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1. SANTRAUKA 
 

Justas Lukoševičius „Ca2+ signalų palyginimas skirtingo patogeniškumo vėžinių ląstelių kultūrose“ 

Tyrimo tikslas: Ištirti nervų sistemos ląstelių metabolizmo pokyčius, būdingus formuojantis vėžinėms 

ląstelėms, registruojant savaiminius viduląstelinius Ca2+ koncentracijos pokyčius. 

Uždaviniai: 1. Naudojant nuo Ca2+ koncentracijos pokyčių priklausančių fluorescencinių signalų 

optoregistracijos metodiką, išmatuoti savaiminius viduląstelinės Ca2+ koncentracijos pokyčius skirtingo 

patogeniškumo žmogaus glioblastomos (A-172 bei U-87) linijų kultūrų ląstelėse; įvertinti ir palyginti 

išmatuotų Ca2+ signalų parametrus. 2. Palyginti sąsają tarp endoplazminio retikulumo (ER) ir 

mitochondrijų A-172 ir U-87 glioblastomų kultūrų ląstelėse analizuojant Ca2+ srautų pokyčius po 

mitochondrijų pralaidumo pereinamosios poros (mPTP) blokados ciklosporinu A (CsA). 3. Išsiaiškinti 

skirtingo piktybiškumo žmogaus glioblastomų A-172 ir U-87 kultūrų ląstelių ER generuojamų Ca2+ 

signalų galimus mechanizmus panaudojant kofeiną (Caf) - įvairių ER receptorių blokatorių/aktyvatorių.  

Tyrimo metodika: Tirti savaiminiai sąlyginai greiti (2-50 s) Ca2+ viduląstelinės koncentracijos pokyčiai 

skirtingo patogeniškumo žmogaus smegenų vėžinių ląstelių linijų A-172 ir U-87 kultūrose, naudojant nuo 

Ca2+ koncentracijos priklausančio fluoroforo, Oregon Green 488 BAPTA-1AM, fluorescencinio signalo 

optoregistraciją.  

Tyrimo rezultatai: Kontrolės sąlygomis A-172 ląstelių su Ca2+ bangomis buvo 56,5 % nuo visų 

registruotų ląstelių skaičiaus, Ca2+ bangų vidutinė santykinė amplitudė siekė A=12,0±6,5 %, pusės 

amplitudės signalų trukmės vidurkis T1/2 buvo 34,9±15,4 s, o dažnis - N=2,1±0,9 įvykio per 200 s; tuo 

tarpu signalizuojančių U-87 ląstelių buvo 41,1 %, o jų generuojamų Ca2+ bangų parametrai: 

A=11,7±5,1 %, T1/2=22,4±11,5 s, N=3,7±2,3. Tik A-172 kultūroje 25 % aktyvių ląstelių be Ca2+ bangų 

taip pat generavo mažus, A=3-5 %, Ca2+ signalus - "pikus". Pridėjus mPTP (mitochondrijų pereinamumo 

poros) blokatorių ciklosporiną A (CsA, 20µM) į registravimo terpę, A-172 kultūros ląstelių Ca2+ signalų 

santykinė amplitudė palyginus su kontrole sumažėjo iki A=8,8±3,8 %, impulso trukmė - iki T1/2=26,0±9,4, 

o ląstelių su mažais Ca2+ pikais skaičius krito iki 7,6 % nuo visų signalus turinčių ląstelių skaičiaus; tuo 

metu U-87 ląstelių generuojamų Ca2+ bangų santykinė amplitudė, trukmė ir įvykių dažnis palyginus su 

kontrole statistiškai patikimai nepasikeitė - A=11,8±6,5 %, T1/2=24,1±11,3 s, N=3,3±1,3. Po kofeino (Caf, 

5 mM) pridėjimo į A-172 kultūrų terpę, palyginus su kontrole išaugo ląstelių aktyvumas iki 75,9 %, 

įvykių dažnis per 200 s - N=3,3±1,2, amplitudė - A=12,9±5,0 %, bei patikimai sumažėjo Ca2+ signalų 

trukmė - T1/2=20,0±6,6 s; tuo tarpu U-87 glioblastomos kultūrų aktyvumas krito iki 10 % nuo visų 

registruotų ląstelių, taip pat, lyginant su kontrole, sumažėjo įvykių skaičius iki N=1,5±0,5 per 200 s 

registracijos bei amplitudė A=6,1±1,1 %, o vidutinė signalo trukmė reikšmingai nepakito - 

T1/2=24,25±10,4 s. 
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Išvados: 1. Patogeniškesnio tipo U-87 glioblastomos kultūros ląstelių savaiminiai viduląsteliniai Ca2+ 

signalai  buvo ganėtinai taisyklingos formos su gerai išreikštomis pakilimo ir nusileidimo fazėmis 

laikinėje dinamikoje ir statistiškai patikimai dažnesni ir trumpesni nei mažesnio piktybiškumo 

glioblastomos A-172 Ca2+ signalai, kurių laikinė dinamika atrodė kaip labai greitų pikų ir ilgų bangų 

kombinacija. 2. Mažesnio piktybiškumo glioblastomos A-172 kultūrų ląstelėse Ca2+ signalizacijos 

parametrai ir dinamika jautriai reagavo į Ca2+ srauto per mPTP blokavimą su CsA; tuo tarpu didesnio 

piktybiškumo glioblastomos U-87 Ca2+ viduląstelinių pokyčių parametrai nepriklausė nuo mPTP 

blokavimo.3. Mažesnio piktybiškumo glioblastomos A-172 kultūros ląstelių didelės amplitudės Ca2+ 

bangų generavimas buvo sustiprintas endoplazminio tinklo rianodino receptorių aktyvavimo kofeinu, tuo 

tarpu U-87 didelių Ca2+ bangų generavimas buvo slopintas kofeino, galimai dėl endoplazminio tinklo IP3 

receptorių blokavimo.   



5 

 

2. ABSTRACT 
 

Justas Lukoševičius “Comparison of Ca2+ signals in cultures of cancer cells of different pathogenicity” 

The aim: To investigate metabolic changes in nervous system cells associated with the formation of 

cancer cells by recording spontaneous intracellular Ca2+ concentration changes. 

Objectives: 1. Using an optical recording methodology based on fluorescence signals dependent on Ca2+ 

concentration changes, to measure spontaneous intracellular Ca2+ concentration changes in cultures of 

human glioblastoma cell lines with different pathogenicity (A-172 and U-87), and to evaluate and 

compare the parameters of the recorded Ca2+ signals. 2. To compare the interaction between the ER and 

mitochondria in A-172 and U-87 glioblastoma cell cultures by analyzing changes in Ca2+ fluxes following 

blockade of the mitochondrial permeability transition pore (mPTP) with cyclosporin A (CsA). 3. To 

determine the possible mechanisms of endoplasmic reticulum (ER)-generated Ca2+ signals in human 

glioblastoma cell cultures of different malignancy grades (A-172 and U-87) using caffeine (Caf) as a 

blocker/activator of various ER receptors. 

Methods: Spontaneous relatively fast (2-50 s) intracellular Ca2+ concentration changes were investigated 

in cultures of human brain cancer cell lines A-172 and U-87 with different pathogenicity, using optical 

recording of fluorescence signals from the Ca2+ sensitive fluorophore Oregon Green 488 BAPTA-1AM. 

