buvo stebimos ir H&E dažytuose preparatuose. 
 

a    b  
 

c  
 

4.4.4.2 pav. Lektino raiška ant CAM prigijusiuose GPLK ir  GP audinio 
gabalėliuose 

Sambukus nigra lektino raiška prigijusiame GPLK gabalėlyje matosi lektinu nusidažiusios 
embriono kraujagyslės GPLK gabalėlio audinyje (a). Teigiama lektino raiška infiltratyviai 

CAM atžvilgiu augančiame GPLK gabalėlyje (b). Teigiama lektino raiška ir viščiuko 
eritrocitai prigijusiame GP audinio gabalėlyje (c) 
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Tuose GPLK naviko gabalėlių audiniuose, kurie prasiskverbė į viščiuko 
embriono CAM bei ją infiltravo, taip pat nustatyta teigiama reakcija į 
Sambukus nigra lektino antikūną (4.4.4.2 b pav.). 
 
 

4.5. GPLK ir GP augimo pobūdžio žmogaus organizme ir viščiuko 
embriono CAM palyginimas 

 
4.5.1. GPLK ir GP audinio gabalėlių prigijimo ant viščiuko 
embriono CAM ryšys su klinikiniais paciento, iš kurio šie audiniai 
paimti, duomenimis  

 
Eksperimento metu GPLK navikai ant viščiuko embriono CAM prigijo 

vidutiniškai 94 proc. dažnumu (PI 92,26–94,88 proc.), o GP – vidutiniškai 
73 proc. dažnumu (PI 68,74–77, 76 proc.) iš 100 proc. GPLK audiniai 
prigijo statistiškai patikimai dažniau nei GP gabalėliai (p = 0,001).  

Nustatyta, kad GPLK audinio prigijimo dažnumas nebuvo susijęs su 
paciento naviko išplitimo lygiu T (pagal TNM klasifikaciją). T1 navikai ant 
viščiuko embriono CAM prigijo 99,4 proc. atvejais, t. y. dažniau nei T4 
navikai (95 proc.), bet šis skirtumas nebuvo statistiškai reikšmingas 
(p = 0,845). T2 navikai prigijo rečiau nei T4 ir T1 (p = 0,001), tačiau šie 
skirtumai neturi praktinės reikšmės ieškant sąsajų su klinikine GPLK eiga. 
O tie GPLK navikai, kurių ląstelės buvo mažai diferencijuotos ant CAM 
prigijo dažniau nei vidutiniškai ar gerai diferencijuoti GPLK navikai, 
atitinkamai: G1 diferenciacijos laipsnį atitikę GPLK audinio gabalėliai ant 
viščiuko embriono CAM prigijo rečiau nei G2 ar G3 (p = 0,001). Blogos 
diferenciacijos GPLK audinio gabalėliai (G3), prigijo dažniau nei vidutinės 
diferenciacijos (G2) gabalėliai, tačiau šis skirtumas nebuvo statistiškai 
reikšmingas (p = 0,798) (4.5.1.1 lentelė). 
 
  

72 
 



4.5.1.1 lentelė. GPLK išplitimo lygio bei diferenciacijos laipsnio žmogaus 
organizme įtaka GPLK gabalėlių prigijimui ant viščiuko embriono CAM 

GPLK 
išplitimo 

lygis 
T 

GPLK 
gabalėlių 
prigijimo 
dažnumas 

proc.  

p 

GPLK 
diferenciacijos 

laipsnis 
G 

GPLK 
gabalėlių 
prigijimo 
dažnumas 

proc.  

p 

T1/T2 99/85 0,001 G1/G2 73/97 0,001 

T1/T4 99/95 0,845 G1/G3 73/98 0,001 

T3 – – G2/G3 97/98 0,798 

T2/T4 95/85 0,001 G4 – – 
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. G – naviko diferenciacijos laipsnis.  
T – naviko išplitimo lygis. 
 

Palyginome GPLK audinio gebėjimą suformuoti naujus židinius ant 
viščiuko embriono CAM ir jo metastazines savybes žmogaus, iš kurio 
GPLK audinio gabalėlis paimtas, organizme. Nustatėme, jog tos GPLK, 
kurios po gerklų dalies ar visų gerklų šalinimo operacijos paciento orga-
nizme metastazavo į atokiąsias nuo gerklų sritis, patikimai dažniau plito ir 
ant viščiuko embriono CAM. Ši tendencija statistiškai reikšmingai pa-
sireiškė ketvirtą parą po GPLK audinio implantacijos ant CAM (p = 0,002) 
(4.5.1.2 lentelė). 
 
4.5.1.2 lentelė. GPLK poveikio viščiuko embriono CAM palyginimas su 
klinikine GPLK eiga paciento – „donoro“ – organizme 

Paros po 
GPLK 

implantacijos 

Atvejų 
skaičius 

Vidutinis GPLK 
išplitimo  
ant CAM 
dažnumas 

Vidutinis GPLK išplitimo 
žmogaus organizme 

dažnumas po naviko šalinimo 
operacijos 

p 

2 30 0,25 0,75 0,398 

3 50 0,44 0,56 0,889 

4 40 0,47 0,27 0,002 
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
 

Tyrimo metu nustatyta, kad GP gabalėlių prigijimo dažnumas ant viš-
čiuko embriono CAM statistiškai reikšmingai buvo susijęs su GP recidyvų 
dažnumu iki endolaringinės GP operacijos. Apskaičiuota, jog kuo dažnesni 
buvo GP recidyvai paciento anamnezėje, tuo didesnis šių gabalėlių 
prigijimo ant CAM procentas (r = 0.43, p = 0,001). Tačiau, didesnė GP 
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išplitimo apimtis, vertinant pagal Derkay/Coltrera indeksą, nebuvo susijusi 
su GP audinio gabalėlių geresniu prigijimu ant CAM (p = 0.49). 

Tie GP audinio gabalėliai, kurie „išsisėjo“ ant viščiuko embriono CAM 
paviršiaus, buvo paimti iš pacientų, kuriems iki endolaringinės GP šalinimo 
operacijos GP recidyvavo vidutiniškai 5,45 kartus. Tai yra vidutiniškai 2,1 
epizodu daugiau nei tų GP gabalėlių, kurie po implantacijos ant CAM 
prigijo, bet nesuformavo naujų židinių (p = 0,001). Šie skirtumai pradėjo 
ryškėti jau nuo trečios paros po GP implantacijos (p = 0,001), išliko praėjus 
ir keturioms paroms po implantacijos (p = 0,001) (4.5.1.3 lentelė). 
 
4.5.1.3 lentelė. GP poveikio viščiuko embriono CAM palyginimas su 
klinikine GPLK eiga paciento –„donoro“ – organizme 

Paros po GP 
implantacijos 

Atvejų  
skaičius 

Vidutinis naujų GP 
židinių 

susiformavimo 
dažnumas ant CAM 

Vidutinis GP recidyvų 
dažnumas iki 

endolaringinės GP 
operacijos 

p 

2 24 0,6 3,6 0,188 

3 40 0,7 4,7 0,001 

4 16 0,58 5,08 0,001 
GP – gerklų papiloma. CAM – chorioalantojinė membrana. 
 
 

4.5.2. Viščiuko embriono CAM kraujotakos pokyčiai po GPLK ir GP 
audinio gabalėlių implantacijos bei sąsajos su klinikiniais paciento 
požymiais 

 
Tiek po GPLK, tiek po GP audinio gabalėlių implantacijos ant viščiuko 

embriono CAM buvo stebėtas statistiškai patikimai padidėjęs kraujagyslių 
skaičius eksperimentinių CAM mezenchimose, palyginti su kontrolinės 
grupės mezenchimomis (p = 0.001). 

Nustatėme, kad CAM kraujagyslių kiekis neturėjo įtakos GPLK audinio 
gabalėlių prigijimo dažnumui ant eksperimentinės membranos (p = 0,3). Be 
to, neradome statistiškai patikimo CAM kraujagyslių skaičiaus skirtumo po 
T1, T2 ar T3 naviko išplitimo lygio, implantavus GPLK gabalėlius 
(p = 0,708). Tačiau rastas statistiškai patikimas CAM kraujagyslių kiekio 
skirtumas implantavus skirtingo diferenciacijos laipsnio GPLK, atitinkamai: 
blogos diferenciacijos GPLK audinio gabalėliai, palyginti su vidutiniškai ar 
gerai diferencijuotais GPLK implantais, reikšmingai padidino CAM krau-
jagyslių kiekį (p = 0.001). Nustatyta, jog implantavus G3 diferenciacijos 
laipsnio GPLK audinio gabalėlius ant viščiuko embriono CAM, joje rasta 
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vidutiniškai 13 kraujagyslių daugiau, nei implantavus G2 naviką (p = 0,001) 
ir 9,3 kraujagyslėmis daugiau nei G1 naviką (p = 0,003) (4.5.2.1 lentelė). Be 
to, tose eksperimentinėse membranose, kur statistiškai reikšmingiau daugėjo 
kraujagyslių, patikimai dažniau susiformavo ir atokiosios GPLK metastazės 
ant CAM (p = 0,003). 
 
