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SANTRUMPOS

GPLK — gerkly ploks¢iyjy lasteliy karcinoma
GKPLK - galvos ir kaklo ploks¢iyjy lasteliy karcinoma
GP — gerkly papiloma

CAM — chorioalantojiné membrana

ZPV — Zmogaus papilomos virusas

DMM CK - didelés molekulinés masés citokeratinas
PLBA — proliferuojancéiy Igsteliy branduoliy antigenas
MMP 9  — matrikso metaloproteinazés

ZFP — zaliai fluorescuojantis baltymas

Ki-67 — Igsteliy dauginimosi Zymuo



IVADAS

Gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma (GPLK) yra antras pagal daznuma
virSutiniy kvépavimo taky piktybinis navikas, kuris kasmet diagnozuojamas
desimciai 1§ 100 000 Europoje gyvenanciy vyry. Nustatyta, jog tik 63 proc.
Sios lokalizacijos veéziu serganciy pacienty iSgyvena 5 metus. Remiantis
moksliniais tyrimais, daugelyje Saliy, taip pat ir Lietuvoje yra taikomos
efektyviausios, irodymais gristos GPLK diagnostikos ir gydymo priemonés.
Ir vis délto Siy ligoniy vidutiné penkeriy mety gyvenimo trukmé per pasta-
ruosius 30 mety neilgéja [1-3].

Gerkly papilomatozé (GP) yra dazniausiai diagnozuojamas nepiktybinis
gerkly navikas, kuris nustatomas 4,0-4,3 iS 100 000 vaiky ir 1,8-2,0 iS
100 000 suaugusiy per metus [4-6]. Liga pasireiskia nekontroliuojamu
gerkly gleivinés epitelio lasteliy dauginimusi, dél to formuojasi egzofitinés
epitelio iSaugos, siaurinancios gerkly spindj [7-10]. Dél $ios pricZasties GP
serganciy pacienty klinikiné eiga yra nenusp¢jama. Liga gali recidyvuoti
nuo keleto karty per metus iki keleto karty per ménesj ar iSplisti uz gerkly
anatominiy riby [7, 11]. Literatliroje nurodoma, kad GP paveiktose gerkly,
trachéjos ar bronchy gleivinés epitelio Igstelése gali prasidéti piktybiniai
procesai, tuomet plokscialgsté papiloma gali virsti ploksciyjy Iasteliy karci-
noma [12-15].

Nepaisant mokslo pasiekimy ir jdiegiamy moderniy diagnostikos ir gy-
dymo naujoviy | kliniking praktikg, GPLK ir GP ligos eigg yra sunku
kontroliuoti, kaip ir pagerinti Siomis ligomis serganciy pacienty gyvenimo
kokybe ar prailginti jy gyvenimo trukme¢ [2, 7, 11, 16]. Iki Siol atliktos
mokslinés studijos nepajégé iSaiskinti daugelio GPLK ir GP augimo, plitimo
ir atsinaujinimo mechanizmy Zzmogaus organizme. Klinikingje praktikoje
taikomi sprendimai remiasi eksperimentiniy in vitro [17], epidemiologiniy
[1] ir kitokio pobudzio studijy rezultatais, kuriais nejmanoma nustatyti $iy
naviky tiksliy patofiziologiniy procesy.

Gyvose in vivo terpése GPLK ir GP navikai dar nepakankamai istirti,
nors tokiy tyrimy rezultatai galéty efektyviausiai atskleisti naviky biolo-
ginius veiksnius ir augimo mechanizmus [18-20]. Todél GPLK ir GP navi-
ky biologinei iSraiskai tyrinéti mes suktiréme eksperimentinj in vivo modelj
vis¢iuko embriono chorioalantojinéje membranoje (CAM). Manome, jog tik
geresniau suvokiant GPLK ir GP fiziologinius procesus galima kurti naujas,
efektyvias $iy ligy diagnostikos ir gydymo priemones.



1. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI
Darbo tikslas

Sukurti gerkly papilomos bei gerkly ploksciyjy lasteliy karcinomos in
Vvivo eksperimentinj modelj, implantuojant Siy naviky audiniy gabalélius ant
viS¢iuko embriono chorioalantojinés membranos ir nustatyti joje bei prigi-
jusiuose navikiniuose audiniuose vykstancius pakitimus bei Siy pokyciy kli-
niking svarba.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti, ar vis¢iuko embriono chorioalantojiné membrana (CAM) yra
tinkama terpé eksperimentiniams in vivo tyrimams su gerkly ploksciyjy
lasteliy karcinomos (GPLK) ir gerkly papilomos (GP) navikais vykdyti.

2. Ivertinti, kokius makroskopinius, histologinius, imunohistocheminius, in
vivo biomikroskopija bei fluorescencine stereomikroskopija identifikuo-
jamus eksperimentinés CAM, chorioninio epitelio bei mezodermoje
vykstancios kraujotakos pakitimus sukelia ant vis¢iuko embriono CAM
implantuoti GPLK ir GP naviko audiniai. Siuos poky¢ius palyginti su
kontrolineés grupés CAM atitinkamais pozymiais bei GPLK ir GP
grupeése.

3. Nustatyti, ar GPLK ir GP naviko implantai, augdami ant CAM, islaike
savo histologing struktiirg viso eksperimento metu, bei jvertinti Siy
naviky augimo ir plitimo ant CAM pobiid;.

4. Palyginti GPLK ir GP biologines israiskas vis¢iuko embriono CAM su
S$iy naviky klinikinémis iSraiSkomis pacienty — GPLK ir GP ,,donory* -
organizme.

Darbo mokslinis naujumas

GP yra dazniausiai nustatomas nepiktybinis virSutiniy kvépavimo taky
navikas [4-6]. Daugeliu atvejy GP, ypa¢ vaiky amziuje, pasireiskia agre-
syvia ir sunkiai kontroliuojama eiga, o kartais gali baigtis ir paciento mir-
timi [6, 21, 22]. D¢l $ios priezasties atlickama vis daugiau moksliniy tyrimy,
kuriais tikimasi rasti informacijos, kodél GP yra tokia kliniSkai hetero-
geniSka, kokie pagrindiniai patogenetiniai veiksniai skatina papilomos
augimg ir galbit kokie faktoriai galéty sustabdyti GP progresavima.

Tuo tarpu GPLK, kaip ir kitos lokalizacijos véziniy susirgimy, Vysty-
mosi, diagnostikos bei gydymo uzdaviniai yra spendziami jau daugelj mety.
Literattroje galima aptikti jvairiy moksliniy tyrimy, siekianciy iSsiaiskinti,
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kaip bty galima pagerinti GPLK diagnostika bei optimizuoti gydyma [23].
Bet vis tiek dar iSlicka neatsakyty klausimy, kaip sustabdyti GPLK pro-
gresavimg, prognozuoti ligos eigg bei efektyviai gydyti ja sergancius pa-
cientus.

Pastaruoju metu literatiiroje pasirodo duomeny apie tai, kad eksperi-
mentiniy in vitro studijy rezultatai negali bati visiSkai tapatinami su kli-
nikiniais duomenimis [24]. Yra zinoma, jog lasteliy kultiiroje Zmogaus
papilomos viruso (ZPV) replikacija nevyksta. ZPV kultivuojant audiniy
kultiirose, viruso DNR i§lieka labai jautri aplinkos pokyciams, taigi, tokiy
eksperimenty apimtis vis dar lieka ribota [24-26]. Be to, mégintuvélyje ir
gyvoje terpéje zmogaus naviko lastelés auga ir vystosi skirtingai. In vivo
uzauginty naviko Igsteliy vystymosi fiziologiniai etapai yra labiau panasis |
tuos, kurie vyksta joms dauginantis Zzmogaus organizme, palyginti su lgs-
teliy kulttromis, augintomis in vitro terpéje [27]. Taigi, Zmogaus naviky
tyrimuose eksperimentiniy in vivo studijy moksling verté vis didéja.

Moksliniai Zzmogaus naviky Igsteliy ar jy audiniy kultiiry tyrinéjimai yra
atliekami pasitelkiant skirtingus gyviiny modelius [28-32]. Vienas i$ jy —
vi§¢iuko embriono CAM. Pastaroji gana placiai naudojama eksperimen-
tinése studijose su zmogaus navikais [33-36]. Iki §iol néra atlikta moksliniy
studijy, analizuojan¢iy GPLK ir GP poveikj vis¢iuko embriono CAM [27].
Be to, Sie navikai menkai iStirti ir taikant kitus eksperimentinius in vivo
modelius [18, 19, 28].

Misy atliktas eksperimentinis in vivo tyrimas yra pirmasis pasaulyje,
kuris analizuoja, kaip GPLK ir GP naviko gabaléliai prigyja ir kokiu budu
plinta po jy implantavimo ant vis¢iuko embriono CAM. Nuodugniai isty-
réme, kokie atsiranda makroskopiniai, histologiniai, imunohistocheminiai
poky¢iai, nustatomi in vivo biomikroskopine bei fluorescencine stereomik-
roskopija eksperimentinése CAM bei prie jy prigijusiuvose GPLK ir GP
naviko gabaléliuose. Poky¢iy patikimumg jrodéme juos palyging su kont-
roline grupe.

Be to, prie CAM prigijusiuose GPLK ir GP gabalé¢liuose ir pacioje CAM
kai sie audiniai augo zmogaus gerklose. Nustatéme statistiSkai patikimas
sasajas tarp Siy naviky augimo pobtidzio ant CAM ir Zzmogaus organizme.

Taigi, galime daryti prielaida, jog tokj GP ir GPLK morfologinés iSrais-
kos vis¢iuko embriono CAM modelj galima pritaikyti $iy naviky vysty-
muisi, angiogenezei, invaziSkumui ir metastazavimui tirti, o ateityje ir gy-
dymo galimybéms jvertinti.
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2. LITERATUROS APZVALGA
2.1. GPLK ir GP paplitimas ir priezastys

GPLK yra antras pagal daznumga virSutiniy kvépavimo taky navikas ir
SeStas 1§ dazniausiai diagnozuojamy véziniy susirgimy pasaulyje [1, 2].
Literattiroje nurodoma, kad GPLK yra labiau paplites tarp vyry ir sudaro
96 proc. visy sergan¢iyjy GPLK [37]. Remiantis Tarptautinés vézio tyrimy
agenturos registru, 2008 m. Europoje GPLK susirgo 10 i§ 100 000 vyry,
kuriy standartizuotas mirtingumo rodiklis dél GPLK sudaré 2,2 i§ 100 000
[1].

Sios srities vézio i§sivystymas siejamas su tabako rikymu. Tiems pacien-
tams, kurie kada nors riiké tabako cigaretes, Jungtinés Karalystés vézio
tyrimy organizacijos duomenimis, rizika susirgti GPLK padidéjo 8,3 karto,
palyginti su tais pacientais, kurie niekada nertiké. Nustatyta, kad rizika
susirgti GPLK tiesiogiai priklauso ir nuo per dieng surtikyty cigareciy skai-
¢iaus. Jam didéjant, GPLK i$sivystymo tikimybé taip pat did¢ja, ir atvirks-
Ciai — nustojus rakyti, per pirmus metus rizika susirgti gerkly véziu su-
mazéja iki 30 proc., o po 10 mety iki 64 proc. [38]. Tarptautinés vézinio
tyrimy agentiiros registre nurodoma, kad pasyvus rikymas taip pat gali
skatinti GPLK i$sivystymg [38]. Rizikos grupéje yra tie pacientai, kurie
prirtikytose patalpose praleidzia daugiau nei 10 mety [38].

GPLK i8sivystymg gali lemti ir nesaikingas alkoholio vartojimas (t. y.
daugiau nei 1,5 standartiniy alkoholio vienety per parg), kuris tikimybe
susirgti gerkly véziu padidina 2,5 karto [38]. Tarptautinés vézinio tyrimy
agentiiros registro duomenimis, rizikg padidina ir daznas tiesioginis sglytis
su stipriomis neorganinés kilmés riigStimis bei asbestu, gausus riebios
meésos vartojimas, buklé po organy transplantacijos, gastroezofaginio
refliukso liga, imunodeficito virusas, kitos lokalizacijos galvos ir kaklo
vézys bei zmogaus papilomos viruso infekacija (ZPV) [1, 2, 38]. Nuomonés
déel ZPV jtakos GPLK issivystymui yra kontraversiskos [2, 8, 13, 39].

Nustatyta, kad ZPV Zmogaus virSutiniuose kvépavimo takuose daz-
niausiai pasireiskia ryklés ir/ar gerkly srities papilomatoze, kuri gali iS-
rySkéti bet kuriame amZiuje [22]. Suaugusiems GP diagnozuojama 2 at-
vejais i§ 100 000, taciau tarp vaiky GP pasireiskia dazniau — 4 iS 100 000
[8]. Retrospektyvinése ir prospektyvinése studijose buvo patvirtinta, kad
7PV gali biti perduota i§ motinos vaisiui gimdymo metu, t. y. vertikalios
transmisijos biidu. Literatiiroje pateikiami statistiniai duomenys byloja, kad
motinos lytiniy taky kondilomatozé didina rizika apsikrésti ZPV kadikiui
gimstant. Rizika dar labiau padidéja, jei motina yra pirmakarté ir/ar
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gimdymas trunka daugiau nei 10 valandy. Yra manoma, kad ZPV gali buti
perduodama ir humoraliSkai. Tai jrodo klinikingje praktikoje pasitaikantys
reti atvejai, kai gerkly papilomatozé iSsivysto vaisiui esant gimdoje, o
pirmieji jos pozymiai pasireiS$kia vos gimusiam naujagimiui [6, 14]. Suau-
gusiyjy GP yra sicjama su orogenitaliniu ZPV perdavimu. Be to, daZniau
diagnozuojama Zemesnés socialinés klasés pacientams, kurie turi daugiau
nei vieng lytinj partnerj [6, 24].

I§ 120 ZPV subtipy daZniausiai aptinkami ZPV-6 ir ZPV-11 tipai (90 proc.
atvejy) [8]. Siy tipy virusai dazniau sukelia vaiky ar juveniline gerkly papi-
lomatoze, kuri jprastai pasireiskia iki 5 mety amziaus. O §tai ZPV-16 ir
ZPV-18 tipai yra kur kas retesni, tatiau pastarieji siejami su daZnesniu
GPLK issivystymu [8, 40]. Remiantis sistemine 55 epidemiologiniy tyrimy,
atlikty iki 2012 mety apzvalga, pacientams, nesiojantiems ZPV virusa, tiki-
mybé susirgti GPLK padidéja 5,39 karto (CI, 3.25-8.94), o neSiojantiems
ZPV-16 tipo virusa — netgi 6,07 karto (CI, 3.44-10.70) [40].

2.2. GPLK biologinés savybés

Gerkly veézys pradeda vystytis ploksciosiose gerkly gleivinés epitelio
lastelése, veikiant 2.1 skyriuje nurodytiems rizikos faktoriams. Daugeliu
atvejy pirmieji mikroskopiniai pakitimai gerkly epitelio lgstelése yra ver-
tinami kaip displazija [41, 42]. Tai tokia gerkly gleivinés biiklé, kai epitelio
lastelés nebeturi normalios histologinés sandaros (lgsteliy atipija), taip pat
stebimas nenormalus lgsteliy dalijimosi ciklas (displazija), taciau jose dar
néra véziui bidingy pozymiy. Si buklé nebitinai baigiasi gerkly véZio
iSsivystymu, taciau, ir toliau veikiant rizikos faktoriams, ypa¢ rakymui, tiki-
mybe, jog gerkly epitelio lasteliy displazija pakeis kita histologiné bukle —
karcinoma in situ, gerokai padidéja [41, 43].

Karcinoma in situ yra ankséiausia gerkly vézio forma. Ji nustatoma
tuomet, kai visuose gerkly epitelio sluoksniuose aptinkama displastisky
lasteliy. Be to, pastarosios jau turi véziui budingy pozymiy, kaip antai:
daugiasluoksnio epitelio lasteliy suplokstéjimas ir jy keratinizacija, aiski
lasteliy branduoliy atipija, lasteliy apoptozés pozymiai su iSreikSta cito-
plazmine eozinofilija ar be jos [43, 44]. Minétus pokycius turincios lastelés
dar nebiina i8plitusios uz gerkly gleivinés epitelio pamatinés membranos
riby [41]. Si gerkly vézio stadija daZniausiai yra visi$kai isgydoma, ta¢iau
laiku jos nediagnozavus ar netaikant reikalingo gydymo, karcinoma in situ
gali progresuoti iki invazinio gerkly vézio — GPLK [41].

GPLK yra diagnozuojama tuomet, kai epitelio lgstelés, turinéios véziui
biidingus pozymius, iSplinta uz gerkly gleivinés epitelio pamatinés memb-
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ranos riby, apima Salia esanCius audinius, iSplinta | gretimas anatomines
sritis ir/ar kitus kiino organus [41]. Literatiiroje nurodoma, kad mikroin-
vaziné¢ GPLK tarp patology suprantama ir aiSkinama skirtingai. Kai kuriy
autoriy duomenimis, invazine GPLK galima vadinti apie 1-2 mm pamatinés
membranos plocio apimancia displazija. Kiti teigia, jog pakitimai turi biiti
perZzenge pamatinés membranos ribas bent keliuose histologiniuose vaiz-
duose, turi buti aiskiai matomos epitelio iSaugos, vadinamieji ,,liezuviai bei
displazijos zidiniy (lizdy) formavimasis invazijos vietose [42, 43].

Klinikiniam GPLK isplitimui vertinti naudojama tarptautiné TNM kla-
sifikacija, kur T nurodo paties naviko iSplitimg gerklose ar uz jy riby, N —
limfmazgiy bukle, M — metastaziy buvima. Tiesioginis naviko peraugimas |
regioninius limfinius mazgus taip pat apraSomas kaip metastazé ir taip, kaip
Ir metastazés j tolimuosius limfinius mazgus uz regioniniy limfmazgiy, pri-
skiriamos M kategorijai. Klinikinéje praktikoje naudojamas ir morfologinis
navikiniy lasteliy diferenciacijos jvertinimas, kuris apibiidinamas raide G.
Navikas, kurio Igsteliy diferenciacija atitinka G1 laipsnj, daZzniausiai auga
egzofitiskai, jo lastelés tebeturi pakankamg citoplazmos plota, geba kaupti
kerating, o mitoziy skaiCius néra didelis — tokio naviko metastazinés
savybés, manoma, yra menkos. Diferenciacijos laipsniui didéjant, blog¢ja ir
ligos prognozé. Literatiiroje nurodoma, jog gerai diferencijuotos (G1) vé-
zinés lastelés savo morfologine sandara primena gerkly epitelines lasteles,
jos auga ir vystosi létai. O blogai diferencijuotos ar nediferencijuotos
GPLK lastelés yra visiskai praradusios gerkly epiteliui biidingg morfologija,
yra netaisyklingy formy ir dazniausiai neturi aiskios struktiiros (anaplazija).
Sios lastelés auga ir plinta j gretimas sritis greitai ir mazai prognozuojamai,
yra siejamos su blogesne GPLK prognoze bei trumpesne paciento gyvenimo
trukme [45]. Tos GPLK lastelés, kurioms nustatytas vidutinis diferen-
ciacijos laipsnis G2, néra tokios agresyvios kaip G3 ir G4 diferenciacijos
laipsnj atitinkancios lastelés, taciau pasizymi blogesne ligos prognoze nei
G1 lastelés [45].

N. Gale ir bendraautoriy duomenimis (2009), veikiant rizikos fakto-
rivi(iams), gerkly gleivinéje vyksta daugybiniai epitelio Igsteliy transfor-
macijos procesai. Nurodoma, kad bet kurioje i§ tokiy pakitusiy Iasteliy bet
kuriuo metu gali prasidéti nekontroliuojamas lastelés dauginimasis ir taip
,Huzsivesti* karcinogenezés mechanizmas [44]. Manoma, kad Siuos procesus
reguliuoja tam tikros Zmogaus geny mutacijos. Moksliniais tyrimais nu-
statyta bent 10 tokiy pakitimy gerkly gleivinés epitelio lasteliy chromo-
somose. Sios geny mutacijos suaktyvina protoonkogenus, o pastarieji sti-
muliuoja navikiniy Igsteliy augimag bei stabdo naviko augima slopinanciy
geny poveikj. Atitinkamai stabdoma natiirali organizmo apsauga, todél
vézinés lastelés gali netrukdomai daugintis [44]. Literatiros duomenimis,
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keiciantis gerkly gleivinés epitelio lasteliy histologijai, keiciasi ir pakitusiy
audiniy aprupinimas krauju. Kaip rodo moksliniai tyrimai, nepiktybiniai
gerkly navikai, ikivezinés gerkly biiklés bei gerkly gleivinés displazija yra
susijusi su smulkiy kraujagysliy skai¢iaus padidéjimu, palyginti su sveiky
gerkly gleivine. Didéjant lgsteliy diferenciacijos laipsniui G, patologiniy
audiniy riboje ne tik didéja kraujagysliy skaicius, bet ir kei¢iasi jy forma bei
dydis, t. y. blogai diferencijuoty ar nediferencijuoty GPLK atveju pazeidimo
vietoje aptinkama netaisyklingos formos, netvarkingai i$sidés¢iusiy jvairaus
dydzio ir jvairiy formy daugybiniy kraujagysliy [46].

Intensyvesne kraujotakg galvos ir kaklo ploksciyjy lasteliy karcinomos
apimtose srityse jrodo ir kitos angiogenezg¢ tyrin¢jancios mokslinés studijos.
Yra zinoma, kad angiogenezé prasideda nuo jau esamos kraujagyslés
sienelés degradacijos, po to naujos endotelio l1astelés migruoja link naviko ir
inicijuoja endoteliocity mitozes. Dél to formuojasi naujy kraujagysliy sie-
nelés ir jy pamatinés membranos, o aplink jas ima telktis pericitai. Sj
procesa reguliuoja tiek naviko, tiek sveiky audiniy iSskiriamyos molekulés.
Pastarosios yra tyrinéjamos daugelyje moksliniy laboratorijy. Siuo metu jau
nustatyta, kad fibroblasty augimo faktorius, kraujagysliy endotelio augimo
faktorius, interleukinas-8 ir kiti angiogenezés procesus aktyvina, 0 trom-
bospondinas-1, angiostatinas ir kt. angiogeneze¢ slopina [47]. G. M. Tse ir
bendraautoriai (2007) pastebéjo, kad smarkiau besireiSkiantis angiogeneze
indukuojancio kraujagysliy endotelio augimo faktorius patologiniuose
audiniuose, taigi ir aktyvi angiogenez¢, koreliuoja su blogesne GPLK prog-
noze, labiau iSplitusiu naviku ir trumpesne paciento gyvenimo trukme [48].

Si ir kitos GPLK ir GP vystymosi bei plitimo teorijos vis dar tebéra
moksliniy tyrinéjimy objektas. Specialisty nuomonés tiek apie GPLK, tiek
apie GP vystymasi bei plitimo veiksnius zmogaus organizme i$siskiria, o
moksliniy tyrinéjimy rezultatai ne tik papildo, bet ir paneigia vieni kitus [49,
50]. Todél tebeieskoma naujy, informatyviy moksliniy duomeny, kurie
paaiskinty GPLK ir GP patofiziologija, bei kuriami alternatyviis eks-
perimentiniai tiriamieji modeliai. Vienas i$ jy — vis¢iuko embriono CAM
[27-32].

2.3. GP biologinés savybés

ZPV yra 55 nm diametro, kapside dengtas onkogeninis DNR virusas,
nesantis 8-10 geny infomacija savo grandingje. Virusas priklauso Papo-
vaviridae Seimai ir gali sukelti ne tik gerkly, bet ir odos, genitalijy, iSangés
bei gimdos kaklelio ligas [24]. Tikslus mechanizmas, kaip ZPV infekuoja
gerkly gleivinés epitelines lgsteles, néra zinomas. Manoma, kad patekes j
virdutinius zmogaus kvépavimo takus, ZPV virusas prisitvirtina prie gerkly
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gleivinés epiteliniy lasteliy pavir§iaus. Dél ZPV sudétyje esanéiy E 5-7 ge-
ny Sis virusas yra atpazjstamas, per tarplastelinius kanalus praleidziamas j
epitelinés lastelés citoplazma bei transportuojamas i Iastelés branduoli.
Pastarajame ZPV dekapsuliuojasi ir pradeda savo replikacija. Taigi, prasi-
deda ir infekuotos zmogaus gerkly epitelio lgstelés nekontroliuojamas
dauginimasis [24, 51]. Moksliniais tyrimais nustatyta, kad virusas infekuoja
tik pamatiniame epitelio sluoksnyje esancias lasteles, t. y. tik tas epitelio
lateles, kurios geba aktyviai daugintis [24].

Literatiiroje nurodoma, jog pasitaiko atvejy (iki 5 proc.), kai sveikose
gerkly gleivinés epitelinése lastelése nustatomas ZPV, tadiau kliniskai jo
replikacija ir patologinis epitelio lasteliy dauginimasis nevyksta, taigi liga
neprogresuoja [52].Taciau pas didzigjg dalj pacienty nekontroliuojamai dau-
ginasi gerkly epitelinés lastelés, todél susiformuoja egzofitinés, netaisyk-
lingos formos, Ziediniy koptsty formg primenancios gleivinés iSaugos [51].
Jos gali augti | gerkly spindj, apsiribodamos tik viena anatomine gerkly
sritimi (dazniausiai balso klostémis), taciau gali pazeisti ir keletg anatominiy
sri¢iy ar i$plisti uz gerkly riby (dazniausiai j trachéja) [51, 53]. Kai kurie
pacientai GP suserga vieng kartg gyvenime, t. y. po endolaringinés papilomy
rezekcijos Siems pacientams GP niekuomet nesikartoja. Tokia ligos forma
daznesné tais atvejais, kai GP pasireiSkia vyresniems nei 12 mety amziaus
zmonéms [6]. Kitiems pacientams GP po endolaringinés papilomy rezek-
cijos, atsinaujina keletg karty per gyvenimg ar net 3, 4 ir daugiau karty per
metus [51]. Dazni GP recidyvai yra siejami su ZPV-6 ir ZPV-11 tipu, jaunu
amziumi ir zmogaus imuninés sistemos ypatybémis [51, 52].

Literattiros duomenimis, kai GP pasireiskia ypa¢ ankstyvame amziuje,
t.y. jaunesniems nei 3 mety vaikams, liga pasizymi ne tik daznais
recidyvais bei ir yra linkusi apimti daugiau nei vieng anatoming gerkly srit;.
Nustatyta, kad $ios grupés pacientai dél GP operuojami daugiau nei 4 kartus
per metus, tai yra 3,6 karto dazniau nei tie, kuriems liga prasideda
vyresniame nei 3 mety amziuje [7]. Kai kuriems pacientams galimos
spontaninés remisijos, tac¢iau daugumai vaiky stebimi dazni atkryciai, kurie
gali varijuoti nuo 1 iki 4 ir daugiau karty per metus, 0 13-48 proc. pacienty
yra nustatomas ekstralaringinis papilomy i$plitimas [54-58] .

Kaip nurodo V. R. Bonagura ir bendraautoriai (2010), daznus atkrycius ir
nekontroliuojamg GP ligos eiga gali veikti paciento imunogenetiniai ypatu-
mai [52]. Autoriy duomenimis, tam tikras T lgsteliy (CD34-, killers*) recep-
toriaus geno haplotipas gali nulemti imunocity (T lasteliy subpopuliacijy,
makrofagy ir dendritiniy lasteliy) bloka, dél to neatpazjstami ZPV
pavirSiaus proteinai. Todél neiSskiriami ir imuninés sistemos moduliatoriai
citokinali, ir chemokinai, taigi imuninés T Igstelés nesidiferencijuoja. Dél to
zmogaus epitelinés Igstelés lieka neapsaugotos nuo ZPV replikacijos. Ma-
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noma, jog, esant $iam ydingam imunocity ciklui, Smarkiai padidéja rizika,
kad GP atsinaujins ar isplis uz gerkly riby [52].

Papilomoms iSplitus ] trach¢ja, ligos eiga tampa sunkiai kontroliuojama ir
gali baigtis paciento mirtimi dél kvépavimo taky obstrukcijos papilomy
masémis [7].

Tikslus mechanizmas, kaip GP infekuoja plauciy gleiving, néra Zinomas.
Nurodoma, jog, nesant papilomy Zmogaus gerklose, izoliuota plauciy ar
trachéjos papilomatozé yra nustatoma ypaé retai [51]. Remiantis tuo S. S.
Kramer ir bendraautoriai (1985) iskélé hipoteze, kad galbit, endolaringinés
operacijos metu nedidelis GP audinio gabalélis gali atitriikti nuo bendros
Salinamy papilomy masés ir taip patekti j paciento plaucius. Nusédgs ant
bronchy gleivinés papilomos audinio fragmentas, autoriy nuomone, gali
patofiziologiniais pozymiais [59]. Sia hipoteze vadovavosi ir kiti autoriai,
kurie literatiiros apzvalgose nurod¢, jog tai iki Siol vienintelis moksliSkai
paaiskinamas GP i$plitimo j plau¢ius mechanizmas [11, 59, 60].

GP, o ypac ekstralaringiné jos forma, gali metaplazuoti | ploksciy lasteliy
karcinomg. Pastaroji, literatiros duomenimis, yra siejama su gerokai bloges-
ne klinikine iSraiska bei paciento gyvenimo trukmés prognoze [7, 11, 60].

2.4. Vis¢iuko embriono CAM

Vis¢iuko embriono vystymasis trunka 21 parg iki jo iSsiritimo [33, 35].
Nuo pirmos inkubacijos paros pradeda formuotis keturios ekstra embrio-
ninés vis¢iuko struktiiros — trynio maisas, amnionas, chorionas ir alantojis.
Jos visciuko vystymesi atlicka labai svarby vaidmenj, tai yra saugo emb-
riong nuo dehidratacijos, per jas vyksta maisto medziagy bei elektrolity
absorbcija bei medziagy apykaitos produkty pasalinimas j ekstra embrioning
terpe. Per Sias membranas i§ kiauSinio lukSto vyksta kalcio jony ir bi-
karbonaty difuzija embrionui tuomet, kai formuojasi vis¢iuko skeletas.

Viséiuko embriong supanéiy membrany pagrindine funkcija yra laikoma
deguonies tiekimas besivystan¢iam vaisiui ir jo apykaitos produkto — anglies
dvideginio — paSalinimas. Literatiroje nurodoma, kad skirtingais embriono
vystymosi etapais yra skirtingas deguonies poreikis. Pastargjam did¢jant,
daugé¢ja kapiliary skaicius i§ jau esanciy kraujagysliy tinklo, o pagreitéjus
embriono augimui, vyksta kraujagysliy persitvarkymo mezenchimoje pro-
cesai. Si funkcija yra prilyginama vis¢iuko embriono kvépavimo sistemai
lungs of embryo [61].

Trecig vis€iuko embriono vystymosi parg prasideda alantojaus vysty-
masis i§ ventralinés endodermos sienelés [35]. Siuo embriono vystymosi
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laikotarpiu alantojaus ir jau iSsivysc¢iusio choriono mezodermoje aptinkama
kraujagysliy uzuomazgy su besiformuojanciomis sienelémis bei kraujo for-
miniais elementais [35, 62]. I§ pradziy kraujagyslés primena netaisyklingos
formos, skirtingo dydzio vamzdelius, kurie vystosi kartu su auganc¢iomis
membranomis [63]. Ketvirta inkubacijos para alantojis pradeda sparciai
didéti, nustumdamas vis¢iuko embriong j ekstra embrioning ertme [35].
Alantojaus epitelis Siame vis¢iuko vystymosi etape atlieka selektyviai pra-
laidaus barjero funkcija, t. y. jo déka absorbuojami embrionui reikalingi
elektrolitai, ir vanduo i§ alantojaus skyscio, drauge ir besivystantis vaisius
yra apsaugomas nuo toksiniy medziagy apykaitos produkty, nes pastarieji
difunduoja iS amniono | alantojaus pusle [63]. Susidariusi alantojaus puslé
didé¢ja ir per parg laiko jos mezoderma susilieja su choriono (serozos)
mezoderma [62]. Sis naujai susiformaves dvigubas mezodermos sluoksnis
yra vadinamas chorioalantojine membrana — CAM [35].