Results: Under control conditions, A-172 cells exhibiting Ca2+ waves accounted for 56.5 % of the total 

number of recorded cells. The mean relative amplitude of the Ca2+ waves was A=12.0±6.5 %, the mean 

half-amplitude signal duration was T1/2=34.9±15.4 s, and the frequency was N=2.1±0.9 events per 200 s. 

Meanwhile 41.1 % of U-87 cells displayed signaling activity, and the parameters of their generated Ca2+ 

waves were: A=11.7±5.1 %, T1/2=22.4±11.5 s, and N=3.7±2.3. Only in the A-172 culture, 25 % of active 

cells, in addition to Ca2+ waves, also generated small Ca2+ signals “spikes” with amplitudes of A=3–5 %. 

After addition of the mPTP (mitochondrial permeability transition pore) blocker cyclosporin A (CsA, 

20 µM) to the recording medium, the relative amplitude of Ca2+ signals in A-172 culture cells decreased 

compared to control to A=8.8±3.8 %, the signal duration decreased to T1/2=26.0±9.4 s, and the number of 

cells generating small Ca2+ spikes declined to 7.6 % of all signaling cells. At the same time, in U-87 cells, 

the relative amplitude, duration, and event frequency of generated Ca2+ waves did not change significantly 

compared to control values: A=11.8±6.5 %, T1/2=24.1±11.3 s, N=3.3±1.3. Following the addition of 

caffeine (Caf, mM) to the A-172 culture medium, compared to control conditions, cellular activity 

increased to 75.9 %, the event frequency increased to N=3.3±1.2 events per 200 s, the amplitude increased 

to A=12.9±5.0 %, and the duration of Ca2+ signals significantly decreased to T1/2=20.0±6.6 s. In contrast, 

the activity of U-87 glioblastoma cultures decreased to 10 % of all recorded cells; additionally, compared 

to control, the number of events decreased to N=1.5±0.5 per 200 s of recording and the amplitude 



6 

 

decreased to A=6.1±1.1 %, while the mean signal duration did not change significantly - 

T1/2=24.25±10.4 s. 

Conclusions: 1. Spontaneous intracellular Ca2+ signals in the more pathogenic U-87 glioblastoma culture 

cells exhibited a relatively regular pattern with clearly expressed rising and falling phases in their 

temporal dynamics and were statistically significantly more frequent and shorter than the Ca2+ signals 

observed in the less malignant A-172 glioblastoma cells, whose temporal dynamics appeared as a 

combination of very rapid spikes and prolonged waves. 2. In the less malignant A-172 glioblastoma 

culture cells, Ca2+ signaling parameters and dynamics responded sensitively to the blockade of Ca2+ flux 

through the mPTP using CsA; meanwhile, the parameters of intracellular Ca2+ changes in the more 

malignant U-87 glioblastoma cells were not affected by mPTP blockade. 3. In the less malignant A-172 

glioblastoma culture cells, the generation of high-amplitude Ca2+ waves was enhanced by caffeine induced 

activation of endoplasmic reticulum ryanodine receptors, whereas in U-87 cells the generation of large 

Ca2+ waves was suppressed by caffeine, possibly due to blockade of endoplasmic reticulum IP3 receptors. 
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6. SANTRUMPOS 
 

A-172 – žmogaus glioblastomos ląstelių linija 

A2A – adenozino receptorius 

AKT onkogenas – proteinkinazė B 

ATPazė – hidrolazių klasės fermentas, katalizuojantys adenozintrifosfato (ATP) skaidymą iki 

adenozindifosfato (ADP) ir neorganinio fosfato 

Caf – kofeinas 

CNS – centrinė nervų sistema 

CsA –  ciklosporinas A 

ER – endoplazminis tinklas (retikulumas) 

GB – glioblastoma 

IMM – vidinė mitochondrijų membrana 

IP3R – inozitolio 1,4,5-trifosfato receptorius 

MAM – mitochondrijų ir endoplazminio tinklo kontaktinės membranos 

MCU – mitochondrijų kalcio uniporteris 

Mfn2 – mitofusinas 2, baltymas, esantis išorinėje mitochondrijų membranoje 

mPTP – mitochondrijų pralaidumo pereinamoji pora 

PMCA (angl. Plasma Membrane Calcium ATPase) – plazminės membranos kalcio ATPazė 

PSO (angl. WHO - World Health Organization) – Pasaulio sveikatos organizacija  

RyR – rianodino receptorius 

ORAI – kalcio išsiskyrimo aktyvuojamas endoplazminio tinklo kalcio kanalo baltymas 

ROS – reaktyviosios deguonies formos 

SERCA (angl. Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase) – sarkoplazminio / endoplazminio tinklo 

kalcio ATPazė 

SOCC (angl. Store-Operated Calcium Channels) – viduląstelinių kalcio atsargų valdomi kalcio kanalai 

STIM (angl. A Stromal Interaction Molecule) – endoplazminio tinklo membranos baltymas 

TRP kanalai (angl. Transient Receptor Potential channels) – trumpalaikio potencialo receptoriai/kanalai 

U-87 – žmogaus glioblastomos ląstelių linija 

VDAC – nuo įtampos priklausomas anijonų kanalas, esantis mitochondrijų išorinėje membranoje 

VGCC (angl. Voltage-Gated Calcium Channels) – membranos potencialo valdomi kalcio kanalai  
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7. SĄVOKOS 
 

Angiogenezė – tai procesas, kurio metu iš jau egzistuojančių kraujagyslių formuojasi nauji kapiliarai ir 

kraujagysliniai tinklai. 

Apoptozė – genetiškai programuota ląstelės žūtis, savidestrukcija. 

Glioblastoma – tai agresyviausias ir dažniausias pirminis piktybinis galvos smegenų navikas 

suaugusiesiems, kylantis iš glijos (dažniausiai astrocitų) ląstelių . 

Homeostazė – biologinės sistemos struktūros ir funkcijų, organizmo vidaus terpės sudėties bei savybių 

dinaminis pastovumas. 

Invadopodija – tai specializuota navikinės ląstelės membranos išauga, dalyvaujanti tarpląstelinės matricos 

ardymo ir invazijos procesuose. 

Kancerogenezė – vėžio atsiradimo procesas, nuo specifinių ląstelės pokyčių iki naviko susidarymo dėl 

įvairių vidinių ir išorinių veiksnių poveikio. 

Onkogenai – genai, skatinantys ląstelės piktybėjimą, vėžio vystymąsi. 

Patogenezė – biologinių ir patologinių procesų visuma, nagrinėjantis ligos arba jos reiškinių vystymąsi ir 

eigą. 