4.5.2.1 lentelė. Vidutinis CAM kraujagyslių kiekio skirtumas implantavus 
G1, G2 ir G3 diferenciacijos laipsnio GPLK navikus 

GPLK naviko 
diferenciacijos laipsnis 

G 

Vidutinis CAM kraujagyslių 
kiekio skirtumas p 

G3/ G1 9,3 0,003 

G3/ G2 13 0,001 
GPLK – gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma.  

 
Nustatėme, jog CAM kraujagyslių kiekis neturėjo įtakos GP audinio 

gabalėliams prigyjant ant CAM (p = 0.3). Be to, nenustatytos ir reikšmingos 
koreliacijos tarp kraujagyslių skaičiaus eksperimentinėse CAM ir GP 
Derkay/Coltrera indekso dydžio (r = 0.03, p = 0.76) bei tarp CAM 
kraujagyslių kiekio ir naujų GP židinių susidarymo ant CAM (r = 0.06, p = 
0.725). 
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5. DARBO REZULTATŲ APTARIMAS 
 

5.1. Tyrime dalyvavusių pacientų demografinių, epidemiologinių ir 
klinikinių  duomenų analizė 

 
Kiek mums žinoma, tai pirmasis tokio tipo GP ir GPLK in vivo eks-

perimentinis modelis Lietuvoje ir pasaulyje. Šiuo tyrimu siekėme nustatyti 
minėtų navikų išraiškas viščiuko embrionų CAM, taip pat GPLK bei GP 
audinių augimo ant CAM sąsajas su klinikiniais pacientų duomenimis.  

Išanalizavome ir nustatėme, kad implantuoti GPLK ir GP naviko 
gabalėliai buvo paimti iš pacientų, kurių demografiniai, epidemiologiniai ir 
klinikiniai rodmenys atitiko kitose studijose nurodomus. Pavyzdžiui, visi 
pacientai, kurių GPLK navikinius audinius naudojome implantacijai ant 
viščiuko embriono CAM, buvo vyrai. Kaip nurodoma kitų tyrėjų publi-
kacijose, gerklų srities karcinoma vyrai serga vidutiniškai 4 kartus dažniau 
nei moterys [44, 87]. Be to, mūsų studijoje dalyvavusių pacientų amžiaus 
vidurkis siekė (54 ± 7 m), GPLK diagnozės nustatymo metu taip pat atitiko 
literatūroje nurodomus GPLK pasireiškimo 51,5–63 paciento gyvenimo 
metus [37, 44, 87]. Daugiau nei pusei mūsų eksperimente dalyvavusių 
pacientų (66 proc.) buvo nustatytas T1 ir T2 naviko išplitimo lygis, 
skirtingai, nei nurodo K. Markou ir bendraautoriai (2013). Šių autorių 
literatūros apžvalgoje teigiama, kad Graikijos rytų regione dažniausiai 
(52 proc. atvejų) buvo aptinkami iki T3 ir T4 lygio išplitę GPLK [88]. 
Tačiau tiek minėtoje literatūros apžvalgoje (85 proc.), tiek mūsų klinikoje 
dėl GPLK operuotiems pacientams (83 proc.) dažniausiai buvo nustatomas 
G1 ir G2 naviko diferenciacijos laipsnis, o trečdalis studijoje dalyvavusių 
pacientų, kaip ir kitų studijų duomenimis, neišgyveno 5 metų laikotarpio, 
progresavus GPLK [87, 88].  

Skirtingai nei GPLK, GP sirgusių mūsų ekperimento dalyvių amžius 
buvo įvairus (34 ± 21 m), o pasiskirstymas tarp lyčių – panašus, t. y. 
eksperimente naudoti 7 moterų ir 6 vyrų GP audiniai. Literatūroje aprašoma, 
kad GP gali pasireikšti tiek jauname, tiek vyresniame amžiuje [8]. Vaikų 
amžiaus grupėje GP pasireiškia vienodai dažnai berniukams ir mergaitėms, 
kaip ir  suaugusiųjų populiacijoje, kartais nežymiai santykį persveriant 
vyriškos lyties pacientams [89]. Vertinant pagal Derkay/Coltrera indeksą, 
mūsų studijoje dalyvavusių pacientų papilomų išplitimas buvo vidutinis, 
t. y. 7 ± 3 balų, o recidyvų skaičius iki endolaringinės GP šalinimo ope-
racijos taip pat, kaip ir kitų autorių duomenimis, buvo įvairus, t. y. nuo 0 iki 
40 kartų [6, 22, 24, 90].  
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Taigi, eksperimentui naudojome skirtingo amžiaus, lyties ir skirtingos 
klinikinės eigos, tačiau tipiškų šiomis ligomis sergančių pacientų GPLK ir 
GP audinius. 
 

5.2. GPLK ir GP naviko gabalėlių augimo ant CAM ir jos 
histomorfometrinių parametrų aptarimas 

 
Daugelyje mokslinių studijų, kur eksperimentine žmogaus navikų augi-

mo terpe pasirinkta viščiuko embriono CAM, tyrimams buvo naudojamos 
ląstelių kultūros, pavyzdžiui, dauginės mielomos ląstelės [91], melanomos 
[92], neurobalstomos [93], glioblastomos [94] ir kitos [33]. Literatūroje 
aptariama, jog, eksperimentui naudojant ląstelių kultūras, jų in vitro ir in 
vivo augimo ypatybės gerokai skiriasi nuo žmogaus naviko audinių, kuriuos 
sudaro heterogeniškos, t. y. tiek navikinės, tiek jungiamojo audinio ląstelės, 
poveikio eksperimentinei terpei [95] . Yra nustatyta, kad išgrynintos naviko 
ląstelės skiriasi nuo pirminio naviko ne tik histologine sandara, bet ir 
genetine sudėtimi [96]. Todėl, atliekant eksperimentus su žmogaus navikų 
audiniais, galima tikėtis maksimaliai natūralios jų raiškos in vivo terpėse, 
palyginti su tiriamų navikų klinikine eiga pačiame paciento organizme [95].  

Dėl šios priežasties savo moksliniams tyrinėjimams naudojome žmogaus 
GPLK ir GP audinių gabalėlius. Kaip eksperimentinę terpę pasirinkome 
viščiuko embriono CAM dėl puikios CAM medžiagų apykaitos, geros 
kraujotakos ir vėlai susiformuojančios imuninės sistemos (18-a inkubacijos 
para) [70]. Pasirinkti viščiuko embriono CAM mus paskatino ir pakankamai 
nesudėtingai, palyginti greitai atliekami tokio tipo moksliniai tyrinėjimai, ir 
santykinai nedideli eksperimento kaštai [69, 70].  

Remdamiesi šiais duomenimis bei kitų tyrėjų aprašoma patirtimi, 
implantavome GPLK ir GP naviko gabalėlius ant viščiuko embriono CAM 
pagal klasikine laikomą metodiką [86] .  

Nustatėme, kad dauguma (94 proc.) GPLK naviko gabalėlių buvo rasti 
prigiję ant viščiuko embrionų CAM, vertinant makroskopiškai, biomikro-
skopiškai bei histologiniu tyrimu (pjūviuose, dažytuose H&E). Tačiau 
pastebėjome, kad dalis embrionų (27 proc.) su prigijusiais GPLK implantais 
ant jų CAM tyrimo metu žuvo. M. Balke (2010), analizuodamas, kaip 
viščiuko embriono CAM veikia žmogaus osteosarkomos ląstelės, nustatė, 
jog tos osteosarkomos ląstelių linijos, kurios greitai suformavo solidinius 
tumorus ant CAM ir/ar plito už pirminio naviko ribų, sukėlė statistiškai 
reikšmingai dažnesnę embrionų žūtį nei niekuo neimplantuotų kontrolinės 
grupės CAM embrionų. Autoriai aiškina, kad ant CAM prigiję žmogaus 
navikai paskatina koaguliaciją viščiuko embriono kraujagyslėse, dėl to 
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pastarieji žūsta [97]. E. Malik ir bendraautoriai (2000) pastebėjo, kad 
viščiuko embrionų gyvybingumas priklauso nuo endometriumo gabalėlių 
implantacijos ant CAM paros, t. y. 8–10-ąją inkubacijos paromis sukėlus 
eksperimentinę CAM endometriozę, embrionų mirtingumas padidėjo sta-
tistiškai reikšmingai [98]. G. J. Petruzzelli  ir bendraautoriai (1993) taip pat 
nustatė, jog dalis embrionų su GKPLK implantais ant jų CAM eksperimento 
metu žuvo. Tačiau dauguma GKPLK navikų, 30 atvejų (68 proc.) iš 44, 
prigijo ant gyvybingų embrionų CAM ir/ar infiltravo jos mezodermą [99].  