J. Borges ir bandraautoriy (2003) duomenimis, besiformuojant vis¢iuko
embriono CAM, prasiseda sparCiausia CAM kraujagysliy vystymosi fazé.
Grupelé hamangioblasty jungiasi j tinklus, i§ kuriy formuojasi pirminis
kraujagysliy endotelis, o 4-8-3j3 inkubacijos parg susidaro netaisyklingos,
beformés kraujagyslés. Jos susideda i§ vieno sluoksnio lasteliy endotelio,
véliau pradeda sparciai augti ir diferencijuotis ] CAM kapiliarus, arterioles ir
venules [64]. Nurodomi keturi pagrindiniai kraujagysliy formavimosi me-
chanizmai. Tai — kraujagysliy susidarymas i$ pirminiy hemangioblasty ir
lygiyjy raumeny lasteliy (angl. incorporation). Sis mechanizmas, kuomet
kraujagyslés formuojasi de novo t. y. nuo pat pradziy, yra vadinamas vasku-
logeneze [65, 66]. Kitas literatiiroje apraSomas mechanizmas — invagi-
nacija, kai, susidarius vagelei jau esamos kraujagyslés sieneléje, pastaroji
pamazu skyla j dvi naujas kraujagysles. Taip dauginasi CAM kapiliarai.
Nurodoma, kad dalis arterioliy, venuliy ir kapiliary gali formuoti ataugas
(angl. sprouting) arba ilgéti (angl. elongation), taip uztikrindami reikiamg
embriono medziagy apykaitg [66]. Vis¢iuko embriono CAM arterioliy, ve-
nuliy ir kapiliary daugéjimas besiformuojant naujoms ataugoms (sprouting)
arba kraujagysléms ilgéjant (angl. elongation) yra vadinamas vis¢iuko emb-
riono CAM angiogeneze [66, 67]. Inkubacijos pradzioje vis¢iuko embrionas
kraujo lastelémis ir maisto medZziagomis yra apripinamas tik iS trynio
maiSo. Susiformavus embriono kraujotakai, per alantojaus kojyte embriono
kraujagyslés susisiekia su CAM kraujagysléms [66, 67]. Taigi nuo inku-
bacijos 6-0s paros vis¢iuko embriong maisto medziagomis apripina ir dvi
chorioalantojinés arterijos, viena cefaling (galvos) sritj, kita kaudaline
(uodegos) sritj, o medziagy apykaitos produktai Salinami per vieng chorio-
alantojing veng [35].
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Kraujagyslés, kuriy diferenciacija baigiasi kapiliary susiformavimu,
4-6-3ja parg migruoja | mezenchimg ir ten sudaro kapiliary tinkla [63].
Septintg ir astunta embriono vystymosi parg dél besivystancio embriono
didéjancio deguonies poreikio kapiliarai 1étai pardeda migruoti link ekto-
dermos pavirSiaus. CAM arteriolés, venulés ir kapiliary tinklas sparciai
formuojasi iki vis¢iuko embriono inkubacijos 11-0sios paros [68, 69]. Po to
kraujagysliy skaicius ir jy dydis iSlieka pastovus arba pasikei¢ia nezymiai,
iSskyrus jy transpozicija. T. y. arteriolés ir venulés santykinai leidziasi ze-
myn, link ektodermos pavirSiaus migruojanciy kapiliary atzvilgiu. Pastarieji
ektodermos pavirsiy pasiekia 14 embriono inkubacijos parg [64]. Dél tokio
kraujagysliy pasiskirstymo skirtingais embriono vystymosi etapais létéja
kraujo tekmé embrionui augant ir palengveja vis€iuko embriono dujy apy-
kaita per kiausinio lukstg [63].

Vis¢iuko embriono CAM i$ dalies subresta 7-3jg embriono vystymosi
para, kai histologiskai identifikuojami visi trys CAM sluoksniai, turintys
gerai diferencijuotas epitelines, mezodermos Igsteles bei kraujagysliy tinkla
[63]. Siame laikotarpyje CAM dengia tik nedidele dalj embriono. Desimtg ir
vienuoliktg vis¢iuko embriono inkubacijos parg CAM yra VisiSkai subren-
dusi ir apgaubia visa kiauSinyje esantj turinj (2.4.1 pav.). Kaip nurodo
E. I. Deriugina (2008), pilnai susiformavusi CAM yra plona, apie 20-100
pum storio strukttira. Jos hematoksilinu ir eozinu dazytuose pjuviuose aiskiai
i$siskiria vieno ar dviejy lgsteliy sluoksnio ektoderma, mezoderma, kuri yra
sudaryta i§ stromos lasteliy, kolageno skaiduly ir skirtingo dydzio
kraujagysliy tinklo bei vieng Igsteliy sluoksnj turinti endoderma [68, 69].

Taip uztrukes CAM epitelio brendimas, | kurj svarbu atsizvelgti pla-
nuojant mokslinius eksperimentus ant vis¢iuko embriono CAM, yra ais-
kinamas kaip apsauginio barjero formavimas. NevisiSkai diferencijuotos
epitelinés Igstelés negeba vykdyti kalcio jony ir bikarbonaty difuzijos iKi
vis¢iuko embriono kauly formavimosi pradzios, todé¢l apsaugo besifor-
muojantj vaisiy nuo pertekliniy maisto medziagy [63]. Vis délto, inku-
bacijos 7-0si0S paros CAM yra nurodoma kaip pakankamai brandi ir tin-
kama zmogaus naviko audiniy ar lgsteliy implantacijai ant jos [35].

Vis¢iuko embrionas, kaip ir kiti stuburiniai, nuo aplinkos faktoriy yra
saugomas imuninés sistemos. Pastaroji formuojasi tik iSsivys¢ius tam tik-
riems visciuko embriono organams, kuriuose véliau ir formuojasi specifinés
imuninés lIgstelés — T ir B limfocitai. T limfocity gamyba pastebima nuo
inkubacijos 11-0si0s paros jo uzkricio liaukoje, 0 B limfocity gamyba pra-
sideda 12-3jg inkubacijos parg Fabricijaus maiselyje [70]. Imuniniy Igsteliy
kiekis nuo viséiuko vystymosi 15-0sios paros pradeda didéti, taciau san-
tykinai kliniSkai reikSmingg T ir B limfocity kiekj vis¢iuko embrionas
sukaupia tik 18-3ja inkubacijos parg [70]. Iki to laiko apsauging funkcija
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atlieka nespecifiné imuniné sistema, kurios lastelés — monicitai, makrofagai
ir heterofilai — aptinkami viS¢iuko embriono trynio maise, bluznyje, zarnose,
Ciobrialiaukéje ir kepenyse nuo embriono inkubacijos 10-0sios paros [70].
Visciuko heterofilai yra zinduoliy neutrofily analogas, taip pat ir pagrindinis
matrikso metaloproteinaziy 9 $altinis [33]. Nepaisant to, tiek vis¢iuko emb-
riono, tiek kg tik i$siritusio vi$éiuko imuniné sistema yra laikoma menkai
iSsivysciusia.

Taigi, CAM yra labai heterogeniSka skirtingais jos ir vis¢iuko embriono
formavimosi laikotarpiais. CAM morfologiniai ypatumai, pavyzdziui, nevie-
nodas endotelio lasteliy brandos lygis, kraujagysliy skaiCiaus ir jy iSsi-
déstymo skirtumai, ekstraceliulinio matrikso ar tarplasteliniy jungéiy poky-
Ciai, augant embrionui, jpareigoja tyréjus eksperimentiniams in vivo mode-
liams naudoti ir lyginti tik tos pacios inkubacijos paros embrionus ir jy
CAM.

Alantojis Ammnionas

5 DIENOS

Baltymas Chorioalantojiné
membrana
Alantojis
10 DIENL

Baltymas

Trynio maisas

2.4.1 pav. Visciuko embriono CAM formavimasis —
inkubacijos 5-0ji ir 10-0ji paros
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2.5. Vis¢iuko embriono CAM eksperimentiniai modeliai

Visciuko embriono CAM d¢l tankaus ir anksti susiformuojancio krau-
jagysliy tinklo literatiroje yra apibiidinama kaip puiki terpé kity gyviiny
ir/ar zmogaus audiniy ar Igsteliy implantacijai. CAM geba visiSkai aprupinti
implantg maisto medziagomis ir deguonimi bei pasSalinti jo apykaitos pro-
dukta anglies dvideginj. Tokiu biidu vis¢iuko embriono CAM uztikrina ant
jos implantuoty lagsteliy kultiry ar audiniy augimui reikalingus mitybinius
poreikius. Taigi, sudaro salygas implantams prigyti, augti ir plisti CAM
struktliromis ir/ar metastazuoti j vi$¢iuko embriono organus [33]. Be to, dél
vélai susiformuojancios ir menkai i§sivys¢iusios imuninés sistemos yra mi-
nimali prigijusiy lasteliy kultiiry ar audiniy atmetimo reakcijos tikimybé
[70]. Moksliniais tyrimais nustatyta, jog tuomet, kai vis¢iuko embriono imu-
nin¢ sistema dalinai subresta (18-3j3 inkubacijos parg), jos gynybinis atsa-
kas j implantuotas ant CAM medziagas biina panasus j tokj, kuris pasireiks-
ty Sias medziagas implantavus zinduoliy ar grauziky organizmuose [70].

Palyginus vis¢iuko, grauziky ir Zzmogaus genomus nustatyta, kad tiek
zmogaus, tiek grauziky genomas yra bent tris kartus didesnis nei vistos.
Nepaisant to, jame aptinkama tiek pat geny pory kaip ir zmogaus ar Ziurkes
geny rinkinyje. IStyrus viStos ir Zmogaus genomus nustatyta, kad 60 proc.
Vistos geny turi po 1 Zzmogaus ortologa, t. y. Zmogaus ir vistos ortologiniai
genai iSlaiko 60 proc. sekos panaSumga. Be to, vistos genome esama ir tokiy
geny, kurie aptinkami ir Zmogaus geny rinkinyje, bet nerandami grauziky
genome, pavyzdziui, interleukin-26, tod¢l, tyrinéjant §j imuninés sistemos
moduliatoriy, vienintelé galima in vivo terpé yra vista ar jos embrionas [70].
Taigi, genetiniu pozitriu vis¢iuko embriono CAM, taip pat kaip ir grauzikai,
yra tinkama daugeliui in vivo studijy su zmogaus lastelémis ar audiniais
vykdyti.

Europos konvencijoje dél ekperimentiniais ir kitais mokslo tikslais nau-
dojamy stuburiniy gyviny apsaugos (Zin., 2007, Nr. 49-1883) bei Lietuvos
Respublikos valstybinés veterinarijos tarnybos direktoriaus 1999 m. sausio
18 d. jsakyme Nr. 4-16 ,,D¢l laboratoriniy gyviiny naudojimo moksliniams
bandymams* (Valstybés zinios. 1999, Nr. 49-1591) yra numatyta, jog moks-
liniams eksperimentams su viStos embrionais specialaus tarnybos leidimo
nereikia. Taciau Siuose dokumentuose taip pat nurodoma, kad pries atliekant
mokslinius tyrimus su gyviny embrionais turi biiti grieztai suplanuotas ir
kiek jmanoma sumazintas eksperimentui naudojamy embriony Kiekis [71].
Be to, vis¢iuko embriono CAM modelis yra patvirtintas JAV maisto ir
vaisty administracijos (MVA) kaip tinkamas ir informatyvus naudoti prie-
klinikinése studijose, siekiant jvertinti vaisty efektyvuma [70].
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Sio modelio privalumas — greitai gaunami tyrimo rezultatai. Eksperi-
mentas ant CAM paprastai trunka tik 4—11 pary, o pasitelkus grauziky mo-
delius, pirmi rezultatai gali pasireiksti tiktai po 3—-6 savaiciy [70]. Implantai
ant CAM prigyja greitai, membranos reakcija ] juos gali biiti monitoruojama
kasdien, o pokyc¢iai jvertinami realiu laiku ir tiesiogiai per langelj kiausinio
lukste. Tai minimaliy materialiniy iStekliy bei santykinai nedaug laiko
sanaudy reikalaujantis tokio tipo in vivo ekperimentinis modelis [33, 70].

Kad vis¢iuko embriono CAM yra pritaikoma ne tik teorisSkai, bet ir
praktiskai, jrodo Nobelio premija apdovanoti moksliniai atradimai: pirmo
onkogeno [72], nervy sistemos augimo faktoriaus [73] ir viruso jtakos na-
vikinés lgstelés genomui atradimas [74]. Sie moksliniai tyrimai buvo jgy-
vendinti pasirenkant CAM kaip eksperimenting terpg.

Nepaisant visy auksciau iSvardinty Sio modelio privalumy, aprasomi ir
kai kurie jo trikumai. Pavyzdziui, trumpa vis¢iuko embriono inkubacijos
trukmé, dél to ant CAM negali buti atlieckami ilgalaikiai moksliniai tyri-
né¢jimai. Eksperimento rezultaty interpretacijai reikalingy vis¢iuko audiniy
ir/ar kraujo méginiy kiekis taip pat ribotas. Nemazu §io modelio trikumu
laikomas ir CAM heterogeniskumas, nes eksperimentus reikia atlikti tomis
paciomis inkubacijos paromis ir vertinti tik tos pacios inkubacijos embriony
CAM. D¢l sios priezasties mokslinéje literatiroje pateikiami skirtingi ant
CAM atliekamy eksperimenty protokolai [33, 70].

Vis¢iuko embriono CAM, kaip modelio sistemos, mokslinio in vivo ty-
rimo privalumai ir trikumai isdéstyti 2.5.1 lentelgje.

2.5.1 lentelé. Visciuko embriono CAM privalumai ir trithumai

CAM privalumai CAM trikumai
1. Tankus kraujagysliy tinklas. 1. Negali buti atlickami ilgalaikiai stebé-
2. Terpé, aprupinanti implantg visomis jimo tyrimai.
reikiamomis maisto medziagomis ir 2. Mazas visciuko audiniy ir/ar kraujo
deguonimi. méginiy kiekis.
3. Vélai susiformuojanti imuniné sistema. | 3. CAM yra heterogeni$ka ir per parg tiek
4. Nereikalingas specialus etikos leidi- membranos sandara, tiek kraujotakos
mas eksperimentui atlikti. ypatumai keiciasi.
5. Vistos genomas yra tinkamas moksli- | 4. Skiriasi protokolai, apraSantys eksperi-
niams tyrimams su zinduoliy audiniais mentus ant CAM.

ar lasteliy kultliromis.

6. Reakcija j implantg gali biiti nuolatos
monitoruojama.

7. Reakcija j implantg gali bati jvertina-
ma realiu laiku.

8. Mazos laiko sgnaudos.

9. Minimaliis eksperimento kastai.

CAM - chorioalantojiné membrana.
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D. Ribatti nurodo, kad iki 2014 mety vis¢iuko embriono CAM buvo nau-
dojama jvairiy naviky lIgsteliy ir jy audiniy tyrinéjimams [33, 34] (2.5.2 len-

telé).

2.5.2 lentelé. Eksperimentiniai in vivo tyrimai implantuojant Zmogaus
navikus ar lgsteliy kultiras ant visc¢iuko embriono CAM

Zmogaus naviky ant CAM tyrimai

Lasteliy kultiiry ant CAM tyrimai

Endometriumo adenokarcinoma
(D. Ribatti, 1996)

Kiausidés endometrioma (R. Ria,
2002)

Glioblastoma (N. Bal¢itiniené, 2009)
Galvos ir kaklo plokséiyjy lasteliy
karcinoma (G.J. Petruzelli, 1993)
Hepatoceliuliné karcinoma A. Mar-
zullo, 1998)

Lipoma (E. Luracelli, 1999)
Limfoma (M Klingenberg, 2014)

B lasteliy ne HodZkino limfoma
(D. Ribatti, 1990)

Meningioma (M. Klagsburn, 1976)
Neuroblastoma (D. Ribatti, 2002)

Kiny Ziurkéno kiausidés lasteliy agregatas
transfekuotas endotelinu-1 (A. Cruz, 2001)
Zmogaus dauginés mielomos izoliuotos plazmos
lasteles (S.H. Jee, 2004)

Eritroleukemijos Igstelés (S. Pacini, 2008)
GM7373 endotelio lastelés, ekspresuojancios Upa
(D. Ribatti, 1999)

Ginekologiniy naviky lasteliy linijos (I. Ishiwata,
1998)

Limfoblastoidinés lgstelés (A. Vacca, 1998)
Kriity naviko lgstelés, transfekuotos int-2 onkogenu
(M. Costa, 1994)

Kriity naviko Igstelés, transfekuotos VEGF (D. Ri-
batti, 2001)

Melanomos Igstelés (R. Auerbach, 1976)

Pelés B—16 melanomos lastelés (M. Takigawa,
1990)

Neuroblastomos Igsteliy linija (D. Ribatti, 2002)
Svano neurofibromos Iastelés (S. Sheela, 1990)
Kasos latako Igstelés (B. Movahedi, 2008)
Slapimtakiy karcinomos lastelés, turingios zema
MKP-1 ekspresija (K. Okamura, 1995)

Walker karcinomos 256 lastelés (M. Klagsburn,
1976)

CAM - chorioalantojiné membrana.

2.6. Piktybiniy ir nepiktybiniy naviky bei naviko lasteliy poveikio
viS¢iuko embriono CAM iStyrimo aspektai

Vis¢iuko embrionas moksliniams stebéjimams yra naudojamas nuo

antikos laiky. Aristotelis, atvéres kiausinio luksta, vertino ir aprasé embrio-
genezés etapus [70]. Vis¢iuko embriono modelis yra naudojamas moksli-
niams tyrin¢jimams iki Siol, o literatiiroje galima aptikti jvairius tiek nepik-
tybiniy, tiek piktybiniy naviky lasteliy ar jy audiniy poveikio CAM istyrimo
protokolus [35, 70].
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Literattiroje nurodoma, kad CAM jau nuo inkubacijos 7-0si0S paros yra
pakankamai subrendusi lgsteliy kultury ir/ar audiniy implantacijai, todél
moksliniai eksperimentai dazniausiai pradedami butent §iuo periodu [63,
75]. Yra nustatyta, kad navikg implantavus iki embriono inkubacijos
10-osios paros (7-10-aja para), angiogenezé CAM paspartéja kur kas labiau,
nei jj implantuojant 11-3 inkubacijos parg ar véliau [35, 75]. Manoma, tai
vyksta dél to, kad CAM endotelio lastelés pasizymi stipriu mitotiniu ak-
tyvumu tik iki 10-0s inkubacijos paros, kuris jau 11-g parg pradeda sparéiai
mazéti. Dél Siy CAM savybiy, naviko gabalélius implantuojant ant labiau
subrendusios CAM, kaip rodo moksliniai tyrin¢jimai, naviko Igsteliy kultu-
ros ar audiniai daZnai neprigyja ar tiesiog panyra | alantojj, palikdami
membranoje skyle [75]. Taigi, dauguma naviky tyrimo ant CAM protokoly
nurodo, jog 7-11-0ji vis¢iuky embriony inkubacijos paros yra tinkamiausios
ir informatyviausios mokslinams eksperimentams vykdyti [33, 35, 76, 77].

Pastebéta, kad CAM reakcija | implantg blina greita, t. y. pirmieji CAM
pokyciai dazniausiai matomi praéjus vos 24 val. po naviko gabalélio ar
lasteliy kultiros implantavimo. Siame etape stebimas spartus kraujotakos
suintensyvéjimas, taip pat membranos bei jos epitelio storéjimas [35].
Remiantis D. Ribatti [35], per pirmasias 24 val. kraujotakos intensyvéjimas
turéty biti interpretuojamas kaip vazodilatacija, ir tik po to, autoriaus
teigimu, pradeda daugéti smulkiyjy kraujagysliy. Iki §iol yra diskutuojama,
kaip nustatyti, ar procesai, vykstantys CAM po naviko implantavimo, yra
naviko lasteliy indukuota vaskolugenezé, ar tiesiog naujy kraujagysliy
formavimasis i§ jau esanciyjy (angiogenezé) [62, 78]. Dél Sios priezasties
rekomenduojama vertinti ne tik kraujagysliy skaiciy CAM mezodermoje po
naviko gabaléliu, bet ir iSmatuoti atstumg tarp jy, ar tiesiog suskaiciuoti
kraujagysles fiksuotame ploto ar ilgio vienete [35, 79]. Daugumoje eks-
perimentinio vis¢iuko embriono modelio tyrimo protokoly kraujagysling
CAM reakcijg rekomenduojama vertinti praéjus 48, 72 ir 96 valandoms po
naviko implantavimo [34, 35, 80]. D. Ausprunk ir J. Folkman moksliniy
studijy rezultatai rodo, kad per 24 val. po navikinio audinio implantacijos
vyksta naviko lgsteliy dezintegracija, 0 CAM tuo metu pradeda atsirasti
naujy smulkiyjy kraujagysliy. Pastarosios tuo pat metu orientuojasi ir
nukrypsta naviko gabalélio link. Si fazé daZniausiai yra vadinama pries-
kraujagysline ir trunka vidutiniSkai 2472 val. [33, 34, 75-77, 80].

Pragjus prieskraujagyslinei fazei, kraujagyslés penetruoja navikinj audinj
ir apriipina jo lgsteles viS¢iuko embriono krauju ir maisto medziagomis.
Taigi, naviko tiirio did¢jimas ir navikiniy lgsteliy metastazavimas ant visciu-
ko embriono CAM aprasomas tik po Sios kapiliary penetracijos fazés
praéjus mazdaug 24 valandoms [33, 34, 80]. CAM kraujagysliy reakcija j
zmogaus naviko implantg pateikta 2.6.1 pav.
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e Navikinio audinio implantavimas ant CAM
(7-10 inkubacijos para)

| (per 24 val.) B PrieSkraujagysliné
e Implantuoto naviko lasteliy dezintegracija fazé

e Kapiliary skaiciaus didé¢jimas
e Esamy ir naujai susiformavusiy kraujagysliy
orientacija naviko gabalélio link

| (per 24-72 val.) -
e Visciuko embriono kraujagyslés penetruoja )
naviko gabalélj ir apriipina jj vi§¢iuko embriono Kapiliary
krauju ir maisto medziagomis penetracijos
1 (po 24 val) _/ fazé

¢ Implantuoto navikinio audinio augimas ir
metastazavimas ant CAM

2.6.1 pav. CAM kraujagysliy reakcija j implantuotg naviko gabalélj

Kraujotakos ypatybés eksperimentinése vis¢iuko embriono CAM yra
vertinamos skai¢iuojant kraujagysles histologiniuose H&E dazytuose prie-
paratuose bei taikant histochemijag Sambucus nigra lektinu. Pastarasis, yra
zinoma, jungiasi specifiskai prie vi§¢iuko embriono kraujagysliy endotelio ir
nudazo ji ruda spalva. D¢l Sios priezasties galima identifikuoti tiek tas
embriono kraujagysles, kuriy daugéja CAM mezenchimoje, tiek tas, kurios
penetravo implantuoto naviko gabalélj ir Sakojasi jame [68]. Be to, aktyvig
neoangiogeneze bei vaskulogenezg vis¢iuko embriono CAM galima patvir-
tinti ir kitais imunohistocheminiais tyrimo metodais, pavyzdziui, naudojant
reagentg antimatrikso metaloproteinazg 9 (MMP 9). Jos raiSka membranoje
rodo heterofily buvima, o pastarieji, remiantis D. Ribatti (2014),visuomet
telkiasi naujy kraujagysliy formavimosi vietose ir yra vienas i§ netiesioginiy
vaskulo ir angiogenezés indikatoriy [33].

Eksperimentiniuose angiogenezés tyrimuose vis dazniau atlickama in
vivo biomikroskopija, naudojant fluorescuojancius proteinus ir/ar be jy [80].
Tokiu biidu siekiama papildyti informacija apie naujy kraujagysliy forma-
vimasi, stebint, kaip dienomis ar valandomis kei¢iasi CAM kraujagysliy
skaiCius ir jy iSsidéstymas po naviko implantavimo. Kraujagysliy vizua-
lizacijg labai palengvina fluorescuojanciy proteiny injekcija j stambiausig
CAM gysla. Pasiskirscius $iai medziagai po vis€¢iuko embriono kraujotakos
tinkla, iSryskéja ne tik smulkiosios kraujagyslés, bet ir galima jvertinti, kaip
intensyviai implantuotas audinys yra apriipinamas vis¢iuko embriono krauju
[35, 81].
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Tuomet, kai gerai vaskuliarizuoto naviko gabalélio lastelés pradeda dau-
gintis, stebimas spartus naviko tiirio didéjimas ir/ar naujy zidiniy (meta-
staziy) formavimasis [33, 80]. Literatiroje nurodoma, jog Sie pokyciai gali
buti jvertinti tiek atlieckant in vivo biomikroskopijg, kurios metu galima
vizualiai stebéti ir sekti Siuos navikinio audinio pokycius, tiek naudojant
specifinius imunohistocheminus reagentus.

Kai implantuotas ant CAM naviko gabalélis prigyja, tiek po pirmo, tiek
po kartotiniy jo pasazy ant CAM, jei tokie atliekami, reikalinga patvirtinti,
kad naujai augantis darinys nepakeité savo morfologinés struktiiros. Pri-
gijusio ir i$plitusio epitelinés kilmés naviko morfologijai patvirtinti naudo-
jamas didelés molekulinés masés Citokeratinas (HMW CK). Sis imunohis-
tocheminis reagentas specifiSskai jungiasi prie audinio epiteliniy lasteliy ir
nudazo jas ruda spalva [82]. Minéty lasteliy identifikavimas patvirtina, kad
ant CAM augantis darinys yra $iy lgsteliy kilmés navikas, o tai biuidingas
GPLK bei GP pozymis [82].

Daugumoje tokio tipo studijy yra nustatomos ir ant CAM implantuoto
audinio ar lagsteliy kultiry proliferacinés savybés [33, 68, 69]. Mitotiskali
aktyvios zmogaus naviko lgstelés, kaip nurodoma literatiros Saltiniuose,
pasiZymi teigiama imunohistochemine raiska j Ki-67 Zymenj prie§ Zmogaus
lasteles. Ki-67 yra monoklininis antiktinis, kuris gautas imunizuojant eks-
perimentines peles Hodzkino limfomos lasteliy kulttiros L428 branduoliais
[83]. Sis zymuo selektyviai jungiasi prie chromosomos paviriuje dislokuoty
baltymy molekuliy, todél aptinkamas tik zZmogaus naviko lgsteliy bran-
duoliuose [83] ir tik ty lasteliy, kurios yra aktyvioje Igstelés gyvavimo
stadijoje (G,, S, G,, ir mitoz¢). Lastelés, kuriy proliferaciné geba yra menka
(ramybeés ar G, faz¢), pasizymi neigiama Ki-67 zymens raiska. Taigi, nusta-
Cius ir patvirtinus naviko lasteliy branduoliuose aktyvig mitozg, galima
teigti, kad tiriamasis navikinis audinys implantuotas ant CAM ne tik prigijo,
bet ir dauginasi. Sio reagento raiskos ieskoma ir naujai susiformavusiuose
patologinio audinio zidiniuose (metastazése) ant CAM bei naviko invazijos |
CAM vietose [33, 50, 68, 69, 84].

Aktyviai besidauginancios lgstelés gali biiti identifikuojamos ir naudojant
proliferuojanéiy lasteliy branduoliy antigena (PLBA). Sis baltymas daly-
vauja lgstelés cikle kaip DNR replikacijos ar atsistatymo (reparacijos) pro-
cesy kofaktorius, todél kaip ir Ki-67 aptinkamas iSimtinai mitotiskai aktyviy
lasteliy branduoliuose [85]. Nors PLBA Zymuo nurodo ne tik naviko, bet ir
vis¢iuko embriono CAM besidauginancias lasteles, nustaCius visy trijy
antikingy (DMM CK, Ki 67 ir PLBA) teigiamg imunohistocheming raiska
metastaziniuose bei invaziniuose naviko Zzidiniuose, neabejotinai patvirti-
namas epitelinés kilmés navikinio audinio gebéjimas augti ant visciuko
embriono CAM ir plisti CAM struktiiromis [33, 50, 68, 84].
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Taigi, remiantis ziniomis, jog in Vivo uzauginty naviko lasteliy vystymosi
fiziologiniai etapai yra panasesni ] vykstan¢ius joms dauginantis zmogaus
organizme, nei jas kultivuojant in vitro terpéje, pastarasis tyrimo modelis
darosi vis maziau moksliSkai svarus, kai tiriami Zmogaus naviky fiziolo-
giniai procesai [27]. Atsizvelgiant j visa tai, Vi§¢iuko embriono CAM yra ne
tik saugus, santykinai greitas ir pigus, bet ir patikimas in vivo eksperi-
mentinis modelis, kuris pastaruoju metu vis placiau naudojamas daugelio
rusiy naviky biologiniams mechanizmams tirti, taip pat besiaiSkinant jvairiy
vaisty bei augimo faktoriy poveikj pastaryjy genezei [27].

Nepaisant §iy moksliniy pasiekimy, GPLK ir GP naviky poveikis vis-
¢iuko embriono CAM dar néra istirtas. Be to GPLK ir GP navikai yra

Todél mes, atsizvelgdami j Sios problemos aktualuma, atlikome pirmajj
pasaulyje eksperimentinj in vivo tyrimg, iSanalizavome GPLK ir GP naviko
gabaléliy biologines iSraiskas vis¢iuko embriono CAM ir palyginome jas su
klinikine Siy naviky iSraiSka pacienty — GPLK ir GP ,,donory* — organizme.
Tikimés, kad miisy studijos rezultatai padés suprasti tam tikrus GPLK ir GP
fiziologinius ir klinikinius aspektus, o ateityje galbut pagelbés vertinant
vaisty, skirty Sioms ligoms gydyti, efektyvuma.
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3. DARBO METODIKA

duomenys

Pacientai, kuriems 2010-2011 metais dél GPLK bei GP LSMU Ausy
nosies ir gerklés (ANG) ligy klinikoje bei LSMU filiale Onkologijos
ligonin¢je buvo atlikta endolaringiné patologiniy audiniy ir/ar gerkly
Salinimo operacija ir 2 pacientai d¢l minéty ligy operuoti 2015 metais, gavus
pacienty sutikimg, buvo jtraukti i ,,Gerkly ploksciyjy lasteliy karcinomos ir
gerkly papilomos biologinés iSraiSkos vis¢iuko embriono chorioalantojinéje
membranoje tyrimg. Prie§ pradedant vykdyti eksperimentg, surinkti jame
sutikusiy dalyvauti pacienty anketiniai duomenys, t. y. pacienty amzius bei
Jju Iytis.

GPLK ir GP diagnozé¢ pacientams buvo nustatyta iki eksperimento
pradzios, t. y. po endolaringinés patologiniy audiniy biopsijos. Bioptatai
buvo istirti LSMU Patologinés anatomijos klinikoje. Histologiskai patvir-
tinus GPLK diagnoze, pacientams buvo atlieckama gerkly kompiuteriné
tomografija ir nustatytas naviko i$plitimo lygis. Ligos istorijoje bei tyrimo
protokole tai pazyméta T raide pagal TNM Kklasifikacija, kur T1 — navikas
apémé tik vieng gerkly auksta, T2 — navikas apémé du anatominius gerkly
aukstus, T3 — navikas iSplito gerklose, taciau neisplito uz jy riby, T4 —
navikas rastas iSplitgs uz anatominiy gerkly riby. Eksperimente dalyvavusiy
pacienty GP iSplitimas vertintas apskaic¢iuojant Derkay/Coltrera indeksa
(3.1.1 lentele).

Histologiskai nustatytas ir GPLK diferenciacijos laipsnis G. G1- naviko
lastelés vertintos kaip gerai diferencijuotos, G2 — vidutiniSkai diferenci-
juotos, G3 — blogai diferencijuotos, G4 — nediferencijuotos.

Tyrimo metu taip pat buvo vertinta GPLK ligos eiga pragjus 4,5-5 me-
tams po naviko, gerkly dalies ar visy gerkly pasalinimo. Protokole regist-
ruota, kurie ligoniai per minéta laikotarpj i§gyveno, bei pazyméta, kuriems
i§ jy atsirado atokiyjy GPLK metastaziy kituose organuose po pirminio
naviko/gerkly Salinimo operacijos. Minétos klinikinés GPLK ir GP ligos is-
raiSkos buvo palygintos su §iy naviky iSraiSkomis vis¢iuko embriono CAM.

Atitinkamai vertinti ir protokole pazyméti duomenys apie GP kliniking
eigy, t. y. registruota, kiek endolaringiniy GP Salinimo operacijy d¢l GP
recidyvo buvo atlikta iki eksperimento pradzios ir nuo eksperimento pra-
dzios praéjus 4,5-5 metams. Pastarieji duomenys nevertinti ty studijos da-
Iyvy, kuriy GPLK ar GP naviko gabaléliai implantacijai ant CAM paimti
2015 metais.

28



3.1.1 lentelé. Derkay/Coltrera indeksas

Derkay/Coltrera indeksas

Kiekvienoje gerkly anatomingje srityje skaitine verte jvertintas GP iSplitimo lygis,
atitinkamai: 0 = néra GP pozymiy, 1 = GP pozymiai gleivinés pavirsiuje,
2 = iskilus GP augimas ant gerkly gleivinés, 3 = stambus GP darinys balso plySyje.

Antgerklis:
Liezuvinis pavirsius

Vedeginés antgerklio klostés
Desiné

Prieangio klostés
DeSiné

Tikrosios balso klostés
Desiné

Priekiné gerkly jungtis
Desiné

Uzpakaliné gerkly jungtis
Desiné

Trachéja:
VirSutinis trachéjos tre¢dalis

Gerklinis pavirSius

Kairé

Kairé

Kaire

Kaire

Kaire

Vidurinis trachéjos trecdalis

Apatinis trach¢jos trecdalis

Bronchai:
Desinysis

Tracheostoma

Kiti organai:
Nosis

Gomurys
Ryklé
Stemplé

Plauciai
Kiti
Bendra baly suma

Kairysis

GP — gerkly papiloma.
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Visi eksperimento etapai buvo vykdomi vadovaujantis Biomedicininiy
tyrimy etikos jstatymu (Zin., 2000, Nr. 44-1247), gavus Kauno regioninio
biomedicininiy tyrimy etikos komiteto pritarimg dél biomedicininio tyrimo
papildymo (Nr. P1-BE-2-34/2007) bei Valstybinés duomeny apsaugos ins-
pekcijos leidimg atlikti asmens duomeny tvarkymo veiksmus (Nr. 2R-5189
(2.6-1)). Atrankos kriterijus atitike pacientai apie dalyvavimg tyrime infor-
muoti jiems pateikus Kauno regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komi-
teto ratifikuotg asmens informavimo formg. Savo sutikimg dalyvauti tyrime
pacientai patvirtino $ig forma pasiraSydami. Pacienty duomenys buvo jslap-
tinti, kiekvienam jy suteiktas asmens identifikavimo kodas, kaip to rei-
kalaujama Valstybinés duomeny apsaugos inspekcijos direktoriaus jsakyme
(Nr. 1T-96 (1.12)).