Proliferacija – nediferencijuotų ar mažai diferencijuotų ląstelių daugėjimas ir jų populiacijos augimas 

dalijimosi būdu. 
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8. ĮVADAS 
 

Ca2+ signalai, pasireiškiantys kaip viduląstelinės Ca2+ koncentracijos pokyčiai, atrodo kaip trumpi 

Ca2+ koncentracijos šuoliai arba kaip ilgos Ca2+ bangos. Yra žinoma, kad Ca2+ signalizacijos keliai atlieka 

svarbų vaidmenį kancerogenezėje - normalių ląstelių transformacijoje į vėžines ląsteles, navikų augime, 

invazijoje, angiogenezėje ir navikų metastazavime. Viduląstelinės Ca2+ koncentracijos pokyčiai kyla iš 

endoplazminio tinklo (ER) ir reguliuoja aukščiau išvardintus ląstelių procesus, tačiau pagrindinis Ca2+ 

signalų taikinys yra mitochondrijos. Kalcio perdavimas tarp ER ir mitochondrijų tampa įmanomas dėl su 

mitochondrijomis susijusiomis ER membranomis (MAM) – ER struktūromis, esančiomis arti 

mitochondrijų. Apie 5–20 % mitochondrijų išorinės membranos gali sudaryti labai dinamišką fizinį ryšį su 

ER MAM dėka, veikiančių kaip medžiagų mainų platforma tarp mitochondrijų ir ER, siekiant palaikyti 

ląstelių homeostazę. Taip susikuria mikrodomenai, kuriuose Ca2+ koncentracija yra daug didesnė nei 

aplinkiniame citozolyje, ir kuriuose iš ER išlaisvintas Ca2+ greitai "pasisavinamas" mitochondrijose. 

Mitochondrijose Ca2+ signalas dekoduojamas skirtingai, priklausomai nuo jo laikinių charakteristikų: 

įprasti greiti Ca2+ svyravimai reguliuoja ląstelės metabolizmą, tačiau mitochondrijų perkrova Ca2+ jonais 

sukelia ląstelių apoptozę.  

Daugelio chemoterapinių vaistų veikimo efektyvumas priklauso būtent nuo vėžinių ląstelių Ca2+ 

signalo perdavimo tarp ER ir mitochondrijų: keli MAM esantys onkogenai gali pakeisti Ca2+ signalizaciją, 

kuo pasekoje sutrinka Ca2+ mainai tarp ER ir mitochondrijų, todėl chemoterapija tampa neveiksminga. 

Todėl Ca2+ perdavimo tarp ER ir mitochondrijų pakitimas ar sutrikimas vėžiniuose ląstelėse byloja apie 

naviko patogeniškumą - kuo labiau minėtas ryšys surikęs, tuo patogeniškesniu - agresyvesniu ir 

chemoterapijai atsparesniu tampa navikas.  

Šiame darbe, naudojant nuo fluorescencijos priklausančios viduląstelinės Ca2+ koncentracijos 

dinamikos laike matavimo optoregistracijos metodą, buvo išnagrinėti ir palyginti dviejų skirtingo 

patogeniškumo - A-172 ir U-87 - žmogaus gliobtastomos kultūrų ląstelių sąlyginai greiti Ca2+ signalai. 

Naudojant mitochondrijų pralaidumo pereinamosios poros mPTP blokatorių buvo parodytas 

mitochondrijų įnašas į ER generuojamų Ca2+ signalų moduliaciją. Taip pat, naudojant kofeiną (Caf) - 

buvo išsiaiškinta, ar A-172 ir U-87 tipo glioblastomos ląstelės ekspresuoja rianodino receptorių (RyR) - 

kanalą, jautrų Ca2+ padidėjimui, bei parodytas IP3 receptoriaus vaidmuo viduląstelinių Ca2+ signalų 

generavime tiriamųjų glioblastomų ląstelėse. 
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9. DARBO TIKSLAS IR UŽDAVINIAI 
 

Darbo tikslas: Ištirti nervų sistemos ląstelių metabolizmo pokyčius, būdingus formuojantis vėžinėms 

ląstelėms, registruojant savaiminius viduląstelinius Ca2+ koncentracijos pokyčius. 

Uždaviniai: 

1. Ištirti santykinai greitus savaiminius viduląstelinius Ca2+ signalus skirtingo patogeniškumo žmogaus 

glioblastomos A-172 ir U-87 kultūrų ląstelėse naudojant nuo Ca2+ koncentracijos priklausančios 

fluorescencijos registravimo metodą ir palyginti Ca2+ signalų parametrus.  

2. Įvertinti mitochondrijų vaidmenį greitų Ca2+ viduląstelinės koncentracijos pokyčių moduliacijoje, 

blokuojant  mitochondrijų pralaidumo pereinamąją porą (mPTP) skirtingo patogeniškumo žmogaus 

glioblastomos A-172 ir U-87 kultūrų ląstelėse.  

3. Išnagrinėti Ca2+ signalų, generuojamų glioblastomų kultūrų A-172 ir U-87 ląstelių endoplazminiame 

tinkle (ER) galimus mechanizmus: palyginti RyR ir IP3 receptorių vaidmenį Ca2+ viduląstelinių 

savaiminių bangų atsiradime.  
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10. LITERATŪROS APŽVALGA 
 

10.1. Ca²⁺ signalizacijos svarba ir mechanizmai ląstelėse 
 

Kalcio jonai (Ca²⁺) yra vieni universaliausių ir svarbiausių ląstelės signalinių elementų, 

reguliuojančių daugybę fiziologinių procesų, tokių kaip proliferacija, migracija, metabolizmas, genų 

ekspresija. Ca2+ viduląstelinė signalizacija pasireiškia kontroliuojamų koncentracijos pokyčių pavidalu 

[1]. Ca²⁺ signalizacijos mechanizmai leidžia integruoti įvairių ląstelės dalių siunčiamus signalus ir yra 

glaudžiai susiję su citoskeleto dinamika. Ca2+ signalų dinamika ne tik atspindi, bet taip pat ir reguliuoja 

ląstelės atsaką į stresą ir struktūrinius pokyčius, bei valdo tarpląstelinę sąveiką, todėl yra svarbi tiek 

pavienių ląstelių, tiek audinių lygmens funkcijai [2]. Ca²⁺ signalizacijos sistema pasižymi išskirtiniu 

dinamiškumu ir erdvine organizacija, leidžiančia generuoti tiek lokalizuotus, tiek globalius Ca2+ 

koncentracijos pokyčius, kurių pobūdis lemia specifines biologines reakcijas [3].  

Ca2+ signalizacijos efektyvumas grindžiamas griežta Ca²⁺ homeostazės kontrole, kuri palaiko 

didelį Ca2+ koncentracijos gradientą ląstelių viduje ir išorėje, bei tarp skirtingų ląstelės komponentų: 

ekstraląstelinėje terpėje Ca²⁺ koncentracija siekia 1–2 mM, o citozolyje ramybės būsenoje išlieka labai 

žema - apie 100 nM; tuo tarpu ER, kuris atlieka viduląstelinės Ca2+ saugyklos funkciją, Ca2+ koncentracija 

siekia 100–500 µM [4]. Sužadintoje ląstelėje aktyvacijos metu lokalūs Ca2+ koncentracijos pokyčiai 

citoplazmoje gali padidėti iki 0.5–1 µM priklausomai nuo dirgiklio pobūdžio ir stiprumo, bei tokių 

veiksnių, kaip Ca²⁺ buferizacija mitochondrijose ir Ca²⁺ srautus generuojančių ER esančių 

baltymų/receptorių – taip susidaro Ca2+ citozoliniai signalai [5].  