Literatūroje aprašomi ir kiti sėkmingi piktybinės kilmės navikinių 
audinių, pavyzdžiui, žmogaus hepatoceliulinės karcinomos [78], glioblas-
tomos [94], endometriumo adenokarcinomos [62], nazofaringinės karci-
nomos [100] prigijimo ant CAM atvejai, kuomet minėti navikiniai audiniai 
ne tik auga ant CAM, bet ir sukelia jos morfologinius pokyčius.  

O piktybinių navikų ląstelių kultūros, inokuliuotos ant viščiuko embriono 
CAM, remiantis D. Ribatti (2014) duomenimis, praėjus 2–5 dienoms po 
implantacijos, suformuoja vientiso tumoro konglomeratus, kurie vėliau ant 
CAM auga jau kaip solidiniai navikai [33]. Pastarieji, kaip nurodo Xue Xiao 
ir bendraautoriai (2015), sukelia panašius eksperimentinės membranos 
morfologinius pokyčius, kaip ir tos pačios rūšies ant CAM implantuoti 
naviko audiniai [100].  

Per mūsų atliktą eksperimentą, nepiktybinių gerklų navikų, t. y. GP 
audinio gabalėliai, taip pat sėkmingai prigijo ant viščiuko embrionų CAM. 
Dalis embrionų (32 proc.) su prigijusiais GP audinio gabalėliais ant jų 
CAM, tyrimo metu žuvo. Mes manome, kad embrionai galėjo žūti dėl tų 
pačių priežasčių kaip ir GPLK grupėje. Tačiau, skirtingai nei piktybinių 
gerklų navikų (GPLK), GP audinio implantų prigijimo procentas (62 ± 24 
proc.) buvo statistiškai patikimai mažesnis. Mūsų duomenimis, literatūroje 
nėra aprašytų mokslinių studijų, kuriuose būtų palygintas piktybinių ir 
nepiktybinių tos pačios anatominės srities navikų ar jų ląstelių kultūrų 
poveikis viščiuko embriono CAM. Tačiau yra žinoma, kad nepiktybiniai 
žmogaus navikai, kaip antai lipoma [101], kiaušidės endometrioma [33] ar 
meningioma [33] ne tik prigyja ir auga ant CAM, bet ir akivaizdžiai 
suaktyvina angiogenezę jos mezenchimoje [33, 101]. 

 Įdomu tai, jog implantuojant ant CAM nepatologinius, t. y. sveikos 
žmogaus kiaušidės fragmentus, šie prigyja 92 proc. dažnumu ir nesukelia 
žymios viščiuko embrionų žūties. Šioje studijoje nėra analizuojamos emb-
rionų gyvybingumo priežastys. Mes manome, kad implantuojant sveikus 
audinius, pastarieji prigyja ir auga ant CAM, nesužadindami patologinių 
CAM reakcijų, išskyrus kraujotakos suintensyvėjimą po implantuotu au-
dinio gabalėliu. Šią prielaidą patvirtina faktas, kad sveiki kiaušidės audiniai 
neplito už CAM ribų ir/ar nesusiformavo nauji kiaušidės dariniai atokiose 
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nuo implanto vietose [102]. Ir vis dėlto, V. Isachenko ir bendraautoriai 
(2012) nustatė, kad kiaušidės folikulų morfologinė struktūra išliko nepaki-
tusi net praėjus 5 dienoms po gabalėlių implantacijos [102]. Mūsų studijos 
metu implantuoti GPLK ir GP naviko gabalėliai ant viščiuko embriono 
CAM augo nuo 2 iki 7 parų ir taip pat išlaikė savo histologinę struktūrą iki 
pat eksperimento pabaigos.  

Tyrimui pasibaigus, CAM su prigijusiais GPLK ir GP audinio gabalėliais 
buvo išpjautos, o morfologiniai CAM pokyčiai įvertinti objektyviais tyrimo 
metodais. Atlikę histomorfometrinius matavimus, pastebėjome, jog tiesiai 
po prigijusiais GPLK ir GP implantais ir šalia jų esančiose CAM srityse 
eksperimentinės CAM statistiškai patikimai sustorėjo, palyginti su kontūro-
linėmis membranomis. Literatūroje nurodoma, kad intaktinės CAM storis 
gali varijuoti nuo 20 iki 100 µm [69]. Mūsų duomenimis, vidutinis kont-
rolinės CAM storis buvo 37 ± 6 µm, t. y. varijavo nuo 11 iki 122 µm storio, 
vadinasi, visiškai atitiko literatūroje nurodomus niekuo nepaveiktos CAM 
parametrus. Tačiau eksperimentinės CAM storis po GPLK implantais 
vietomis siekė net 813 µm, o GP grupėje – iki 528 µm. Kadangi viščiuko 
embriono CAM yra apibūdinama kaip labai heterogeniška in vivo terpė, o 
jos parametrai, yra žinoma, būna skirtingi embrionui augant [63, 64, 69], 
eksperimentinių ir kontrolinių CAM morfometrinius matavimus atlikome 
skirtingomis embrionų inkubacijos paromis. Mūsų duomenimis, jau devintą 
inkubacijos parą, t. y. praėjus vos 2 paroms po GPLK ir GP audinių implan-
tavimo, tiek pati CAM, tiek jos, epitelis palyginti su kontrolinėmis CAM 
riekšmingai sustorėjo. Šie pokyčiai buvo matomi ir visas kitas (10–13) 
inkubacijos paras. Tuomet palyginome tos pačios (11-osios) inkubacijos 
paros membranas, esant skirtingam implantų ekspozicijos ant jų laikui. 
Pastebėjome, kad ilgėjant GPLK augimo ant CAM trukmei, storėja pati 
CAM, o chorionis epitelis išlieka panašaus storio 2, 3 ir 4-ąją parą po 
implantacijos. Be to, pati CAM 9, 10 ir 12-ąją inkubacijos paras rasta statis-
tiškai patikimai storesnė GPLK grupėje, palyginti su GP grupe.  

Remdamiesi kitų autorių patirtimi, galime numanyti, kad CAM sustorėjo 
dėl edemos ar nespecifinės uždegiminės viščiuko embriono reakcijos į 
GPLK ir GP implantą [27]. Literatūroje aptariama, kad CAM mezenchima 
gali persiorganizuoti veikiama implantuoto naviko gabalėlio ar ląstelių 
kultūros mechaninės jėgos [103], taip pat dėl implanto ląstelių augimo 
faktorių poveikio. Pastarieji, kaip yra žinoma, sukelia fibrocitų proliferaciją, 
podraug ir pačios mezenchimos storėjimą [104]. Mūsų atlikto tyrimo metu 
GPLK audinio gabalėliai 32 proc. membranų reikšmingai sutankino CAM 
epitelį bei suformavo epitelines CAM išaugas, literatūroje vadinamas 
„liežuviais“ (tongues). Pastarieji yra laikomi tipišku karcinomos požymiu 
žmogaus gleivinėje ir yra interpretuojami kaip naviko plitimas į gilesnius 
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gleivinės sluoksnius [105]. Mes pastebėjome, kad dalis GPLK implantų ant 
viščiuko embriono CAM augo infiltruodami CAM epitelį ir jos mezodermą 
ar tiesiog ją „peraugo“. GPLK navikai, galbūt, dėl tokio infiltruojančio 
augimo pobūdžio ant CAM, panašiai kaip ir žmogaus gleivinėse suinten-
syvino augimo faktorius, paskatino membranos persiorganizavimo ir fibro-
citų proliferacijos procesus. Panašius GKPLK augimo ant CAM rezultatus 
aprašo G. J. Petruzzelli  su bendraautoriais (1993). Jų atliktame eksperi-
mente dalis naviko implantų taip pat penetravo ir infiltravo CAM me-
zenchimas, indukavo jų sutankėjimą bei žymų CAM kraujotakos suinten-
syvėjimą [99, 106]. T. Strojnik ir bendraautoriai (2010), atlikę bandymus su 
piktybinių navikų (glioblastomos) ląstelių kultūromis, pastebėjo, jog, 
susiformavus solidiniams tumorams ant viščiuko embriono CAM, navikinės 
glioblastomos ląstelės plito į gilesnius CAM sluoksnius pagal stambiausios 
mezenchimos kraujagyslės sienelę, sukėlė vietinę jungiamojo audinio 
infiltraciją bei nespecifinę uždegiminę reakciją. Taigi, embriono uždegimi-
nės ląstelės (limfocitai ir granuliocitai), kaip nurodo autoriai, kaupėsi aplink 
mezenchimon plintančias glioblastomos naviko ląsteles ir CAM krauja-
gysles [84]. O štai, Min Liu su kolegomis (2013) implantavęs GKPLK 
ląstelių ant viščiuko embriono CAM pastebėjo, jog šios per 3 augimo ant 
CAM paras ne tik suformavo vientisus naviko gabalėlius ir pažeidė cho-
rioninio epitelio pamatinę membraną, bet ir penetravo embriono krauja-
gyslės sienelę ir išplito po CAM mezenchimą bei viščiuko embriono vidaus 
organus [107]. 