3.2. Vis¢iuko embriono chorioalantojinés membranos
eksperimentinis modelis

3.2.1. KiauSiniy inkubavimas ir langeliy atidarymas

Tyrimui naudoti apvaisinti Cobb-500 veislés visty kiauSiniai, gauti i$
Dovainoniy paukstyno, Lietuva. Kiekvienam planuojamam eksperimentui
naudota po 20 kiausiniy, kurie buvo sudedami j inkubatoriy (Maino Enrico,
Italija) Lietuvos sveikatos moksly universiteto (LSMU) Histologijos ir
embriologijos katedros laboratorijoje. Inkubavimui pasirinktos literatiiroje
nurodytos embriony vystymuisi optimalios salygos, t. y. nustatyta 37.7 °C
temperattira, 59-60 proc. santykiné¢ drégmé bei jjungta kiauSiniy vartymo
funkcija 24 valandas per para. Siose salygose besivystantys vis¢iuko emb-
rionai buvo laikomi 72 val. Pra¢jus minétam laiko tarpui, kiauSiniy lukstai
buvo dezinfekuoti 70 proc. etilo spiritu. Bukasis kiauSinio galas punktuotas
steriliu §virkstu, paSalinant apie 2,0 ml jame esandio baltymo. Siame
embriono vystymosi periode kiauSinio baltymas biina skaidrus ir skystas,
todel lengvai iSsiurbiamas reikiamas jo kiekis. Atlikus minéta procediira,
besivystanti vis¢iuko embriono CAM nusileidzia apie 0,5 cm zemyn, todél
nebiina prilipusi prie kiauSinio luksto vidinés pusés. Tokiu biidu embrionas
apsaugomas nuo galimo pazeidimo per tolimesnius tyrimo etapus bei vizua-
lizuojama vis¢iuko embriono CAM. Punkcijos vieta buvo uzklijuojama
steriliu pleistru. Po to mechaniniu greitaeigiu graztu kiauSiniy lukStuose
i8grezti apie 1,0 cm? apvalts langeliai. Per atidarytus langelius jvertinti be-
sivystantys vis¢iuko embrionai. Tie, kurie rasti gyvybingi, t. y. gemaliniame
diske turéjo plakancia Sirdj ir besiformuojantj kraujagysliy tinkla, buvo pa-
talpinti atgal j inkubatoriy, pries tai langelius uzdengus sterilia, permatoma
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plastikine plévele. Plévelé iSsaugojo reikiamg drégme kiausinio viduje, be
to, per ja buvo galima stebéti tolesnius tyrimo etapus. Neapvaisinti visty
kiausiniai i§ eksperimento buvo pasalinti.

Tolesniems tyrimo etapams tinkami ir pagal aprasyta metodika paruosti
besivystantys viS¢iuko embrionai toliau inkubuoti tomis paciomis saglygomis
(temperattira 37.7 °C, santykiné drégmé 59-60 proc.), tik iSjungus kiausiniy
vartymo funkcijg iki GPLK ir GP gabaléliy implantacijos dienos.

3.2.2. GPLK ir GP audinio gabaléliy implantavimas ant vis§¢iuko
embriono CAM

Operacijos metu nuo paciento balso klos¢iy pasalinus patologinius GPLK
ar GP audinius, nedidelé jy dalis, vidutiniskai 0,5%0,5%0,5 cm? dydzio, buvo
atpjauta ir patalpinta j indelj su fiziologiniu tirpalu, kurio vidutiné tempe-
ratiira sické 18-20 °C. Sie ,,$viezi“ GPLK (N=12) ir GP (N=13) audinio
gabaléliai skubiai, t. y. per mazdaug 45 minutes po atpjovimo, nugabenti ]
LSMU Histologijos ir embriologijos katedros laboratorija, kur buvo implan-
tuojami ant eksperimentui paruosty vis¢iuko embriono CAM 7-9-3j3 jy
inkubacijos parg. Siuo embriony vystymosi periodu, remiantis literatiiros
duomenimis, vis¢iuko embriono CAM biuina pakankamai subrendusi naviko
gabalélio ir/ar lasteliy kultiiros implantavimui, nes turi jau susiformavusj
kraujagysliy tinklg, bet dar neiSsivysc¢iusig imuning sistema, taigi yra pajégi
uztikrinti implantuoto naviko mityba ir augimag ant CAM [68, 69]. Kiek-
vienas GPLK ir GP audinio gabalélis Petri 1éksteléje su fiziologiniu tirpalu
chirurginiu skalpeliu buvo supjaustytas i mazdaug 2,0x2,0x2,0 mm?3 dydzio
fragmentus. Pastarieji Svelniai uzdéti ant vis¢iuko embriono CAM Salia
stambiausios CAM kraujagyslés, implantuojant po vieng GPLK ar GP
fragmenta vienai CAM per langelj kiauginio lukste. Si metodika aprasyta
Cushman ir bendr. ir yra laikoma klasikine [86]. Po viena GPLK ir GP
audinio gabalélj i§ kiekvieno eksperimento buvo palikti neimplantuoti. Jie
fiksuoti 4 proc. formalino tirpale ir tolesniuose tyrimo etapuose buvo
naudojami kaip kontroliniai GPLK ir GP naviko gabaléliai.

Po naviko implantacijos langelis kiauSinio lukste buvo vél uzklijuojamas
sterilia permatoma plévele. Kiausinis su implantuotu GPLK ar GP audinio
gabaléliu patalpinamas atgal j inkubatoriy, paliekant tas pacias inkubavimo
salygas. Visciuky embrionai bei ant jy CAM implantuoti GPLK ar GP
audinio gabaléliai stebéti OLYMPUS SZX 16 stereomikroskopu (Olympus
Life Science Europa GMBH, Hamburg, Vokietija) ir fotografuoti per lan-
gelius kiausinio lukste OLYMPUS SDF PLFL0.3X skaitmenine fotokamera
(Olympus Opticae co. LTD., Japonija) bei Nicon skaitmenine fotokamera
D80 (Nicon Corp., Japonija) vieng kartg per parg. Eksperimento metu Zuve
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embrionai tuojau pat buvo pasalinami i§ inkubatoriaus ir utilizuojami, kaip
numato Europos konvencija dél eksperimentiniais ir kitais mokslo tikslais
naudojamy stuburiniy gyviiny apsaugos (Zin., 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 jy
prigijusiais GPLK ar GP naviko gabaléliais, mazdaug 1,0-1,5 cm spinduliu
nuo naviko, buvo i$pjaunamos ir fiksuojamos 4 proc. formalino tirpale.
Dalis ekperimentiniy CAM nuo 5-0sios GPLK ir GP augimo ant CAM
paros buvo vertinamos fluorescencinés stereomikroskopijos metodu,
naudojant OLYMPUS SZX 16 stereo mikroskopa (Olympus Life Science
Europa GMBH, Hamburg, Vokietija), po to CAM su prigijusiais naviko
gabaléliais buvo iSpjaunamos ir fiksuojamos pagal jau apraSyta metodika.
Eksperimento metu vykdyti tyrimo etapai pavaizduoti 3.2.2.1 pav.

Dalis vis¢iuko embriony buvo inkubuoti tomis paciomis salygomis,
ta¢iau ant jy CAM nebuvo implantuoti naviko gabaléliai. Siy embriony
CAM tolesniuose tyrimo etapuose buvo lyginamos su eksperimentinémis
membranomis kaip kontrolinés grupés membranos.

Fluorescencing ) )
stereomikroskopija Eksperimento palaiga

Langeliy I vivee hiomikroskopija

atidarymas ]
[t T2 T3 Jals a7 08 [o Jwwlnfnzlalwlslwir]is]e]]]
Inkubacijos GPLK ir GP [ CAM su prigijusiais ' Wizfaky
prckhia gabaléhy GPLE ar GIP iisiritimas |

Implantavimas | eghaléiais dp)ovimas

3.2.2.1. pav. Eksperimento metu vykdyti tyrimo etapai
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3.3. Eksperimentiniy CAM ir ant jy prigijusiy GPLK ir GP naviko
gabaléliy bei kontroliniy CAM jvertinimas in vivo biomikroskopijos,
fluorescencinés stereomikroskopijos, histomorfometriniu ir
imunohistocheminiu tyrimo metodais

3.3.1. Eksperimentiniy CAM ir ant jy prigijusiy GPLK ir GP naviko
gabaléliy jvertinimas in vivo biomikroskopijos, fluorescencinés
stereomikroskopijos ir histologiniu tyrimo metodais

Implantavus GPLK ir GP naviko gabalélius, kas 24 val. eksperimentiniai
vi§¢iuko embrionai ir jy CAM buvo vertinami OLYMPUS SZX 16 stereo-
mikroskopu (Olympus Life Science Europa GMBH, Hamburg, VoKietija).
Nustacius, kad embrionai gyvybingi, OLYMPUS SDF PLFL 0.3X skait-
menine fotokamera (Olympus Opticae co. LTD., Japonija) atliktos jy CAM
su prigijusiais GPLK ir GP naviko gabaléliais in vivo fotografijos.

Tose vis¢iuko embriony CAM, kuriose penkta, Sesta ir septintg parg po
implantacijos buvo matomi aiskiis GPLK ir GP prigijimo poZymiai (t. y.
ryS8ki CAM kraujagysliy reakcija j implantg, naviko i$siséjimo, metasta-
zavimo ant CAM pozymiai ir aiSkiai sustor¢jusi CAM po implantuotu
GPLK ir GP gabalé¢liu), prie§ embriony numarinimg buvo atliekama fluores-
cenciné in vivo stereomikroskopija. Procediirai naudotas fluorescuojantis
anioninis dekstranas 10,0 pl 20,0 mg/m; 70-kDa (Eugene OR, JAV), kuris
buvo sumaisytas su fosfato buferiniu tirpalu (FBT) ir suleistas i stambiausig
vi§¢iuko embriono CAM kraujagysle insulininiu SvirkStu. Prag¢jus 5 min. po
preparato suleidimo, t. y. tuomet, kai injektuota fluorescuojanti substancija
tolygiai pasiskirstt CAM kraujotakos tinkle, embriony CAM su ant jy
prigijusiais GPLK ir GP gabaléliais buvo istirti OLYMPUS SZX 16 stereo-
mikroskopu (Olympus Life Science Europa GMBH, Hamburg, VoKietija),
po to vis¢iuko embrionai numarinti 10 proc. formalino tirpalu. CAM su
prigijusiais GPLK ir GP naviko gabaléliais pagal 3.2.2 skyriuje apraSytg
metodika iSpjautos ir jdétos j Petri Iéksteles su 4 proc. formalino tirpalu.
Taip paruosStos CAM buvo fotografuojamos OLYMPUS SDF PLFL 0.3X
skaitmenine fotokamera (Olympus Opticae co. LTD., Japonija), i§ abiejy
membranos pusiy jjungus fotokonversijos funkcija, t. y. naudojant ultra-
violeting spinduliuote generuojantj filtra (X-Cite series 120PC Q, JAV)
kartu su Zaliai fluorescuojanéio proteino filtru prie stereomikroskopo (ZFP),
taip pat ir dienos Sviesoje. Eksperimentinés membranos fotografuotos
naudojant 4x, 6x ir 8x didinimg. Po to CAM su prigijusiais GPLK ir GP
naviko gabaléliais buvo jlietos j parafino blokus ir supjaustytos 3 pm storio
pjuviais. Taip paruosti histologiniai preparatai buvo naudojami tolesniems
eksperimento etapams pagal iStyrimo protokola (3.3.1.1 pav.).
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Histologiniai ekperimentiniy ir kontroliniy CAM preparatai buvo nudazyti
hematoksilino ir eozino (H&E) dazais ir perzitiréti OLYMPUS BX40F4
(Olympus Opticae co. LTD., Japonija) Sviesiniu mikroskopu. H&E dazy-
tuose preparatuose vertinti GPLK ir GP naviky prigijimo pozymiai: CAM ir
jos epitelio sustoréjimas, kraujagysliy skaicius ir jy orientacija naviko link,
prigijusiy gabaléliy histologija ir jy perfuzija vi§¢iuko embriono Krauju —
implantuose ieSkant vis¢iuko embriono eritrocity.

Podymio identifikayimui

Firminis naviko augimas ant CAM

mandoti tvrimas metodal H&E
| manijy kraujagyaliy formavimosi Gaee e
CAM kraujagysliy orientacija | implantusta GPLK Sambukus nigra
i G naviko gabaliuky — lektinmas
1
CAM kraujagvsliy jaugimas § prgijus) GPLE — Fluarescencing
ir G naviko gabalél) stereo mikroskoplja

Saviko lastelin davginimasis, invazija §CAM ir nawjy
GPLKE i G Fidinig formayimasis ant CAM

L GPLE e GP lgstely davginmmasis ant CAM

Ki &7

PLEA

VI Citokeratinas

! AP
GPLK ir GF plitimas | atokigsias CAM sritis ir . ::ntk. IME 9
g NSeawmbucws migra

naujy naviko FHdinng susiformavimas,
. ! . L lektinmas
Iy revaskuliarzacipa

Maviko phtmmas u} CAM pamatimés membranos riby
ir lokali GPLK mwvazija j CAM mezenchima

Fluorescencimd
| steren mikroskopija |

3.3.1.1 pav. GPLK ir GP poveikio CAM istyrimo protokolas

3.3.2. Eksperimentiniy ir kontroliniy CAM histomorfometriné analizé

Atrinkti 4 kiekvienos eksperimentinés ir kontrolinés CAM pjiuviai. Kiek-
vienas atrinktos membranos pjiivis nufotografuotas penkiuose regé¢jimo lau-
kuose (RL) (1 CAM =4 pjuviai po 5 RL —i§ viso 20 RL, t. y. 20 nuotrauky)
elektroninio mikroskopo Olympus skaitmenine fotokamera (Olympus
U-CMAD3, Filipinai), naudojant 10x didinima. Reg¢jimo laukai fotogra-
fuoti tokiu principu: centriniu, arba pirmu, RL buvo laikyta CAM sritis
tiesiai po prigijusiu GPLK ar GP audinio gabaléliu. | Sonus nuo jos — antras
ir ketvirtas, arba Salia esantys RL, toliau nuo jy — tre€ias ir penktas, arba
atokieji RL. Kontrolinése membranose buvo pasirinkti ir nufotografuoti
5 atsitiktiniai RL (3.3.2.1 pav.).
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VRL IVRL IRL ITRL IITRL
3.3.2.1 pav. Eksperimentinés CAM regéjimo laukai

Siekiant tiksliai jvertinti CAM poky¢ius po GPLK ar GP audinio ga-
baléliy implantacijos, atlikti morfometriniai matavimai CellSensDimention
1.9 Digital Imaging Software for Research Applications (Olympus Corpo-
ration of the Americas, JAV) programa. Kiekvienoje eksperimentinés ir
kontrolinés CAM RL nuotraukoje atlikta po 15 membranos ir jos epitelio
storio matavimy, apskaiciuoti jy vidutiniai dydziai. Centriniy ir Salia esan¢iy
RL nuotraukose apskai¢iuotas CAM kraujagysliy skaicius. Kraujagyslémis
laikytos tos membranos struktiiros, kurios buvo isklotos endotelio 1gsteliy
sluoksniu su branduolj turinciais vis¢iuko eritrocitais savo spindyje. | skai-
¢iavimus jtrauktos kraujagyslés, kurios buvo didesnio nei 8 pm skersmens
ties siauriausia spindzio vieta. Centriniame regéjimo lauke po prigijusiu
GPLK naviko gabaléliu vertintas CAM epitelio vientisumas, o Salia esan-
¢iuose ir tolimuosiuose CAM RL jvertinta, ar nesusiformave atkokieji — sa-
telitiniai — naviky dariniai. Tais atvejais, kai riba tarp epitelio ir implantuoto
GPLK naviko gabalélio buvo neaiski, ar stebéta tiesioginé naviko invazija j
CAM, Sie pozymiai vertinti kaip infiltratyvus GPLK augimas.

3.3.3. Eksperimentiniy ir kontroliniy CAM bei ant CAM prigijusiu
GPLK ir GP gabaléliy imunohistocheminé analizé

I parafino blokus ilietos CAM su GPLK ar GP gabalé¢liais bei kontrolinés
CAM papildomai atpjautos 3 um storio pjuviais (vidutininskai 9 pjaviai
1 reagentui). Preparatai paSildyti termostate 30 min. 62 °C temperatiiroje,
prie§ pradedant taikyti protokolg imunohistochemijai didelés molekulinés
masés monokloninio pelés antikiinu pries zmogaus antigenus Citokeratino
Clone 34pE12 (Dako, JAV) (DMM CK), monokloniniu pelés antiktinu pries
ziurkés antigenus Ki-67 Clone MID-5 (Dako, Danija), pA antimatrikso
metaloproteinazés 9 antikinu (MMP 9) (Novusbio, JAV), antikanu proli-
feruojanciy lasteliy branduoliams nustatyti (PLBA) (Thermoscientific, JAV)
ir Sambucus nigra (Elderly) Bark lektinu (Vector, JAV).
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3.3.3.1. Imunohistochemija DMM CK antikiinu

ISémus eksperimentiniy CAM preparatus i$ termostato, jie deparafinuoti
ksilenu O-Xylene (Sigma Aldrich, JAV) 3 kartus — 5 min., 4 min. ir 4 min.
perdedant j vis kitas talpas rankiniu buidu.

Po to rehidratuoti uzpylus 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
perdéti i kitg indelj ir uzpilti 2,0 ml 96 proc. etilo alkoholiu 2 min., nuplauti
tekan¢iu ¢iaupo vandeniu 1 min., distiliuotu vandeniu 1 min. ir dar Kkartg
distiliuotu vandeniu 1 min.

Antigeno iSlaisvinimui preparatai buvo paveikti 0,01 M natrio citrato
buferiu Target retrival (pH 9), perdéti j kaitinimo puoda ir kaitinti 3 min.
99-100 °C temperatiiroje. Preparatai iSimti, ant jy uzdétos dengianciosios
plokstelés Skandon Coverplate (LLG labwear, Australija), po to praplauti
2,0 ml plovimo buferiu Dako En Vision Flex (Dako, Danija) 5 min.

Imunohistocheminis preparaty dazymas pradétas peroksidazés blokavimo
tirpalo Peroxidase blocking Dako Real (Dako, Danija) 200,0 ul ekspozicija
10 min., po to preparatai praplauti 2,0 ml plovimo buferio 5 min. Toliau
naudotas pirminis antikinas HMW CK, atskiestas antikiino skiedikliu Dako
Antibody Diluent (Dako, Danija) santykiu 1:100 30 min. Preparatai plauti
2,0 ml plovimo buferio 5 min., po to naudotas antrinis antikinas Flex+
mouse linker (Dako, Danija) 100,0 pul 30 min., praplautas 2,0 ml plovimo
buferio 5 min. ir paveiktas antriniu antikiinu Flex HPR (Dako, Danija)
100,0 ul 30 min. Preparatus kartotinai praplovus 2,0 ml plovimo buferiu
5min., 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, uzpylus 2,0 ml distiliuoto vandens 5 min, nuim-
tos dengianciosios plokstelés, preparatai jstatyti j stovelj, kuris patalpintas |
distiliuotag vandenj 1 min. Tuomet 3 minutéms uzlaSintas Majerio hema-
toksilinas Mayer ‘s Haemalum (GCC Diagnostics, Didzioji Britanija). Prepa-
ratus praplovus tekanciu ¢iaupo vandeniu 1 min., jie paveikti amonio van-
deniu 30 sek., po to vél praplauti tekanciu ¢iaupo vandeniu 1 min.

Paskui preparatai dehidratuoti 2,0 ml 96 proc. etilo alkoholiu 2 min.,
perdéti | kita indel; rankiniu biudu ir vél 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 paruosti preparatai uzdengti dengiamaisiais klijais Roti Histoki A 11
(Carl Roth, Vokietija) ir dengiamaisiais stikleliais (LLG labwear, Austra-
lija) bei iSdZiovinti traukos spintoje per 12 val.
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HMW CK nusidaziusios lastelés vertintos elektroniniu mikroskopu
OLYMPUS BX40F4 (Olympus Opticae co. LTD., Japonija), preparatai nu-
fotografuoti elektroninio mikroskopo Olympus skaitmenine fotokamera
(Olympus U-CMAD3, Filipinai), naudojant 10x didinima.

Ant CAM prigijusiy GPLK ir GP naviko gabaléliy raiSka | HMW CK
buvo lyginta su citokeratino raiSka kontroliniuose GPLK ir GP naviko gaba-
1¢liuose.

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

Imunohistochemija Ki-67, anti MMP 9 ir PLBA antikiinais buvo atlie-
kama pagal ta patj imunohistochemijos protokola, tik pirminj antikiing
Ki-67 praskiedus su antikiino skiedikliu santykiu 1:30, o anti MMP 9 ir
PLBA santykiu 1:100. Imunohistochemin¢ Ki-67, anti MMP 9 ir PLBA
raiSka preparatuose vertinta elektroniniu mikroskopu OLYMPUS BX40F4
(Olympus Opticae co. LTD., Japonija), preparatai fotografuoti elektroninio
mikroskopo Olympus skaitmenine fotokamera (Olympus U-CMAD3, Fili-
pinai), naudojant 10x didinima.

Prigijusiy GPLK ir GP naviko gabalé¢liy raiSka j Ki-67 ir PLBA anti-
kiinus buvo lyginta su Ki-67 ir PLBA raiska kontroliniuose GPLK ir GP
gabaléliuose.

Prigijusiy GPLK ir GP naviko gabaléliy raiska j anti MMP 9 antikiing
buvo lyginta su Sio reagento raiSka kontrolinése membranose.

3.3.3.3. Histochemija Sambukus nigra lektinu

Po kaitinimo termostate eksperimentiniy CAM preparatams taikyta
standartiné¢ deparafinavimo procediira ksilenu tris kartus, kaip aprasyta
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 uzlaSinti 3 laSai 3 proc.
vandenilio peroksido (Valentis, Lietuva) 10 min. ir praplauta 1,0 ml fosfato
buferiniu tirpalu 3 min. Véliau uzlasinta streptavidino (Vector, JAV) tirpalo
2-4 lasai 15 min. ir plauta 1,0 ml fosfato buferiniu tirpalu 3 min., po to
uzlasinti 2—4 lasai biotino (Vector, JAV) 15 min. ir vél plauta 1,0 ml fosfato
buferiniu tirpalu 3 min.

Imunohistocheminis dazymas pradétas ant preparaty uzlaSinus peroksi-
dazés blokavimo tirpalo 100,0 ul (Vector, JAV) + 1,0 ml distiliuoto van-
dens — ekspozicija 30 min., tuomet preparatai plauti 1,0 ml fosfato buferiniu
tirpalu 3 min. ir pradétas dazymas pirminiu antikinu — 100 pl Sambukus
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nigra (Elderly) Bark lektinu (Vector, JAV) 10 min. Preparatai praplauti
1,0 ml natrio citrato buferiniu tirpalu 3 min., uzlasinti 3 lasai Elite ABC
tirpalo (Elite ABC tirpalas gaminamas pries$ ji naudojant tokiu budu: 5,0 ml
fosfato buferinio tirpalo + 2 laSai A reagento iS rinkinio+ 2 lasai B reagento
i§ rinkinio) 30 min. Praéjus Siam 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 i$ karto nuplauti 1,0 ml natrio citrato buferiniu tirpalu 3 min. Paskui uz-
piltas 1,0 ml distiliuoto vandens 3 min., nuimtos dengianciosios plokstelés,
preparatai jstatyti j stovelj, kuris patalpintas j distiliuotag vandenj 1 min.
Tuomet 3 min. uzlasintas Majerio hematoksilinas Mayer ‘s Haemalum (GCC
Diagnostics, Didzioji Britanija). Preparatus praplovus tekanciu ¢iaupo van-
deniu 1 min., jie paveikti amonio vandeniu 30 sek., po to vél praplauti te-
kanciu ¢iaupo vandeniu 1 min.

Tolesniame etape preparatai dehidratuoti pagal prieS tai aprasyta pro-
tokolg ir uzdengti dengiamaisiais klijais Roti Histoki A II (Carl Roth,
Vokietija) su dengiamaisiais stikleliais (LLG labwear, Australija) ir dzio-
vinti traukos spintoje 12 val. Histocheminé Sambukus nigra lektino raiSka
eksperimentinése CAM bei GPLK ir GP gabaliukuose, taip pat kontrolinése
CAM vertinta elektroniniu mikroskopu OLYMPUS BX40F4 (Olympus
Opticae co. LTD., Japonija), preparatai fotografuoti elektroninio mikro-
skopo Olympus skaitmenine fotokamera (Olympus U-CMAD3, Filipinai),
naudojant 10x didinima.

Prigijusiy GPLK ir GP reakcija  lekting buvo lyginama su lektino raiska
kontroliniuose GPLK ir GP gabaléliuose bei kontrolinése CAM.

3.4. Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analiz¢ atlikta panaudojant programinj paketg IBM

SPSS Statistics for Windows, Version 22,0 (Armonk, NY: IBM Corp.).
Apskaiciuoti kiekybiniy kintamyjy (pozymiy) vidurkiai bei standartinisi

nuokrypiai, kokybiniai kintamieji jvertinti procentiniais jverciais.

Normalumo hipotezei tikrinti buvo taikytas Kolmogorovo-Smirnovo
testas. Dviejy grupiy vidurkiy palyginimui, esant normalumui, buvo taikytas
Stjudento t-testas dviem nepriklausomoms imtims, nesant — grupiy paly-
ginimui taikytas Mano-Vitnio U testas (Mann-Whitney U test). Daugiau nei
dviejy  grupiy vidurkiy palyginimui buvo taikyta dispersiné analizé
ANOVA (esant normalumui) ir neparametriné dispersin¢ analizé —
Kruskalio-Voliso (Kruskal-Wallis) testas (netenkinant normalumo).
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Kokybiniy duomeny tarpusavio priklausomybé vertinta naudojant chi-
kvadrato (y?) testa.

Kiekybiniy kintamuyjy rysio stiprumas buvo vertintas Pirsono (Pearson)
arba Spirmeno koreliacijos koeficienas(esant/nesant normalumui).

ReikSmingumo lygmuo a tikrinant statistines hipotezes buvo pasirinktas
0,05.

Skirtumo tarp vidurkiy didumui nustatyti buvo vertinta II rusies klaida 3
ir stebimas testo galingumas (Observed Power), kur Observed Power = 1.
Skirtumo dydis vertintas statistiSkai patikimu, jei < 0,2, kai a = 0,05.
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4. PAGRINDINIAI DARBO REZULTATAI

duomenys

2010-2011 metais ,,Gerkly ploks¢iyjy lasteliy karcinomos ir gerkly
papilomos biologingés iSraiskos vis¢iuko embriono chorioalantojinéje memb-
ranoje eksperimente dalyvavo 11 pacienty, sergan¢iy GPLK ir 12 — GP.
2015 metais ] studijg jtrauktas 1 pacientas, kuriam operuotos gerklos dél
GPLK ir 1 dél GP. I§ jy 12 vyry sirgo GPLK bei 8 moterys ir 5 vyrai,
gydomi dél GP.

GPLK serganciy pacienty amziaus vidurkis buvo 54 + 7,0 GP - 34 £ 21
metai.

IS 12 d¢l GPLK operuoty pacienty 4 buvo nustatytas G1 diferenciacijos
laipsnis, 6 — G2, 2 — G3. Geros ir vidutinés diferenciacijos (G1 ir G2) GPLK
navikai nustatyti dazniau nei G3 ir G4 navikai (p = 0,003). Siy pacienty
naviko iSplitimo lygis T pagal TNM Kklasifikacijg operacijos dieng buvo
pasiskirstes taip: 4 pacientams diagnozuotas T1(a, b) GPLK isplitimo lygis,
4 -T2, 0- T3 ir 4 pacientams — T4. Keturi pacientai iki studijos pabaigos
neisgyveno, 5 pacientams diagnozuotas atokiyjy GPLK metastaziy susifor-
mavimas Kituose organuose (4.1.1 lentelé).

4.1.1 lentelé. Pacienty, tyrime dalyvavusiy dél GPLK ligos, demografiniai
bei klinikiniai duomenys (vidurkis £ SN)

Rodiklis Pacienty duomenys (N =12 )
Lytis (vyrai/ moterys, proc.) 100/0
Amzius (vidurkis £ SN, m) 54 +£7
GPLK diferenciacijos laipsnis G1
GPLK diferenciacijos laipsnis G2

GPLK diferenciacijos laipsnis G3

GPLK diferenciacijos laipsnis G4

GPLK isplitimo lygis T1

GPLK isplitimo lygis T2

GPLK isplitimo lygis T3

GPLK isplitimo lygis T4

Mirusiyjy skaicius, pragjus 4,5-5 m. po pirminio naviko
pa3alinimo operacijos

Pacientai, kuriems buvo nustatytos atokiosios GPLK mts

GPLK - gerkly ploksciuyjy lasteliy karcinoma, mts — metastazés,
SN - standartinis nuokrypis.

Al O|dMDdIOIMNIO|N>

(6]
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D¢l GP operuoty pacienty viduting Derkay/Coltrera reikSmé buvo
nustatyta 7 + 3. Sesis i§ 12 GP serganéius pacientus 4,5-5 mety laikotarpyje
teko operuoti pakartotinai dél GP recidyvy, kuriy vidutinis daznis buvo
2+ 1. O, tie patys pacientai d¢l GP recidyvo iki eksperimento pradzios
operuoti vidutiniSkai 6 + 4 karto (4.1.2 lentelé).

4.1.2 lentelé. Pacienty, tyrime dalyvavusiy dél GP ligos, demografiniai bei

klinikiniai duomenys (vidurkis + SN)

Rodiklis Pacienty duomenys (N = 13)
Lytis (vyrai/ moterys, proc.) 46/54
Amzius (vidurkis = SN, m) 34+21
Derkay/Coltrera indeksas (vidurkis + SN) 73
Operacijy skai¢ius dél GP recidyvo iki eksperimento 64
pradzios (vidurkis + SN)
Operacijy skai¢ius dél GP recidyvo, praéjus 4,5-5 metams 2+1
po eksperimento pradzios (vidurkis + SN)

GP - gerkly papiloma, SN — standartinis nuokrypis.

4.2. Vis¢iuko embrionai

Per visg eksperimentg buvo inkubuota 510 kiauSiniy. IS jy, atidarius lan-
gelius kiausinio lukste, 45 buvo neapvaisinti. Iki GPLK ar GP implantavimo
ant CAM dienos iSgyveno 393 embrionai. Iki eksperimento pabaigos iSgy-
veno 284 embrionai (4.2.1 pav.).

14 proc.

ki ekspenimento Fuve

viddiuko embrionai
9 proc.

B Neapvaisinti KiauSiniai

Iki eksperimento pabaigos
Bgyveng vistiuko embrionai

77 proc.,

4.2.1 pav. Visciuko embriony gyvybingumas eksperimento metu
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4.3. Eksperimentiniy CAM ir ant jy prigijusiy GPLK ir GP naviko
gabaléliy bei kontroliniy CAM in vivo biomikroskopiniai,
fluorescenciniai stereomikroskopiniai, histomorfometriniai
ir imunohistocheminiai tyrimai

4.3.1. Eksperimentiniy CAM ir ant jy prigijusiu GPLK naviko
gabaléliy in vivo biomikroskopinio ir histologinio tyrimo rezultatai

Septintag—devinta kiauSiniy inkubacijos parg ant jau susiformavusiy
vi§¢iuko embriono CAM buvo implantuota 219 GPLK naviko gabaléliy.
Eksperimento metu i§ visy GPLK gabaléliy, implantuoty ant CAM, jver-
tinus makroskopiskai, biomikroskopiskai bei histologiniu tyrimu (pjaviuose,
dazytuose H&E) prigijusiais laikyti 149 (68 proc.), neprigijo 12 (5 proc.)
GPLK gabaléliy. Prigijusiais laikyti tie naviko gabaléliai, kurie buvo tvirtai
prikibe prie vis¢iuko embriono CAM, — ir tai buvo regima plika akimi bei
atliekant in vivo biomikroskopija; kai jie sukélé CAM kraujagysliy reakcijg j
implanta, kuri buvo pastebima taikant minétus tyrimo metodus, ir kai visus
Siuos pozymius patvirtino nurodytas histologinis tyrimas. Atliekant tyrima,
zuvo 58 (27 proc.) vis¢iuko embrionai su prigijusiu GPLK naviko gabaléliu
ant jy CAM.

5 proc.

27 proc. Prigije GPLK naviko gabaléliai

m Meprgije GPLE naviko gabaléliai

Zuve embrionai su GPLK naviko
gabalélias, pngijusiais ant jy CAM

63 proc.