Ca²⁺ homeostazės kontrolei ir sąveikai palaikyti reikalinga sudėtinga jonų kanalų, siurblių ir 

transporterių sistema, koordinuojanti Ca²⁺ srautus pro plazminės membranos kanalus, o taip pat tarp ER, 

mitochondrijų ir citoplazmos. Net ir nedideli Ca²⁺ dinamikos reguliacijos pokyčiai gali sukelti reikšmingus 

ląstelės homeostazės pokyčius, sąlygojančius funkcinius pakitimus bei patologinę būklę [6]. Plazminėje 

membranoje esantys kalcio jonų kanalai užtikrina greitą Ca²⁺ patekimą į citozolį iš tarpląstelinės terpės 

pagal elektrocheminį gradientą: tai elektriniam gradientui bei cheminiams agonistams jautrūs trumpalaikio 

receptoriaus potencialo kanalai (TRP) ir tiesiogiai ląstelės membranos potencialo valdomi membranos 

potencialo valdomi kalcio kanalai (VGCC). Kanalai, užtikrinantys Ca2+ mainus tarp ląstelės vidaus ir 

išorės, yra labai svarbūs: pavyzdžiui, plazminės membranos TRP Ca2+ pralaidžių kanalų ekspresijos 

pokyčiai atsakingi už vėžio metastazavimą, nes piktybiniame audinyje esantis žemas pH ir žemas 

deguonies lygis sukelia Ca2+ antplūdį per TRP kanalus, kas sustiprina ląstelių migracijos gebėjimą [7]. 

Taip pat Ca2+ homeostazėje dalyvauja ląstelių organelių - mitochondrijų kalcio kanalai bei ER, esantys 



13 

 

Ca2+ kanalai - viduląstelinių kalcio atsargų valdomi kalcio kanalai (SOCC), dar žinomi kaip Ca2+ išsekimą 

reguliuojantys kanalai, bei Ca2+ viduląsteline koncentracija aktyvuojami kanalai, tokie kaip RyR, IP3 ir 

kiti [8]. Vienas iš svarbiausių Ca²⁺ koncentracijos citozolyje palaikymo mechanizmų yra viduląstelinės 

Ca2+ koncentracijos valdomi ER kanalai SOCC, kurie aktyvuojami, kai Ca²⁺ koncentracija ER sumažėja ir 

tokiu būdu jie užtikrina Ca²⁺ atsargų papildymą bei ilgalaikių Ca2+ signalų palaikymą, generuojant Ca2+ 

jonų srautus į citoplazmą ir iš jos. SOCC domeno sistemos, kurią sudaro STIM ir ORAI baltymai, 

pokyčiai gali lemti ląstelės patologinius procesus: pavyzdžiui, ORAI1 baltymo mutacijos koreliuoja su 

tam tikrų onkologinių susirgimų atsiradimu, kas rodo galimą kalcio signalizacijos ir patogenezės sąveiką 

[9, 10].  

Ca2+ siurbliai, atvirkščiai nei kanalai, perkelia Ca2+ prieš koncentracijos gradientą, naudodami 

ATP energiją: tai ER Ca2+-ATPazė SERCA, kuri perneša Ca²⁺ į endoplazminį tinklą, bei plazminės 

membranos Ca2+-ATPazė PMCA, kuri pašalina Ca²⁺ iš citozolio į užląstelinę terpę [11].  

Mitochondrijų Ca2+ dinamika pagrinde vyksta dviejų sistemų dėka - mitochondrijų kalcio 

uniporterio (MCU) ir mPTP. MCU yra specializuotas baltymų kompleksas vidinėje mitochondrijų 

membranoje, kuris leidžia Ca2+ patekti iš citoplazmos į mitochondrijų matriksą. Jis veikia kaip pagrindinis 

Ca2+ įsiurbimo kanalas, reguliuojantis aerobinį metabolizmą, ATP gamybą, ląstelių proliferaciją ir 

apoptozę [12]. Ca2+ pernešimo iš ER į mitochondrijas procesas per MAM struktūras paprastai vyksta 

trimis pagrindiniais etapais: 1. iš pradžių Ca2+ išsiskyrimą iš ER skatina ER Ca2+ pralaidūs baltymai-

kanalai, tokie kaip rianodino receptorius (RyR) arba inozitolio 1,4,5-trifosfato receptorius (IP3R); 2. kiti 

baltymai, įskaitant nuo įtampos priklausomą anijonų kanalą (VDAC), palengvina Ca2+ patekimą į 

mitochondrijų tarpmembraninę erdvę; 3. Ca2+ pereina per vidinę mitochondrijos membraną (IMM) per 

MCU ir patenka į mitochondrijų matricą [13]. Tuo tarpu mPTP yra baltymų kompleksas, kuris susidaro 

vidinėje mitochondrijų membranoje. Kai kurių CNS ląstelių mitochondrijose padidėjusi Ca2+ 

koncentracija gali sukelti mPTP porų atsidarymą, nes Ca2+ jungiasi prie atitinkamų vietų mPTP matricos 

pusėje ir aktyvuoja poros atsivėrimą [14]. Ilgalaikis mPTP atsidarymas sukelia mitochondrijų patinimą, 

plyšimą išorinėje mitochondrijų membranoje, sukelia apoptozinę ir nekrozinę ląstelių žūtį, bei yra susijęs 

su įvairiomis patologijomis. Tačiau trumpalaikis mPTP atsidarymas įvairiose sublaidumo būsenose gali 

atlikti keletą fiziologinių vaidmenų - mitochondrijų bioenergetikos pokyčius ir greitą trumpalaikį Ca2+ 

ištekėjimą iš mitochondrijų [15]. 

Vienas svarbiausių ląstelių Ca²⁺ signalizacijos aspektų yra organelių tarpusavio sąveika. ER ir 

mitochondrijos sudaro specializuotas kontaktines zonas – mitochondrijų–endoplazminio tinklo sąlyčio 

vietas - MAM membranas, kurios leidžia tiesiogiai ir efektyviai perduoti Ca²⁺ tarp šių organelių. Atstumas 

https://en.wikipedia.org/wiki/Inner_mitochondrial_membrane
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tarp ER ir išorinės mitochondrijų membranos gali svyruoti nuo 10 nm iki 100 nm, sąveika tarp jų 

palaikoma baltymų jungtimis [16]. Ca²⁺ perdavimas šitoje sistemoje aktyvina mitochondrijų 

dehidrogenazes, didina ATF gamybą ir palaiko oksidacinį metabolizmą. Tačiau per didelis Ca²⁺ 

kaupimasis mitochondrijose gali inicijuoti apoptotinius procesus [17]. ER veikia kaip pagrindinis 

viduląstelinis Ca²⁺ rezervuaras, jo ir mitochondrijų sąveiką reguliuoja baltymai, tokie kaip IP3R, 

mitofusinas 2 (Mfn2) bei baltymų kompleksas VAPB–PTPIP51. Vienas pagrindinių receptorių - IP3R - ne 

tik reguliuoja Ca²⁺ išsiskyrimą iš ER, bet gali ir prisidėti prie fizinės ER–mitochondrijų sąveikos 

palaikymo, netiesiogiai įtakodami Ca²⁺ perdavimo efektyvumą tarp šių organelių. Šios struktūros sudaro 

dinamišką, grįžtamojo ryšio pagrindu veikiančią sistemą, leidžiančią generuoti skirtingus viduląstelinius 