Palyginti su GPLK navikų poveikiu CAM ir jos struktūroms, GP audinio 
gabalėliai reikšmingiau paveikė chorioninį epitelį, kuris (10-ąją parą) storėjo 
labiau nei GPLK grupėje. Ilgėjant GP ekspozicijos ant CAM laikui (12-ąją 
parą), t. y. 4-ąją parą po GP implantacijos, CAM epitelis buvo labiau 
sustorėjęs nei trečią. Vyraujantis šios grupės membranų požymis – epitelio 
sutankėjimas ir žymus jos sluoksnių padaugėjimas. GP implantų įtakoje taip 
pat formavosi epitelinės CAM išaugos, nukreiptos mezenchimos link. 
Žmogaus gleivinėje tokio tipo ŽPV viruso sukeltas „liežuvėlių“ forma-
vimasis yra vadinamas akantoze [108].  Svarbu tai, jog nė vienoje šių mem-
branų nebuvo pažeistas chorioninio epitelio pamatinės membranos sluoks-
nis.  

Kadangi gerklų papilomos navikai viščiuko embriono CAM anksčiau 
nebuvo tirti, mūsų tyrimo metu gautų duomenų negalime palyginti su kitų 
autorių patirtimi. Tačiau studijų, aprašančių nepiktybinių žmogaus navikų, 
kaip antai lipoma, meningioma ar kiaušidės endometrioma poveikį viščiuko 
embriono CAM yra. Jose neanalizuojamas šių navikų poveikis CAM epi-
teliui, tačiau žinoma, jog nė vienas iš minėtų implantų neaugo infiltratyviai 
ir nepažeidė CAM epitelio pamatinės membranos sluoksnio [33, 101]. 
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 Publikacijų apie eksperimentiniuose tyrimuose naudotus kitus gyvūnų 
modelius GP patofiziologiniams veiksniams išsiaiškinti literatūroje taip pat 
nėra daug [28]. Tokio tipo tyrimai atliekami su eksperimentinėmis pelėmis 
[20], triušiais [20]  bei šunimis [29, 30]. Tačiau, tik viename iš jų buvo tirtas 
GP poveikis eksperimentinio gyvūno gleivinei. Studijos metu nustatyta, kad 
injekavus į gerklų ir skruosto srities pogleivį  GP ląstelių suspensiją, injek-
cijos vietose per šešias savaites susiformuoja papilomos navikai. Autoriai 
aprašo, kad pastarieji greitai plinta apkrėstos gleivinės lygyje, tačiau 
neaprašo šuns – GP „recipiento“ – gleivinės histomorfologinių ypatumų po 
GP implantacijos [30]. 

Taigi, trūkstant žinių apie GP poveikį CAM epiteliui ir/ar gyvūnų 
gleivinei, pabandėme nubrėžti sąsajas tarp GP poveikio viščiuko embriono 
CAM ir žmogaus organizmo. Moksliniais tyrimais pagrįstais duomenimis, 
ŽPV infekuoja tik baziniame epitelio sluoksnyje esančias žmogaus gleivinės 
ląsteles, t. y. tik tas epitelio ląsteles, kurios geba aktyviai daugintis. Papi-
lomai augant, žmogaus gerklų epitelis storėja. Nesant GP supiktybėjimo 
požymių, papilomų invazija į gilesnius žmogaus gleivinės sluoksnius 
nevyksta, t. y. liga pasireiškia tik egzofitiniu naviko augimu [24]. Rem-
damiesi šiomis žiniomis, mes darome prielaidą, kad GP audiniams augant 
ant viščiuko embriono CAM, nekontroliuojamas ląstelių dauginimasis taip 
pat vyksta tik chorioninio epitelio lygyje, panašiai kaip ir žmogaus glei-
vinėse. Be to, eksperimento metu pastebėjome, kad papilomos augo for-
muodamos specifinę „matricą“ (plėvę) aplink GP implantą, kurios padėjo 
GP ląstelėms plisti į gretimas CAM sritis. Kokia šios „matricos“ kilmė bei 
reikšmė GP patogenezėje, paaiškinimo rasti nepavyko literatūroje. Viru-
sologijai skirtuose straipsniuose ir vadovėliuose yra teigiama, jog, daugumai 
virusų kultūrų augant ant CAM, kultūrų aplikacijos vietoje ir aplink jas 
formuojasi vadinamasis „raupas“ (pock), lydimas chorioninio epitelio ir 
pačios CAM edemos. Šio „raupo“ buvimas, kaip teigiama, yra tipiškas 
viruso augimo ant viščiuko embriono CAM požymis [109]. Taigi, minėtos 
plėvės susiformavimas mūsų tyrinėjamose membranose taip pat gali būti 
ŽPV išraiška viščiuko embriono CAM. Be to, mes manome, kad ši „mat-
rica“ ne tik dalyvavo GP plintant ant CAM, bet ir galėjo būti dar viena 
chorioninio epitelio storėjimo priežastimi. Tačiau minėtoms prielaidoms 
patvirtinti reikalingos tolesnės implantuotų GP audinių ant CAM studijos. 

 
 

  
  

81 
 



5.3. Histomorfometriniai CAM angiogenezės ypatumai praėjus 2, 3 ir    
4 paroms po GPLK ir GP naviko gabalėlių implantacijos 

 
Viščiuko embriono CAM yra žinoma kaip biologinė terpė, kurios gerai 

išsivystęs kraujagyslių tinklas yra optimali sąlyga ląstelių kultūrų ir/ar 
naviko audinių implantacijai [68, 69, 110]. Dauguma piktybinių ir ne-
piktybinių žmogaus navikų ar iš jų gautos ląstelių kultūros yra tyrinėjamos 
ant CAM būtent angiogeneziniu požiūriu. Mokslininkai vis dar mano, kad 
navikų formavimosi, augimo ir plitimo potencialas priklauso nuo jo krau-
jotakos intensyvumo [99]. Vieni pirmųjų CAM vaskuliarizacijos ypatumus 
po navikų implantacijos tyrinėjo D. Knighton ir bendraautoriai (1977). Jie 
nustatė, kad viščiuko embriono CAM epitelis iki 10-osios jo inkubacijos 
paros pasižymi stipriu mitotiniu aktyvumu, todėl, implantavus navikus      
8–10-ąją embriono inkubacijos parą, nustatoma aiški CAM kraujagyslių 
reakcija į implantą. Tačiau, navikus implantavus 11-ąją inkubacijos parą ir 
vėliau, pastarieji neprigyja [77]. Dėl šios priežasties GPLK ir GP naviko 
gabalėlių implantacijas suplanavome 7–9-ąją embrionų inkubacijos parą. 
Remdamiesi žiniomis apie skirtingų navikų ar ląstelių kultūrų poveikį 
viščiuko embriono CAM [33], angiogeninio CAM atsako į GPLK ir GP 
audinio implantus tikėjomės. Mūsų tikslas buvo išsiaiškinti, ar GPLK ir GP 
sukelia reikšmingesnę angiogenezę nei kontrolinėje grupėje ir kaip skiriasi 
abiejų eksperimentinių grupių CAM vaskuliarizacijos intensyvumas.  