4.3.1.1 pav. GPLK naviko gabaléliai ant CAM

Visi GPLK gabaléliai, iki eksperimento pabaigos auge ant vis¢iuko emb-
riono CAM, makroskopinio stebéjimo bei in vivo biomikroskopijos metu
atrodé gyvybingi. Histologiniu tyrimo metodu buvo nustatyta, jog implantai
iSlaiké savo histologing struktiira, t. y. jy audinyje stebétos polimorfiskos
atipinés plokscio epitelio 1gstelés, turin¢ios stamby branduolj, vieng ar kelis
branduolé¢lius bei gausia eozinofiliska citoplazmg. Stromoje buvo galima
Mmatyti jvairiai iSreikstg infiltracija monomorfonuklearais. Kai kuriuose pri-
gijusiuose GPLK naviko gabaléliuose buvo rasti susiformave ploksciojo
epitelio mazgeliai — vadinamieji ,.keratino perlai‘.
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Nuo antros GPLK augimo ant vi§¢iuko embriono CAM paros in vivo
biomikroskopijos metu stebétas kraujagysliy orientavimosi | GPLK naviko
gabaléli fenomenas. Aplink Sias kraujagysles matési naujai besiformuo-
jantys smulkiis CAM kapiliarai, o histologiniuose preparatuose — heterofilus
primenancios lgsteliy sankaupos (4.3.1.2 pav.).

4.3.1.2 pav. Ant CAM prigijusiy GPLK naviko gabaléliy histologija
Prigijes GPLK naviko gabalélis — in vivo biomikroskopija (a). Prigijes GPLK gabalélis
(ilga rodyklé), smulkiosios CAM kraujagyslés ir jy orientacija naviko link (maZos rodyklés)
(b). Prigijusiame GPLK gabalélyje susiformave ,keratino perlai“ (c)
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H&E dazytuose preparatuose buvo matoma vis¢iuko embriono krauja-
gysliy penetracija | GPLK naviko gabal¢lj, augantj ant CAM, bei aptikti
embriono ertrocitai implanto audinyje (4.3.1.3 a pav.).

Keturiasde$imt astuoniy CAM in vivo biomikroskopiniuose vaizduose
bei H&E dazytuose pjiiviuose stebétas infiltratyvus GPLK augimas. Kai ku-
rie 1§ $iy naviko gabaléliy (n = 5) peraugo visas vis¢iuko embriono CAM
morfologines struktiiras ir infiltravo vis¢iuko embriono alantojaus maisa,
atitinkamai — 1 GPLK gabalélis 3-igjg parg, 3 gabaléliai 4-3jg parg ir vie-
nas — 5-aja parg po GPLK implantacijos. Sie GPLK naviko gabaléliai jau
nuo trecios augimo ant CAM dienos pazeidé CAM epitelio pamatines mem-
branas, vietomis suformavo epitelines iSaugas, vadinamuosius ,,epitelinius
liezuvius®, ir skverbési zemyn ] vis¢iuko embriono CAM mezenchimg. Tri-
jose 1§ Siy mezenchimy, infiltratyviai CAM atzvilgiu augancioje GPLK,
rastas besiformuojantis ploks¢iojo epitelio mazgelis ,keratino perlas
(4.3.1.3 b pav.).

4.3.1.3 pav. Infiltratyvus GPLK augimas ant CAM
Vis¢iuko embriono eritrocitai prigijusio GPLK audinyje (a).
Vis¢iuko embriono CAM perauges ir infiltratyviai jos atzvilgiu augantis GPLK navikas (b)

KeturiasdeSimt astuoni i§ 149 prigijusiy GPLK gabaléliy suformavo
metastaziy zidinius, primenancius GPLK struktiirg, augancius ant vis¢iuko
embriono CAM, atokiai nuo pirminio GPLK (naviko gabaléliy, kurie buvo
implantuoti ant CAM). Trijose jy rastos daugybinés metastazés, t. y. susi-
formave daugiau nei 3 nauji Zidinukai Salia pirminio GPLK implanto.

Aplink prigijusius GPLK naviko gabalélius ir jy metastazes makro-
skopiskai bei in vivo biomikroskopijos buidu stebéta rySki CAM kraujagysliy
reakcija, t. y. kraujagysliy pritraukimas link naviko ir vadinamojo stipininio
ratelio (spoked-wheel) susiformavimas. Sio tipo CAM reakcija j GPLK ga-
balélj nustatyta nuo 3-i0si0S paros po tumoro implantacijos (4.3.1.4 pav.).
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4.3.1.4 pav. GPLK metastazes ant CAM
llga rodykle pazymétas implantuotas GPLK gabalélis ir spoked-wheel fenomenas,
trumpomis rodyklémis — daugybiniai metastaziniai GPLK Zidiniai ir spoked-wheel
fenomenas (a); histologinis GPLK metastazinio darinio ant CAM vaizdas (b)

4.3.2. Eksperimentiniy CAM ir ant jy prigijusiy GP naviko gabaléliy
in vivo biomikroskopijos ir histologinio tyrimo rezultatai

Ant susiformavusiy vis¢iuko embriono CAM 7-9 inkubacijos parg buvo
implantuoti 174 GP naviko gabaléliai. IS visy ant CAM implantuoty GP
gabaléliy, juos jvertinus makroskopiSkai, biomikroskopiSkai bei atlikus
histologinj tyrima (pjuviuose, dazytuose H&E), laikyti prigijusiais 92
(53 proc.), neprigijo 26 (15 proc.) GP gabaléliai. Tyrimo metu zuvo 56
(32 proc.) vis¢iuko embrionai su prigijusiu GP naviko gabaléliu ant jy CAM
(4.3.2.1 pav.).

15 proc.

Prigij¢ GP naviko gabaléliai
32 proc.
| Neprigije GP naviko gabalélia

» Zuve embrionai su GP naviko
gabalélias, prigijusiais ant jy CAM

53 proc,

4.3.2.1 pav. GP naviko gabaléliai ant CAM
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Visi GP naviko gabaléliai, prigij¢ ant vis¢iuko embriono CAM, iki eks-
perimento pabaigos makroskopiSkai bei in vivo biomikroskopijos metu
atrodé gyvybingi, taciau, palyginti su GPLK navikais, GP gabaléliai nuo
antros paros po implantacijos sukélé Zzymig CAM edema.

Histologiniu tyrimu buvo nustatyta, kad implantai iSlaiké savo his-
tologine struktiirg, t. y. stebétos didelés ploks¢iojo epitelio lgstelés, gru-
pémis iSsidésCiusios apie kraujagysliy stiebelj su jvairiai iSreikStu stromos
kiekiu gabalé¢liuose (4.3.2.2 a pav.). Lastelése atipijos pozymiy nebuvo
stebeéta.

4.3.2.2 pav. GP in vivo biomikroskopija ir histologija
Ant CAM prigijusio GP gabalélio histologinis vaizdas — kraujagysliy stiebelis ir aplink jj
i§sidésciusios ploks¢iojo epitelio lastelés (a). Ant CAM prigijes GP naviko gabalélis (ilga
rodykl@) ir naujai susiformave GP Zidiniai (trumpos rodyklés) — in vivo biomikroskopija
(b). Ant CAM naujai susiformave GP Zidiniai (trumpos rodyklés) bei CAM kraujagysliy
orientacija GP gabaléliy link su vis¢iuko heterofily sankaupomis aplink jas (ilga rodykle) —
histologija (c)
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Aplink prigijusius GP gabalélius nuo treCios paros po implantacijos
makroskopiSkai bei stereomikroskopu nustatytas paryskéjes kraujagysliy
tinklas bei vadinamasis stipininis ratelis (spoked-wheel). Histologiskai CAM
mezenchimos kraujagyslés orientavosi j prigijusj GP naviko gabalélj nuo
antros GP augimo ant vis¢iuko embriono CAM paros. Aplink Sias krau-
jagysles formavosi smulkiis CAM kapiliarai bei heterofilus primenancios
lasteliy sankaupos (4.3.2.2 ¢ pav.).

H&E dazytuose preparatuose pastebéta, jog GP taip pat augo formuo-
damos CAM epitelio iSaugas, kurios aptiktos Salia CAM kraujagysliy.
Epitelinés iSaugos skverbési Zemyn | CAM mezenchima, taCiau né vieno
eksperimento metu nepazeidé CAM epitelio pamatinés membranos.

4.3.3. Eksperimentiniy CAM bei ant jy prigijusiu GPLK ir GP
naviko gabaléliy jvertinimas fluorescencinés stereomikroskopijos
metodu

Penkta augimo ant CAM parag GPLK gabaléliai visose tirtose membra-
nose stebéti apsupti jvairaus diametro kraujagysliy, kurios orientavosi —
krypo prigijusio GPLK naviko gabalélio link ir suformavo aiSky vadinamajj,
stipininj ratelj (spoked-wheel). Nepaisant | GPLK navika nukreipto krauja-
gysliy tinklo, jo perfuzija vis¢iuko krauju praéjus 5 paroms po GPLK
implantacijos, vertinta kaip minimali: stebéti aktyviai Svytintys GPLK
naviko krastai, taciau pats GPLK gabalélis, palyginti su jj supanciomis
rysSkiai fluorescuojanc¢iomis kraujagyslémis, isliko ,,tamsus* (4.3.3.1 a pav.).

4.3.3.1 pav. Prigijusiy GPLK ir GP naviky fluorescuojanti

stereomikroskopija — 5 paros po implantacijos ant CAM
GPLK naviko gabalélis ant CAM (ilga rodyklé), stipininis ratelis (trumpos rodyklés) (a).
GP naviko gabalélis ant CAM (ilga rodyklé), stipininis ratelis (trumpos rodyklés) (b)
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Penkias paras ant viS¢iuko embriono CAM auge GP naviko gabaléliai
buvo apsupti ] juos orientuoty vis¢iuko kraujagysliy tinklo. Taciau tiek
prigijes GP gabaléelis, tiek naujai susiformave papilomos zidinukai ant
CAM, palyginti su juos supanc¢iu kraujagysliy tinklu, iSliko minimaliai
fluorescuojantys (4.3.3.1 b pav.).

Sesias paras ant vis¢iuko CAM augantys GPLK naviko gabaléliai buvo
apsupti vis¢iuko embriono CAM kraujagysliy tinklo. Prigijusio GPLK
naviko gabalélio Svytéjimas paryskéjo, palyginti su tais GPLK gabaléliais,
kurie ant CAM augo 5 dienas, bet nebuvo toks ryskus, kaip ji supanciy
vi§¢iuko embriono CAM kraujagysliy (4.3.3.2 a pav.).

Siuo GP naviko gabalélio augimo ant CAM laikotarpiu stebéta panasi
CAM reakcija | GP gabalélj, kaip ir j GPLK, t. y. matési | GP navika
orientuotos kraujagyslés, taciau jo, kaip ir naujai susiformavusiy papilomos
zidinuky, perfuzija vis¢iuko krauju isliko nepilna (4.3.3.2 a, b pav.).

4.3.3.2 pav. Prigijusiy GPLK ir GP naviky fluorescuojanti

stereomikroskopija — 6 paros po implantacijos ant CAM
GPLK naviko gabalélis ant CAM (ilga rodyklé), stipininis ratelis (trumpos rodyklés) (a).
GP naviko gabalélis ant CAM (ilga rodyklé), stipininis ratelis (trumpos rodyklés) (b)

Septintg augimo ant vis¢iuko embriono CAM parg visi fluorescuojanciu
metodu tirti GPLK naviko gabaléliai buvo apsupti gausaus, ivairaus dydzio
kraujagysliy tinklo bei visiSkai aprapinti vis¢iuko embriono krauju. Tai
pavaizduota 4.3.3.3 a paveiksle, kur prigijes GPLK navikas fluorescuojamai
Svyti taip pat intensyviai, kaip ir jj supancios kraujagyslés visame gabalélio
plote.

Panasiis pakitimai rasti ir ant vi§¢iuko embriono CAM prigijusiuose GP
gabalélivose. Pastarieji buvo apsupti kur kas smulkesniy kraujagysliy
gausaus tinklo. Visi Siuo metodu tirti GP gabaléliai taip pat buvo apripinti
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vis¢iuko embriono CAM krauju, lygiai kaip ir tg parg tirti GPLK ant CAM
navikai. Be to, rasti rysSkiai fluorescuojantys ir naujai susiformave papi-
lomos Zidiniai (4.3.3.3 b pav.)

4.3.3.3 pav. Prigijusiy GPLK ir GP naviky fluorescuojanti
stereomikroskopija — 7 paros po implantacijos ant CAM
GPLK naviko gabalélis ant CAM (ilga rodyklé), stipininis ratelis (trumpos rodyklés) (a).
GP naviko gabalélis ant CAM (ilga rodyklé), naujai susiformave fluorescuojantys GP
zidiniai ant CAM (trumpos rodyklés) (b)

4.3.4. Histomorfometrinis vis¢iuko embriono CAM jvertinimas po
GPLK ir GP naviko gabaléliy implantacijos

Atlikus statisting duomeny analize, paaiSkéjo, kad ant gyvybingy
embriony CAM GPLK naviko gabaléliai (N = 149) prigijo vidutiniskai 94
proc. daznumu, kai PI (92,26-94,88 proc.) i§ 100 proc. atvejy, 0 GP
(N =92) — 73 proc. daznumu, kai PI (68,74-77, 76 proc.) i§ 100 proc.
atvejy. Sis skirtumas rastas statistiskai reik§mingas (p = 0,001), vadinasi,
GPLK naviko gabaléliai ant vis¢iuko embriono CAM prigijo patikimai
dazniau nei GP.

Ivertinome, kaip pasiskirste skirtingy pacienty GPLK ir GP gabaléliy
prigijimo daznis ant vi$¢iuko embriono CAM, ir jj pateikéme 4.3.4.1 ir
4.3.4.2 lentelé¢je.
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4.3.4.1 lentelé. Skirtingy pacienty GPLK gabaléliy prigijimo daznis 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
IS viso 149 94

GPLK — gerkly ploks$¢iyjy lasteliy karcinoma.

4.3.4.2 lentelé. Skirtingy pacienty GP gabaléliy prigijimo daznis 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

IS viso 92 72

GP — gerkly papiloma.
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4.3.4.1. CAM poky¢iai po GP ir GPLK naviko gabaléliu
implantacijos — devinta inkubacijos para

Devintg inkubacijos parg ant vis¢iuko embriono CAM prigijo 20 GPLK
audinio gabaléliy ir 15 GP audinio gabaléliy, atitinkamai — 90 proc. ir
57 proc. visy ant CAM 7-3j3 inkubacijos parg implantuoty GPLK ir GP
audinio gabaléliy. Siame vis¢iuko embriony CAM vystymosi etape GPLK
navikai statistiSkai patikimai dazniau prigijo po implantacijos ant CAM nei
GP gabaléliai (p = 0,001), o 4 proc. visy prigijusiy GPLK ir GP audinio
gabaléliy iSplito ] gretimas nuo pirminio naviko CAM sritis (4.3.4.1.1
lentelg).

4.3.4.1.1 lentelé. GPLK ir GP naviko gabaléliy prigijimas ant CAM 9-gjg
inkubacijos parg

PoZzymis/Naviko rusis GPKL (N=20) | GP(N=15)
Prie CAM prigij¢ naviko gabaléliai (proc.) p =0,001 90 57
Naujai susiformave naviko zidiniai ant CAM (proc.) 4 4

GPLK - gerkly ploksciuyjy lasteliy karcinoma. GP — gerkly papiloma.
CAM - chorioalantojiné membrana.

Palyginome vis¢iuko embriono CAM parametrus po implantuotu GP
naviko gabaléliu devintg inkubacijos para su kontroline grupe. Nustatéme,
kad prag¢jus 2 paroms po GP implantacijos, eksperimentiné CAM sustoréjo
vidutiniskai 403 proc., 0 CAM epitelis — 100 proc., palyginti su kontroline
CAM ir jos epiteliu (p = 0,001). CAM kraujagysliy Kiekis po prigijusiu GP
gabaléliu padid¢jo vidutiniSkai 29 vienetais, o tai yra statistiSkai patikimai
daugiau nei kontrolingje grupéje (p = 0,001) (4.3.4.1.2 lentelé).

4.3.4.1.2 lentelé. GP naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 9-gjq inkubacijos parg

GP Kontroliné Skirtumas
grupé
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\}" Proc. | p I'a
CAM storis, um 1423 [1334| 282 |91| 103,8 | 403 | 0,001 | 0,043
Epitelio storis, um | 14,2 | 41 | 7.4 [13]| 8,1 100 | 0,001 | 0,000
Kraujagysliy kiekis 39 38 6 3 28 457 | 0,001 | 0,05

*Skaiciuota, kai oo = 0,05.
GP — gerkly papiloma. CAM — chorioalantojiné membrana.
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Siuo inkubacijos periodu prigije GPLK naviko gabaléliai taip pat sukélé
statistiSkai reikSmingg CAM ir jos epitelio sustor¢jimg atitinkamai 203 ir
100 proc., palyginti su kontrolinés grupés CAM atitinkamais parametrais
(p= 0,001). Po implantuotu GPLK gabaléliu rasta vidutiniSkai 21 krauja-
gysle daugiau nei kontrolinése CAM (p = 0,001) (4.3.4.1.3 lentel¢).

4.3.4.1.3 lentelé. GPLK naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 9-gjq inkubacijos parg

GPLK Kontrol.lné Skirtumas
grupé
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\}" Proc. | p s
CAM storis, um 85,4 32,8 28,2 91| 47,2 203 0,001 | 0,000
Epitelio storis, um 14,2 3.1 7,4 1,3 7,7 100 0,001 | 0,000
Kraujagysliy kiekis 32 13 7 3 21 357 0,001 | 0,000

*Skaiciuota, kai 0=0,05.
GPLK - gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma. CAM - chorioalantojiné membrana

Nustatéme, kad devintg inkubacijos parg — t. y. pragjus dviem paroms po
GPLK implantacijos ant CAM, pastaroji vidutiniskai sustoréjo iki 85 + 33
um, o po GP naviko gabaléliu Siuo inkubacijos periodu rasta sustoréjusi iki
142 + 133 pm, taciau skirtumas nebuvo statistiSkai patikimas (p = 0,076).
Vis¢iuko embriono CAM epitelio sustoréjimas po implantais — atitinkamai
iki 14 £ 3 um po GPLK ir 14 = 4 pm po GP (p = 0,615) bei kraujagysliy
kiekis Siose grupése (p = 0,168) taip pat reikSmingai nesiskyré (4.3.4.1.4
lentelg).

4.3.4.1.4 lentelé. GPLK ir GP naviko gabaléliy poveikio vis¢iuko embriono
CAM palyginimas 9-gjg inkubacijos parg

GPLK GP Skirtumas
Pozymi Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\}" Proc. | p s
CAM storis, um 85,4 32,8 | 1423 |133,4| 56,7 67 0,076 -
Epitelio storis, um 14,2 3,1 14,2 41 0,4 0 0,615 -
Kraujagysliy kiekis 32 13 39 38 8 22 0,168 -

*Skaiciuota, kai 0=0,05.
GPLK - gerkly ploks¢iyjy lasteliy karcinoma. GP — gerkly papiloma.
CAM - chorioalantojiné membrana
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4.3.4.2. CAM poky¢iai po GPLK ir GP naviko gabaléliu
implantacijos — deSimta inkubacijos para

DeSimta inkubacijos parg, t.y. praéjus trims paroms po GPLK ir GP
naviko implantacijos ant vis¢iuko embriono CAM, prigijo 27 GPLK ir 16
GP gabaléliy, atitinkamai — 86 proc. ir 79 proc. visy implantuoty GPLK ir
GP audinio fragmenty. Sig inkubacijos para GPLK gabaléliai prigijo
statistiSkai patikimai dazniau nei GP gabaléliai (p = 0,001). Naujus GPLK ir
GP zidinius ant vi§¢iuko embriony CAM suformavo po 2 proc. Siy naviky
(4.3.4.2.1 lentele).

4.3.4.2.1 lentelé. GPLK ir GP naviko gabaléliy prigijimas ant CAM 10-gjg
inkubacijos parg

S . e GPKL GP
PoZymis/Naviko risis (N=27) | (N=16)
Prie CAM prigije naviko gabaléliai proc. p = 0,001 86 79
Naujai susiformave GP ar GPLK zidiniai ant CAM proc. 2 2

GPLK - gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma. GP — gerkly papiloma.
CAM - chorioalantojiné membrana.

Po implantuotu GP gabaléliu deSimtg inkubacijos parg vis¢iuko embriony
CAM sustoréjo vidutiniSkai 203 proc., 0 CAM epitelis — 100 proc., palyginti
su kontroline grupe (p = 0,001). CAM mezenchimose po GP implantacijos
rasta vidutiniSkai 21 kraujagysle daugiau nei deSimtos paros kontrolinés
grupés CAM (p = 0,001) (Lentel¢ 4.3.4.2.2).

4.3.4.2.2 lentelé. GP naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 10-gjq inkubacijos parg

GP Kontroliné grupé Skirtumas
PoZymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN ”1‘\1“’ Proc.| p s
CAM storis, um 1122 | 71,6 37,1 11,4 | 80,8 | 203 | 0,001 | 0,000
Epitelio storis, um 12,1 4,3 6,2 1,2 5,4 | 100 | 0,001 | 0,000
Kraujagysliy kiekis 28 12 6 2 21 | 367 | 0,001 | 0,000

*Skaiciuota, kai a=0,05.
GP - gerkly papiloma. CAM - chorioalantojiné membrana.
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DeSimtg inkubacijos para po GPLK naviko gabaléliais rasta sustoréjusi
vis¢iuko embriony CAM net iki 478 proc., o jos epitelis vidutiniskai iki
250 proc., palyginti su kontrolinés grupés membranomis (p = 0,001).
Kraujagysliy kiekis po implantuotu GPLK gabaléliu rastas 15 vienety
didesnis nei kontrolinése CAM (p = 0,001) (4.3.5.2.3 lentel¢).

4.3.4.2.3 lentelé. GPLK naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 10-gjq inkubacijos parg

GPLK Kontroliné grupé Skirtumas
PoZymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\1“’ Proc.| p s
CAM storis, pm 2138 |1241 37,1 11,4 (182,6| 478 | 0,001 | 0,000
Epitelio storis, pm 21,4 10,3 6,2 1,2 | 15,2 | 250 | 0,001 | 0,000
Kraujagysliy Kiekis 28 15 6 2 15 | 367 | 0,001 | 0,000

*Skaiciuota, kai a=0,05.
GPLK - gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma. CAM - chorioalantojiné membrana.

Siuo embriony inkubacijos periodu, pragjus trims paroms po GPLK
implantacijos ant CAM, S§i vidutiniS$kai sustoréjo iki 214 + 124 pm, t. y.
statistiSkai patikimai daugiau nei po GP gabaléliu (112 + 71pm) (p = 0,002).
Visciuko embriono CAM epitelis po GPLK naviko gabaléliais sustor¢jo taip
pat labiau (21 £ 10 pm) nei po GP navikais (12 £4 pum) (p = 0,001). Taciau
kraujagysliy skaicius Siose eksperimentinése grupése nesiskyre (p = 0,244)
(4.3.4.2.4 lentele).

4.3.4.2.4 lentelé. GPLK ir GP naviko gabaléliy poveikio visc¢iuko embriono
CAM palyginimas 10-gjq inkubacijos parg

GPLK GP Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\}" Proc. | p s
CAM storis, pym 2138 | 1241 | 112,2 | 71,6 [101,8] 91 | 0,001 | 0,055

Epitelio storis, um 21,4 10,3 12,1 43 | 9,8 75 0,001 | 0,004

Kraujagysliy kiekis 28 15 28 12 6 0 0,244 -

*Skaiciuota, kai 0=0,05.
GPLK - gerkly ploks¢iyjy lasteliy karcinoma. GP — gerkly papiloma.
CAM - chorioalantojiné membrana.
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4.3.4.3. CAM poky¢iai po GPLK ir GP naviko gabaléliuy
implantacijos — vienuolikta inkubacijos para

Vienuoliktg inkubacijos parg ant vis¢iuko embriono CAM prigijo
93 proc. GPLK gabaléliy (N = 40). GPLK naviko gabaléliai prigijo statistis-
kai patikimai dazniau nei GP fragmentai (N = 29, 70 proc.) (p = 0,001).
SeSios CAM su prigijusiais GP ir 24 su GPLK gabaléliais i$pjautos antra
parg, 12 su GP ir 6 su GPLK gabaléliais trecig parg bei 11 su GP ir 10 su
GPLK gabaléliais ketvirtg parg po implantacijos ant CAM. VidutiniSkai 2
proc. GPLK ir 2 proc. GP naviky ant vis¢iuko embriono CAM suformavo
atokiuosius naviko darinius, i§ kuriy 29 proc. GPLK ir 14 proc. GP antra
parg, 14 proc. GPLK ir 29 proc. GP trecig parg ir 57 proc. GPLK ir 57 proc.
GP ketvirtg parg po jy implantacijos ant CAM (4.3.4.3.1 lentel¢).

4.3.4.3.1 lentelé. GPLK ir GP naviko gabaléliy prigijimas ant CAM 11-gjg

inkubacijos parg

PoZymis/Naviko risis GPKL (N =40) GP (N=29)
Prie CAM prigij¢ naviko gabaléliai 93 70
proc. p = 0,001
Prie CAM prigij¢ naviko gabaléliai 2, 2 3 4 2 3 4
3 ir 4-3jg parg po implantacijos ant paros | paros | paros | paros | paros | paros
CAM 24 6 10 6 12 | 1
Naujai susiformave GP ar GPLK 2 2
dariniai ant CAM proc.
Naujai susiformave GP ar GPLK 2 3 4 2 3 4
dariniai 2, 3 ir 4-gjg parg po paros | paros | paros | paros | paros | paros
implantacijos ant CAM, proc. 29 14 57 14 29 57

GPLK - gerkly plokséiyjy Igsteliy karcinoma. GP — gerkly papiloma.
CAM - chorioalantojiné membrana.

Eksperimentinés CAM po GP implantu vienuolikta inkubacijos para
rastos vidutiniSkai 154 proc. storesnés nei kontrolinés grupés membranos, o
Jju epiteliai — atitinkamai sustoréje¢ 117 proc., palyginti su kontroliném CAM
(p = 0,001). Kraujagysliy skaicius eksperimentiniy CAM mezenchimose
beveik 60 proc. virsijo kontrolinése membranose nustatytaji, $is skirtumas
analizuojamose grupése skyrési statistiSkai reikSmingai (p = 0,047) (Lentelé
4.3.4.3.2).
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4.3.4.3.2 lentelé. GP naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 11-gjq inkubacijos parg

GP Kontroliné grupé Skirtumas
PoZymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\1“’ Proc. | p s
CAM storis, um 127,3 | 92,8 50,2 14,1 | 87,1 | 154 |0,001| 0,004
Epitelio storis, pm 13,1 6,4 58 1,2 6,9 117 |0,001| 0,000
Kraujagysliy Kiekis 8 5 5 2 2 60 |0,047| 0,487

*Skaiciuota, kai a=0,05.
GP - gerkly papiloma. CAM - chorioalantojiné membrana.

Po GPLK naviko gabaléliais $iuo inkubacijos periodu rasta sustoréjusi
vis¢iuko embriony CAM vidutiniSkai iki 156 proc., o jos epitelis iki
117 proc., palyginti su kontroline grupe (p = 0,001). Kraujagysliy kiekis po
prigijusiu GPLK naviku rastas vidutiniSkai 8 vienetais didesnis nei kont-
rolinése CAM (p = 0,001) (4.3.4.3.3 lentelé).

4.3.4.3.3 lentelé. GPLK naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 11-gjq inkubacijos parg

GPLK Kontroliné grupé Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\}" Proc.| p s
CAM storis, pum 128,3 |109,1 50,2 14,1 80,9 | 156 | 0,001 | 0,03
Epitelio storis, pm 12,9 6,4 58 1,2 | 6,3 | 117 | 0,001 |0,000
Kraujagysliy Kiekis 15 9 5 2 8 200 | 0,001 | 0,05

*Skaiciuota, kai 0=0,05.
GPLK - gerkly ploks¢iyjy lasteliy karcinoma. CAM - chorioalantojiné membrana.

Vienuolikta inkubacijos parg vis¢iuko embriony CAM po GPLK
implantais sustor¢jo iki 128 + 109 pum ir statistiSkai nesiskyré nuo CAM
storio po GP gabaléliu (127 = 93 pum) (p = 0,980). CAM epitelis po GPLK ir
GP naviko gabaléliais sustoréjo, taCiau analizuojamose grupése patikimai
nesiskyré (p = 0,836). Taciau kraujagysliy Kiekis Siose eksperimentinése
membranose buvo skirtingas, t. y. vidutiniSkai 88 proc. didesnis GPLK
grupéje (p = 0,001) (4.3.4.3.4 lentele).
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4.3.4.3.4 lentelé. GPLK ir GP naviko gabaléliy poveikio vis¢iuko embriono
CAM palyginimas 11-gjq inkubacijos parg

GPLK GP Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis| SN ”1‘\}" Proc. | P B
CAM storis, um 128,3 | 109,12 | 127,3 | 92,8 | 6,2 0,8 0,980 -
Epitelio storis, um 12,9 6,4 13,1 6,4 | 0,6 0 0,836 -
Kraujagysliy kiekis 15 9 8 5 6 88 0,001 | 0,04*

*Skaiciuota, kai 0=0,05.
GPLK - gerkly ploks¢iyjy lasteliy karcinoma. GP — gerkly papiloma.
CAM - chorioalantojiné membrana.

Pragjus dviem paroms po GPLK ir GP audinio gabaléliy implantacijos
ant CAM, prigijo visi implantuotieji naviko gabaléliai. Eksperimentinés
CAM (p = 0,004) bei jy epitelis (p = 0,003) po GPLK implantais sustoré¢jo
iki 122 ir 117 proc., o CAM mezenchimos kraujagysliy skai¢ius padidéjo
net 200 proc. (p = 0,04), palyginti su kontrolinés grupés CAM (4.3.4.3.5
lentelé)

4.3.4.3.5 lentelé. GPLK naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 11-gjq inkubacijos parq, praéjus
dviem paroms po implantacijos

GPLK Kontroliné grupé Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\}" Proc.| p s
CAM storis, um 1114 |110,1 50,2 14,1 | 54,4 | 122 |0,004| 0,063
Epitelio storis, um 13,2 6,1 5,8 1,2 6,4 | 117 {0,003| 0,013
Kraujagysliy kiekis 15 10 5 2 7 | 200 | 0,04 | 0,046

*Skaiciuota, kai a=0,05.
GPLK - gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma. CAM - chorioalantojiné membrana.

GP implantai tiriamuoju laikotarpiu sukélé pacios CAM (p = 0,029) bei
jos epitelio (p = 0,014) sustor¢jimg iki 226 ir 167 proc., palyginti su kont-
roliniy CAM atitinkamais parametrais. Kraujagysliy Kiekis po GP gaba-
l¢liais antrg parg po implantavimo ant CAM rastas didesnis nei kontroliniy
membrany mezenchimose, taciau §is skirtumas nebuvo statistiSkai reiks-
mingas (p =0,122) (4.3.4.3.6 lentel¢).
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4.3.4.3.6 lentelé. GP naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 11-gjq inkubacijos parq, praéjus
dviem paroms po implantacijos

GP Kontroliné grupé Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "I‘V“’ Proc.| p I'a
CAM storis, um 163,3 |134,1 50,2 14,1 (190,7| 226 | 0,029 | 0,075
Epitelio storis, pm 15,8 10,0 58 1,2 | 16,6 | 167 | 0,014 | 0,002
Kraujagysliy Kiekis 10 6 5 2 3 100 | 0,122 -

*Skaiciuota, kai 0=0,05.
GP — gerkly papiloma. CAM — chorioalantojiné membrana.

Lyginant Siuos poky¢ius GPLK ir GP grupése, nustatyta, kad $iy naviky
gabaléliai vienodai daznai prigijo po implantavimo ant CAM (p = 0,64), be
to, tiriamose grupése nei pacios CAM (p = 0,214), nei kraujagysliy kiekis
CAM mezenchimoje (p = 0,261) statistiSkai patikimai nesiskyré. Taciau
pastebéta, jog reikSmingai skyrési CAM epitelio storio vidurkis, jis GP
grupéje rastas didesnis (p = 0,002). Poky¢iai pateikti 4.3.4.3.7 lentelé.

4.3.4.3.7 lentelé. GPLK ir GP naviko gabaléliy poveikio visc¢iuko embriono
CAM palyginimas 11-gjg inkubacijos parq, praéjus dviem paroms po
implantacijos

GPLK GP Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "I‘V“’ Proc.| p I'a
CAM storis, pm 1114 | 110,1 163,3 [134,1| 96,4 21 | 0,214 -
Epitelio storis, pm 13,2 6,1 15,8 10,0 | 10,2 23 10,002 | 0,12
Kraujagysliy Kiekis 15 10 10 6 4 50 | 0,261 -

*Skaiciuota, kai 0=0,05.
GPLK - gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma. GP — gerkly papiloma.
CAM - chorioalantojiné membrana.

Praéjus trims paroms po GPLK audinio implantacijos ant CAM, prigijo
90 proc. visy implantuoty naviko gabaléliy. Jie sukélé statistiSkai patikima
CAM (p = 0,001) ir jos epitelio (p = 0,002) sustoréjimg bei reik§mingal
padidino kraujagysliy kiekj (p = 0,001), palyginti su kontroline grupe
(4.3.4.3.8 lentelé).
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4.3.4.3.8 lentelé. GPLK naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 11-gjq inkubacijos parq, praéjus
trims paroms po implantacijos

GPLK Kontroliné grupé Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\}" Proc.| p s
CAM storis, pm 101,2 | 46,4 50,2 141 | 62,9 | 102 |0,001| 0,04
Epitelio storis, um 14,1 4,9 5,8 12 | 6,9 | 133 | 0,002 | 0,057
Kraujagysliy kiekis 6 1 5 2 8 20 |0,001| 0,04

*Skaiciuota, kai 0=0,05.
GPLK - gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma. CAM - chorioalantojiné membrana.