Ca²⁺ signalus, kurie skiriasi savo amplitude, trukme ir lokalizacija [18]. Glaudus ER ir mitochondrijų ryšis 

leidžia įveikti santykinai mažą mitochondrijų afinitetą Ca²⁺ jonams, nes MAM membranose susidaro 

mikrodomenai, kuriuose Ca²⁺ koncentracija 10 kartų didesnė nei citozolyje [19]. Ritminės Ca²⁺ osciliacijos 

iš ER aprūpina mitochondrijas pakankamu Ca²⁺ kiekiu, taip skatindamos ATF gamybą ir palaikydamos 

ląstelės metabolizmą. Tačiau, jeigu Ca²⁺ perdavimas nepakankamas, pavyzdžiui, slopinant IP3 receptorius 

arba sutrikus jų lokalizacijai MAM struktūrose, mitochondrijų bioenergetika sutrinka, didėja AMF/ATF 

santykis, kas veda prie ląstelių proliferacijos ir autofagijos. Ir atvirkščiai, ilgalaikis Ca²⁺ kaupimasis 

mitochondrijose trikdo jų funkciją ir gali inicijuoti ląstelės žūtį [20].  

10.2. Ca²⁺ signalizacijos vaidmuo vėžinėse ląstelėse 
 

Vėžinėse ląstelėse Ca²⁺ signalizacijos sistema yra pertvarkyta taip, kad dėl mutacijų, pakitusios 

genų raiškos, reguliacijos ir baltymų lokalizacijos susiformuoja pakitę Ca²⁺ srautai, kurie reikšmingai 

skiriasi nuo normalių ląstelių ir prisideda prie naviko progresijos. Dėl šios priežasties Ca²⁺ signalizacija 

vis dažniau apibūdinama kaip integracinis signalinis tinklas, jungiantis pagrindinius naviko biologinius 

procesus. Buvo pastebėta, kad padidėjęs Ca²⁺ kiekis vėžinėse ląstelėse neslopina jų augimo, o priešingai – 

jį skatina, nors sveikoms ląstelėms toks Ca²⁺ padidėjimas būtų citotoksiškas [21]. Tačiau Ca²⁺ signalizacija 

vėžiniuose ląstelėse gali būti tiek padidėjusi, tiek sumažėjusi, priklausomai nuo Ca²⁺ koncentraciją 

reguliuojančių baltymų aktyvumo. Pavyzdžiui, vėžinėse ląstelėse yra sumažėjusi elektrinio potencialo 

valdomų Ca²⁺ plazminės membranos kanalų (VGCC) ekspresija, todėl, galimai, šitiems kanalams galima 

priskirti naviko slopintojų vaidmenį [22].  

Ca2+ mainai tarp ląstelių citozolio ir tarpląsteliniės terpės vėžinėse ląstelėse pagrinde vyksta pro 

TRP kanalus ir SOCE sistemą, kuri yra hiperaktyvinta - palaiko padidintą Ca²⁺ įtekėjimą į ląstelės vidų. 

Pavyzdžiui, TRP1 skatina atsparumą chemoterapijai Ca²⁺ sąveikaujant su baltymais ir padidinant MCL1 

baltymo ekspresiją [23]. SOCE sistema per STIM ir ORAI baltymus didina vėžinių ląstelių migraciją ir 
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metastazavimą - osciliuojančių Ca²⁺ signalų generavimas specifinėse plazminės membranos srityse skatina 

ekstraląstelinės matricos degradaciją ir invadopodijų formavimąsi. Be to, padidėjęs SOCE aktyvumas 

užtikrina ilgalaikį Ca²⁺ signalų palaikymą, kuris yra būtinas naviko augimui ir progresijai [24].  

Viduląsteliniuose Ca²⁺ srautuose vėžinėse ląstelėse ypatingas vaidmuo tenka ER ir 

mitochondrijoms jų sąlyčio taškuose MAM struktūrose. MAM srityje vykstantis Ca²⁺ ir reaktyviosios 

deguonies formos (ROS) perdavimas yra svarbus apoptozės reguliatorius, kurį modifikuoja onkogenai, 

tokie, kaip AKT (proteinkinazė B). AKT slopina apoptozę tiek transkripciniu lygiu, tiek tiesiogiai 

veikdama mitochondrijų baltymus, kas leidžia vėžinėms ląstelėms išvengti Ca²⁺ sukeltos mitochondrijų 

"perkrovos". Taip pat AKT onkogenas atsakingas už IP3 fosforilinimą, todėl slopina Ca²⁺ išsiskyrimą iš 

ER ir apsaugo ląsteles nuo viduląstelinio Ca2+ kritinio padidėjimo [25]. Pastaruoju metu daugėja įrodymų, 

kad dėl MAM baltymų plataus dalyvavimo ląstelių homeostazėje, šitos ER ir mitochondrijų sąveikos 

"ašies" pokyčiai yra labai svarbūs navikų etiologiniai veiksniai. Išsamūs MAM baltymų ir jų pasikeitimų 

tyrimai ne tik padeda ligos diagnostikai, bet taip pat terapinių taikinių atradimui. Pavyzdžiui, MAM 

baltymų moduliacija naudojama vėžio ląstelių jautrumui priešvėžiniams reagentams padidinimui bei 

imuninių ląstelių aktyvumo reguliacijai [26]. 

Vėžinėse ląstelėse Ca²⁺ palaikomas metabolizmas dažnai yra selektyviai modifikuojamas – 

keičiama Ca²⁺ perdavimo iš ER į mitochondrijas kontrolė, taip mažinant jautrumą mitochondrijų 

tarpininkaujamai apoptozei. Sustiprintas, bet griežtai reguliuojamas Ca²⁺ srautas į mitochondrijas leidžia 

palaikyti aktyvumą, kartu išvengiant kritinės Ca²⁺ perkrovos [27]. 

Vėžinių ląstelių ER generuojamų Ca2+ signalų mechanizme svarbiausios struktūros  - SERCA 

siurbliai ir IP3 receptoriai. Slopinant SERCA siurblius, Ca²⁺ įsiurbimo iš citozolio į ER dalinis 

sumažėjimas skatina naviko progresiją ir atsparumą chemoterapijai. Tuo tarpu IP3 receptoriai, kartu su 

BCL-2 šeimos baltymais, yra svarbūs ER–mitochondrijų Ca²⁺ mainų reguliatoriai vėžinėse ląstelėse. Jų 

sąveika gali tiek slopinti, tiek skatinti Ca²⁺ išsiskyrimą iš endoplazminio tinklo [21]. Mitochondrijose 

svarbų vaidmenį atlieka MCU, kurio ekspresija daugelyje navikų yra padidėjusi ir siejama su 

mitochondrijų sustiprintu Ca²⁺ įsiurbimu, padidėjusia ROS gamyba ir didesniu metastaziniu vėžinio 

audinio polinkiu. MCU ir ROS sąveika formuoja teigiamo grįžtamojo ryšio mechanizmą, kuris skatina 

ląstelių migraciją ir naviko progresiją. Tačiau šio mechanizmo poveikis gali skirtis priklausomai nuo Ca²⁺ 

signalizacijos heterogeniškumo vėžyje [28]. Nustatyta, kad mitochondrijų mPTP reguliuoja apoptozės 

sukeltą vėžio ląstelių mirtį: padidėjęs mitochondrijų Ca2+ kiekis, oksidacinis stresas ir mitochondrijų 

depoliarizacija lemia mPTP atsidarymą, o mPTP komplekso sukelta apoptozė laikoma svarbiu veiksniu ir 

atlieka lemiamą vaidmenį kelių tipų vėžio patogenezėje.  
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10.3. Glioblastoma ir jos ląstelių linijų kultūros 
 