Nustatėme, kad jau nuo antros paros po GPLK ir GP implantacijos ant 
CAM jų mezenchimose pradėjo statistiškai patikimai daugėti kraujagyslių, 
kurių spindis buvo didesnis nei 8 µm, palyginti su kontrole. Be to, šios 
kraujagyslės pradėjo orientuotis naviko implanto augimo kryptimi. Identišką 
CAM angiogenezės mechanizmą savo literatūros apžvalgose aprašo D. 
Ribatti ir bendraautoriai (2014), kurie teigia, kad pirmąsias 24 val. po na-
viko gabalėlio ar ląstelių kultūros implantacijos vyksta intensyvi vazodi-
latacija [33, 62], po to daugėja smulkiųjų kapiliarų, jie krypsta implanto 
gabalėlio link [33]. Per kitas 48 val. CAM kraujagyslės penetruoja  implan-
tuotą naviko gabalėlį ir aprūpina jį viščiuko krauju [33]. N. Sliwinskos ir 
bandraautorių teigimu (2015), egzistuoja 2 naviko gabalėlių prigijimo ant 
CAM mechanizmai. Autorių nuomone, implantavus patologinį audinį ant 
CAM, formuojasi periferinės anastomozės tarp naviko ir CAM kraujagyslių, 
kurios užtikrina prigijusio gabalėlio mitybos funkcijas, arba CAM krauja-
gyslės įauga į implantą ir taip aprūpina jį embriono krauju ir maisto me-
džiagomis [36]. Savo moksliniame darbe nesiaiškinome, kuriuo būdu GPLK 
ir GP implantuose vyksta kraujotakos persiorganizavimas, tačiau nustatėme, 
kad nuo trečios paros po gabalėlių implantacijos viščiuko kraujagyslės 
aprūpino prigijusius naviko audinius embriono maisto medžiagomis. Šie 
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požymiai buvo identifikuoti tuomet, kai ant CAM prigijusiuose GPLK ir GP 
audiniuose aptikome branduolį turinčių viščiuko eritrocitų. Xue Xiao ir 
bendraautoriai (2015) taip pat identifikavo branduolėtas kraujo ląsteles prie 
CAM prigijusiuose nosiaryklės karcinomos gabalėliuose bei solidinius 
tumorus suformavusiose tos pačios rūšies naviko ląstelių kultūrose. Šiuos 
požymius autoriai pastebėjo praėjus 72 val. po naviko implantacijos, taigi, 
tuo pačiu metu kaip ir mes nustatėme savo eksperimente [111].  

Įdomu pastebėti, jog 9-ąją, 10-ąją ir 12-ąją inkubacijos paromis (t. y. 
praėjus 2, 3 ir 4 paroms po gabalėlių implantacijos) CAM kraujagyslių 
skiekis GPLK ir GP grupėse statistiškai patikimai padidėjo, formavosi 
aiškus vadinamasis stipininis ratelis (spoked-wheel) aplink implantus, tačiau 
šie pokyčiai nebuvo priklausomi nuo naviko kilmės. 

Lyginamąją naviko implantų ant CAM studiją atliko D. Auspruk ir 
bendraautoriai (1975), jie nustatė, jog tiek piktybiniai žiurkės navikai 
(Walker256 karcinoma), tiek sveiko žiurkės audinio (ruožuotųjų raumenų, 
širdies, kepenų, inkstų) implantai indukuoja CAM angiogenezę, tačiau 
pastarieji sukelia statistiškai patikimai mažiau išreikštą CAM kraujagyslių 
proliferacijos procesą, palygintit su piktybiniais navikais [76]. Literatūroje 
aprašoma, kad žmogaus melanoma [33], osteosarkoma [97], glioblastoma 
[94], galvos ir kaklo plokščiųjų ląstelių karcinoma [99], nosiaryklės plokš-
čiųjų ląstelių karcinoma [111] ir kiti piktybinės kilmės navikai, taip pat 
nepiktybiniai navikai t. y. kiaušidės endometrioma [33], meningioma [33], 
lipoma [101] ir sveikos kiaušidės audinio gabalėliai indukuoja CAM angio-
genezės procesus [102]. Tačiau nė vienoje šių eksperimentinių studijų 
nebuvo lygintas tos pačios anatominės srities piktybinio ir nepiktybinio 
naviko angiogeninis efektas viščiuko embriono CAM. Be to, nebuvo nu-
statytas ir nepiktybinės kilmės naviko plitimas CAM struktūromis, skirtingai 
nei mūsų tyrimo metu, kur GP navikai jau nuo trečios augimo ant CAM 
paros suformavo satelitinius pirminio naviko darinius ant membranos 
paviršiaus.  

Navikų implantavimo ant viščiuko embriono CAM metodikos klasiku 
laikomas D. Knighton (1977) teigia, kad neoangiogenezės lyginamąsias 
studijas su prigijusiais naviko gabalėliais efektyviausia atlikti  nuo 11-osios 
inkubacijos paros, kai mitotinis pačios CAM  ir jos epitelio aktyvumas yra 
minimalus. Autoriaus nuomone, šiuo inkubacijos periodu ir vėliau galima 
aiškiai atskirti, kuris navikas sukelia žymesnį angiogeninį efektą, nes vas-
kulogenezei nedaro įtakos pačios CAM augimo faktoriai [75]. Mūsų 
eksperimento rezultatai (iškyrus 11-osios inkubacijos paros) visgi rodo, jog, 
nepaisant inkubacijos trukmės (9-ąją, 10-ąją ir 12-ąją inkubacijos parą), tiek 
GPLK, tiek GP audinio implantai sukėlė panašaus lygio angiogenezę 
viščiuko embriono CAM.  

83 
 



Labai svarbiu mūsų eksperimento rezultatu laikome nustatytą angio-
genezės skirtumą tarp membranų, kuriose GPLK metastazavo ant CAM ir 
nemetastazavo. Mes pastebėjome, kad statistiškai reikšmingai didesnis 
kraujagyslių skaičius buvo tose CAM (p = 0.003), kur GPLK implantai 
suformavo atokiąsias MTS, nei tose, kur GPLK nesuformavo MTS ant 
eksperimentinės CAM. Balke M. ir bendraautoriai (2010) taip pat pastebėjo, 
jog tos osteosarkomos ląstelių linijos, kurios išplito ant viščiuko embriono 
CAM, sukėlė labiau išreikštą angiogenezę nei tos, kurios nesuformavo 
atokiųjų osteosarkomos MTS [97]. M. Cecilia Subauste ir bendraautoriai 
(2009) nustatė, kad implantavus metastazinio SW620 ir nemetastazinio tipo 
SW480 storosios žarnos vėžio ląsteles, kraujotakos pokyčiai tarp šių grupių 
buvo akivaizdūs, t. y. pirmojo tipo ląstelės indukavo statistiškai reikšmin-
gesnę angiogenezę nei SW480 tipo ląstelės [112].  

Viščiuko embriono CAM vaskuloproliferacinis atsakas į GPLK ir GP 
implantus, taip pat naviko gabalėlių ir naujai susiformavusių atokiųjų GPLK 
ir GP darinių perfuzija viščiuko krauju buvo patvirtinta taikant in vivo 
biomikroskopijos bei fluorescencinės stereomikroskopijos tyrimo metodus. 
Kadangi viščiuko embriono CAM yra plona, permatoma biologinė struk-
tūra, tyrimai su įvairaus bangos ilgio fluorescuojančiomis medžiagomis gali 
būti taikomi analizuojant naviko implantų sukeltos angiogenezės ypatumus 
realiu laiku [36]. Eksperimento metu pastebėjome, kad, praėjus 5 paroms po 
GPLK ir GP implantacijos, į stambiausią CAM kraujagyslę sušvirkštas 
fluorescuojantis dekstranas per 5 min. pasiskirstė implantų kraštuose, 6-ąją 
parą po implantacijos gabalėliai švytėjo intensyviau, o 7-ąją parą nustatyta 
pilna implantuotų naviko gabalėlių perfuzija viščiuko embriono krauju. Šie 
naviko gabalėliai ir jų satelitiniai dariniai ant CAM visame savo plote ėmė 
švytėti tokiu intensyvumu, kaip ir fluoresceinu injekuota CAM kraujagyslė.  