GP audinio gabalé¢liai 3-i3ja parg po implantacijos prigijo 87 proc.
daznumu ir sukélé statistiSkai patikimg pacios CAM (p = 0,001) ir jos
epitelio (p = 0,001) sustoréjimg bei reikSmingai padidino kraujagysliy kiekj,
palyginti su kontrolinémis membranomis. Sie pokyéiai aprasyti 4.3.4.3.9
lenteléje.

4.3.4.3.9 lentelé. GP naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 11-gjq inkubacijos parq, praéjus
trims paroms po implantacijos

GP Kontroliné grupé Skirtumas
Poymis Vidurkis SN Vidurkis SN u1l\1n’ Proc.| p ra
CAM storis, pm 149,1 |1127 50,2 14,1 |110,7| 198 | 0,001 | 0,205
Epitelio storis, pum 14,2 6,1 5,8 1,2 7,0 | 133 |0,001| 0,06
Kraujagysliy kiekis 9 5 5 2 3 80 |0,012| 0,61

*Skaiciuota, kai 0=0,05.
GP — gerkly papiloma. CAM — chorioalantojiné membrana.

Poky¢ius palyginus GPLK ir GP grupése, nei pac¢ios CAM (p = 0,989),
nei jos epitelio (p = 0,214) storis, nei kraujagysliy kiekis CAM mezen-
chimose (p = 0,06) statistiskai reikSmingai nesiskyré (4.3.4.3.10 lentelé).

Ivertinome 4 paras ant vis¢iuko embriono CAM augusiy GPLK gabaléliy
poveikj eksperimentinéms CAM. Nustatéme, kad 80 proc. visy implantuoty
ant CAM naviko gabaléliy prigijo ir sukélé reikSminga jos (p = 0,001) bei
chorioninio epitelio (p = 0,001) sustoréjimg. Nustatytas ir statistiSkai
patikimas CAM kraujagysliy kiekio padidé¢jimas GPLK grupéje, palyginti
su kontrolinés grupés CAM (p = 0,003). Pokyciai apzvelgti 4.3.4.3.11
lenteléje.
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4.3.4.3.10 lentelé.

GPLK ir GP naviko gabaléliy poveikio visciuko

embriono CAM palyginimas 11-gjq inkubacijos parg, praéjus trims paroms

po implantacijos

GPLK GP Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\}" Proc.| p I3
CAM storis, pm 101,2 | 46,4 | 149,1 | 112,7 | 47,7 48 0,989 -
Epitelio storis, pm 14,1 4,9 14,2 6,1 0,03 0 0,214 -
Kraujagysliy Kiekis 6 1 9 5 5 50 0,06 0,52

*Skaiciuota, kai 0=0,05.
GPLK - gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma. GP — gerkly papiloma.
CAM - chorioalantojiné membrana.

4.3.4.3.11 lentelé. GPLK naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 11-gjq inkubacijos parq, praéjus
keturioms paroms po implantacijos

GPLK Kontroliné grupé Skirtumas
PoZymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\}" Proc.| p s
CAM storis, pm 1744 1120,1 50,2 14,1 |134,3| 248 |0,001| 0,12
Epitelio storis, pm 12,0 4,3 58 1,2 6,3 50 |0,001| 0,056
Kraujagysliy Kiekis 6 1 5 2 8 20 |0,003| 0,1

*Skaiciuota, kai a=0,05.
GPLK - gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma. CAM — chorioalantojiné membrana.

GP audinio gabaléliai, praéjus 4 paroms po implantacijos ant CAM, taip
pat sukelé reikSmingg pacios CAM (p = 0,02) bei jos epitelio storéjima, pa-
lyginti su kontroline grupe (p = 0,001). Kraujagysliy vidutiniskai padaugéjo
iki 60 proc., palyginti su kontrolinémis CAM (p = 0,015) (4.3.4.3.12
lentelg).

4.3.4.3.12 lentelé. GP naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 11-gjq inkubacijos parq, praéjus
keturioms paroms po implantacijos

GP Kontroliné grupé Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\}" Proc.| p | £
CAM storis, pum 108,1 61,0 50,2 14,1 | 67,9 | 116 | 0,02 | 0,106
Epitelio storis, pm 16,4 9,8 5,8 1,2 6,0 | 167 {0,001 0,037
Kraujagysliy Kiekis 8 4 5 2 2 60 |0,015| 0,81

*Skaiciuota, kai 0=0,05. GP — gerkly papiloma. CAM - chorioalantojiné membrana.
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Ketvirtg parg po GPLK ir GP implantacijos GPLK audinio gabaléliai ant
vis¢iuko embriono CAM prigijo statistiSkai patikimai dazniau nei GP
navikai (p = 0,001). Po prigijusiais GPLK navikais CAM sustoréjo patiki-
mai daugiau (p = 0.029), o kraujagysliy rasta statistiskai reikSmingai
daugiau nei GP grupéje (p = 0,001). Taciau CAM epitelio storis abiejose
tirlamosiose grupése nesiskyré, kaip tai parodyta 4.3.4.3.13 lenteléje.

4.3.4.3.13 lentele. GPLK ir GP naviko gabaléliy poveikio visciuko
embriono CAM palyginimas 11-gjg inkubacijos parg, praéjus keturioms
paroms po implantacijos

GPLK GP Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN |Vidurkis| SN "1‘\}" Proc.| p I3
CAM storis, um 1744 120,1 | 108,1 61,0 | 66,3 | 61 |0,029| 0,2
Epitelio storis, um 12,0 4,3 16,4 9,8 0,3 | 33 |0,798 -
Kraujagysliy kiekis 6 1 8 4 7 33 |0,001| 0,074

*Skaiciuota, kai a=0,05.
GPLK - gerkly ploks¢iyjy lasteliy karcinoma. GP — gerkly papiloma.
CAM - chorioalantojiné membrana.

4.3.4.4. CAM poky¢iai po GPLK ir GP naviko gabaléliu
implantacijos — dvylikta inkubacijos para

Dvylikta embriony inkubacijos parg iSpjovus eksperimentines CAM,
rasta 100 proc. prigijusiy GPLK (N = 40) ir 89 proc. GP (N = 29) audinio
gabaléliy. GPLK navikai Siuo inkubacijos periodu prigijo statistiSkai
patikimai dazniau nei GP gabaléliai (p = 0,001). I§ trecig inkubacijos para
pjauty membrany prigijusiais laikyti 32 GPLK ir 10 GP audinio gabaléliy,
ketvirta para — 8 GPLK ir 19 GP gabaléliy. Siose CAM GPLK navikai
suformavo naujus naviko Zidinius 3 proc., o GP — 6 proc. atvejy. Sie duo-
menys pateikti 4.3.4.4.1 lenteléje.

Ivertinus eksperimentiniy CAM storj, nustatyta, jog GPLK grupé¢je jos
sustoréjo net iki 523 proc. (p = 0,001), o CAM epitelis iki 167 proc.
(p = 0,001), palyginti su kontrolinémis CAM. Ant vis¢iuko embriono CAM
prigij¢ GPLK navikai sukéle statistiSkai reikSmingg CAM mezodermos
angiogeneze, joje nustatyta 88 proc. daugiau kraujagysliy nei kontrolinése
CAM (p = 0,001). GPLK implanty poveikis CAM struktiiroms matomas
4.3.4.4.2 lentel¢je.
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4.3.4.4.1 lentelé. GPLK ir GP naviko gabaléliy prigijimas ant CAM 12-gjg
inkubacijos parg

PoZymis/Naviko riusis GPKL (N = 40) GP (N =29)

Prie CAM prigije naviko gabaléliai 100 89

proc., p = 0,001

Prie CAM prigij¢ naviko gabaléliai 2, 3 ir 3 4 3 4

4-3ja parg po implantacijos ant CAM paros paros paros paros
32 8 10 19

Naujai susiformave GP ar GPLK zidiniai ant 3 6

CAM, proc.

Naujai susiformave GP ar GPLK Zidiniai 3 4 3 4

2, 3 ir 4-3ja para po implantacijos ant CAM, paros paros paros paros

proc. 0 100 50 50

GPLK - gerkly ploks¢iyjy lasteliy karcinoma. GP — gerkly papiloma.
CAM - chorioalantojiné membrana.

4.3.4.4.2 lentelé. GPLK naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 12-qjq inkubacijos parg

GPLK Kontroliné grupé Skirtumas
PoZymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN ”1‘\1“’ Proc.| p I'a
CAM storis, pm 161,6 |156,0 26,1 14,2 |127,8| 523 |0,001| 0,01
Epitelio storis, pm 16,0 11,2 6,3 2,0 9,3 | 167 |0,001| 0,006
Kraujagysliy Kiekis 15 2 8 3 16 88 [0,001| 0,000

*Skaiciuota, kai a=0,05.
GPLK - gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma. CAM - chorioalantojiné membrana.

Implantuoti GP audinio gabaléliai taip pat sukélé statistiSkai patikima
pacios CAM (p = 0,001), jos epitelio (p = 0,001) storéjimg bei padidino
kraujagysliy kieki (p = 0,001) lyginant su kontroliniy CAM atitinkamais
parametrais (p = 0,001), kurie apzvelgti 4.3.4.4.3 lenteléje.

4.3.4.4.3 lentelé. GP naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 12-gjq inkubacijos parg

GP Kontroliné grupé Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN ”1‘\1“’ Proc.| p | §
CAM storis, um 82,3 39,0 26,1 14,2 | 47,5 | 215 | 0,001 | 0,000
Epitelio storis, um 38,1 25,8 6,3 2,0 5,9 | 533 |0,001| 0,000
Kraujagysliy kiekis 23 10 8 3 18 | 188 | 0,001 | 0,000

*Skaiciuota, kai 0=0,05. GP — gerkly papiloma. CAM - chorioalantojiné membrana.
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Eksperimentinés CAM po GPLK naviko implantais sustor¢jo statistiSkai
reikSmingai daugiau nei po prigijusiais GP audinio gabaléliais (p = 0,012).
CAM epitelio sustoréjimas (p = 0,132), kaip ir padidéjes kraujagysliy Kiekis
§iy grupiy membranose (p = 0,593), statistiskai patikimai nesiskyré. Sie
poky¢iai pateikti 4.3.4.4.4 lenteléje.

4.3.4.4.4 lentelé. GPLK ir GP naviko gabaléliy poveikio visc¢iuko embriono
CAM palyginimas 12-gjq inkubacijos parg

GPLK GP Skirtumas
Pozymis Vidurkis| SN | Vidurkis| SN "1‘\}" Proc.| p s
CAM storis, um 161,6 | 156,0 82,3 39,0 80,3 98 (0,012 0,286
Epitelio storis, um 16,0 11,2 38,1 25,8 3,3 136 |0,132 -
Kraujagysliy kiekis 15 2 23 10 2 53 10,593 -

*Skaiciuota, kai a=0,05.
GPLK - gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma. GP — gerkly papiloma.
CAM - chorioalantojiné membrana.

Po trijy GPLK naviko augimo ant CAM pary pastaroji sustoréjo iki
377 proc. (p = 0,005), o jos epitelis iki 117 proc. (p = 0,005), palyginti su
kontrolinémis CAM. GPLK implantai statistiskai reikSmingai padidino
CAM mezodermos kraujagysliy kiekj, palyginti su kontroline grupe
(p =0,001), kaip pateikta 4.3.4.4.5 lenteléje.

4.3.4.4.5 lentelé. GPLK naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 12-gjq inkubacijos parq, praéjus
trims paroms po implantacijos

GP Kontroliné grupé Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\1“’ Proc.| p s
CAM storis, um 1241 |123,0 26,1 14,2 |101,6| 377 | 0,005 | 0,17
Epitelio storis, um 13,4 7,0 6,3 2,0 6,4 | 117 | 0,005 | 0,15
Kraujagysliy kiekis 19 10 8 3 14 | 136 | 0,001 | 0,002

*Skaiciuota, kai 0=0,05.
GP — gerkly papiloma. CAM — chorioalantojiné membrana.

Atitinkamai treCig parg po GP gabaléliy implantacijos ant CAM sta-
tistiskai patikimai sustoréjo pati CAM (p = 0,01) ir jos epitelis (p = 0,005),
be to, reikSmingai padaugéjo kraujagysliy CAM mezenchimose (p = 0,001),
kaip tai atsispindi 4.3.4.4.6 lenteléje.
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4.3.4.4.6 lentelé. GP naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 12-gjq inkubacijos parq, praéjus
trims paroms po implantacijos

GP Kontroliné grupé Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\}" Proc.| p | £
CAM storis, pum 63,4 23,8 26,1 14,2 | 39,7 | 142 | 0,01 | 0,000
Epitelio storis, pm 10,1 2,4 6,3 2,0 3,0 | 67 |0,005] 0,007
Kraujagysliy Kiekis 23 7 8 3 18 | 186 |0,001| 0,000

*Skaiciuota, kai 0=0,05.
GP — gerkly papiloma. CAM — chorioalantojiné membrana.

Palyginome eksperimentiniy CAM parametrus GPLK ir GP grupése
treCig parg po $iy naviky implantacijos ir pastebéjome, kad abiejy naviko
implanty veikiama, tiek pati CAM (p = 0,327), tiek jos epitelis (p = 0,271)
storéjo, tadiau tarpusavyje reik$mingai nesiskyré. Sie navikai per tris
augimo paras ant CAM indukavo didesnj kraujagysliy kiekj, kuris GPLK ir
GP grupése statistiSkai patikimai nesiskyré (p = 0,504) (4.3.4.4.7 lentel¢).

4.3.4.4.7 lentelé. GPLK ir GP naviko gabaléliy poveikio visc¢iuko embriono
CAM palyginimas 12-gjg inkubacijos parq, praéjus trims paroms po
implantacijos

GPLK GP Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\1‘" Proc. | p | £
CAM storis, pm 124,1 |123,0| 634 23,8 | 61,8 97 10,327 | -
Epitelio storis, pm 13,4 7,0 10,1 24 | 33 30 |0,271| -
Kraujagysliy Kiekis 19 10 23 7 4 21 10,504 | -

*Skaiciuota, kai a=0,05.
GPLK - gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma. GP — gerkly papiloma.
CAM - chorioalantojiné membrana.

Pra¢jus keturioms paroms po GPLK ir GP naviko gabaléliy implantacijos
ant CAM, GPLK naviko gabalé¢liai rasti prigije 100 proc., o GP — 66 proc.
daznumu. GPLK navikai Siuo inkubacijos periodu taip pat prigijo statistiSkai
patikimai dazniau nei GP gabal¢liai (p = 0,001). Be to, GPLK gabalé¢liai
sukélé pacios CAM (p = 0,001) ir jos epitelio statistiSkai patikimg susto-
réjima (p = 0,007) bei reikSmingai padidino kraujagysliy kiekj (p = 0,002),
palyginti su kontrolinés grupés membranomis. Poky¢iai pateikti 4.3.4.4.8
lenteléje.
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4.3.4.4.8 lentelé. GPLK naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 12-gjq inkubacijos parq, praéjus
keturioms paroms po implantacijos

GPLK Kontroliné grupé Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\}" Proc.| p r'a
CAM storis, pm 1510 | 721 26,1 14,2 1106,8| 481 | 0,001 | 0,000
Epitelio storis, um 19,4 12,3 6,3 2,0 | 13,1 | 217 | 0,007 | 0,015
Kraujagysliy kiekis 36 19 8 3 31 | 350 | 0,002 | 0,03

*Skaiciuota, kai 0=0,05.
GPLK - gerkly ploks¢iyjy lasteliy karcinoma. CAM - chorioalantojiné membrana.

GP per keturias augimo ant CAM paras sukélé statistiSkai reikSmingg
pacios CAM (p = 0,001) ir jos epitelio (p = 0,001) sustoré¢jima, palyginti su
kontroline grupe. Kraujagysliy Kiekis Siose grupése taip pat skyrési
statistiSkai patikimai, ekperimentinése membranose kraujagysliy Kiekiui
vyraujant (p =0,001) (4.3.4.4.9 lentelé).

4.3.4.4.9 lentelé. GP naviko gabaléliy poveikio visciuko embriono CAM
palyginimas su kontrolinés grupés CAM 12-gjq inkubacijos parq, praéjus
keturioms paroms po implantacijos

GP Kontroliné grupé Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis | SN "1‘\}" Proc.| p | £
CAM storis, um 92,4 30,0 26,1 14,2 | 48,3 | 254 |0,001| 0,000
Epitelio storis, um 14,0 3,8 6,3 2,0 8,1 133 /0,001 0,000
Kraujagysliy kiekis 25 13 8 3 20 | 213 [0,001| 0,000

*Skaiciuota, kai a=0,05.
GP - gerkly papiloma. CAM - chorioalantojiné membrana.

Nors GPLK per keturias augimo dienas ant vis¢iuko embriono CAM
prigijo kur kas dazniau nei GP naviko gabaléliai, ta¢iau nei chorioninio
epitelio storis (p = 0,233), nei kraujagysliy kiekis §iy grupiy membranose
statistiSkai patikimai nesiskyré (p = 0,397). Nustatyta, kad Siose grupése
skyrési tik CAM storis, t. y. GPLK grupéje jis buvo rastas statistiSkai
reikS§mingai storesnis nei membranose po GP naviko gabaléliais (p = 0,035)
(4.3.4.4.10 lentelé).
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4.3.4.4.10 lentelé.

GPLK ir GP naviko gabaléliy poveikio visciuko
embriono CAM palyginimas 12-gjg inkubacijos parq, praéjus keturioms
paroms po implantacijos

GPLK GP Skirtumas
Pozymis Vidurkis | SN | Vidurkis| SN "1‘\1‘" Proc. | p | £
CAM storis, um 151,0 72,1 92,4 30,0 | 58,8 64 |0,035| 0,388
Epitelio storis, pm 19,4 12,3 14,0 3,8 5,0 36 (0,233 -
Kraujagysliy Kiekis 36 19 25 13 12 44 (0,397 -

*Skaiciuota, kai 0=0,05.

GPLK - gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma. GP — gerkly papiloma.

CAM - chorioalantojiné membrana.

4.4. Prigijusiy GPLK ir GP naviko gabaléliy ir ju poveikio CAM
imunohistocheminis jvertinimas

4.4.1. Imunohistocheminé reakcija j DMM CK ant CAM

prigijusiuose GPLK ir GP naviko gabaléliuose

Eksperimento metu nustatyta, kad ant CAM prigij¢ bei kontroliniai
GPLK (4.4.1.1 a pav.) ir GP (4.4.1.1 d pav.) naviko gabaléliai turéjo
teigiamg DMM CK raiska. Kadangi DMM CK dazo tik epitelinés kilmés
lasteles, teigiama implantuoty naviko gabaléliy raiska buvo vertinta kaip
patvirtinimas, kad ant vis¢iuko CAM prigij¢ ir toliau augantys navikai yra
tokios pat kilmeés kaip ir implantuotieji gabaléliai. Be to, naujai ant CAM
susiformave GPLK (4.4.1.1 b pav.) ir GP (4.4.1.1 e pav.) naviko dariniai bei
vis¢iuko embriono CAM perauge GPLK navikai (4.4.1.1 ¢ pav.) taip pat

dazési DMM CK.
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4.4.1.1 pav. DMM CK raiska GPLK ir GP audinio gabaléliuose
Teigiama DMM CK raiska ant CAM prigijusiame GPLK gabalélyje (a), naujai
susiformavusiame zidinyje ant CAM (b) bei CAM peraugusiame GPLK navike (c).
Teigiama DMM CK raiska ant CAM prigijusiame GP audinio gabalélyje (d) ir naujai
susiformavusiuose GP zidiniuose ant CAM (e)
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4.4.2. Imunohistocheminé reakcija j Ki 67 bei PLBA antikuinus ant
CAM prigijusiuose GPLK ir GP naviko gabaléliuose

Prigije GPLK naviko gabaléliai (4.4.2.1 a, b pav.), naujai susiforma-
vusios satelitinés GPLK metastazés bei infiltratyviai CAM atzvilgiu au-
gantys GPLK teigiamai reagavo j Ki-67 ir PLBA (4.4.2.1 ¢ pav.) reagentus
nuo ketvirtos naviko augimo ant CAM paros.

Ant CAM prigijusiuose GP naviko gabaléliuose (4.4.2.1 d, e pav.) bei
naujai susiformavusiuose papilomos zidiniuose nuo trecios paros po GP
implantavimo taip pat nustatyta teigiama imunohistocheminé reakcija |
Ki-67 bei PLBA (4.4.2.1 f pav.) reagentus.

Tose prigijusiy GPLK ir GP gabaléliy vietose, kur buvo teigiama Ki 67
reagento raiSka, ten pat rasti ir PLBA besidazantys lasteliy branduoliai
(4.5.2.1 cpav.ir4.5.2.2 fpav.).

Siais reagentais buvo nudazyti ir kontroliniai GPLK ir GP gabaléliai. Ki
67 ir PLBA raiska minétuose naviko gabaléliuose tai pat buvo vertinta kaip
teigiama.
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4.4.2.1 pav. Prigijusiy GPLK ir GP naviko gabaléliy raiska j Ki 67 ir
PLBA antikiing
Ki-67 raiska prigijusiame GPLK naviko gabalélyje 10% (a) ir 40% (b), PLBA raiska GPLK
gabalélyje bei infiltratyvus jo augimas CAM atzvilgiu. Ki 67 raiska prigijusiame GP naviko
gabalélyje 10% (c) ir 40% (d) bei PLBA raiska GP gabalélyje.
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4.4.3. Imunohistocheminé eksperimentiniy CAM reakcija | anti
MMP 9 antikiing

Tiesiai po implantuotu GPLK (4.4.3.1 a pav.) ir GP (4.4.3.1 b pav.)
naviko gabaléliu, vis€¢iuko embriono CAM mezenchimoje stebéta teigiama
anti MMP 9 raiSka. Anti MMP 9 reagentu dazési tos CAM lastelés, kurios
H&E dazytuose CAM pjiviuose buvo vertintos kaip heterofilai. Siy lasteliy
sankaupos, taip pat ir teigiama anti MMP 9 antiktino raiSka stebéta aplink
CAM mezenchimos kraujagysles centriniuose ir gretimuose CAM regéjimo
laukuose.
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4.4.3.1 pav. Anti MMP 9 raska visciuko embriono CAM po GPLK (a)
ir GP (b) implantu

CAM mezenchimoje, tiesiai po GPLK metastazémis ir naujai susifor-
mavusiais GP Zidinukais bei aplink CAM mezenchimg infiltravusius GPLK
navikus taip pat rastos sankaupomis iSsidésCiusios, vis¢iuko heterofilus
primenancios lastelés, pasizymincios teigiama anti MMP 9 raiska.

4.4.4. Histocheminé Sambukus nigra lektino raiSka GPLK ir GP
naviko gabaléliuose bei CAM

Kontrolinése vis¢iuko embriono CAM Sambukus nigra lektino raiska
rasta CAM endotelio lastelése, o ryskiausiai dazési CAM kraujagysliy sie-
nelés (4.4.4.1 pav.).
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4.4.4.1 pav. Lektino raiSka kontrolinés grupés visciuko embriono CAM

IStyrus 1 parg ant CAM augusiy GPLK ir GP naviko gabaléliy reakcija i
lektina, jo teigiama raiSka stebéta tik CAM kraujagysliy endotelio lastelése,
taciau nuo tre¢ios GPLK ir GP augimo ant CAM paros teigiama Sambukus
nigra lektino raiska nustatyta eksperimentiniy CAM kraujagysliy endotelio
lastelése bei prie CAM prigijusiy GPLK (4.4.4.2 a pav.) ir GP (4.44.2 ¢
pav.) naviko gabaléliy audinyje, juose aptikta ir j visciuko eritrocitus
panasiy lasteliy, kurios buvo stebimos ir H&E dazytuose preparatuose.

4.4.4.2 pav. Lektino raiska ant CAM prigijusiuose GPLK ir GP audinio
gabaléliuose
Sambukus nigra lektino raiSka prigijusiame GPLK gabalélyje matosi lektinu nusidaziusios
embriono kraujagyslés GPLK gabalélio audinyje (a). Teigiama lektino rai$ka infiltratyviai
CAM atzvilgiu augan¢iame GPLK gabalélyje (b). Teigiama lektino raiska ir viséiuko
eritrocitai prigijusiame GP audinio gabalélyje (c)
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Tuose GPLK naviko gabaléliy audiniuose, kurie prasiskverbé j vis¢iuko
embriono CAM bei jg infiltravo, taip pat nustatyta teigiama reakcija ]
Sambukus nigra lektino antikiing (4.4.4.2 b pav.).

4.5. GPLK ir GP augimo pobiidZio Zmogaus organizme ir vi§¢iuko
embriono CAM palyginimas

4.5.1. GPLK ir GP audinio gabaléliy prigijimo ant viS¢iuko

paimti, duomenimis

Eksperimento metu GPLK navikai ant vis¢iuko embriono CAM prigijo
vidutiniskai 94 proc. daznumu (PI 92,26-94,88 proc.), 0 GP — vidutiniSkai
73 proc. daznumu (PI 68,74-77, 76 proc.) i§ 100 proc. GPLK audiniai
prigijo statistiSkai patikimai dazniau nei GP gabaléliai (p = 0,001).

Nustatyta, kad GPLK audinio prigijimo daznumas nebuvo susijgs su
paciento naviko iSplitimo lygiu T (pagal TNM Kklasifikacijg). T1 navikai ant
vis¢iuko embriono CAM prigijo 99,4 proc. atvejais, t. y. dazniau nei T4
navikai (95 proc.), bet Sis skirtumas nebuvo statistiSkai reikSmingas
(p = 0,845). T2 navikai prigijo reciau nei T4 ir T1 (p = 0,001), taciau Sie
skirtumai neturi praktinés reikSmes ieSkant sgsajy su klinikine GPLK eiga.
O tie GPLK navikai, kuriy lgstelés buvo mazai diferencijuotos ant CAM
prigijo dazniau nei vidutiniSkai ar gerai diferencijuoti GPLK navikai,
atitinkamai: G1 diferenciacijos laipsnj atitik¢ GPLK audinio gabaléliai ant
vi§¢iuko embriono CAM prigijo re¢iau nei G2 ar G3 (p = 0,001). Blogos
diferenciacijos GPLK audinio gabaléliai (G3), prigijo daZniau nei vidutinés
diferenciacijos (G2) gabaléliai, tacCiau Sis skirtumas nebuvo statistiSkai
reikSmingas (p = 0,798) (4.5.1.1 lentelé).
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4.5.1.1 lentelé. GPLK iSplitimo lygio bei diferenciacijos laipsnio zmogaus
gijimui ant visciuko embriono CAM

organizme jtaka GPLK gabaléliy pri

GPLK GPL.K. GPLK GPL.K.
v 1o gabaléliy . o . gabaléliy
iSplitimo rigiiimo diferenciacijos rigiiimo
lygis prigiy P laipsnis prigl) P
T daZnumas G daZnumas
proc. proc.
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 - gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma. G — naviko diferenciacijos laipsnis.
T - naviko idplitimo lygis.

Palyginome GPLK audinio geb¢jimg suformuoti naujus Zzidinius ant
vi§¢iuko embriono CAM ir jo metastazines savybes zmogaus, i§ kurio
GPLK audinio gabalélis paimtas, organizme. Nustatéme, jog tos GPLK,
kurios po gerkly dalies ar visy gerkly Salinimo operacijos paciento orga-
nizme metastazavo | atokigsias nuo gerkly sritis, patikimai dazniau plito ir
ant vis¢iuko embriono CAM. Si tendencija statistiskai reikmingai pa-
sireiske ketvirtg parg po GPLK audinio implantacijos ant CAM (p = 0,002)
(4.5.1.2 lentelé).

4.5.1.2 lentelée. GPLK poveikio visciuko embriono CAM palyginimas su
klinikine GPLK eiga paciento — ,,donoro“ — organizme

Vidutinis GPLK Vidutinis GPLK iSplitimo
Paros po . o 1o 5 .
GPLK Atveju iSplitimo Zmogaus organizme
imolantaciios skaicius ant CAM daZnumas po naviko Salinimo P

P L daZnumas operacijos
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 - gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma. CAM - chorioalantojiné membrana.

Tyrimo metu nustatyta, kad GP gabaléliy prigijimo daznumas ant vis-
¢iuko embriono CAM statistiSkai reikSmingai buvo susijes su GP recidyvy
daznumu iki endolaringinés GP operacijos. Apskaiciuota, jog kuo daznesni
buvo GP recidyvai paciento anamnezéje, tuo didesnis Siy gabaléliy
prigijimo ant CAM procentas (r = 0.43, p = 0,001). Taciau, didesné¢ GP
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iSplitimo apimtis, vertinant pagal Derkay/Coltrera indeksa, nebuvo susijusi
su GP audinio gabaléliy geresniu prigijimu ant CAM (p = 0.49).

Tie GP audinio gabaléliai, kurie ,,i$sis¢jo* ant vis¢iuko embriono CAM
pavirSiaus, buvo paimti i§ pacienty, kuriems iki endolaringinés GP Salinimo
operacijos GP recidyvavo vidutiniskai 5,45 kartus. Tai yra vidutinisSkai 2,1
epizodu daugiau nei ty GP gabalé¢liy, kurie po implantacijos ant CAM
prigijo, bet nesuformavo naujy Zidiniy (p = 0,001). Sie skirtumai pradéjo
rySkéti jau nuo trecios paros po GP implantacijos (p = 0,001), isliko praéjus
ir keturioms paroms po implantacijos (p = 0,001) (4.5.1.3 lentelé).

45.1.3 lentelé. GP poveikio visciuko embriono CAM palyginimas su
klinikine GPLK eiga paciento —,,donoro* — organizme

Vidutinis naujy GP | Vidutinis GP recidyvy
Paros po GP Atvejuy Zidiniy daZnumas iki
implantacijos | skai€ius susiformavimo endolaringinés GP P
daZnumas ant CAM operacijos
2 24 0,6 3,6 0,188
3 40 0,7 47 0,001
4 16 0,58 5,08 0,001

GP - gerkly papiloma. CAM - chorioalantojiné membrana.

4.5.2. Visciuko embriono CAM kraujotakos poky¢iai po GPLK ir GP

POZymiais

Tiek po GPLK, tiek po GP audinio gabaléliy implantacijos ant vis¢iuko
embriono CAM buvo stebétas statistiSkai patikimai padidéjes kraujagysliy
skai¢ius eksperimentiniy CAM mezenchimose, palyginti su kontrolinés
grupés mezenchimomis (p = 0.001).

Nustatéme, kad CAM kraujagysliy Kiekis neturéjo jtakos GPLK audinio
gabaléliy prigijimo daznumui ant eksperimentinés membranos (p = 0,3). Be
to, neradome statistiSkai patikimo CAM kraujagysliy skaiciaus skirtumo po
T1, T2 ar T3 naviko iSplitimo lygio, implantavus GPLK gabalélius
(p =0,708). Taciau rastas statistiSkai patikimas CAM kraujagysliy Kiekio
skirtumas implantavus skirtingo diferenciacijos laipsnio GPLK, atitinkamai:
blogos diferenciacijos GPLK audinio gabaléliai, palyginti su vidutiniSkai ar
gerai diferencijuotais GPLK implantais, reikSmingai padidino CAM krau-
jagysliy kieki (p = 0.001). Nustatyta, jog implantavus G3 diferenciacijos
laipsnio GPLK audinio gabalélius ant vis¢iuko embriono CAM, joje rasta
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vidutiniskai 13 kraujagysliy daugiau, nei implantavus G2 navika (p = 0,001)
ir 9,3 kraujagyslémis daugiau nei G1 navika (p = 0,003) (4.5.2.1 lentelé). Be
to, tose eksperimentinése membranose, kur statistiskai reikSmingiau daugéjo
kraujagysliy, patikimai dazniau susiformavo ir atokiosios GPLK metastazés
ant CAM (p = 0,003).

4.5.2.1 lentelé. Vidutinis CAM kraujagysliy kiekio skirtumas implantavus
G1, G2 ir G3 diferenciacijos laipsnio GPLK navikus

diferff:;zﬁi{l::;:i() snis Vidutinis CAM kraujagysliy
GJ P kiekio skirtumas p
G3/ Gl 9,3 0,003
G3/ G2 13 0,001

GPLK - gerkly plokséiyjy lasteliy karcinoma.