Glioblastoma (GB) yra agresyviausia pirminė centrinės nervų sistemos naviko forma, pagal 

Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO, angl. WHO - World Health Organization) priskiriama IV laipsnio 

difuzinėms gliomoms [29]. Šie navikai pasižymi sparčiu augimu, ryškiu invazyvumu, metaboliniu 

plastiškumu ir dideliu atsparumu gydymui. Pacientų prognozė išlieka itin nepalanki: penkerių metų 

išgyvenamumo rodikliai rodo, jog tarp neišgydomų vėžio formų atveju, sergantys GB pacientai užima 

devintą poziciją pagal 5 metų išgyvenamumo rodiklį tarp 13 vėžio tipų (9,8 %) [30]. Histologiškai - pagal 

PSO duomenis - tai yra astrocitinės kilmės heterogeniški navikai [31]. Taip pat GB yra dažniausias 

piktybinis pirminis smegenų navikas, sudarantis apie 57 % visų gliomų ir 48 % visų pirminių piktybinių 

centrinės nervų sistemos (CNS) navikų. Statistiniai duomenys rodo, kad glioblastomos sergamumas 

pasaulyje yra 3,21 atvejo 100 000 gyventojų (remiantis 2011–2015 m. registrų duomenimis), o amžiaus 

vidurkis siekia 65 metus [32].  

GB vėžinių ląstelių agresyvumas lemia aktyvų Ca²⁺ signalizacijos persitvarkymą, suteikiantį joms 

atsparumą chemoterapijai ir radioterapijai. Dėl šių priežasčių būtinas Ca2+ signalizacijos mechanizmų 

tyrimas, ieškant naujų taikinių terapijos ir gydymo būdų: GB būdingas išskirtinis tarpląstelinis ryšys, 

glaudžiai susijęs su Ca²⁺ signalizacija. Tyrimai rodo, kad glioblastomos ląstelės formuoja funkcinius 

tinklus, kuriuose Ca²⁺ signalai perduodami tarp ląstelių per specializuotas struktūras, vadinamais naviko 

mikrokanalais, - tai yra plonos, ilgos mikrotubulės, besitęsiančios iš ląstelės kūno ir jungiančios ją su 

kitomis glioblastomos ląstelėmis. Šie tinklai leidžia koordinuoti bendrą ląstelių atsaką į stresą, paskirstyti 

metabolinius išteklius ir taip padidina atsparumą gydymui. Sukeldami citoplazminės Ca²⁺ koncentracijos 

osciliacijas, GB navikinės ląstelės komunikuoja tarpusavyje per mikrotubulių tinklus. Tokia Ca2+ 

viduląstelinės koncentracijos pokyčių dėka vykstanti komunikacija tarp GB ląstelių yra laikoma vienu iš 

svarbiausių glioblastomos atsparumo gydymui mechanizmų [33].  

Eksperimentiniuose tyrimuose nagrinėjant GB proliferaciją, migraciją, invazyvumą, metabolizmą 

ir atsaką į gydymą dažnai yra naudojamos A-172 ir U-87 glioblastomos ląstelių linijos, kurios atitinka 

skirtingus naviko agresyvumo lygius. Abi linijos kilusios iš glioblastomos audinio ir pasižymi tipiniais šio 

naviko bruožais [34]. Nepaisant bendros kilmės ir GB būdingų panašumų, A-127 linija pasižymi mažesniu 

proliferaciniu aktyvumu ir ribotu migracijos potencialu, o tuo tarpu U-87 linija yra agresyvesnė, pasižymi 

didesniu proliferacijos greičiu ir ryškesniu invazyvumu [34,35].  

GB yra itin agresyvus navikas, dažnai diagnozuojamas vėlyvose stadijose, todėl pacientų 

išgyvenamumo gerinimui būtina derinti kelias terapines strategijas ir identifikuoti pagrindinius 

molekulinius taikinius. Kadangi progresuojant glioblastomai kritiškai svarbų vaidmenį atlieka Ca²⁺ 
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signalizacija, gebėjimas ją moduliuoti gali tapti perspektyvia terapine kryptimi, leidžiančia 

perprogramuoti ląsteles į mažiau agresyvų arba lengviau gydomą fenotipą [36]. Nepaisant įtikinamų 

įrodymų, kad Ca2+ homeostazės sutrikimas skatina tam tikrų piktybinių fenotipų atsiradimą, o pagrindinių 

Ca2+ transportuojančių molekulių pakitusi raiška ir/ar funkcija lemia patologinius pokyčius, šių tyrimų 

rezultatų terapinis panaudojimas vėžio gydymui yra tik pradinėje stadijoje. Šių pokyčių supratimas ir 

dalyvaujančių molekulinių veikėjų nustatymas atveria naujas vėžio gydymo perspektyvas [37].  

Šiame darbe išnagrinėti ir palyginti dviejų skirtingo patogeniškumo linijų - A-172 ir U-87 - GB 

kultūrų ląstelių Ca2+ viduląstelinių signalų laikinės dinamikos parametrai bei nustatytas laikinės 

dinamikos ypatumų ryšis su Ca2+ signalų generavimo mechanizmais. 
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11. TYRIMO METODIKA IR METODAI 
 

Tyrimuose buvo naudojamos skirtingo patogeniškumo žmogaus glioblastomos A-172 ir U-87 

linijų kultūros, augintos ant plastiko paviršiaus. Kultūrų auginimas, dažymas bei paruošimas 

fluorescencijos vaizdinimui buvo atliktas Neuromokslų instituto Molekulinės neuroonkologijos 

laboratorijoje, vadovaujant dr. Giedriui Steponaičiui. 

Glioblastomos skirtingų linijų kultūrų ląstelių viduląstelinės, greitai besikeičiančios laike (2-50 s) 

Ca2+ koncentracijos matavimui buvo parinktas nuo Ca2+ koncentracijos priklausančio fluorescencinio 

signalo optinio registravimo metodas. Kadangi glioblastomos vėžinės ląstelės nėra elektriškai aktyvios, 

kaip veikimo potencialą generuojantys neuronai, todėl jų generuojamų Ca2+ signalų negalima išmatuoti 

naudojant įprastus elektrofiziologinius metodus, tokius kaip registracija prisiurbiamais arba aštriais 

elektrodais. Fluorescencinio nuo Ca2+ koncentracijos pokyčių priklausančio signalo optoregistracija yra 

neinvazinis metodas; jame naudojama fluorescenciją žadinanti mėlyna monochromatinė šviesa (λ=480nm) 

nesukelia kultūrų ląstelėms žymių pažeidimų. Kitas metodo privalumas – viename registracijos įraše 

vienu metų fiksuojami kelių dešimčių kultūros ląstelių signalai, kas leidžia greitai surinkti statistinius 

duomenis. Tačiau pagrindinis metodo apribojimas susijęs su nagrinėjamų ląstelių kultūrų tankiu: 

optoregistracijos metodas geriausiai tinka mono-sluoksnių kultūrų, augintų ant stiklo ar plastiko 

paviršiaus, signalų matavimui, kai paviršiaus padengimas ląstelėmis yra apie 70 % ploto: toks ląstelių ir 

"fono" santykis yra optimalus prasmingų signalų išskyrimui ir būtino signalų kontrasto užtikrinimui. 