Daugumoje mokslinių studijų fluoresceinu žymimos implantuojamo 
naviko ląstelės ir analizuojamas jų plitimas viščiuko kraujotakos tinkle ar po 
embriono organus [68, 111]. Tačiau aptikome vieno tyrimo studiją, kai ant 
viščiuko embriono CAM buvo implantuotos odos epidermoido (HEp3) ir 
krūties vėžio (MDA-MB435) ląstelių linijos. Tuomet, kai šios navikų 
ląstelės suformavo solidinius tumorus ant CAM, buvo tyrinėjami kraujo-
takos pokyčiai prigijusiuose navikuose prieš suleidžiant į CAM kraujotaką 
angiogenezę veikiančių medžiagų ir po to. Nustatyta, jog epidermoido ir 
krūties vėžio navikai, kuriems kartu su fluoresceinu buvo injekuota ir 
minėtos medžiagos, švytėjo žymiai intensyviau ir didesniame naviko plote, 
nei tie, kuriems injekuotas tik fluoresceinas [113]. Tokių studijų, kuriose 
būtų vertinama naviko audinių perfuzija viščiuko embriono krauju skirtin-
gomis paromis po navikų implantacijos ant CAM, aptikti nepavyko.   
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Taigi, mūsų atlikto tyrimo duomenys patvirtina literatūroje išdėstytą 
teiginį, jog viščiuko embriono CAM su jos gerai išvystytu kraujagyslių 
tinklu yra tinkama terpė žmogaus navikams kultivuoti. Be to, mūsų 
rezultatai pagrindžia kitų tyrėjų nuomonę, kad aktyvesnė CAM angiogenezė 
gali būti susijusi su naviko polinkiu metastazuoti tiek viščiuko embriono 
CAM, tiek žmogaus organizme [111, 114].  
 
 

5.4. Imunohistocheminis eksperimentinių CAM ir ant jų prigijusių 
GPLK ir GP naviko gabalėlių įvertinimas DMM citokeratinu 

 
Savo eksperimentams naudojome epitelinės kilmės GPLK ir GP naviko 

gabalėlius. Pacientams iš kurių buvo imami patologiniai audiniai, GPLK ir 
GP diagnozė buvo patvirtinta dar iki eksperimento pradžios, todėl DMM 
CK raiška šiuose naviko gabalėliuose dar iki jų implantavimo ant CAM 
buvo teigiama. Kai nustatėme, jog implantuoti navikai prigijo, tiek his-
tologiškai, tiek imunohistocheminiu metodu turėjome pagrįsti, kad pasta-
rieji, augdami ant CAM, nepakeitė savo pirminės struktūros.  

Įvertinę prigijusių GPLK gabalėlių histologinius ypatumus, visuose 
nustatėme karcinomai būdingus požymius, t. y. atipiškas, polimorfiškas, 
daugiabranduoles ląsteles su gausia eozinofiliška citoplazma, o vietomis 
identifikavome susiformavusius plokščiojo epitelio mazgelius – „keratino 
perlus“. Kaip ir GPLK, GP implantų histologinė struktūra buvo panaši į tą, 
kurią stebėjome kontroliniuose GP gabalėliuose, t. y. didelės, be atipijos 
požymių ląstelės, kurios buvo išsidėsčiusios aplink kraujagyslių stiebelį. 
Histologinis prigijusių GPLK ir GP naviko gabalėlių tapatumas išliko iki 
eksperimento pabaigos, t. y. 7 paras po jų implantavimo ant CAM. 

Literatūroje nurodoma, kad eksperimentuose su kitais epitelinės kilmės 
navikais – nosiaryklės ir kiaušidės karcinoma, DMM CK buvo taikomas šiai 
prigijusių navikų epitelinei kilmei identifikuoti. Nustatę jo raišką ant CAM 
augusiuose navikuose, autoriai teigė taip patvirtinę implanto tapatumą [111, 
115]. 

Todėl, tolesnei implantų diagnostikai ir mes naudojome DMM CK. Mūsų 
atlikto eksperimento metu prigijusiuose GPLK ir GP gabalėliuose šio 
reagento raiška taip pat buvo nustatyta. Minėti rezultatai, kaip ir tikėjomės, 
patvirtino epitelinę prigijusių navikų kilmę. Be to, pastebėjome, kad naujai 
susiformavę satelitiniai GPLK ir GP (mts) navikai ant CAM bei ją penetravę 
GPLK gabalėliai taip pat pasižymėjo teigiama raiška į DMM citokeratiną, 
vadinasi, buvo implantuoto naviko dariniai.  
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5.5. Imunohistocheminis eksperimentinių CAM ir ant jų prigijusių 
GPLK ir GP naviko gabalėlių įvertinimas Ki-67 ir PCNA reagentais 

 
Šio eksperimento metu ant viščiuko embriono CAM prigiję GPLK ir GP 

audinio gabalėliai, kaip jau išsiaiškinome, išlaikė savo histologinę struktūrą 
ir sukėlė statistiškai patikimą CAM ir jos epitelio  sustorėjimą bei angio-
genezę. Taigi, kitame tyrimo etape siekėme išsiaiškinti, ar šie navikai išlaikė 
savo proliferacines savybes augdami ant eksperimentinės membranos ir 
kuriuo inkubacijos periodu jos pasireiškė.  

Literatūroje nurodoma, kad daugumos piktybinių navikų metastazinės 
savybės yra susijusios su jų proliferacine geba, o gerklų navikuose ją 
geriausiai atspindi Ki-67 ir PLBA žymenys [50]. 

Mūsų eksperimento rezultatai parodė, kad ant CAM prigijusiuose GPLK 
ir GP naviko gabalėliuose buvo proliferuojančių šių navikų ląstelių. Jų 
raiška į Ki-67 reagentą buvo teigiama. T. Strojnik ir bendraautoriai (2010) 
visuose ant CAM prigijusiuose glioblastomos navikuose taip pat nustatė 
teigiamą Ki-67 antigeno raišką, tačiau ji buvo kur kas silpniau išreikšta nei 
pelės paodyje prigijusiuose tos pačios rūšies navikuose [84]. O štai M. 
Klingenberg ir bendraautoriai (2014), implantavę ant viščiuko embriono 
CAM Burkito limfomos BL2B95 ląsteles, pastebėjo, jog Ki-67 indeksas 
jose buvo didesnis nei 90 proc. Tačiau autoriai taip pat nurodė, kad šio tipo 
navikai tiek žmogaus organizme, tiek ant CAM auga greitai ir agresyviai. 
Per šį tyrimą nustatyta, kad atokiosios naviko metastazės formavosi jau 
antrą parą po ląstelių kultūros implantavimo ant CAM [116]. Kitoje 
studijoje analizuota Ki-67 raiška ant CAM implantuotoje akies kraujagyslių 
dangalo melanomoje ir nustatyta, kad šio reagento raiška minėto naviko 
implante buvo labai didelė. Bet šio naviko ląstelės kaip ir Burkito limfomos 
BL2B95, greitai išplito ant CAM ir po viščiuko embriono vidaus organus 
[117]. 

Teigiama GPLK naviko ląstelių raiška į Ki-67 reagentą identifikuota 
praėjus 4 paroms, o GP gabalėliuose – nuo trečios paros po pirminio naviko 
implantavimo. Šiuos rezultatus interpretuojame kaip atspindinčius mūsų 
tiriamų navikų patogenetinius ypatumus. Gali būti, kad GPLK proliferacinės 
savybės yra mažesnės nei prieš tai tirtų navikų. Be to, prigijusiuose GP 
audiniuose Ki-67 raiška nustatyta anksčiau nei prigijusiuose GPLK navi-
kuose. Gali būti, tai irgi susiję su prieš tai pateiktais duomenimis, t. y. GP 
ant CAM išplito suformuodama ne pavienius kaip GPLK, o daugybinius 
satelitinius darinius, kuriuose šio reagento raiška taip pat buvo nustatyta. 

Proliferacines mūsų tiriamų navikų savybes patvirtinome naudodami dar 
vieną besidauginančių ląstelių žymenį – PLBA: jo raiška tose vietose, kurios 
dažėsi Ki-67 antigenu, taip pat buvo teigiama. Šio imunohistocheminio 
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žymens svarbą tiriant kitus ant CAM implantuotus navikus patvirtina ir 
literatūroje aprašyti moksliniai tyrimai [118]. 
 

5.6. Imunohistocheminis eksperimentinių CAM ir ant jų prigijusių 
GPLK ir GP naviko gabalėlių įvertinimas anti MMP 9 reagentu 

 
Po prigijusiais GPLK ir GP audinio gabalėliais, kuriuose buvo nustatyta 

Ki-67 ir PLBA raiška, CAM mezenchimoje pastebėjome heterofilus. Lite-
ratūroje nurodoma, jog, dar neesant susiformavusiai viščiuko embriono 
imuninei sistemai, apsauginę funkciją atlieka nespecifinė imuninė sistema, 
kurios ląstelės – monocitai, makrofagai ir heterofilai. Pastarieji yra žin-
duolių neutrofilų analogas, taip pat ir pagrindinis matrikso metalopro-
teinazių 9 šaltinis [33]. Kaip rodo kitų autorių patirtis, jie telkiasi būtent tose 
CAM vietose, kur vyksta mezenchimos persiorganizavimo procesai ir aktyvi 
angiogenezė [33, 36, 68].  