Nustatéme, jog CAM kraujagysliy kiekis neturéjo jtakos GP audinio
gabaléliams prigyjant ant CAM (p = 0.3). Be to, nenustatytos ir reikSmingos
koreliacijos tarp kraujagysliy skaiCiaus eksperimentinése CAM ir GP
Derkay/Coltrera indekso dydzio (r = 0.03, p = 0.76) bei tarp CAM
kraujagysliy Kiekio ir naujy GP Zzidiniy susidarymo ant CAM (r = 0.06, p =
0.725).
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5. DARBO REZULTATU APTARIMAS

5.1. Tyrime dalyvavusiuy pacienty demografiniy, epidemiologiniy ir
klinikiniy duomeny analizé

Kiek mums zinoma, tai pirmasis tokio tipo GP ir GPLK in vivo eks-
perimentinis modelis Lietuvoje ir pasaulyje. Siuo tyrimu sickéme nustatyti
minéty naviky iSraiSkas vis€¢iuko embriony CAM, taip pat GPLK bei GP

[sanalizavome ir nustatéme, kad implantuoti GPLK ir GP naviko
gabaléliai buvo paimti i§ pacienty, kuriy demografiniai, epidemiologiniai ir
klinikiniai rodmenys atitiko kitose studijose nurodomus. Pavyzdziui, visi
pacientai, kuriy GPLK navikinius audinius naudojome implantacijai ant
viS¢iuko embriono CAM, buvo vyrai. Kaip nurodoma kity tyréjy publi-
kacijose, gerkly srities karcinoma vyrai serga vidutiniSkai 4 kartus dazniau
nei moterys [44, 87]. Be to, miisy studijoje dalyvavusiy pacienty amziaus
vidurkis sieké (54 £ 7 m), GPLK diagnozés nustatymo metu taip pat atitiko
literatiroje nurodomus GPLK pasireiSkimo 51,5-63 paciento gyvenimo
metus [37, 44, 87]. Daugiau nei pusei musy eksperimente dalyvavusiy
pacienty (66 proc.) buvo nustatytas T1 ir T2 naviko iSplitimo lygis,
skirtingai, nei nurodo K. Markou ir bendraautoriai (2013). Siy autoriy
literatiiros apzvalgoje teigiama, kad Graikijos ryty regione dazniausiai
(52 proc. atvejy) buvo aptinkami iki T3 ir T4 lygio iSplite¢ GPLK [88].
Taciau tiek minétoje literatiros apzvalgoje (85 proc.), tieck miisy klinikoje
dél GPLK operuotiems pacientams (83 proc.) dazniausiai buvo nustatomas
G1 ir G2 naviko diferenciacijos laipsnis, o tre¢dalis studijoje dalyvavusiy
pacienty, kaip ir kity studijy duomenimis, neiSgyveno 5 mety laikotarpio,
progresavus GPLK [87, 88].

Skirtingai nei GPLK, GP sirgusiy miisy ekperimento dalyviy amzius
buvo jvairus (34 * 21 m), o pasiskirstymas tarp ly¢iy — panaSus, t. y.
eksperimente naudoti 7 motery ir 6 vyry GP audiniai. Literatiroje apraSoma,
kad GP gali pasireiksti tiek jauname, tiek vyresniame amziuje [8]. Vaiky
amziaus grup¢je GP pasireiSkia vienodai daznai berniukams ir mergaitéms,
kaip ir suaugusiyjy populiacijoje, kartais nezymiai santykj persveriant
vyriskos lyties pacientams [89]. Vertinant pagal Derkay/Coltrera indeksa,
musy studijoje dalyvavusiy pacienty papilomy iSplitimas buvo vidutinis,
t.y. 7 £ 3 baly, o recidyvy skaicius iki endolaringinés GP Salinimo ope-
racijos taip pat, kaip ir kity autoriy duomenimis, buvo jvairus, t. y. nuo 0 iki
40 karty [6, 22, 24, 90].
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Taigi, eksperimentui naudojome skirtingo amziaus, lyties ir skirtingos
klinikinés eigos, taciau tipisky Siomis ligomis serganciy pacienty GPLK ir
GP audinius.

5.2. GPLK ir GP naviko gabaléliy augimo ant CAM ir jos
histomorfometriniy parametry aptarimas

Daugelyje moksliniy studijy, kur eksperimentine Zzmogaus naviky augi-
mo terpe pasirinkta vis¢iuko embriono CAM, tyrimams buvo naudojamos
lasteliy kultaros, pavyzdziui, dauginés mielomos Igstelés [91], melanomos
[92], neurobalstomos [93], glioblastomos [94] ir kitos [33]. Literatiiroje
aptariama, jog, eksperimentui naudojant Igsteliy kultdiras, jy in vitro ir in
VIVO augimo ypatybés gerokai skiriasi nuo zmogaus naviko audiniy, kuriuos
sudaro heterogeniskos, t. y. tiek navikinés, tiek jungiamojo audinio Igstelés,
poveikio eksperimentinei terpei [95] . Yra nustatyta, kad iSgrynintos naviko
lastelés skiriasi nuo pirminio naviko ne tik histologine sandara, bet ir
genetine sudétimi [96]. Todé¢l, atliekant eksperimentus su zmogaus naviky
audiniais, galima tikétis maksimaliai natiiralios jy raiskos in vivo terpése,
palyginti su tiriamy naviky klinikine eiga paciame paciento organizme [95].

D¢l Sios priezasties savo moksliniams tyrin¢jimams naudojome Zmogaus
GPLK ir GP audiniy gabalélius. Kaip eksperimenting terpe pasirinkome
vis¢iuko embriono CAM dél puikios CAM medziagy apykaitos, geros
kraujotakos ir vélai susiformuojancios imuninés sistemos (18-a inkubacijos
para) [70]. Pasirinkti vi§¢iuko embriono CAM mus paskatino ir pakankamai
nesudétingai, palyginti greitai atliekami tokio tipo moksliniai tyrinéjimai, ir
santykinai nedideli eksperimento kastai [69, 70].

Remdamiesi S$iais duomenimis bei kity tyréjy aprasoma patirtimi,
implantavome GPLK ir GP naviko gabalélius ant vis¢iuko embriono CAM
pagal klasikine laikoma metodika [86] .

Nustatéme, kad dauguma (94 proc.) GPLK naviko gabaléliy buvo rasti
prigij¢ ant vis¢iuko embriony CAM, vertinant makroskopiskai, biomikro-
skopiskai bei histologiniu tyrimu (pjuviuose, dazytuose H&E). Taciau
pastebéjome, kad dalis embriony (27 proc.) su prigijusiais GPLK implantais
ant jy CAM tyrimo metu zuvo. M. Balke (2010), analizuodamas, kaip
vis¢iuko embriono CAM veikia zmogaus osteosarkomos Igstelés, nustaté,
jog tos osteosarkomos lasteliy linijos, kurios greitai suformavo solidinius
tumorus ant CAM ir/ar plito uz pirminio naviko riby, sukélé statistiSkai
reik§mingai daznesne embriony zut] nei niekuo neimplantuoty kontrolinés
grupés CAM embriony. Autoriai aiSkina, kad ant CAM prigij¢ zmogaus
navikai paskatina koaguliacijg vis¢iuko embriono kraujagyslése, dél to
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pastarieji zusta [97]. E. Malik ir bendraautoriai (2000) pastebéjo, kad
vi§¢iuko embriony gyvybingumas priklauso nuo endometriumo gabaléliy
implantacijos ant CAM paros, t. y. 8-10-3j3 inkubacijos paromis sukélus
eksperimenting CAM endometrioze, embriony mirtingumas padidéjo sta-
tistiSkai reikSmingai [98]. G. J. Petruzzelli ir bendraautoriai (1993) taip pat
nustaté, jog dalis embriony su GKPLK implantais ant jy CAM eksperimento
metu zuvo. Taciau dauguma GKPLK naviky, 30 atvejy (68 proc.) i§ 44,
prigijo ant gyvybingy embriony CAM ir/ar infiltravo jos mezoderma [99].

Literatiroje apraSomi ir kiti sékmingi piktybinés kilmés navikiniy
audiniy, pavyzdziui, Zmogaus hepatoceliulinés karcinomos [78], glioblas-
tomos [94], endometriumo adenokarcinomos [62], nazofaringinés karci-
nomos [100] prigijimo ant CAM atvejai, kuomet minéti navikiniai audiniai
ne tik auga ant CAM, bet ir sukelia jos morfologinius pokycius.

O piktybiniy naviky Igsteliy kultiiros, inokuliuotos ant vis¢iuko embriono
CAM, remiantis D. Ribatti (2014) duomenimis, praéjus 2-5 dienoms po
implantacijos, suformuoja vientiso tumoro konglomeratus, kurie véliau ant
CAM auga jau kaip solidiniai navikai [33]. Pastarieji, kaip nurodo Xue Xiao
ir bendraautoriai (2015), sukelia panaSius eksperimentinés membranos
morfologinius pokycius, kaip ir tos pacios rusies ant CAM implantuoti
naviko audiniai [100].

Per musy atliktg eksperimenta, nepiktybiniy gerkly naviky, t. y. GP
audinio gabaléliai, taip pat sékmingai prigijo ant vis¢iuko embriony CAM.
Dalis embriony (32 proc.) su prigijusiais GP audinio gabaléliais ant jy
CAM, tyrimo metu Zuvo. Mes manome, kad embrionai galéjo zati dél ty
paciy priezasCiy kaip ir GPLK grupéje. Taciau, skirtingai nei piktybiniy
gerkly naviky (GPLK), GP audinio implanty prigijimo procentas (62 * 24
proc.) buvo statistiskai patikimai mazesnis. Miisy duomenimis, literatiiroje
néra apraSyty moksliniy studijy, kuriuose biity palygintas piktybiniy ir
nepiktybiniy tos pacios anatominés srities naviky ar jy lasteliy kultiry
poveikis vis¢iuko embriono CAM. Taciau yra zinoma, kad nepiktybiniai
zmogaus navikai, kaip antai lipoma [101], kiausidés endometrioma [33] ar
meningioma [33] ne tik prigyja ir auga ant CAM, bet ir akivaizdziai
suaktyvina angiogenez¢ jos mezenchimoje [33, 101].

Idomu tai, jog implantuojant ant CAM nepatologinius, t. y. sveikos
zmogaus kiausidés fragmentus, Sie prigyja 92 proc. daznumu ir nesukelia
Zymios vi§¢iuko embriony Zities. Sioje studijoje néra analizuojamos emb-
riony gyvybingumo priezastys. Mes manome, kad implantuojant sveikus
audinius, pastarieji prigyja ir auga ant CAM, nesuzadindami patologiniy
CAM reakcijy, i$skyrus kraujotakos suintensyvéjimg po implantuotu au-
dinio gabaléliu. Sia prielaida patvirtina faktas, kad sveiki kiaugidés audiniai
neplito uz CAM riby ir/ar nesusiformavo nauji kiauSidés dariniai atokiose
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nuo implanto vietose [102]. Ir vis délto, V. Isachenko ir bendraautoriai
(2012) nustaté, kad kiausidés folikuly morfologiné struktara iSliko nepaki-
tusi net praéjus 5 dienoms po gabaléliy implantacijos [102]. Miisy studijos
metu implantuoti GPLK ir GP naviko gabaléliai ant vis¢iuko embriono
CAM augo nuo 2 iki 7 pary ir taip pat iSlaiké savo histologing strukturg iki
pat eksperimento pabaigos.

Tyrimui pasibaigus, CAM su prigijusiais GPLK ir GP audinio gabaléliais
buvo iSpjautos, o morfologiniai CAM poky¢iai jvertinti objektyviais tyrimo
metodais. Atlike histomorfometrinius matavimus, pasteb&¢jome, jog tiesiai
po prigijusiais GPLK ir GP implantais ir $alia jy esaniose CAM srityse
eksperimentinés CAM statistiskai patikimai sustoréjo, palyginti su kontaro-
linémis membranomis. Literatiiroje nurodoma, kad intaktinés CAM storis
gali varijuoti nuo 20 iki 100 pm [69]. Miisy duomenimis, vidutinis kont-
rolinés CAM storis buvo 37 £ 6 pm, t. y. varijavo nuo 11 iki 122 pm storio,
vadinasi, visiSkai atitiko literatiiroje nurodomus niekuo nepaveiktos CAM
parametrus. Taciau eksperimentinés CAM storis po GPLK implantais
vietomis sieké net 813 pum, o GP grupéje — iki 528 pum. Kadangi vis¢iuko
embriono CAM yra apibiidinama kaip labai heterogeniska in vivo terpé, o
jos parametrai, yra zinoma, blna skirtingi embrionui augant [63, 64, 69],
eksperimentiniy ir kontroliniy CAM morfometrinius matavimus atlikome
skirtingomis embriony inkubacijos paromis. Miisy duomenimis, jau devintg
inkubacijos para, t. y. praéjus vos 2 paroms po GPLK ir GP audiniy implan-
tavimo, tiek pati CAM, tiek jos, epitelis palyginti su kontrolinémis CAM
riek§mingai sustoréjo. Sie poky¢iai buvo matomi ir visas kitas (10-13)
inkubacijos paras. Tuomet palyginome tos pacios (11-0sios) inkubacijos
paros membranas, esant skirtingam implanty ekspozicijos ant jy laikui.
Pastebéjome, kad ilgéjant GPLK augimo ant CAM trukmei, storéja pati
CAM, o chorionis epitelis iSlieka panaSaus storio 2, 3 ir 4-gjg parg po
implantacijos. Be to, pati CAM 9, 10 ir 12-3j3 inkubacijos paras rasta statis-
tiskai patikimai storesné GPLK grupéje, palyginti su GP grupe.

Remdamiesi kity autoriy patirtimi, galime numanyti, kad CAM sustoréjo
dél edemos ar nespecifinés uzdegiminés visciuko embriono reakcijos |
GPLK ir GP implantg [27]. Literattroje aptariama, kad CAM mezenchima
gali persiorganizuoti veikiama implantuoto naviko gabalélio ar lgsteliy
kultiiros mechaninés jégos [103], taip pat dél implanto Igsteliy augimo
faktoriy poveikio. Pastarieji, kaip yra zinoma, sukelia fibrocity proliferacija,
podraug ir pacios mezenchimos storéjima [104]. Miisy atlikto tyrimo metu
GPLK audinio gabaléliai 32 proc. membrany reikSmingai sutankino CAM
epitelj bei suformavo epitelines CAM iSaugas, literatiiroje vadinamas
,liezuviais® (tongues). Pastarieji yra laikomi tipisku karcinomos pozymiu
zmogaus gleivingje ir yra interpretuojami kaip naviko plitimas j gilesnius
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gleivinés sluoksnius [105]. Mes pastebéjome, kad dalis GPLK implanty ant
vi§¢iuko embriono CAM augo infiltruodami CAM epitelj ir jos mezoderma
ar tiesiog ja ,,peraugo. GPLK navikai, galbiit, d¢l tokio infiltruojancio
augimo pobiidzio ant CAM, panaSiai kaip ir zmogaus gleivinése suinten-
syvino augimo faktorius, paskatino membranos persiorganizavimo ir fibro-
city proliferacijos procesus. Panasius GKPLK augimo ant CAM rezultatus
apraso G. J. Petruzzelli su bendraautoriais (1993). Jy atliktame eksperi-
mente dalis naviko implanty taip pat penetravo ir infiltravo CAM me-
zenchimas, indukavo jy sutankéjima bei zymy CAM kraujotakos suinten-
syvéjima [99, 106]. T. Strojnik ir bendraautoriai (2010), atlike bandymus su
piktybiniy naviky (glioblastomos) Iasteliy kulturomis, pasteb¢jo, jog,
susiformavus solidiniams tumorams ant vis¢iuko embriono CAM, navikinés
glioblastomos lgstelés plito i gilesnius CAM sluoksnius pagal stambiausios
mezenchimos kraujagyslés sienelg, sukélé vieting jungiamojo audinio
infiltracija bei nespecifing uzdegiming reakcija. Taigi, embriono uzdegimi-
nés lastelés (limfocitai ir granuliocitai), kaip nurodo autoriai, kaupési aplink
mezenchimon plintan¢ias glioblastomos naviko lasteles ir CAM krauja-
gysles [84]. O Stai, Min Liu su kolegomis (2013) implantaves GKPLK
lasteliy ant vis¢iuko embriono CAM pastebejo, jog Sios per 3 augimo ant
CAM paras ne tik suformavo vientisus naviko gabalélius ir pazeidé cho-
rioninio epitelio pamating membrang, bet ir penetravo embriono krauja-
gyslés sienele ir iSplito po CAM mezenchimg bei vis¢iuko embriono vidaus
organus [107].

Palyginti su GPLK naviky poveikiu CAM ir jos struktaroms, GP audinio
gabaléliai reikSmingiau paveiké chorioninj epitelj, kuris (10-3j3 parg) storéjo
labiau nei GPLK grupéje. Ilgéjant GP ekspozicijos ant CAM laikui (12-3j3
para), t. y. 4-3ja para po GP implantacijos, CAM epitelis buvo labiau
sustoréjes nei tre¢ig. Vyraujantis Sios grupés membrany pozymis — epitelio
sutankéjimas ir Zymus jos sluoksniy padaugejimas. GP implanty jtakoje taip
pat formavosi epitelinés CAM iSaugos, nukreiptos mezenchimos link.
Zmogaus gleivingje tokio tipo ZPV viruso sukeltas ,liezuvéliy forma-
vimasis yra vadinamas akantoze [108]. Svarbu tai, jog né vienoje $iy mem-
brany nebuvo paZeistas chorioninio epitelio pamatinés membranos sluoks-
nis.

Kadangi gerkly papilomos navikai vis¢iuko embriono CAM anksciau
nebuvo tirti, misy tyrimo metu gauty duomeny negalime palyginti su kity
autoriy patirtimi. Taciau studijy, aprasanciy nepiktybiniy zmogaus naviky,
kaip antai lipoma, meningioma ar kiausidés endometrioma poveikj visé¢iuko
embriono CAM yra. Jose neanalizuojamas $iy naviky poveikis CAM epi-
teliui, ta¢iau zinoma, jog né vienas i§ minéty implanty neaugo infiltratyviai
ir nepazeidé CAM epitelio pamatinés membranos sluoksnio [33, 101].
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Publikacijy apie eksperimentiniuose tyrimuose naudotus kitus gyviny
modelius GP patofiziologiniams veiksniams iSsiaiSkinti literattiroje taip pat
néra daug [28]. Tokio tipo tyrimai atlieckami su eksperimentinémis pelémis
[20], triuSiais [20] bei Sunimis [29, 30]. Taciau, tik viename i$ jy buvo tirtas
GP poveikis eksperimentinio gyviino gleivinei. Studijos metu nustatyta, kad
injekavus ] gerkly ir skruosto srities pogleivi GP lasteliy suspensijg, injek-
cijos vietose per SeSias savaites susiformuoja papilomos navikai. Autoriai
apraSo, kad pastarieji greitai plinta apkréstos gleivinés lygyje, taciau
neapraso suns — GP ,,recipiento” — gleivinés histomorfologiniy ypatumy po
GP implantacijos [30].

Taigi, trukstant ziniy apie GP poveiki CAM epiteliui ir/ar gyviiny
gleivinei, pabandéme nubréZzti sgsajas tarp GP poveikio vis¢iuko embriono
CAM ir Zzmogaus organizmo. Moksliniais tyrimais pagristais duomenimis,
7PV infekuoja tik baziniame epitelio sluoksnyje esan¢ias zmogaus gleivinés
lasteles, t. y. tik tas epitelio Iasteles, kurios geba aktyviai daugintis. Papi-
lomai augant, zmogaus gerkly epitelis storéja. Nesant GP supiktybéjimo
pozymiy, papilomy invazija j gilesnius zmogaus gleivinés sluoksnius
nevyksta, t. y. liga pasireiskia tik egzofitiniu naviko augimu [24]. Rem-
damiesi Siomis ziniomis, mes darome prielaida, kad GP audiniams augant
ant viS¢iuko embriono CAM, nekontroliuojamas Igsteliy dauginimasis taip
pat vyksta tik chorioninio epitelio lygyje, panaSiai kaip ir Zmogaus glei-
vinése. Be to, eksperimento metu pastebéjome, kad papilomos augo for-
muodamos specifing ,,matricg* (pléve) aplink GP implanta, kurios padéjo
GP lgsteléms plisti j gretimas CAM sritis. Kokia Sios ,,matricos* kilmé bei
reiksmé GP patogenezéje, paaiSkinimo rasti nepavyko literatiroje. Viru-
sologijai skirtuose straipsniuose ir vadovéliuose yra teigiama, jog, daugumai
virusy kultiiry augant ant CAM, kultiiry aplikacijos vietoje ir aplink jas
formuojasi vadinamasis ,,raupas* (pock), lydimas chorioninio epitelio ir
pagios CAM edemos. Sio ,raupo® buvimas, kaip teigiama, yra tipiskas
viruso augimo ant vis¢iuko embriono CAM pozymis [109]. Taigi, minétos
plévés susiformavimas miisy tyringjamose membranose taip pat gali biiti
/PV i3raiska vis¢iuko embriono CAM. Be to, mes manome, kad §i ,,mat-
rica® ne tik dalyvavo GP plintant ant CAM, bet ir galéjo biiti dar viena
chorioninio epitelio stor¢jimo priezastimi. Taciau minétoms prielaidoms
patvirtinti reikalingos tolesnés implantuoty GP audiniy ant CAM studijos.
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5.3. Histomorfometriniai CAM angiogenezés ypatumai praéjus 2, 3 ir
4 paroms po GPLK ir GP naviko gabaléliy implantacijos

Visciuko embriono CAM yra zinoma kaip biologiné terpé, kurios gerai
iSsivystes kraujagysliy tinklas yra optimali sglyga lasteliy kultiiry ir/ar
naviko audiniy implantacijai [68, 69, 110]. Dauguma piktybiniy ir ne-
piktybiniy Zzmogaus naviky ar i$ jy gautos lasteliy kultiiros yra tyriné¢jamos
ant CAM bitent angiogeneziniu pozitriu. Mokslininkai vis dar mano, kad
naviky formavimosi, augimo ir plitimo potencialas priklauso nuo jo krau-
jotakos intensyvumo [99]. Vieni pirmyjy CAM vaskuliarizacijos ypatumus
po naviky implantacijos tyrin¢jo D. Knighton ir bendraautoriai (1977). Jie
nustaté, kad vis¢iuko embriono CAM epitelis iki 10-osios jo inkubacijos
paros pasizymi stipriu mitotiniu aktyvumu, todél, implantavus navikus
8-10-3j3 embriono inkubacijos parg, nustatoma aiski CAM kraujagysliy
reakcija j implantg. Taciau, navikus implantavus 11-gja inkubacijos parg ir
véliau, pastarieji neprigyja [77]. Dél Sios priezasties GPLK ir GP naviko
gabaléliy implantacijas suplanavome 7-9-3j3 embriony inkubacijos para.
Remdamiesi ziniomis apie skirtingy naviky ar lgsteliy kultiry poveikj
vis¢iuko embriono CAM [33], angiogeninio CAM atsako j GPLK ir GP
audinio implantus tikéjomés. Miisy tikslas buvo iSsiaiskinti, ar GPLK ir GP
sukelia reikSmingesn¢ angiogeneze nei kontrolingje grupéje ir kaip skiriasi
abiejy eksperimentiniy grupiy CAM vaskuliarizacijos intensyvumas.

Nustatéme, kad jau nuo antros paros po GPLK ir GP implantacijos ant
CAM jy mezenchimose prad¢jo statistiSkai patikimai daugeti kraujagysliy,
kuriy spindis buvo didesnis nei 8 um, palyginti su kontrole. Be to, Sios
kraujagyslés pradéjo orientuotis naviko implanto augimo kryptimi. Identiska
CAM angiogenezés mechanizmg savo literatiros apzvalgose apraso D.
Ribatti ir bendraautoriai (2014), kurie teigia, kad pirmagsias 24 val. po na-
viko gabalé¢lio ar lasteliy kultiiros implantacijos vyksta intensyvi vazodi-
latacija [33, 62], po to daugéja smulkiyjy kapiliary, jie krypsta implanto
gabalélio link [33]. Per kitas 48 val. CAM kraujagyslés penetruoja implan-
tuotg naviko gabalélj ir apripina jj viséiuko krauju [33]. N. Sliwinskos ir
bandraautoriy teigimu (2015), egzistuoja 2 naviko gabaléliy prigijimo ant
CAM mechanizmai. Autoriy nuomone, implantavus patologinj audinj ant
CAM, formuojasi periferinés anastomozés tarp naviko ir CAM kraujagysliy,
kurios uztikrina prigijusio gabalélio mitybos funkcijas, arba CAM krauja-
gyslés jauga | implantg ir taip apriipina jj embriono krauju ir maisto me-
dziagomis [36]. Savo moksliniame darbe nesiaiSkinome, kuriuo budu GPLK
ir GP implantuose vyksta kraujotakos persiorganizavimas, ta¢iau nustatéme,
kad nuo treCios paros po gabaléliy implantacijos vis¢iuko kraujagyslés
apriipino prigijusius naviko audinius embriono maisto medziagomis. Sie
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pozymiai buvo identifikuoti tuomet, kai ant CAM prigijusiuose GPLK ir GP
audiniuose aptikome branduolj turinciy vis¢iuko eritrocity. Xue Xiao ir
bendraautoriai (2015) taip pat identifikavo branduolétas kraujo lasteles prie
CAM prigijusiuose nosiaryklés karcinomos gabaléliuose bei solidinius
tumorus suformavusiose tos padios risies naviko lasteliy kultirose. Siuos
pozymius autoriai pastebéjo praéjus 72 val. po naviko implantacijos, taigi,
tuo paciu metu kaip ir mes nustatéme savo eksperimente [111].

Jdomu pastebéti, jog 9-aja, 10-3ja ir 12-gjg inkubacijos paromis (t. y.
pragjus 2, 3 ir 4 paroms po gabaléliy implantacijos) CAM kraujagysliy
skiekis GPLK ir GP grupése statistiSkai patikimai padidéjo, formavosi
aiSkus vadinamasis stipininis ratelis (spoked-wheel) aplink implantus, taciau
Sie pokyciai nebuvo priklausomi nuo naviko kilmés.

Lyginamaja naviko implanty ant CAM studijg atliko D. Auspruk ir
bendraautoriai (1975), jie nustaté, jog tiek piktybiniai ziurkés navikai
(Walker256 karcinoma), tiek sveiko ziurkés audinio (ruozZuotyjy raumeny,
Sirdies, kepeny, inksty) implantai indukuoja CAM angiogenezg, taCiau
pastarieji sukelia statistiSkai patikimai maziau iSreik§ta CAM kraujagysliy
proliferacijos procesa, palygintit su piktybiniais navikais [76]. Literattroje
apraSoma, kad zmogaus melanoma [33], osteosarkoma [97], glioblastoma
[94], galvos ir kaklo ploks¢iyjy lasteliy karcinoma [99], nosiaryklés ploks-
¢iyjy lasteliy karcinoma [111] ir kiti piktybinés kilmés navikai, taip pat
nepiktybiniai navikai t. y. kiau$idés endometrioma [33], meningioma [33],
lipoma [101] ir sveikos kiausidés audinio gabaléliai indukuoja CAM angio-
genezés procesus [102]. Taciau né vienoje $iy eksperimentiniy studijy
nebuvo lygintas tos pacios anatominés srities piktybinio ir nepiktybinio
naviko angiogeninis efektas visc¢iuko embriono CAM. Be to, nebuvo nu-
statytas ir nepiktybinés kilmes naviko plitimas CAM struktiromis, skirtingai
nei misy tyrimo metu, kur GP navikai jau nuo trecios augimo ant CAM
paros suformavo satelitinius pirminio naviko darinius ant membranos
pavirsiaus.

Naviky implantavimo ant vi§¢iuko embriono CAM metodikos klasiku
laikomas D. Knighton (1977) teigia, kad neoangiogenezés lyginamagsias
studijas su prigijusiais naviko gabaléliais efektyviausia atlikti nuo 11-osios
inkubacijos paros, kai mitotinis pa¢ios CAM ir jos epitelio aktyvumas yra
minimalus. Autoriaus nuomone, $iuo inkubacijos periodu ir véliau galima
aiSkiai atskirti, kuris navikas sukelia zymesnj angiogeninj efekta, nes vas-
kulogenezei nedaro jtakos pacios CAM augimo faktoriai [75]. Misy
eksperimento rezultatai (iSkyrus 11-0sios inkubacijos paros) visgi rodo, jog,
nepaisant inkubacijos trukmés (9-3ja, 10-3ja ir 12-3j3 inkubacijos parg), tick
GPLK, tieck GP audinio implantai sukélé panaSaus lygio angiogeneze
vis¢iuko embriono CAM.
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Labai svarbiu misy eksperimento rezultatu laikome nustatyta angio-
genezeés skirtumg tarp membrany, kuriose GPLK metastazavo ant CAM ir
nemetastazavo. Mes pastebéjome, kad statistiSkai reikSmingai didesnis
kraujagysliy skaic¢ius buvo tose CAM (p = 0.003), kur GPLK implantai
suformavo atokigsias MTS, nei tose, kur GPLK nesuformavo MTS ant
eksperimentinés CAM. Balke M. ir bendraautoriai (2010) taip pat pastebéjo,
jog tos osteosarkomos Igsteliy linijos, kurios iSplito ant vis¢iuko embriono
CAM, sukélé labiau iSreikSta angiogeneze¢ nei tos, kurios nesuformavo
atokiyjy osteosarkomos MTS [97]. M. Cecilia Subauste ir bendraautoriai
(2009) nustaté, kad implantavus metastazinio SW620 ir nemetastazinio tipo
SW480 storosios Zarnos vézio lasteles, kraujotakos pokyciai tarp iy grupiy
buvo akivaizdis, t. y. pirmojo tipo Igstelés indukavo statistiSkai reikSmin-
gesne angiogeneze nei SW480 tipo lastelés [112].

Visciuko embriono CAM vaskuloproliferacinis atsakas j GPLK ir GP
implantus, taip pat naviko gabaléliy ir naujai susiformavusiy atokiyjy GPLK
ir GP dariniy perfuzija vis¢iuko krauju buvo patvirtinta taikant in vivo
biomikroskopijos bei fluorescenCinés stereomikroskopijos tyrimo metodus.
Kadangi vis¢iuko embriono CAM yra plona, permatoma biologiné struk-
tira, tyrimai su jvairaus bangos ilgio fluorescuojanc¢iomis medziagomis gali
buti taikomi analizuojant naviko implanty sukeltos angiogenezés ypatumus
realiu laiku [36]. Eksperimento metu pastebéjome, kad, praéjus 5 paroms po
GPLK ir GP implantacijos, j stambiausia CAM kraujagysle suSvirkstas
fluorescuojantis dekstranas per 5 min. pasiskirsté implanty krastuose, 6-3j3
parg po implantacijos gabaléliai Svytéjo intensyviau, o 7-3ja parg nustatyta
pilna implantuoty naviko gabaléliy perfuzija vi§¢iuko embriono krauju. Sie
naviko gabaléliai ir jy satelitiniai dariniai ant CAM visame savo plote émé
Svytéti tokiu intensyvumu, kaip ir fluoresceinu injekuota CAM kraujagyslé.

Daugumoje moksliniy studijy fluoresceinu Zymimos implantuojamo
naviko lgstelés ir analizuojamas jy plitimas vi§¢iuko kraujotakos tinkle ar po
embriono organus [68, 111]. Tac¢iau aptikome vieno tyrimo studijg, kai ant
vis¢iuko embriono CAM buvo implantuotos odos epidermoido (HEp3) ir
kriities vézio (MDA-MB435) lasteliy linijos. Tuomet, kai Sios naviky
lastelés suformavo solidinius tumorus ant CAM, buvo tyrin¢jami kraujo-
takos pokyciai prigijusiuose navikuose prie$ suleidziant ]| CAM kraujotaka
angiogeneze¢ veikian¢iy medziagy ir po to. Nustatyta, jog epidermoido ir
kraties vézio navikai, kuriems kartu su fluoresceinu buvo injekuota ir
minétos medziagos, Svytéjo Zymiai intensyviau ir didesniame naviko plote,
nei tie, kuriems injekuotas tik fluoresceinas [113]. Tokiy studijy, kuriose
biity vertinama naviko audiniy perfuzija vi§¢iuko embriono krauju skirtin-
gomis paromis po naviky implantacijos ant CAM, aptikti nepavyko.
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Taigi, musy atlikto tyrimo duomenys patvirtina literattiroje iSdéstyta
teiginj, jog visCiuko embriono CAM su jos gerai iSvystytu kraujagysliy
tinklu yra tinkama terpé zmogaus navikams Kkultivuoti. Be to, misy
rezultatai pagrindzia kity tyréjy nuomong, kad aktyvesné CAM angiogenezé
gali biiti susijusi su naviko polinkiu metastazuoti tiek vis¢iuko embriono
CAM, tiek zmogaus organizme [111, 114].

5.4. Imunohistocheminis eksperimentiniy CAM ir ant jy prigijusiu
GPLK ir GP naviko gabaléliy jvertinimas DMM citokeratinu

Savo eksperimentams naudojome epitelinés kilmés GPLK ir GP naviko
gabalélius. Pacientams i$ kuriy buvo imami patologiniai audiniai, GPLK ir
GP diagnoz¢ buvo patvirtinta dar iki eksperimento pradzios, tod¢el DMM
CK raiSka Siuose naviko gabalélivose dar iki jy implantavimo ant CAM
buvo teigiama. Kai nustatéme, jog implantuoti navikai prigijo, tiek his-
tologiskai, tick imunohistocheminiu metodu turéjome pagrjsti, kad pasta-
rieji, augdami ant CAM, nepakeité savo pirmingés struktiiros.

Iverting prigijusiy GPLK gabaléliy histologinius ypatumus, visuose
nustatéme karcinomai budingus pozymius, t. y. atipiSkas, polimorfiskas,
daugiabranduoles Iasteles su gausia eozinofiliska citoplazma, o vietomis
identifikavome susiformavusius ploks¢iojo epitelio mazgelius — ,keratino
perlus®. Kaip ir GPLK, GP implanty histologiné struktiira buvo panasi j ta,
kurig stebéjome kontroliniuose GP gabaléliuose, t. y. didelés, be atipijos
pozymiy lagstelés, kurios buvo iSsidésCiusios aplink kraujagysliy stiebel;.
Histologinis prigijusiy GPLK ir GP naviko gabaléliy tapatumas iSliko iki
eksperimento pabaigos, t. y. 7 paras po jy implantavimo ant CAM.