Taigi, žmogaus glioblastomos skirtingų linijų kultūrų tyrimui šis metodas gerai tinka (3 pav.), jeigu 

išlaikomas kultūros monosluoksniškumas ir paviršiaus ląstelėmis padengimo santykis – 70 % ląstelių ir 

30% "fono".  

11.1. Kultūrų paruošimas optiniam fluorescencijos matavimui 
 

Ca2+ koncentracijos greitų pokyčių matavimas skirtingų žmogaus glioblastomos linijų kultūrų 

ląstelėse buvo atliekamas nudažius ląsteles membranai laidžiais Ca2+ jautriais dažais (OGB-AM, Oregon 

Green 488 BAPTA-1AM, Invitrogen, JAV). Tam tikslui į kultūrų augimo terpę buvo pridedama 2µM 

OGB-AM ir kultūra su dažais buvo inkubuojama 10 min. Ca2+ jautrių dažų likučiai, nepatekę į 

glioblastomų kultūrų ląsteles, buvo pašalinti iš kultūrų augimo terpės kelis kartus keičiant terpę nauja. 

Prieš atliekant optinį registravimą ląstelės dar kartą 10 min buvo inkubuojamos įprastomis augimo 

sąlygomis. 
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11.2. Nuo Ca2+ koncentracijos priklausančios fluorescencijos intensyvumo optinis 

matavimas 

1 pav. Eksperimento schema ir duomenų analizės eiga. 

A-172 ir U-87 linijų žmogaus glioblastomos kultūros, išaugintos 2.5 cm plastikinėje kultūrų 

auginimui skirtoje lėkštelėje, Ca2+ signalo optoregistracijos metu buvo laikomos ant termostatinio pado, 

palaikiusio pastovią 36-37ºC temperatūrą. Nuo Ca2+ viduląstelinės koncentracijos greitų pokyčių 

priklausančio fluorescencinio signalo registravimas buvo atliktas aukštos raiškos (5,5 megapikselių) 

greitaveike (iki 1000 kadrų per sekundę) sCMOS vaizdo kamera (Neo, Andor; Oxford Instruments 

Company, UK). Fluorescenciniai vaizdai buvo gauti apšvietus žmogaus glioblastomos kultūrų ląsteles 

didelės galios 480 nm bangos ilgio šviesos diodų lempa (Olympus TH4-200, Olympus Corporation, 

Japonija), šviesą praleidžiant per U-MWIBA3 (Olympus Corporation, Japonija) 510-550 nm bangos ilgio 

filtrą ir vaizdinimui naudojant Solis (Andor, Oxford Instruments Company, UK) programinę įrangą. 

Eksperimentai buvo atliekami visiškai tamsioje kameroje eliminuojant bet kokius pašalinius foninius 

šviesos signalus. Signalų registracijos įrašo laikinė trukmė – 200 s, signalų registravimo dažnis – 2 Hz.  

Fluorescencinius signalus žadinančios mėlynos šviesos intensyvumas buvo parinktas taip, kad gautume 

geros raiškos fluorescencinius vaizdus, bet nesukeltume kultūrų ląstelių pažeidimų, kurie pasireiškia 

fluorescencinių signalų amplitudės, dažnio bei gesimo greičio sumažėjimu pakartotinos registracijos metu. 

Gautų nuo Ca2+ koncentracijos priklausančių fluorescencinių vaizdų  analizė buvo atlikta naudojant 

Neurofiziologijos laboratorijoje atviro kodo Scipy paketo pagrindu parašytas programas. 
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11.3. Gautų optinių fluorescencinių vaizdų analizavimo metodika 

A.               B. 

C. 

 

2 pav. Registracijos metu gautų optinių vaizdų analizės žingsniai: A. Ląstelių aktyvumo (Ca2+ 

viduląstelinės koncentracijos pasikeitimo) sukelti fluorescenciniai signalai (vidurkis fotonais) turėjo 

viršyti foninės fluorescencijos vidurkį daugiau nei 3 % (fluorescencijos pokyčio taškai pažymėti 

skaičiais). B. Taškai, kur registruoto signalo amplitudė viršijo foninės fluorescencijos vidurkį 

(fotonais). Prasmingų signalų amplitudė turėjo būti bent 4 kartus didesnė nei fluorescencijos 

standartinis nuokrypis. Gretimų taškų signalai buvo sumuojami triukšmams sumažinti. Kuo didesnė 

matuoto fluorescencinio signalo amplitudė, tuo labiau jo vizualizacijos spalva paslinkta spektrinės 

skalės ašyje į geltonos spalvos pusę. C. Išskirtų prasmingų fluorescencinių signalų, atspindinčių 

viduląstelinės Ca2+ koncentracijos pokyčius, kitimas laike (amplitudė matuota sutartiniais vienetais - 

fotonais). 

 

Fluorescenciniai nuo Ca2+ koncentracijos priklausantys signalai, generuojami žmogaus skirtingo 

patogeniškumo glioblastomų linijų A-172 ir U-87 kultūrų ląstelėse, nudažytose Ca2+ jautriais OGB-AM 

dažais, buvo registruojami 2080x1680 taškų plote. Registruojamo ploto konfigūracija empiriškai parinkta 

taip, kad būtų užtikrintas visų taškų tolygus apšvietimas ląstelių fluorescenciją žadinančia šviesa. Po to 

4x4 taškų plotelių signalai buvo sumuojami tam, kad sumažėtų galutinio signalo triukšmingumas; tokiu 
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būdu buvo gauti 520x420 plotelių fluorescencijos signalai tolimesnei analizei. Vaizdų registravimo dažnis 

buvo 2 Hz, registravimo laiko trukmė – 200 s (400 kadrai). Dėl didelio taškų skaičiaus buvo atliekama 

pirminė fluorescencijos signalo analizė, leidžianti išskirti tik tuos taškus, kuriuose buvo stebėtas 

fluorescencijos signalo kitimas laike (2 pav. A, taškai, kuriuose fluorescencinis signalas keičiasi laike, 

pažymėti skaičiais). Fluorescencijos signalas pagal savo fizikinę prigimtį yra triukšmingas - atsitiktinai 

formuojasi mažos amplitudės laike kintantys triukšmo „pikai“. Tam, kad iš generuojamo triukšmo išskirti 

prasmingą signalą, buvo taikomi tokie analizės filtrai: 1. 4x4 taškų plote registruoto suminio signalo 

amplitudės maksimumas turėjo būti bent 3 % didesnis už foninės fluorescencijos vidurkį; 2. Kadangi 