Remiantis šiais duomenimis, tiriamosioms membranoms pritaikėme 
imunohistocheminį dažymą anti MMP 9 žymeniu, kuris nudažo heterofilus 
ruda spalva. Nustatėme, kad anti MMP 9 pažymėti heterofilai telkėsi po 
implantuotais GPLK ir GP audinio gabalėliais ir po naujai susiformavusiais 
atokiaisiais jų dariniais, t. y. tose vietose, kur mes identifikavome aktyvią 
angiogenezę. 
 
 
5.7. Histocheminis eksperimentinių CAM ir ant jų prigijusių GPLK ir 

GP naviko gabalėlių įvertinimas Sambucus nigra lektinu 
 

Kaip jau minėjome 5.3 tyrimo rezultatų aptarimo skyriuje, histologi-
niuose H&E dažytuose eksperimentiniuose CAM preparatuose, t. y. ant 
CAM prigijusiuose GPLK ir GP audiniuose, radome branduolius turinčių 
viščiuko embriono eritrocitų. Siekdami patvirtinti mūsų nustatyto požymio 
patikimumą, atlikome imunohistocheminį šių membranų dažymą Sambucus 
nigra lektinu.  Pastarasis yra žinomas kaip specifinis žymuo, kuris jungiasi 
tik prie viščiuko embriono endotelinių ląstelių ir jas nudažo ruda spalva. 
Literatūroje nurodoma, kad šis reagentas yra naudojamas viščiuko embriono 
kraujagyslių buvimui implantuoto naviko audinyje nustatyti [33, 68, 119].  

Mūsų eksperimento rezultatai parodė, jog tiek GPLK, tiek GP audinio 
gabalėliuose buvo stebėta teigiama Sambucus nigra lektino raiška. Vadinasi, 
ir histologiniuose H&E dažytuose preparatuose, ir fluorescuojančia stereo-
mikroskopija nustatyti šių audinių perfuzijos viščiuko embriono krauju 
požymiai buvo patvirtinti ir pastaruoju metodu.  
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5.8. GPLK ir GP augimo ant CAM ryšys su klinikine ligos eiga 
žmogaus organizme 

 
Tokių studijų, kurios analizuotų ant viščiuko embriono CAM prigijusių 

žmogaus navikų sąsajas su klinikine paciento ligos eiga, literatūroje nėra. 
Mūsų eksperimento metu išryškėjo tam tikros paralelės tarp implantuotų 

GPLK ir GP navikų ir tam tikrų paciento, iš kurio šie audiniai buvo paimti, 
klinikinių rodmenų. Visų pirma, ant viščiuko embriono CAM patikimai 
dažniau prigijo gerklų piktybinių navikų audiniai. Kaip nurodo E. Rouslahti, 
žmogaus vėžys gali metastazuoti ir kontaktiniu keliu, t. y. naviko masės, 
pasiekusios gretimą anatominę sritį, ant jos gali prigyti tiesiog kontakto 
būdu [120]. Apie GP išplitimą kontakto būdu literatūroje taip pat yra 
duomenų. Pavyzdžiui, papilomų išsisėjimas į žmogaus plaučius po endo-
laringinės gerklų operacijos, manoma, vyksta būtent tokiu būdu, tačiau tai 
vis dar išlieka moksline prielaida [11].  

Šią hipotezę galbūt pagrindžia ir kitas mūsų pastebėjimas, jog ne tik 
nepikybiniai, bet ir piktybiniai, tačiau geresnį diferenciacijos laipsnį atitikę 
GPLK navikai ant eksperimentinių membranų prigijo patikimai rečiau nei 
vidutiniškai ar blogai diferencijuoti navikai. Be to, šie navikai ne tik žmo-
gaus organizme, bet ir viščiuko embriono CAM metastazavo į atokiąsias 
CAM sritis nuo pirminio židinio patikimai dažniau už tuos navikus, kurie 
paciento organizme nemetastazavo. Be to, kuo blogesnis buvo implantuoto 
naviko diferenciacijos laipsnis G, tuo daugiau buvo rasta kraujagyslių CAM 
mezenchimoje. 

Įvertinę šiuos požymius GP grupėje, taip pat pastebėjome, jog kuo 
dažnesni GP recidyvai buvo paciento organizme, tuo geriau šių navikų 
gabalėliai prigijo ant viščiuko embriono CAM ir patikimai dažniau plito į 
atokiąsias CAM sritis, nei tų pacientų, kurių ligos recidyvai buvo reti. 
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IŠVADOS 

 
1. Viščiuko embriono CAM yra tinkama terpė eksperimentiniams GPLK ir 

GP modeliams kurti. Implantuoti navikai, prigiję ant CAM, sukelia jos 
charakteringus makroskopinius pokyčius bei sudaro sąlygas mikrosko-
piniam, morfologiniam bei morfometriniam eksperimentinių navikų 
tyrimui. 

2. GPLK ir GP navikų implantai, prigiję ant viščiuko embriono CAM, 
sukėlė statistiškai reikšmingą pačios CAM, jos chorioninio epitelio 
sustorėjimą bei mezenchimos kraujagyslių su heterofilų sankaupomis 
apie jas padidėjimą. Šie pokyčiai buvo matomi tiesiai po prigijusio 
naviko implantu bei šalia esančiose CAM srityse. 

3. GPLK ir GP implantuose, prigijusiuose ant viščiuko embriono CAM viso 
eksperimento metu, stebėta išlikusi šiems navikams būdinga histologinė 
struktūra su aiškiais GPLK ir GP ląstelių proliferacijos požymiais jų 
parenchimoje. GPLK naviko gabalėliai augo labiau infiltratyviai CAM 
atžvilgiu bei formavo pavienes, epiteliniam navikui būdingas CAM 
metastazes. GP navikai augo CAM paviršiuje be įaugimo į CAM me-
zenchimą požymių bei formavo daugybinius epitelinės struktūros židi-
nius ant CAM, atokiau nuo implantuoto GP gabalėlio.  

4. Blogesnės diferenciacijos (G 2–3) GPLK implantai ant viščiuko emb-
riono CAM prigijo statistiškai patikimai dažniau ir reikšmingai padidino 
CAM kraujagyslių kiekį nei geresnės diferenciacijos GPLK navikai. 
Pacientų organizme metastazavę GPLK navikai statistiškai reikšmingai 
dažniau išplito ir ant CAM. GP implantų prigijimo dažnis bei plitimas ant 
CAM buvo tiesiogiai susijęs su šių navikų recidyvų dažnumu pacientų 
organizme. 
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SUMMARY 
 

INTRODUCTION 
 
Laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC) is one of the most common 

malignant tumors of the respiratory tract with an estimated incidence rate of 
10/100 000 cases in males in Europe. Despite the up-to-date treatment using 
advanced chemoradiation therapy and modern surgical techniques, the 
survival rate is not increasing remarkably within the last 30 years and the 
overall 5-year survival of patients with this carcinoma localization in Europe 
was 63% in the period of 1995 to 2003. 

Recurrent respiratory papillomatosis (RRP) is the most common larynx-
geal tumor of benign origin. The incidence of RRP in the USA is reported at 
4.0–4.3 per 100,000 in children and 1.8–2.0 per 100,000 in adults, and 0.24 
per 100,000 in children aged 14 years and younger in Canada. The natural 
history and clinical course of RRP is highly variable and unpredictable. 
Some of the patients experience spontaneous remissions and some of them 
have aggressive lesions requiring multiple surgical procedures over a period 
of few months.  Despite many treatments tried in clinical practice no single 
or combined or adjuvant therapy was recognized to be consistently effective 
to cure RRP. Identifying effective diagnostic and treatment methods for 
LSCC and RRP tumors are limited by a lack of experimental in vivo models, 
as in vitro models do not representative of the human tumors features.  

Therefore, we report the first successful cases of implanting LSCC and 
RRP tumors onto the chick embryo CAM assay. That is known as a highly 
vascularized biologic membrane with incomplete lymphoid system. These 
features greatly stimulate the growth of the implanted tumor onto the chick 
embryo CAM and serve as a naturally immunodeficient host that is efficient 
for maintaining implanted tumor tissues without species-specific restrict-
tions.   