Literatiiroje nurodoma, kad eksperimentuose su kitais epitelinés kilmés
navikais — nosiaryklés ir kiauSidés karcinoma, DMM CK buvo taikomas $iai
prigijusiy naviky epitelinei kilmei identifikuoti. Nustate jo raiska ant CAM
augusiuose navikuose, autoriai teigé taip patvirting implanto tapatuma [111,
115].

Tode¢l, tolesnei implanty diagnostikai ir mes naudojome DMM CK. Miisy
atlikto eksperimento metu prigijusivose GPLK ir GP gabalélivose Sio
reagento raiSka taip pat buvo nustatyta. Minéti rezultatai, kaip ir tikéjomées,
patvirtino epiteline prigijusiy naviky kilme. Be to, pasteb&jome, kad naujai
susiformave satelitiniai GPLK ir GP (mts) navikai ant CAM bei jg penetrave
GPLK gabaléliai taip pat pasizyméjo teigiama raiSka } DMM citokeratina,
vadinasi, buvo implantuoto naviko dariniai.
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5.5. Imunohistocheminis eksperimentiniy CAM ir ant jy prigijusiu
GPLK ir GP naviko gabaléliy jvertinimas Ki-67 ir PCNA reagentais

Sio eksperimento metu ant vi§¢iuko embriono CAM prigije GPLK ir GP
audinio gabaléliai, kaip jau iSsiaiSkinome, i$laiké savo histologing struktiirg
ir sukéle statistiSkai patikimg CAM ir jos epitelio sustoréjimg bei angio-
geneze. Taigi, kitame tyrimo etape sickéme i$siaiskinti, ar Sie navikai i§laiké
savo proliferacines savybes augdami ant eksperimentinés membranos ir
kuriuo inkubacijos periodu jos pasireiskeé.

Literaturoje nurodoma, kad daugumos piktybiniy naviky metastazinés
savybés yra susijusios su jy proliferacine geba, o gerkly navikuose ja
geriausiai atspindi Ki-67 ir PLBA Zzymenys [50].

Misy eksperimento rezultatai parodé, kad ant CAM prigijusiuose GPLK
ir GP naviko gabaléliuose buvo proliferuojanciy Siy naviky lasteliy. Jy
raiSka | Ki-67 reagenta buvo teigiama. T. Strojnik ir bendraautoriai (2010)
visuose ant CAM prigijusiuose glioblastomos navikuose taip pat nustaté
teigiama Ki-67 antigeno raiska, taciau ji buvo kur kas silpniau iSreiksta nei
pelés paodyje prigijusiuose tos pacios rusies navikuose [84]. O Stai M.
Klingenberg ir bendraautoriai (2014), implantave ant vis¢iuko embriono
CAM Burkito limfomos BL2B95 lIgsteles, pastebéjo, jog Ki-67 indeksas
jose buvo didesnis nei 90 proc. Taciau autoriai taip pat nurodé, kad Sio tipo
navikai tiek zmogaus organizme, tieck ant CAM auga greitai ir agresyviai.
Per § tyrimg nustatyta, kad atokiosios naviko metastazés formavosi jau
antrg parg po lgsteliy kultiros implantavimo ant CAM [116]. Kitoje
studijoje analizuota Ki-67 raiSka ant CAM implantuotoje akies kraujagysliy
dangalo melanomoje ir nustatyta, kad $io reagento raiSka minéto naviko
implante buvo labai didelé. Bet Sio naviko Igstelés kaip ir Burkito limfomos
BL2B95, greitai iSplito ant CAM ir po vis¢iuko embriono vidaus organus
[117].

Teigiama GPLK naviko Iasteliy raiSka j Ki-67 reagentg identifikuota
praéjus 4 paroms, 0 GP gabaléliuose — nuo trecios paros po pirminio naviko
implantavimo. Siuos rezultatus interpretuojame kaip atspindindius misy
tirlamy naviky patogenetinius ypatumus. Gali biiti, kad GPLK proliferacinés
savybés yra mazesnés nei prie§ tai tirty naviky. Be to, prigijusiuose GP
audiniuose Ki-67 raiska nustatyta anksciau nei prigijusivose GPLK navi-
kuose. Gali biti, tai irgi susije su prie§ tai pateiktais duomenimis, t. y. GP
ant CAM iSplito suformuodama ne pavienius kaip GPLK, o daugybinius
satelitinius darinius, kuriuose Sio reagento raiska taip pat buvo nustatyta.

Proliferacines musy tiriamy naviky savybes patvirtinome naudodami dar
vieng besidauginanciy lgsteliy Zymenj — PLBA: jo raiSka tose vietose, kurios
dazési Ki-67 antigenu, taip pat buvo teigiama. Sio imunohistocheminio
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zymens svarba tiriant kitus ant CAM implantuotus navikus patvirtina ir
literattiroje aprasyti moksliniai tyrimai [118].

5.6. Imunohistocheminis eksperimentiniy CAM ir ant ju prigijusiu
GPLK ir GP naviko gabaléliy jvertinimas anti MMP 9 reagentu

Po prigijusiais GPLK ir GP audinio gabaléliais, kuriuose buvo nustatyta
Ki-67 ir PLBA raiska, CAM mezenchimoje pastebéjome heterofilus. Lite-
ratiroje nurodoma, jog, dar neesant susiformavusiai vis¢iuko embriono
imuninei sistemai, apsaugine funkcijg atlieka nespecifiné imuniné sistema,
kurios lastelés — monocitai, makrofagai ir heterofilai. Pastarieji yra Zin-
duoliy neutrofily analogas, taip pat ir pagrindinis matrikso metalopro-
teinaziy 9 Saltinis [33]. Kaip rodo kity autoriy patirtis, jie telkiasi buitent tose
CAM vietose, kur vyksta mezenchimos persiorganizavimo procesai ir aktyvi
angiogenezé [33, 36, 68].

Remiantis $iais duomenimis, tiriamosioms membranoms pritaikéme
imunohistocheminj dazyma anti MMP 9 zymeniu, kuris nudazo heterofilus
ruda spalva. Nustatéme, kad anti MMP 9 pazyméti heterofilai telkési po
implantuotais GPLK ir GP audinio gabaléliais ir po naujai susiformavusiais
atokiaisiais jy dariniais, t. y. tose vietose, kur mes identifikavome aktyvig
angiogenezg.

5.7. Histocheminis eksperimentiniy CAM ir ant jy prigijusiy GPLK ir
GP naviko gabaléliy jvertinimas Sambucus nigra lektinu

Kaip jau minéjome 5.3 tyrimo rezultaty aptarimo skyriuje, histologi-
nivose H&E dazytuose eksperimentiniuose CAM preparatuose, t. y. ant
CAM prigijusiuose GPLK ir GP audiniuose, radome branduolius turiniy
vis¢iuko embriono eritrocity. Siekdami patvirtinti miisy nustatyto pozymio
patikimuma, atlikome imunohistochemin;j §iy membrany dazyma Sambucus
nigra lektinu. Pastarasis yra zinomas kaip specifinis Zymuo, Kuris jungiasi
tik prie vis¢iuko embriono endoteliniy Igsteliy ir jas nudazo ruda spalva.
Literaturoje nurodoma, kad $is reagentas yra naudojamas vi$¢iuko embriono
kraujagysliy buvimui implantuoto naviko audinyje nustatyti [33, 68, 119].

Misy eksperimento rezultatai parodé, jog tieck GPLK, tiek GP audinio
gabaléliuose buvo stebéta teigiama Sambucus nigra lektino raiska. Vadinasi,
ir histologiniuose H&E dazytuose preparatuose, ir fluorescuojancia stereo-
mikroskopija nustatyti Siy audiniy perfuzijos vis¢iuko embriono krauju
poZymiai buvo patvirtinti ir pastaruoju metodu.
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5.8. GPLK ir GP augimo ant CAM rySys su klinikine ligos eiga
Zmogaus organizme

Tokiy studijy, kurios analizuoty ant vis¢iuko embriono CAM prigijusiy
zmogaus naviky sasajas su klinikine paciento ligos eiga, literatiiroje néra.

Miisy eksperimento metu iSryskéjo tam tikros paralelés tarp implantuoty
GPLK ir GP naviky ir tam tikry paciento, i§ kurio Sie audiniai buvo paimti,
klinikiniy rodmeny. Visy pirma, ant vi§¢iuko embriono CAM patikimai
dazniau prigijo gerkly piktybiniy naviky audiniai. Kaip nurodo E. Rouslahti,
zmogaus veézys gali metastazuoti ir kontaktiniu keliu, t. y. naviko masés,
pasiekusios gretimg anatoming sritj, ant jos gali prigyti tiesiog kontakto
budu [120]. Apie GP isplitimg kontakto badu literatiroje taip pat yra
duomeny. Pavyzdziui, papilomy iSsiséjimas j Zmogaus plaucius po endo-
laringinés gerkly operacijos, manoma, vyksta bitent tokiu budu, taciau tai
vis dar iSlieka moksline prielaida [11].

Sia hipoteze galbit pagrindzia ir kitas misy pastebéjimas, jog ne tik
nepikybiniai, bet ir piktybiniai, ta¢iau geresnj diferenciacijos laipsnj atitike
GPLK navikai ant eksperimentiniy membrany prigijo patikimai reciau nei
vidutiniskai ar blogai diferencijuoti navikai. Be to, Sie navikai ne tik Zmo-
gaus organizme, bet ir viS¢iuko embriono CAM metastazavo | atokigsias
CAM sritis nuo pirminio zidinio patikimai dazniau uz tuos navikus, kurie
paciento organizme nemetastazavo. Be to, kuo blogesnis buvo implantuoto
naviko diferenciacijos laipsnis G, tuo daugiau buvo rasta kraujagysliy CAM
mezenchimoje.

Iverting Siuos pozymius GP grupéje, taip pat pastebéjome, jog kuo
daznesni GP recidyvai buvo paciento organizme, tuo geriau S$iy naviky
gabaléliai prigijo ant vis¢iuko embriono CAM ir patikimai dazniau plito |
atokigsias CAM sritis, nei ty pacienty, kuriy ligos recidyvai buvo reti.
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ISVADOS

. Visciuko embriono CAM yra tinkama terpé eksperimentiniams GPLK ir
GP modeliams kurti. Implantuoti navikai, prigij¢ ant CAM, sukelia jos
charakteringus makroskopinius poky¢ius bei sudaro sglygas mikrosko-
piniam, morfologiniam bei morfometriniam ekSperimentiniy naviky
tyrimui.

. GPLK ir GP naviky implantai, prigij¢ ant vis¢iuko embriono CAM,
sukélé statistiSkai reikSmingg pacios CAM, jos chorioninio epitelio
sustor¢jima bei mezenchimos kraujagysliy su heterofily sankaupomis
apie jas padidéjima. Sie poky¢iai buvo matomi tiesiai po prigijusio
naviko implantu bei Salia esan¢iose CAM srityse.

. GPLK ir GP implantuose, prigijusiuose ant vis¢iuko embriono CAM viso
eksperimento metu, stebéta islikusi Siems navikams buidinga histologiné
struktiira su aiSkiais GPLK ir GP lgsteliy proliferacijos pozymiais jy
parenchimoje. GPLK naviko gabalé¢liai augo labiau infiltratyviai CAM
atzvilgiu bei formavo pavienes, epiteliniam navikui biidingas CAM
metastazes. GP navikai augo CAM pavirSiuje be jaugimo i CAM me-
zenchimg poZzymiy bei formavo daugybinius epitelinés struktiiros zidi-
nius ant CAM, atokiau nuo implantuoto GP gabalélio.

. Blogesnés diferenciacijos (G 2-3) GPLK implantai ant vis¢iuko emb-
riono CAM prigijo statistiSkai patikimai dazniau ir reikSmingai padidino
CAM kraujagysliy kiekj nei geresnés diferenciacijos GPLK navikai.
Pacienty organizme metastazave GPLK navikai statistiS8kai reikSmingai
dazniau i8plito ir ant CAM. GP implanty prigijimo daznis bei plitimas ant
CAM buvo tiesiogiai susijes su Siy naviky recidyvy daznumu pacienty
organizme.
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EVALUATION OF THE CHICKEN EMBRYO
CHORIOALLANTOIC MEMBRANE MODEL FOR
LARYNGEAL TUMOR TRANSPLANTATION
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Jolita Palubinskiend', Angelija Valandimd', Virgilijus Ulozas?
: Department of Histology and Embryology
* Department of Ortorhinolaryngology,
Lithuanian University of Health Sciences

ABSTRACT

The laryngeal squamous cell carcinoma is the second common
malignant turmor of the respiratory tract and together with recurrent
respiratory  papillomas represents the most common tumors of the
larynx. Many experimental models are used to study the momphology of
mialignant umors. The chicken chorioallantoic membrane (CAM) model
is one of them. The CAM has all the nutrition needed for the picee of the
transplanted tumor to survive, The aim of this study was to investigate
whether the laryngeal papilloma and the laryngeal squamous cell
carcinoma tisswes transplanted on the chick CAM survive with their
main histological features, and to determine the morphological changes
of the CAM with different transplants, For the preparation of the CAM,
fertilized hen cggs were put into an incubator for 3 days. Then the
windows in the shell were opened. The fresh samples of tumors were
transplanied on the CAM on the 7" day of incubation. After 3 days after
transplaniation the CAM with onplants were excised and fixed in the
1% formalin solution. Morphological changes in the control CAM and
in the CAM with tumor onplants were observed using the digital camera
om the OLYMPUS microscope. The results showed that the CAM with
the laryngeal squamous cell carcinoma onplant was distinetly thicker
tham that of the control group and than the CAM with the papilloma
onplant; the chorionic epithelium was thickened and appeared stratified
of up to 5-6 layers and in some locations squamous keratinized; the
mesenchymal cells were densely amanged under the tumor transplanis,
We observed that morphological changes in the thickness of the CAM
and the chorionic epithelium were more obvious in the CAM under the
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carcinoma transplants. After 72 hours of the wmor tissue transfer onto
the membrane, the wmor cells retamined their vitality and also their
influence on the CAM tissues could be observed,

Key words: chorioaflontoic membrane, chicken embrivn, larvngeal
squamois cell carcinoma, farymgeal papiffoma,

INTRODUCTION

Recurrent respiratory papillomas (RRP) represent the most common
benign tumor of the larynx, in adults it constitutes about 10% of all the
larvngeal tumors or about 87% of all the benign laryngeal tumors [19].
RRP manifest as mucosal, exophytic and benign neoplasms, usually
consisting of irregular, multiple and cauliflower-like clusters, which
have an intact basement membrane [11, 19]. The patiems with RRP
experience a different course of the disease, In some cases after the first
presentation papillomatosis never recurs. Sometimes it presents with a
mild course that recurs rarcly. Others experience a severe disease
causing outspread papillomas into the trachea and lungs with a possible
lethal outcome [3, 9). Moreover, RRP are associated with some risk (3-
12%) of malignant transformation [19). It is known that human
papilloma wvirus type 11-positive patients show a mone freguent
incidence of malignisation. The majority of the malignant lesions are
laryngeal squamous cell carcinomas (LSCC) [3, 11].

Larvngeal cancer is the second most common cancer of the
respiratory tract with an estimated incidence rate of 5.01/100,000 in
males worldwide in the year 2008 [15]. The behavior of the tumor and
the survival rate in LS5C patients are different. The 3-year owverall
survival ranges from 0 to 100%, depending on the T- and N- category,
the management approach, the tumor location and comorbidities. [t is
discussed what conditions, umor characleristics or cerlain treatment
approaches are responsible for the higher survival rates [15].

Consequently, different research models and in vive assavs for
studying the behavior of laryngeal papilloma and laryngeal cancer
tumors are performed, The classical assays for studving angiogenesis in
wvivie include the rabbit ear chamber, the mouse dorsal skin and the air
sag, the chicken embryvo choroallantoic membrane (CAM), the iris and
the avascular comea of the rodent eyve and the zebrafish [14]. The most
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preferable these days are cottontail rabbit and nude mice models to
investigate laryngeal papilloma and laryngeal cancer tumors [4, 5].

MNevertheless, the chicken embryo CAM is appropriate and a well-
established model to study the behavior of different tumors [1, 2, 8],
laryngeal as well. It offers the advantage of being a well vascularized
and easily accessible medium, which serves as a gas and nourishment
exchange surface. The main advantage of the CAM is quick, economical
and a good matrix for the sereening of the tumor growth [2, 14, 18]. The
system of the CAM provides the cells with an approximately phyvsio-
logical support of nutrients, ¢ytokines, hormones and vascularization as
the natural tissue site [1, 8],

The aim of this study was to investigate whether the laryngeal
papilloma and lanmgeal squamous cell carcinoma tissues transplanted
on the chick CAM survive with their main histological features, and to
determine the morphological changes of the CAM with different
transplanis.

MATERIALS AND METHODS

Tissue samples. Fresh laryngeal papillomas (two cases) and two LSCC
tissue samples were obtained from the operated patients in the
Lithuanian University of Health Sciences Kaunas Clinic. These patients
had clinical, histological andfor radiological diagnosis of larvngeal
papillomatosis or LSSC. The fresh tumor tissue samples were carried to
the laboratory in the isolonic saline solution. They were transplanted
onto the chicken CAM in the period of 160 to 168 hours of the egg
incubation within 45-60 minutes afier the samples were obiainad.

Chorioallantoic membrane model

Fertilized hen ezgs (Cobb-3001) were obtained from local the hatchery
{ Dovainoniu paukstynas, Lithuania) and kept in an incubator at 37.7°C
and 39-60% humidity, with continuous ventilation and while being
rotated to and fro. On the third embryonic day (approximately 72 hours
of incubation) 20 ¢ggs® shells for cach experimental ling were sterilized
with the 70%% ethanol solution and the air chamber was punciured. After
drilling the shells with a high speed drill above the yolk with embryo,
the oval windows of about 1 cm” on the top of the shells were opened
and covered with a transparent sterile tape o prevent dehyvdration and to
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permit the observation of embryos, Then eggs were placed hack into the
incubator without rotation. On the 7° day of incubation the umor lissue
obtained directly from the operation theatre was sliced into approxi-
mately 1x2x2 mm pieces and each piece of umor was transplanted onto
the CAM, which was gently traumatized by laying a sterile strip onto the
surface of the epithelium and then removing it immediately. After 72
hours after transplantation 2 o 4 eges were opened. Embrvos, if alive,
were live-fixed in the 4% formalin solution. The CAMs with the
adhering tumor were excised and fixed in the 10% formalin. The eges
incubated under the same conditions and the embryvos processed
according to the same protocol but without umor onplants served as
controls. After fixation a piece of the CAM with the tumor tissue was
cut and embedded into paraffin, sliced 5pm thick and stained with
hematoxylin and eosin.

Histological slides were evaluated histologically, and the morpho-
metrical determination of changes in the CAM and the chorionic
epithelium thickness was performed using the digital camera on the
OLYMPUS microscope and the CellSense Dimentions softwear.,

Statistical analysis

Data are given as means =50 and were analvzed with the M35 Excell
and 5PS5 software. The normal distribution of parametrical variables
was tested using the Student’s ¢ test, Results were considered significant
at p=i.05.

RESULTS

Different types of laryngeal wumors were tested on the chicken CAM.
The wmor tissue vitality was evaluated in the histological slides by
observing the cells with nuclei and the appearance of the cytoplasm.
After 72 hours of the tumor tissue transfer onto the membrane, the
tumor cells retained their vitality and also their influence on the CAM
tissues could be observed.

Tumaor tissue histology

The papilloma consisted of muliiple fragile clumps, with a thin and
well-vascularized connective tissue core, a thick stratified squamous
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epithelium and a comtinuous basement membrane, The underlving
connective tissue had several mononuclear cells. We ohserved the
mentioned structures in the umor onplants after 72 hours of trans-
plantation, but the mononuclear cells were located among the epithelial
cells, close 1o the CAM and the tissue sample interface. Some loss of
intercellular junctions in the papilloma epithelium, which may also be
responsible for the tissue fragility, was observed as well. The fragility of
the papilloma tissue could cause the detachment of the onplant from the
CAM thus papilloma tissue pieces did not adhere to the CAM several
times and were lost during the experiments.

The carcinomas consisted of the solid pieces of polvmorphous
atypical squamous epithelial cells with a large nucleus, prominent one or
several nucleoli, abundant acidophilic cvtoplasm. The transferred
carcinoma tissue samples on the CAM never flowed away and firmly
adhered 1o the membrane.

Muorphological characteristics of CAM

The CAM under the onplanied carcinoma tissue was thickened due 1o
the thickening of the chorionic epithelium and the mesenchymal layer
under it. The chorionic epithelium was thickened and it appeared
stiratified of up o 5-6 layers and in some localions sSquamous
keratinized (Figure | a, k). The thickness of the chorionic epithelium
under carcinoma and papilloma onplants was 43.5£20.2 pum and
15.349.7 pm, in the neighboring sites = 30.9£12.7 uym and 8.9£2.6 um,
respectively; and even in distant from tumor sites the chorionic
epithelium differed from the control CAM epithelium (p<0.005). In our
investigation the control CAM epithelium thickness on day 10 was
51420, T%um.

The thickness of the CAM under the tumor onplants of carcinoma
and papilloma was 696.6+92.9 pm and 30.943.9 pm, at the neighboring
sites 429121254 um and 51.7+7.1 pm, respectively, p<0.005, The
thickness of the CAM under the papilloma onplants did not differ
significantly from the comrol CAM, but they were thicker in the
neighboring and distant sites from the onplants (p<0.005, Figure 2).
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Figure 1. Denscly amanged mesenchymal cells (a) and the thickened
chorionic epithelium (b) of the CAM with LSCC onplant. The control CAM
and its epithelium (¢, d). Cells of LSCC (¢) and papilloma () posses nuclei
and vary in size and shape, ic., retained their vitality after 72 hours of
transplantation. a, ¢ = scale bar 200 pm, onginal magnification 4x: b, d, e, T
— s¢ale bar 50 pm, onginal magnification 10x,
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Figure 2. The thickness of the chonicallantoic membrane (CAM) with the

pnplanis of laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC) and papilloma
(*p=<0.005 compared to the control CAM).

The capillary network under the chorionic epithelium in the onplanted
tumor region (both carcinomas and papillomas) was very rarely
distributed, but in the distant sites it appeared normally dense. The large
viessels appeared similarly  distributed in the experimental and the
control CAMs.

We noticed the difference in the ammangement of the CAM
mesenchymal cells under the tumor onplants. The mesenchymal cells
were densely arranged in the CAM situated under the transplanted
papilloma tissue and in the neighboring sites, but in the distant locations
did not differ from the control CAM mesenchyme density. Under the
carcinoma onplants the mesenchyme was both loosely and densely
arranged (see Figure 1a), but in distant from tumor sites it did not differ
from the control.

DSCUSSHON

A biological model that reflects the physiologic conditions of a solid
tumor is needed for effective investigations in the cancer research.
Three-dimensional in vitro models include cultured biopsies, and
multilayer cultures such as cell clusters and spheroids [ 10].

The chick choricallantoic membrane is a very simple extraembryonic
membrane which consists of the chorionic epithelium (of ectodermal
origin), the mesenchymal layer with capillaries and larger blood vessels
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and the allamoic egi.thelium {of endodermal origin), facing the allantois
cavily. By the 107 day of incubation, the CAM comprizes the fully
developed capillary plexus. Having a rich capillary network just under
the chorionic epithelium surface, it provides the developing embryo with
oxygen and calcium, and also has been emploved as a model 1o
characterize tumor growth because it can provide the transferred cells or
onplanted tumor pieces necessary nutrients, The advantages of the chick
embryo CAM model include the facts that: embrvos can be obtained as
pathogen free; until the 18" day of the incubation of tumor with host
tissue is not complicated by the reactions of the host™s immune svstem;
the ability of tumor cells to traverse the chorionic epithelium and
establish contact with the mesoderm beneath can be used ag a
convenient and easily scored end point for invasion [1].

In this series of experiments we tested a possibility to use a chicken
CAM model for larvngeal tumor investigation. The results of this
experiment show that both papilloma and carcinoma tumors may
survive on the CAM and have an influence on the CAM itselfl (see
Figure 1 e, f). The cells from tumor cell lines are easily transfected to
the CAM, but their characteristics as tissue components are already
changed, as they lack their natural interaction with one another and with
other tissue components, We transplanted the pieces of tumors and
observed their vitality afier three days of transplantation. Thizs shows
that the CAM is able to provide enough nutrition to the tumor tissue that
it remains alive. It is known that the local infiltration of the normal
tissue by tumor cells and their dissemination to distant sites involve
migration through the stroma of the connective tissue as well as the
penetration of natural barriers, such as the basement membrane [13].
P.B. Amstrong (1982) noticed that the untraumatized chorionic
epithelium is a nearly impenetrable barrier to the cells of invasive tumor
lines [1]. Therefore it is very important if the CAM is damaged or not.
The papilloma pieces had a tendency not to adhere to the CAM, while
the pieces of carcinoma merely adhered 1o the CAM surface and by 72
hours already performed the influence on the CAM and induced
morphological changes. A. Moscona (1959) described keratogenic
metaplasia in the chorionic epithelium, which manifested itself by the
alteration into the squamous stratified highly keratinized epithelium
[12], but this metaplasia was due o the environmental exposure. We
observed the keratogenic metaplasia in the chorionic epithelium just
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beneath the onplanted carcinoma, but not the papilloma tissue picces,
and this was not observed in the control membranes or distant from the
carcinoma onplant sites.

We observed the increased demsity of mesenchymal cells in the CAM
below the wmor onplants. This may indicate that the growth stimuli,
coming from the transplanted tumor tissue, can induce the proliferation
and accumulation {or grouping) of mesenchymal cells. Although the
thickness of the CAM was not much increased in the papilloma
experiment, the increased density of mesenchymal cells was observed
nearly in the whole thickness of the CAM under the papilloma onplant.
We suppose that the increased density of mesenchyme cells and the
thickening of the CAM and of the chorionic epithelium is the result of
the CAM response to the factors coming from the onplanted tumors; and
the differences in the changes of the CAMs with different tumors may
depend upon the different behavior of benign and malignant tumaors.
Further more, each case is unique, and often the larvngeal cancer of the
same differentiation and stage takes a completely different clinical
progress route, That is why we could observe the different thickness of
the CAM and the chorionic epithelium in carcinoma and papilloma
experiments. Further investigations have to be performed to determine
the factors which are derived from differemt tumors and their
significance for the thickening of the CAM itself and for the thickening
of the chorionic epithelium.

The CAM is a highlv vascular extraembryonic membrane, which
functions as an oxyvgen and calcium supplying structure; in the chicken
embryo it initially appears on day 5 of incubation. From days 5 1w 10,
the CAM vessels progressively differentiate into capillaries, arterioles,
and venules. The fulure capillaries’ cells migrate 10 a position beneath
the ectodermal laver of the CAM (the chorionic epithelium) and form a
dense plexus of small vessels. On about day 7, the capillaries begin to
migrate outward between the ectodermal cells [7]. According to the data
of B.E. Dunn et al, on 10 davs of incubation an electron-lucent
squamous cell layer covers much of the chorionic epithelium.
Intraepithelial capillaries are separated from the chorionic surface by a
relatively thick (=3-pm) cytoplasmic laver [6].

Wascular network density in the CAM chorionic epithelium remains
unchanged during the incubation. We did not notice an evident increase
in the major or minor blood vessel density in the CAM in proximity of
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the transplants — neither the papilloma, nor the LSCC tumor. On the
contrary = this kind of carcinoma might have suppressed the appearance
of new capillaries under it in the chorionic epithelium during the first 3
days of transplantation. This may also depend upon the tumor tissue
expression of cenain genes, which influence the new blood vessel
formation and different types of cancers may express different factors;
e.g. glioblastoma C6 line cells placed on the CAM in only one day
attracted a dense network of blood vessels (our unpublished obser-
vation) as well as glioblastoma tissue pieces’ onplanis induced
angiogenesis in the CAM [2].

The results of this investigation allow us to continue the research of
different laryngeal tumors and to compare their invasiveness, their
developmental behavior in longer experiments, the further influence on
the changes of the CAM and its blood vessels. Perhaps it is not worth 1o
prove once again that the intact epithelium is an impenetrable barrier for
tmor invasion [1]. As not all papillomas gain a developmental
character of a malignant tumor, it would be interesting to investigate the
behavior of papilloma tumors and their invasiveness on the CAM, as
well as to determine their relation to papilloma virus types, which may
be responsible for recurrent laryngeal papillomatosis.

REFERENCES

I. Amsirong P.B., Quigley LP., Sidebotiom E. (1932) Transcpithelial
invasion and intramesenchymal infiltration of the chick embryo
choricallantois by tumor cell lines. Cancer research, 42, 1826-1837.
Baltionieng N., Tamafauskas A., Valanéitg A., Deluva V., Vaitie-
kaitis G, Gudinaviciend 1., Weis 1., Kevserlingk D, (2000 Histology of
human gliohlastoma transplanted on chicken chorioallantoic membrane.
Medicina, 45, 2, 123-131.

3. Bonagura V.RE., Hatam L.J., Rosenthal D.W., DeVoti LA., Lam F.,
Steinberg BM., Abramson AlL. (20107 Recurrent respiratory papillo-
matosis: a complex defect in immune responsivencss 1o human
papillomavirus- & and -11. APMIS, 118, 455470,

4. Christensen Neil D, (2005) Cottontail rabbit papillomavimus (CRPY)
model system o test antiviral and immunotherapeutic  sirategies.
Antiviral Chemistry & Chemotherapy, 16, 253-2%4,

5. Daisuke 5., Myers Jeffrey N, (2009) Xenograft models of head and
neck cancers. Head MNeck Oncol, 1, 32,

b
[

112



Larvngeal fwmors on the chorioaliantoic membrane 239

Dunn B.E., Fitzharris TP (1979 Differentiation of the chorionic
epithelium of chick embryos maintained in shell-less culture. Dev Biol,
71,2, 216-227.

Crabrielli MG, Accili Dy (2000 The chick chonoallantoic membrane: a
model of molecular, structural, and  functional  adaplation o
transepithelial jon ransport and barrier function during embryvonic
development. J Biomed Biotechnol, Article 1D 940741, 1-12,

Gronau 5., Thess B, Ricchelmann H., Fisher Y., Schmin A., Schmin
M. (2006) An autologous system for culturing head and neck squamous
cell carcinomas for the assessment of cellular therapies on the
choricallantois membrane, Eur Arch Otorhinolaryngol, 263, 308-312.
Larson [D.A., Derkay C.5, (2000) Epidemiology of recurrent respiratory
papillomatosis. APMIS, 118, 450454,

. De Magalha®es M., Liow L.H. L., Berns M. (2010) An instruction on the

in vive shell-less  chorioallantoic membrane  3-dimensional tumor
spheroid model, Cyvtotechnology 62, 2T9-283,

. Marchiori E., Cameron R. (2010} Recurrent respiratory papillomatosis

with malignant transformation. Respirology, 15, T26-T28.

. Moscona AL (1959 Squamous metaplasia and  keratinization of

chorionic epithelium of the chick embrvo in egg and in culture. Dev
Biol, 1,1, 1-23,

COssowskn L. (1988) In vive myvasion of modified chonoallantoe

membrane by twumor cells: the role of cell surface-bound urokinase, The
Journal of Cell Biology, 107, 6, 2437-2445,

. Ribatti 13, (2000) The chick embryo chorioallantoeic membrane as an in

viv assay to study antiangiogenesis. Pharmaceuticals, 3, 482-513.

. Rudolph E., Dyckhoff G.. Becher H., Dietz A., Ramroth H. (2010)

Effects of wmoer =tage, comorbidity and therapy on survival of
laryngeal cancer patienis: a sysiemalic review and a meta-analysis,
Onolaryngol, 268, 165-179,

. Seidlite E., Korbie Do, Marien L., Richardson M., Singh G. (2004)

Quantification of anti-angiogenesis using capillaries of the chick
chorioallantoic membrane demonstrates that the effect of human
angiostatin is age-dependent, Microvascular Research, 67, 105-116,

. Strojnik T., Kavalar R., Barone A.T., Plunken R.J. (2010) Experimental

model  and  immunchistochemical comparizon  of UST  human
glioblasioma cell xenografis on the chicken choricallantoic membrane
and in rat brains, Anticancer Kescarch, 30, 45514864,

. Teresevidime ™., Tamadawskas A, Valan&iie A, Deltuva V., Graf von

Keyserlingk D (2007) Evaluation of morphological issues of central

113



2400 A. Kuzminiend ei, al.

nervous  system glioblastoma on chicken embrye  chorioallantoic
membrane. Polish Journal of Velerninary Sciences, 10, 3, 173-178.

19. Ulozas V., Liutkevitius V.. Pangonyté D., Saferis V., Lesauskaité V.
(201 1) Expression of matrix metalloproteinases (MMP-2 and MMP-9)
in recurrent respiratory papillomas and laryngeal carcinoma: clinical
and morphological parallels. tolarymgol, 100 1007/500405-011-1494-1.