 

Aim of the study 

To elaborate the experimental in vivo model for LSCC and RRP tumors 
on the chick embryo CAM, and to study peculiarities of tumor growth and 
angiogenesis.  
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Objectives of the study 
 

1. To evaluate the suitability of the chick embryo CAM as experimental in 
vivo model for LSCC and RRP tumor investigation. 

2. To evaluate the morphologic, morphometric, immunohistochemic 
characteristics and in vivo biomicroscopic and fluorescent stereomic-
roscopic features of the chick embryo CAM after LSCC and RRP tumor 
transplantation. To compare these findings with the control group and 
between the experimental LSCC and RRP groups. 

3. To evaluate if the LSCC and RRP tumors remained vital with their main 
histological features on the surface of the CAM until the end of 
experiment. 

4. To compare the features of the experimental LSCC and RRP tumor 
growth on the chick embryo CAM to the natural clinical course of these 
tumors in the patients body. 
 
 Scientific novelty of the study 
 
  The chick embryo CAM model has long been used for the investigation 

of angiogenesis, oncogenesis and tumor metastasis. The CAM model 
provides rapid results and may be employed as a simple, inexpensive 
method in any laboratory. This model provides a naturally immunodeficient 
host that accepts implantation from various tissues and species and, 
therefore, can be used for xenoimplantation of different types of cells. 
Despite the evident advantages of the CAM assay and its natural 
immunodeficient environment, the CAM model is still relatively rarely used 
for human tumor implanting.  

However, there are only sporadic reports in the literature on the use of 
the CAM assay for biological studies of human laryngeal tissue: for 
establishment of LSCC cell lines and for CAM analysis of acellular 
laryngeal scaffolds showing induction of a strong in vivo angiogenic 
response. 

This is the first in vivo model for LSCC and RRP which opens new 
perspectives to study this disease and tumor aggressiveness and assessment 
of tumor responses to new therapeutic agents.  

 
 

  

126 
 



Material and methods of the study 
 
Incubation and egg opening 
 
Fertilized hen eggs (Cobb-500) obtained from the local hatchery 

(Dovainoniu Paukstynas, Lithuania) were incubated at 37.7 °C and 59-60 % 
relative humidity with permanent ventilation and being rotated to and fro all 
day long. On the third embryonic day two milliliters of albumen was 
removed in order to disconnect the developing CAM from the shell. 
Afterwards, using a high speed drill above the yolk with embryo, an oval 
window of about 1cm² on the top of the shell of each egg was opened and 
covered with transparent sterile tape. Afterwards, eggs were placed back 
into the incubator and kept in the same conditions without rotation. The 
opened eggs were used for the LSCC and RRP implantation.  

 
LSCC and RRP tissue samples 
  
Fresh LSCC and RRP tissue samples of the size at least about 

0.5×1.0×0.5 cm were obtained from the patients at the Department 
Otorhinolaryngology, Lithuanian University of Health Sciences (LUHS) 
during laryngeal surgery. Tumor tissues were transported to the laboratory 
of the Department of Histology and Embryology of the LUHS in the 
isotonic saline solution and implanted onto the chick embryo CAM. 

Investigations in the study were performed in accordance with the 
principles outlined in the Declaration of Helsinki and approved by Kaunas 
Regional Bioethics Committee (P1-BE-2-34/2007). Histologically con-
firmed LSCC tissue samples were acquired in accordance with the protocol 
approved by the Institutional Review Board of LUHS. Written Informed 
consent was obtained from the patients before surgery and patients’ 
identifiers were removed to ensure anonymity.  
 

LSCC and RRP tissue implantation onto the CAM 
 
LSCC and RRP tumor tissue implantation was performed on the 7th, 8th 

or 9th day of eggs’ incubation. Each piece of the tumor (1 piece per egg of 
apprx. 8 mm³) was gently placed on the outer surface of the CAM. At the 
9th-14th day of eggs’ incubation of tumor implantation two to four eggs with 
alive embryos were opened and live-fixed in the 10% formalin solution. 
CAM’s with the adhering LSCC and RRP tumors were excised and fixed in 
formalin for 5 days. 
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Control CAMs were incubated and proceeded under the same protocol, 
except LSCC and RRP tissue implantation. 

 
Tissue sampling and histology 
  
CAMs with the adhered LSCC and RRP tissues were cut out and 

embedded into paraffin blocs, sliced perpendicularly to the CAM surface 
into 3μm thick sections and stained with hematoxylin and eosin for 
histological and morphometric examination. Histological evaluation of the 
samples was performed with the cold light microscope OLYMPUS BX40F4 
(Olympus Opticae co. LTD., Japan) under 10 x magnification using 
CellSensDimention1.9 Digital Imaging Software for Research Applications 
(Olympus Corporation of the Americas, USA).  

 
Immunohistochemistry  

The 3μm thick sections of formalin-fixed paraffin-embedded CAMs with 
LSCC and RRP tumor implants were mounted on poly-L-lysine coated glass 
slides and kept at 60˚C for 24 hours. Tissue sections were dewaxed with 
xylene and rehydrated with ethanol followed by PBS washes. The sections 
were pre-treated with EN-VISIONtm FLEX Target retrieval solution, low 
pH for MMP-9, high pH for HMW CK, Ki67 and PCNA by heating in a 
pressure-cooker and then treated with endogenous peroxidase blocking 
solution. Afterwards incubated with cytokeratin monoclonal antibodies 
(clone 34βE12, dilution 1:100), monoclonal mouse anti-human antibody for 
Ki67 (clone MIB-1, dilution 1:50); 3), antibodies for proliferating cell 
nuclear antigen (anti-PCNA, clone PC10) and purified rabbit anti-matrix 
metalloproteinase-9 (anti-MMP-9) polyclonal antibodies (NB-P1-72189, 
dilution 1:100) (Novus Biologicals, Littleton CO, USA and Dako A/S 
(Glostrup, Denmark). 

Detection of antibodies using commercially available kits EnVision 
Flex+Mouse (Linker) and EnVisionFlex/-HRP (both from Dako) was 
performed following the protocols of the provider. Sites of enzyme activity 
were visualized using 3,3`-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 
chromogen solution (Dako, Denmark). Sections were counterstained in 
weak Mayer’s hematoxylin, dehydrated, cleared and mounted for light 
microscopy. 

In order to highlight endothelium of blood vessels in chick embryo 
CAM, slices were stained with 10 μg/ml biotinylated Sambucus nigra bark 
lectin (SNA) (Vector, USA. The Vectastain Elite ABC kit (Vector, USA) 
was used to detect biotinylated molecules. Enzyme activity sites were 
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visualized using DAB chromogen solution (Dako, Denmark). Sections were 
counterstained in Mayer’s hematoxylin, dehydrated, cleared and mounted.   
 

Statistical analysis 

IBM  SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. (Armonk, NY: IBM 
Corp. Software) was used for statistical analysis. Data presented as mean ± 
standard deviation (SD). Student’s t test and one-way ANOVA were used 
for testing hypothesis about equality of the mean and to compare data for 
groups. The (extent of difference between) the mean values of the groups 
was evaluated by estimation of type I and type II errors (α and β) of the 
tests. The difference was considered to be significant if β≤ 0.2 and α = 0.05. 
The level of statistical significance by testing statistical hypothesis was 
0.05. 

 

Conclusions 
 

1. The present study show that the CAM assay can be used to analyze fresh 
material derived from LSCC and RRP tumors. 

2. The LSCC and RRP tumor tissues induced significant changes of all the 
structures of the CAM: the thickening of the CAM with increased density 
of mesenchymal vessels and thickening of chorionic epithelium of the 
CAM under the tumor implants and in the neighboring sites. 

3. All LSCC and RRP implants remained with their main histological 
features showing signs of increased proliferative capacity of implanted 
tumors cells. The distant LSCC and RRP tumors spread on the chick 
embryo CAMs were noticed. LSCC implants showed the infiltrative 
tumor growth pattern on experimental CAMs, whereas RRP tumors grew 
on the surface of CAMs and no signs of RRP’s ingrowths into CAM’s 
mesenchymal layer were detected. 

4. The pure differentiated LSCC tumor cells adhered the experimental 
CAMs and induced the significant increase of the mean number of CAM 
blood vessels statistically significantly more often than the well-
differentiated ones. Those LSCC tumors that spread on the chick embryo 
CAMs more often formed the distant metastases in the patients’ bodies. 
Those RRP tumors that required multiple surgical procedures for the 
patients more often have adhered, grew and formed the distant RRP 
tumors on the experimental CAMs. 
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