Address for correspondence:

Jolita Palubinskiené,

Lithuanian University of Health Sciences,

A Mickevigiaus g. 9, Kaunas LT-44307, Lithuania,
E-mail: jolipalugrite. kmuw.lt

114



Vikamer 301 5. il BT AJNTH 10 panpes.
bt ol ong! 101 133N LEITT8

Research Article

@

Himdaresi

Effect of Laryngeal Squamous Cell Carcinoma Tissue
Implantation on the Chick Embryo Choricallantoic Membrane:
Morphometric Measurements and Vascularity

Virgilijus Uloza," Alina Kuzrminiens," Sonata Salomskaité-Davalgicnd,”
Jolita me‘ Ingrida Ulazicne,' Vikioras Saferis,”

and Angelija V.

qu:n-lri-lw-l o Dprdanalarympology Livhsasas [aneeraity of Pieslth Sopnces, LT 560 Kasnas, [
Wffﬁmﬂwdfm fm.!m;q’]mﬁmffmm Fathuariag

"Diepaartement of Plorics, Math o ey Link

Coerespondenos shoull be sdkdeevied po Alina K b

Universiry of Hralth S LTS G Link

F

Rarrivrd 10 fuby 208% Rirvined 9 Sepoemsher 101% Accepsed 10 Sepormsber 101%

Acadomic Fdaor: Monkca Casiile

Copyright © 215 1."I.rﬂ.|u1. Lmu.n .|l. Thiii s a0 open s arcle diseribated under the Crestive Commons Amribetion Lioesae,

which | d o and reprod

A prorvided ghe original work s prepery ciied

n @y

Background, The aimof this siudy was to develop chick emberyo charioallesiok: membrane (CAM) md-dm'lrr-walmmr
cell carcimomss {L5CC hamd oo evalasie the ansd morphasmetric oh s and of i Merhasds.
mmtmmwlmaymmmmmummm [T L s T
andd angiepenic changes in the CAM and chawio: rplhhrnwr-rniulnlq by d oy aler the lumes implantation.
Immesshimilockemical anahnis (MEELL CTHA, and KasT staining] was A i detect cytol and barmaw endothelial
el sl b evaluate tha prediferstg capscty of the lumor hefore and after issplankstion on the L..LII Rendts The implanied LSOC
tissse samples servivesd on the CAM inall the expariments. ssd eetaingd the samiial marphologis charscterision snd prodiferatye
capacny ol the origissl samor Imglams mducad thickening of basth the CAM (103-417%, p = 0003 and the chorkonis epithium
(7= e, o = 00ND0 ] el i i b i ] Bobinnad il (750, o = DO ) i the CAM. Comolasfoss. Thibs stuady clarifes

that chich CAM b a el tor sl

LS00 e asd prowides the bl morphalogical and sorphametric

s
charsforizations of the LSOO CAM mede] that opsns new perapestives i study this discanc,

1. Imtraduction

Laryegeal squamous ool carcinoma (L3CC) b one of the
maost commaen maligrant temors of the regpiratory bract
with am estimated incidemoe rate of V100000 cases in
makes in Burope |1]. The overall S-year survival of pationts
with this cascimama localicagion in Europs wan 61% in the
prrisd of 1995 w 0L Degite the up-to-dite Ercatment
using sdvancnd chemonsdiation theragy and medern suggical
technigues, the survival rale is mot increasing resnarkably
within the last 30 years [1).

A beiter mnderitanding of the biological mechasiuns
bt comtral progeession of L300 woukd peovide new asd
moee successiul sirmegies foe lussor sanagement. Howeves,

current ds vive modeks for human L3O imonstigation do not
simulaty enough lumangenis phimctypes of cancer and data
alinl sxperimental cvaluates of casisnigenos, angeges-
extn, and metastatic polential of 150 in a live enediuss ase
insufficient [2. 3]. Thereioee, we sugpest cstablishing chick
embryo chorioallaniol: membrane (CAM) sssay for thic
type of hemor as 3 medium that reveals emercus anique
properties and advantages [4, 3.

Fecause the chick embrya CAM mosde]l has boen used
for scientihs parposs for decades, the sysens is gaite well
described im b literatuse aned some ceidest benehits of the
CAM away ane ermphasized [6, 7], The immatarencs of the
chick embrye immssane system allows ueing diferem ol rypes
and cells from different tissues amd species. Comequently,
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the chick embryo CAM assay is considered as simple. rapid.
and onst effective, if companed with meat ds vive modeds [4].

Thiredare, we proposs hat the chick embran CAM medel
can be asioabully usod o charsdterier 1500 morphal-
ogy, invasion, angiogenic in wive, and esctasaric
properties. Remarkable peool is the evidence than the dhick
embrye CAM moded has substantially comributed fo several
Bobel Priee liurestes” sciemtific discoveries including the first
knoswn ondoggees [8], neural prosth Bctor hasnd on effodts
of msoure tumos trangplantation [#], and the interaction
between lumes virmes and the genetic material of the cell
o]

Thechick embryo develops 21 days until hatching out. The
CAM is formed om days 4 0 3 of incabation as a comsequence
of fusion of mewndermal layees of sutgrowing alaniods. and
the chorion, The newly formed membease is commpased of
cheaiomic amd endodermal epithelia with an stricae plevus
of arteries, veins, and capillasies. The highly vasoularired
mature of this assay & a conalderable which
stimulates the groath of the senogenek tumaor and facilitates.
the analysis of angiopraic offect of implanted tumcs on the
CAM [11]. This frature determines. the wie of the CAM xa
prerfect msedium for lumor implanting, studying careinosa
bedhuavior and developmest. It i peobably the s widely
e dm vive assay for studiying angiogenesis |4, 10, 12].

One of the greatest feabares of chick embaryo CAM assay s

an incomplote hmphoid wrdems which is ot fully developed
usil (ke Late tages of incsbation. The chick embepo may
serve i i Balurally immasnedeficient host ihat s elfickent foe
maaintaining 1o tumsor Hissues withoui specie-specific
restrictions [11]. 1t is knosn that afer the chick embayo
becomes immunocompetent (the 18th day of incubation),
barth agute and chmnis inflasnmatory responses of the CAM
ta Bioenaterials hecomse similar g those of mamenalisn onm
[4]. Data of the literature dhonw that chick genes have a
single hasman cethologue with an socurscy of aboul &09%.
Chikck amed humsain genes reveal lower sequence
comservation {73.5%] than rodeni and human do (85%) [4].
Thserefore, thie avian maodel can be sl for reseasch in mone
by of imveaigation sompanod o modent aney, Mosoover,
e special permbiaion from he Amimal Rights Pregection
Comnmiitee is meeded o perform ihe experimentation with
ik embryo im btk the European Union amd LISA. A great
support #0 perficrm this type of imvestigation ls approbation
obtained from the LS Food and Drug Adssinistration and the
Cosnmunication Depastment of the Furopean Commission
(206] for the products that sre preclinically evalumed using
this asury [4].

Mot of the avian experimental models such s human
ostemsarcoma. human colon cancinoma. and others used cells.
fromn the tumeor cell mes implamed in the chick ombaryn
AN 1L IR, M. Hewever, it can be proiussed thal this fype
of experiment while implaneing culthvated tumaos cells loses.
mend of (ke natamral physiological and histelogical featunes
of the original tumor. Several i wiro models bave been

I et et i ecasdes bo investigate the oncogemic
phaenatypes. of diffovent malignant tumsrs, However, mas of
thew maskels cmployrd monolayer cell sullurrs, muaking s
wiaarys difficak so tramalase 1o clinical applications |8],

Bacled Rewearch Iriternational

Following the experience obiained from
tumar impdantation on the chick embrio CAM [15). we
suggrsted implanting, fresh Lirvngeal tumar samples. onga
the Bick embrye CAM |16, expecting that the tamor will
retain its propertics end will shew analogous
Iheharvior as in its paturad envirosment. We demonstrated that
fresh LSO bisue samples remain viable with thelr maim
histolagical feabares wp ta 4 days afer implantation onto the
chick cmbrpo CAM,

The aim of this study was &0 evaluate the morphological
and mosphometric characteristios and angiogenis featunes of
the chick embryo CAM LSCC maodel. In this study, we used
th chick embryo CAM for the Gl lime to imnitigate the
angiopenic elfet of LSOC asd 1o provide the merphossetric
charscteriatics of the CAM 1800 model The implaniad
tumsr imduced conshderable morphological changes of ihe
CAM structares and demeomstrated significam instigated
vascularization of the host membrane,

L Materials and Methods

24, Pcubsation smd Fgy Opening, Fertilinad hon oggs (G-
5000 were cbtained From the local hackery [Dovaisoniy
Pausiiirynas, Lithuania) snd were incubated ar 3770 tempers
abare and 59-80% relative humsidity with permanest vemti-
lation and rotation. On the thind embryonic day (appros-
imately 7F hours af inodbation) ey’ shell wene sberilized
with 70% cthasol solution. The blunt part of the ogg was
punciured searchisg for the air chamber, Two malliliters of
albumen was remived inorder 1o w2t down the developing
Theen, an cval window of abot 1.0 o’ o the sop of
tha sharll off vachs ogg was opemed using a Bigh spoed <rill. AN
erbryin were cxasmined for possible malformations of
ol lexcal Bieeding. Those embeyons that did not satisfy the sudy
requiremsents were discarded.

N oeder to preveed embryos from debysdration and o
copacitae the continuity of (ks cxperiment (e shell wissdows
were govered with transparent werile tape. After this proce-
dure, the prepared eggs were placed back info the incubator
and kept umsder the sanwe conditions withowut rotation for 4 to
# days until smplantation of the LSCC tissue,

2E LSOC Thuwe Samples, Fresh LSCC tiveos samples (N =
&) of 8 leas abow 005 & L0 W 05 (0 slee were obtained
from & patients ab the Depariment of
during laryngeal surgery. ool the LSO was proved
at the Department of Pathology. The LSO tissue samples
were [ransporied o the Lboratory of the Department of
Histology and Embryclogy in betonid saline solation at
amsbdent lesrperatare (18- 20°0C) and then implasted ontothe
chichk embryo CAM within 45=60 minues.
Investigaticens in the peosent sluly were porformed in
aceondance with the principles catlined in b Declaration of
Helsinki and by Kaunas HBinethics Ciom-
mittee (P1BE-2-302007). Misidlogically confirmed 1500
tiasue samples were acquired in accordance with the protocol
approved by the Institutional Bevicw Boand of LUHS. Wit
Isformed Consent was obtained from the paticets before
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vargery and patients’ identifiers were removed (o enre
anonymity.

LA LSOC Tk feplantation onfo thy CAM, LSCC implan-
tation wis periormad on the Tih, Sk, or ik day of e’
incubation when the CAM is already formed Each 15000
tissue sample obtained dieeotly from the operating room wax
shicerd im0 approvimaicly 8 mm’ picces. Each piece of the
lwllph“mr“:lwpmllr placed on the caster iurface
oo s LA M miear the biggent apparest vewel of the membrasse,
that is, using classical kit i described by Cusbiman
et al. [I7]. On the ik day of eggs’ incubaticon, that . after
4%, 7L and % hours of tumor | abiom, bwo eggs were
reaspenaesd and live-fied in the 1M formalie solution. CAMs
withs the adbsering Bumors wer sacisod and fed bn krmalin
for 5 danys, Eight control CAMS were obtainad on the 1leh day
from eggs that were inosbaied and procesded ander the same
protocol, except the L300 tisose implantation

24, Thame Sampling and Formalin-fixed and par-
atfir-eehedaded sammples of 0.5 = L5 con im sdee
from csch CAM with LS00 implas were slioad into 3 jpms
thich secrions and stained with Bematorylin and eosin (H&E)
for Bicokogical and evaluatioa. Histological
evaluation of the samples was with the cold light
microscope CLYMPUS BX40F4 ((hympus Oiptical Co. Lad.
lagan] under 10 pragnification ming CollSens Dimsension 19
Iagital Imaging Software for Rescarch Applications {Olym-
pus Corpadation of the Americas, LISA)L

25 immumohivechrmirry, o immunsobdeo:homical
examisation, the Lum thick dice of paraffin-cebedded
CAMs with LSCC imglanis as well as original tamor tisue
dices were mounted om poly: L lysine coated glics dides.
After deparaffiniration with xykene and rehydration the
spctions were with -retrieval solution
{00 malil, of citrate bufler, pH &) in 2 pressung-cooker and
then incubated: [11 with cytolieratin monockosal anibodics
(cheme 34FEIZ, dilution 1:50) for identification of bigh
makecular weight cytekeratin (MMW CK), because previous
studies hawe shown squamecsss cell carcinomas being positive
for thew antibodion [18], {2) with monoclonal mouse
anti-bagman CDM (endothclial ool clone BCTOA, dilution
1= 40) o et tios ol vasoular enbathelial celli an lumaor
tissue |19, 20). and (3} with monocheal moise antibamas
antibody for Kin? (chome MIB-1. dilution 1:50) bo sdentify
nuchel of proliferating fumor cells [21].

Al antibadies were parchased from Daka AR {Glostrup,
Denmark], Antibasdiey’ detection using comenerdially avail-
ahle kit EnVishen Plus-HRP, Dhke A5, was periormed
folkowing the progocols of the provider. Sectiom were Cosf-
terstained inweak Mayer's bemasonylin, dehydrated, cheared.
and mounied for the light mécrosoogy

it Misfochemistry of Moodormal CAM Vioads For visa-
alization of CAM Bood veuck, paralfis-embodded thsue
samples were sliced in 3 (bick slices and mousted oa
poly-L-lysine coated glass dides. Sections were rehydrated ax

previously described and pretreated with streptavidinbiotin
blocking kit (Vector, USA) In order to highlight endotislium
off Mo vesscks in chick embryn CAM. slicrs were stained
with B0 il bectinylalod Sambacaa nigra bark lectin (Ve
Bar, USAD [22]. The VECTASTAIN Elite ABC kit was used
(Vector, USA) 1o detect biotinylabed meddecules. Enryme
activity siles were visualieed using WD chromogen solution
{Dako, Denanark). Secthons were coanterstained in Mayers
Bematanyling dehyedrated, cleared, and mounted, Sambagur
sgret boctin speciheally bindi b chick enadotheliumc therdor,
the Blood vk were soen brown under the light siceoscope
{Figures 1{c) and Hd)1.

2.7 Mistomarphowetrks Analysis. Hisomorphometric eval-
wation of the CAM paameters was performed on the
ohtained with Ohynpas digital camera {Chympas L-
CMADY, Philippines), To perform sccurats morphomaetric
anabyshi each CAM sodtion was divided inba 5 sight ficds
(5Fs) (Figure 1{al). The centrad location directly under the
miplanted tumor wis defined s the first SE the 2nd and 4th
5Fs were defined as neighboring sites, and the drd and 5th 5Fs
were defined aa distant 5Fs. respectively. The thickmesses of
Baath the CAM and the charionic cpithelium wene measured
in all SFu The patamcters messured only in cestral and
meighboring 5Fs (the b, 2nd, and 4th) were o folboss: (1)
mramber of bleod veisels with the smallea diameter of not
b tham 8 s per constand lemgth of the CAM section and
{20 mesn ares of the counted blood vesels cross-section
The latter were idmtified Ellowing the endotbelial cells and
ervthrsyio e the lumen of hloosd vesagls in Sambaga
wigrn becnin { Figurcs Bic) and 14d]) and H&E staisod soctier,
accorling i 1k sbematic sampling approach of Ras and
Dkl [33], Eight control CAMs were procciscd under
the same conditions, cucept that messarements of cach
were performed in five random SFs (Figures 1(b)=

1idjl

28 Sastitical Anslyns Statistical analysis was perfonmed
wing |BM 3PS5 Statistics for Windows, Version 2000
{Armreonk, WY; IBM Corporation Software), Data wene poe-
sented a the mneas ¢ standand devistion (500} Sudents I-
eesl wik used b tewt Iypothesis with respect 1 equality of
mmeares. The sire of the differences asnong the mean values of
the groups was evabaaiod by estimation of type | and type [1
ermoas G and ) of the tests. The differomor was considered
ta be significant if § £ 02 and @ = W05 The correlations
among the pusnher of blesd veuch and the thicknew of
the CAM amd the thicknes of cpathelium of the CAM were
evaluated wing Pearson’s corvelation coefficient (r). The level
of stalistical significance for testing stailstical hypothesis was
oo,

3. Results

The laryngead squamaus ool carcinoma tissue samples (N =
&) were besbiod on chick cobayo CAMs (N = 120} In this
paper we cvaluste the offecy of LS00 for thone CAMa that
wete cul off on the llth Escubation doy, that is, 2, 3, snd 4
days afier tamor tiseoe Implantation (N = 15). All 5 CAMs
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epehafium of experimental
e with LS00 implan vabon through epithelm (shom arows). ) Inreased vasculanay under the LSOC implani. 0h, e 1 ansd g)
Bty 340 pren: oippinal msugpnication B (o) hae 20 use origined magnihcation 4y

wete evilsaind morphologically In semensis seolion and
ric paramscters were oblained in 5 5F of 4

moeerial sectioens (Figuee Hajl Theee hundeed 555 were
meaied

CAMs (N = H) without implants served as controds.
Measaremenis of costrol CAMs were made in 40 5Fs nsing,
the zame methods [ Pigures 1b3-10djk

The original LSCC thsue was cvalualed histologically.
Typical siges of the tumor were ohstrveds the parenciyma
cemntend of atypical epithalial colls with irregular smchel and
i ] nunsbaer of mucheolil. Accunuslation of atypical oells
with concentrically arrasgped keratinkaed celle Cearcinons
pearis”) was srhserved (Figure Wel). The suermundng st
wiah composad of lase consective Bians ibowing Eifferce
lewed of isfihration by mossmorphonuckear celis,

L1, Hifatalogital anad Immunokistechomical Chunacteristin of
dgdanted L5CC Thse The implanted LSCC toue samples

inflwence of the L5OC on ihe CAM was observed
[Figures Hi} and Wgik The implanied hemor tesses on the
chick embrys CAM in all the canes were visibly adhered 8o
thee host CAM @ never owed away.

The HMW CK (CRMBELY) wis im il cvin-
e of ik original 1500 epithelial cells. Epithelial cells
of the LSCC implamed on the CAM also shineed high
positivity for the HMW CK. Endotbelial colls of the oo
vessels were positive for CDM in both the criginal asd
Iimplanted L3CC tiwues. Cellular marker foc proliferatson
Eig? wan in the muclel of the eriginal tumes cells
[Figunes 2(a) ansd 2(< )i} sl shoswing positivity for HMW CK
[Figure (b1} Fapreision of G in mplanted LS0C Blood
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o T e X m_pulhr mplisiled

b, o, el Bars 50 g ocigpbasil rniggrviheaat s b . 61 b, 26 st oiigstal

induced by the LSO implants were similar i all specimens

ﬂlhﬂpﬂhﬂdm'ﬂnmbﬂth ifigant
differeaces betweoen humﬂnhu%

Thmdhm‘-“hg;m
ini ren was ip=
U0AH] § incaeased in all 5 5Fs compasieg to thatof the contiol
group. The laepest difference between the thickness of the
and the conirol CAMs was Sand in the cemtral

SF {1 5F) and reached 417%. However, in the distant SFs ( 3ed
and Sib SFa) mﬁm-:nnmw H}-hlﬂm
eipmectively, Fusthermorr, ia i cxpetissental 1
AN i the central SF wus statitically mmm
mummuwuqmmmmw:, s
0%,

Tabde 2 shows the mean thicknes: of the CAMs in both
experimental and control groups L 3, and 4 dayi afler
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Tapan 1 Woan thickess of the CAM: porimestall group vwrws ool groap,

LEOC prosap Conbrol group Deference
Mleiri Meah
fickd EoE] o] L
Sight poin e Fm P #
= SF A JIAE (5 &7 0o Lol
2nd 5F ey (LIEY e n .0l "
3nd 5F FIT TS L A FLL] 1 .ol <nop*
Ath 3F 14T SRS ke i LR} Lol
Sah 5F AT my 4%7 (LAY LR ciin”
k ity i difh L ibe prossgs, d g w = 0L
Tasii E Mean thidknew of the CAM L 3, and & days afier e L30T tussor implaniing: exporimental group verus conirol group,
LS g Costend groug [Hfferenie
ys aher L30T Mlean S0 Mean I -
el ey T o] b= F A
2nd day [ kil | A I/ Ll cnnl®
Srid WHH Bl Lol A s (1] i <Ll
Ath day [LE% ] ¥ HAT A ool “nan”
" dly gk dificre 1he groagps, compsind Ling @ = 00

the LE2CC tumor implantation (e, tolally 1 days of incu-
bation). The meam thickness of the CAM wat statbicallly
significanily higher (p = 0UD01) i the cxperimental group
weran conlenl grosp already 2 days alter the tumor isaplan-
tation reaching 177%. Of note. on the 4th day afier the LSOC
twmaor implantation that deference reached #01%. There was.
s positivicy foe e HMW CK in ihe mesenchyrmal layer o
emdadermal epitheliuen of the CAM. Expression of CT4 and
Kt weas not deteciod in the CAM a5 well,

in and
CAM Epitholism. The chorionic epithelium in the exper-
imwental grosp was found le by thickened in comparisan
with the conirol group (Table 5) and it appeared spramous.
wrd srratified, condbsring of 5:6 livers. The mean thickness
of the egitheliven usder the LROC implist was statitically
significanily (p = QO001) higher as compared with the
controd The difference was found in the st SF
(140} while in the dstani 3Fs these differemces reached 7O
and 7%, respectively.

All implanied tumars induced similar marphametric
sharadteristics of the CAM epithelsam under the LS00
imapdants. Mo sigmificent diferences were found in the maor-
phometric charsctoriatics of the epithelium after implanting,
thy sarter putients tumar on different CAMs (po= QU05),
Hrwever, there were cerlain regions of the CAM wnder
the 1300 implants with thinsed and even discostinuous
eﬂh&-il@nﬂﬂrmﬂ*d’muﬂfm

Adjacent mezenchyme dhowed a demse sccummlation of
Hmd\mbh:Trhlthmlhr_ﬁnt[thﬂﬂ!.

The
just bemearh
tive Emmunostainisg with HMW CE. However,
mectaplasia has never beem found in the digant SFs of

the exporimental CAMs. & well as in the CAM opitheliom
ol the comtral group,

4P Chawacteriziics of the Vicularily of
i CAM. H evabastion revealed a statis-
tically sgnificant difftronce of the mean pumbor of CAM
I = DK | (Table 4 The experimental groesp had mich
higher mean msmber of blood vessels per constant lesgth
of the CAM, thus measurable evidemoe of
increased . The ditference from the control
CAM was im the 1s 5F reaching 148%; however., in neighbor-
ing 5F the differencs wan bows 93% and 755, roupectively,

The meun pusaber of blood veisels snder the 1900 e
implam (ibe 1o 3F) was foand 1o be sigmificasatly higher in
compariun with the neighboring sites {(p < 005) of the
experimental CAM.

The statistically significant (p < (03] moderale positive
worrelations between the numser of hlkood vewcds and 1he
thickness of the CAM (r = (65), as well as the thickae
of gpitheliam of ke CAM [F = 037), were revealed i ihe

EPip.

As shown in Table % the mean area of Mood veseh'
Tumien ini the group was statistically signifi-
camily imi alll 5Fs if compared with that of the control
group, Ia the 19 5F the difference betwoen ke experinaental
and conteol groups reached 155%, in the neighboring 5Fi,
10%% and A%, respectively

4. Discussion

The chick embryn CAM muodel has long born mad for
the investigation of angiogenesis, oncogencib, and tumor
metastasis | 24-26). This sedel provides s nahsally imsomn-
odeficient host that sccepts Implantation from various tvees
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Taman ¥ Mean chickraew of the CAM eptheliom: cgperimemsial group verws ominel group,

LSO gronsgs Comtroll group [Hiferenos
Abrif Ml
Furlds a0 1] -
gkt - o = r #
bt 5F A LT &7 11 L0 ETR
Ind &F [ T BTR wr (] afll”
Il 5F 1 55 fr 12 47 ] 0. T
dnks 5F ne 47 57 o LRCE ] ol *
SthSF (TS [ %] 45 m ] LT T
"iastistically sgrificant defmmce betwom the groups, compused ssing a = Q0L
Tanid 4: Mean sumber of blood vewds per cosstant kngth of the CAM cperil l proup veruas dl proup.
LSO groug Canlrsl groep Dhfferenoe

Saght furlds Mhean 2 H Mean Abscdae b ] F [
Ist 3F 158 s L L] s L] gl
3nad 5P K] L nd L] ] [l o] T
ik SF 1 SR a9 e Lt ol
"ieadiniically sgrificani difmmce briwom the gresps, compused ssing a = Q0L

Tapan % Mean anea of tha CAN biosd vessel lumes: experimenial group verus oonteod grop,

L groug: Caoniral groug ifieernos
Mlean Mean ¥
Furbads L] 1] -

gt PJ '-: m P [
Lat 3F [T R [k jluk ] 155 E T
Indd SF [LET ] 178 Lot a8 TIA 1) e ] e’
ik 5F an ToT 5B Bl 0 ol

st ol egret, e il e bt mors the e, oepaiod punga = 8

and specion and therefore can be usnd for sesoimplantation
of differesn tvpes of cells. The extrsembeyonic msembranes
that are connecied to the embepo theough a contirmous
extraombryonk: vessel system are readily acoessible for exper-
imental manipulation and cheervations [I7]. Dhespite the
evichnt achastapes of the CAM anay s its natural imnen-
edefigien emisonssent, the chick eastayn CAM moded i
atill relatively rarely used for implasting of human tumaers.
Nevertheless, there are several reports abosst the employment
of the CAM aasay as a relable model 10 study varkous
bumas bumors. melanoma [H], prostatic cancer
|29]. glioblastona [15, M3], hunsan colon cascinama |11, glant
el namor of bone [14], sarcoma [31], and head snd neck

about the use of the CAM assay for biologecal stodies of
baman tisaue: for extablishment of L3CC cell lines
2] and for CAM of ocllular scafnld
ih:r!lrg induction of & imag in vive angiogenic rriponse
24|.

O the other hand, mosi experimsents with chick embryo
CAM reported in the literature ueed tumor cell lines that
did not represent the natural feabures of a wdid
tumar. Exporiments with colll lines might nol fully reflect the

wiile brtrrogenngy of humas malignandios breause of poar

correlation between the behavios off singhe ool lines in wirre

plastic wabatrates that ane commonly eomployed bn wenograft
enperimonts |51, Posithe porformancs eaploratony
#ﬂrﬁﬂmﬂmﬂhﬂﬂhﬂhﬂmm
cell i nol predictive enough of compesnd efficacy in
the climical seting |32].

The uee of fresh tumor samples for the CAM asay
preserves the original fumor microemdronment of the

tumaor ool population and (e assodiated
snatsin allowing natural interactions betwoen the diferent
cell pegalatioas in the sample [ 4] Theretore, preservation of
the microemvironment is a theonetical bemefit of using fresh
fumor samples.

The results of our sbudy indicate that L5CC tisue
outlved on the CAMs aidbarred to the
enembrasies inall the o i the shart term of
Erteraction (2 1e 4 mﬁﬂmwwhﬂl All exasined
Ernplants relained essential charaoerisiios of the donor lussor

firoam living imdividails with LSCC. B i important
to nole that alll LSCC | remained with their main
Bistological fratures and no signs of necrmais. wore obaerved.
s, the ressalts of the prosont sty shos that the CAM assay
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can be wed 1o amalyre freib maerial derived froam LS00
This ks the first i wive moded for 1300 which opens new
perspectives o study this discase and hemor sggressiveniss

and i assess fumor fesporres 0 new therapeutic agents.
We have moticed that LSO thsues induced significant

changes of alll the shractures of the bost meedium starting from
the 2nd day afier tumor implantation while having stayed
on the CAM. The abserved thickening of the mesenchyme
with bncreased density of mesenchymal cells and thickening
of chorionis opithdiam in the CAM wler the tunser implant
can be explained as the sl of action of the growth sisuli
factors that are coming from the implinted 1800 tumor
s and the nonspecibe inBammalory reaction of the CAM
dise no the Emplant |33, 4],

Examination of CAM sections suggested that partial
thickeming in the bertwren the oester and inmner
epithelium may be dus to edoma [35]. During the investi-
pation with the wnooated dialyiin capillary or by applying

a high denaity of indamesatory cells, such as heterophils,
anl gRant mas eelli with swecisted fibreid wene Sound.
The siroma of the CAM showed fbeocyte proliferstion,
leucocyte infileration, ssd dusters of dispersad ectedermal
epithelial cells [36-39]. As chick embryn CAM s sooephed
tor be a mabarally imsmunodefickent host [11) aniil day 18 of
imcubation [4]; the inflammatory response of the dhorioal-
h:lmcmnhmbahlnﬂnhllunﬂumduﬂnrﬂ

of appearance of nonbymphak] avian leakooytes, mast oells,
bascphils, thrombocytes {fenctional amalog to plaiciets 1. and
enonocyies that represent nosspecific inflammatory reaction
LI

Angiograesis plns a critical nole im many normal physie-
logical processes, suwell s inlumor neevssulasieation [ M),
Establiahenent and greils of smalignant tamars ane critically
deperdent om their ability 1o slislate the farmation of new
blood vessels from precuisiisg vasculauee 1o support ibsir
enetabaolic neads [ 34, 40, This, angiogeneis facilitates rumor
groneth and spread (6]

In Bead amed peck Sumors, increascd anpgiogenesds bas
b asasiiabesd with an usfavorable prognosis in many
itmdicn; hosrver, prognastic nebevance of angiogenic facton
in laryngeal lumor development bas boen quetioned |41-43],
Mure pecenl studies conprhasbred that s reaed LSO burmar
angigencils was an carly event in liryageal pamor develop-
eent and positively correlated with local and
el and bethal oastcome of the discase [44, 45].

Chick embrm CAM being rich in developed arterics.
veien, s capillary plene sho by cvobved

e o b sdane or sludying anti- of proasgiogen
propertics |4, 12, 34]. I-Inh'rm.lhq:m.'dh'. revaculariea-
ehinn ol 1 b rumoe sampde b peguined for the samples survival
and groswah [H].

The results of our sludy dischose that afler implanting
fresh LSCC tissue samples onto (ke chick embayn CAM 1B

wl active anglogenesis in the CAM appears. That is the
reasln off mrahtiplying blood vessels asweciased with incrense
i vessel volume: hence, mascemt blond vesed prolferation

BiaMled Rewearch Insernational

during sisr experissent is the wisible sign ol L300 progreiss
b the CAM.

It i sugpested though that aheration in the gaseous
eevironmenl of chorionis epithelium may have dnitialed
the chain of events keading 8o keralogenic metaplaka |46],
This Bas Bern notiond while invest
LSS0 frmplane st chick embeyo CAM i our study; the
kerapopenic metaplads in the cheriosic epibeclium was
ohserved only just Bencath the implaned LSCC in comrst
ti» the sines distant from the carciscena smplant or CAMs of
contrel

Results of the present shady are in agrecment with the daia
of other investigations. An increased value of vasoalar growih
was noticed afler implantation of decellulanred heahhy
laryngeal tissue samphes on CAM [M]. Ovarlan fragments
imapdanted anto chick embrye CAM markedly increased the
numitser af distended Bloosd vy in the membrane near or
neat b the implanted ovarian fragments and an inoreased
number of fing capillarics within dlone preaisity of the
imsplantod frapments were fund [I7, 27]. The gastraintesinal
teact cascinoma oelli induced in the CAM and
positively cornelated with their capacity 1o colonize the CAM
tissue |13, 25).

The pesulrs of our sudy show that reliable prodaool for
Imspdantiog of human 13CC onto the chick embeyo CAM is
established and this aseay can be wed 10 amalyze fredh mate-
rial devived from human LSCC. However, some limigations
ariae fromn the inherent features of the chick embryo CAM
masdel. Becaase the duration of the CAM assay is limited to
& 79 dayy” window available before the chick hatches, mang
tusmor cells canmot prosduce visihle colonkes
In secondary orgass before the termination of the asy.
As a resali; the more difficsl deiection of micrometastises
hecomes an imherent part of the chick embryo CAM model
sysbem [47]. This feature of the chick CAM assay
prohably determined a rather rare {2 cases oul of 8) detoction
of LSCC invaskon and micrometastases in our sories.

5, Conclusions

In sammary, neusls of car stady clarity that chicken

CAM isanelevant host smedivm for implanting frob tisuoof

1 LSO, The 1306 implasts aidhere b the host membrane

il induce sigaifican merplaological changes of it, allswing

visualizing microscopically the behavior of mplanted lusnor

c&.llﬁldfﬁhnud:ypmﬁkll&immﬂuhﬂd
ric chasscierization of the LSCC jsnplant om

{Mu'n‘tl and, therefore, allow Better understanding of
cancer oell biology. Peture development of this model may
lead b0 identification of new specific and seective therapeutic
agenas and composition of drugs to limit spread of LSCC.

Abbreviations

1800 Laryngeal squamous eell canginons
CAM: (horioallamoic membease
Ak Standard deviation

= Sight fiekd
HMW C¥: High molecular wetght cyiokeratins.
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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 stercomic-
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.
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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 1cm? 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 7% gt
or 9" day of eggs’ incubation. Each piece of the tumor (1 piece per egg of
apprx. 8 mm?) was gently placed on the outer surface of the CAM. At the
9"™-14"™ 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 3um 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 3um 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 34BE12, 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+tMouse (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 pg/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 (a and B) of the
tests. The difference was considered to be significant if f< 0.2 and a = 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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