fluorescencijos intensyvumai skirtingose registruotose ląstelėse būna skirtingi, prasmingo signalo 

amplitudės vertė turėjo būti didesnė už 4 fluorescencijos standartinius nuokrypius. Taikytas standartinis 

nuokrypis randamas naudojant tašką su mažiausiu signalo kintamumu, kas vidurkyje sudarydavo apie 60 

fotonų. Taigi, registruojamo prasmingo fluorescencinio signalo amplitudė turėjo būti bent 240 fotonų 

didesnė už vidurkį; 3. Kadangi glioblastomos ląstelės vaizdas apimdavo apytiksliai 40x40  taškų plotą, 

atsitiktiniai signalai iš pavienių taškų, kai gretimuose taškuose signalo kitimas nebuvo registruojamas, 

programiškai buvo atmetami, tuo tarpu gretimų taškų, kur signalo kitimas buvo nustatytas, signalų 

parametrai buvo panaudoti signalo vidurkio skaičiavimui (2 pav. B). 4. Dėl Ca2+ koncentracijai jautrių 

dažų išblukimo, kuris pasireiškia kaip eksponentinis lėtas signalo gesimas laike, korekcijos, atrinktiems 

pagal aukščiau aprašytus parametrus signalams buvo taikomas paprasto santykio metodas: buvo 

skaičiuojama vidutinė gęstančios fluorescencijos vertė "fono" srityse už detektuotų ląstelių ribų ir po to 

lyginama pradinė šio "foninio" signalo vertė su tam tikro laiko momento fluorescencijos signalo verte. 

Tokiu būdu buvo nustatoma, kiek kartų dėl dažų išblukimo sumažėjo signalas per tam tikrą laiko tarpą ir 

prasmingo ląstelėje sugeneruoto fluorescencijos signalo amplitudės vertė buvo dauginama gauto santykio 

kiekvienam laiko momentui blukimo efekto panaikinimui. 

Po programiškai atliktos pirminės signalų atrankos ir analizės, prasmingi fluorescencijos signalai 

dar kartą buvo tikrinami naudojant atviro kodo ImageJ (FiJi rinkinys) programą tam, kad būtų eliminuoti 

fluorescencijos pokyčiai, atsiradę dėl ląstelių judėjimo.  

Fluorescencinių signalų statistinė analizė buvo atlikta naudojant funkcijas iš SciPy atviro kodo 

paketo. Duomenų pasiskirstymo normališkumas buvo įvertinamas D’Agostino ir Pearson’o normališkumo 

testais. Skirtumams tarp duomenų vidurkių statistiniam patikimumui įvertinti buvo naudojamas Stjudento 

t-testas normaliai pasiskirsčiusiems duomenims. 

Ląstelių skaičiavimas buvo atliktas naudojant fluorescencinius vaizdus (2 pav. A), nes dėl Ca2+ 

netolygaus pasiskirstymo ląstelėje labai gerai vizualizavosi ląstelių branduoliai, aplink kuriuos yra 
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daugiausiai Ca2+ talpyklų. Šviesinės nuotraukos ne visada buvo informatyvios dėl dalinio ląstelių 

persiklojimo (3 pav. A, B). 

Kadangi glioblastomų kultūrų ląstelės yra 10-30 μm dydžio, ta pati ląstelė galėjo demonstruoti 

keletą erdvėje atskirtų Ca2+ signalų - kaip aplink branduolį, kur daugiausiai Ca2+ talpyklų, taip ir 

terminalinėse ataugose. Iš 2 pav. B, kur skaičiais yra pažymėti taškai, kuriose buvo fiksuotas Ca2+ pokytis, 

akivaizdu, kad viena ląstelė dažnai turėjo keletą "signalinių" vietų. Analizei buvo parinkti tik didžiausi 

viduląsteliniai signalai, generuojami aplink branduolius esančių ER talpyklų. 
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12. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 
 

Nuo Ca2+ koncentracijos priklausančios fluorescencijos matavimo metodu buvo nagrinėjami 

savaiminiai, santykinai greiti viduląstelinės Ca2+ koncentracijos pokyčiai dviejų skirtingo patogeniškumo 

linijų žmogaus glioblastomos kultūrų ląstelėse - A-172 (3 pav. A) ir U-87 (3 pav. B). 

A-172 linijos kultūrų ląstelės demonstravo santykinai greitus, dviejų tipų Ca2+ signalus - labai 

greitus, mažos amplitudės Ca2+ pikus nuo kelių s trukmės (4 pav. A, rodyklės) ir didesnės amplitudės Ca2+ 

pokyčius laike kelių dešimčių sekundžių trukmės (4 pav. A). U-87 linijos glioblastomos kultūrų ląstelės 

generavo didesnės amplitudės, kelių dešimčių sekundžių trukmės Ca2+ signalus (4 pav. B). Kaip 

glioblastomos A-172, taip ir glioblastomos U-87 ląstelių generuoti savaiminiai viduląstelinės Ca2+ 

koncentracijos svyravimai buvo su gerai išreikštais amplitudės maksimumais ir minimumais (4 pav. A, B) 

A.                B. 

 

3 pav. A. A-172 tipo žmogaus glioblastomos kultūros ląstelės; B. U-87 tipo žmogaus 

glioblastomos kultūros ląstelės (mikroskopas Olympus BX51WI, Olympus corporation, Japonija; 

objektyvas x40). 

Ca2+ signalų, generuojamų abiejų tirtų glioblastomų tipų kultūrų ląstelėse, aprašymui ir analizei 

buvo parinkti tokie parametrai:  

1. Signalo stiprumo apibūdinimui naudojom santykinę amplitudę, A, (matavimo vienetas - %), 

kuri buvo skaičiuojama kaip santykis absoliučios fluorescencinio signalo amplitudės, išmatuotos 

sutartiniais vienetais - fotonais - signalo viršūnėje, ir signalo absoliučios amplitudės, išmatuotos fotonais 

svyravimo bangos minimume. Naudojant santykinę, o ne absoliučią signalo amplitudę, galėjome lyginti 

kaip skirtingo viduląstelinio tūrio glioblastomos ląstelių fluorescenciją toje pačioje kultūroje, taip ir 

skirtingų kultūrų ląstelių fluorescencinių signalų intensyvumą, nes šitas parametras, skirtingai nuo 

absoliučios fluorescencinio signalo amplitudės, leidžia eliminuoti flurescencijos padidėjimą/sumažėjimą 
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dėl galimai nevienodo dažų patekimo į skirtingas kultūras paruošimo etape. Jeigu registravimo laiko 

bėgyje (200 s) glioblastomos ląstelė demonstravo keletą greitų Ca2+ impulsų, buvo matuojami ir 

analizuojami didžiausios santykinės amplitudės signalo parametrai. Tam, kad atskirtume ląstelėse 

generuojamus prasmingus signalus nuo atsitiktinio triukšmo, į statistinę analizę buvo įtraukti tik tų Ca2+ 

signalų parametrai, kurių santykinė amplitudė viršijo 3 %.  

2. Signalo trukmė, išmatuota Ca2+ impulso pusės amplitudės lygyje, T1/2, (s).  

3. Trumpų spontaniškai vykstančių glioblastomos ląstelių Ca2+ viduląstelinės koncentracijos 

pasikeitimo įvykių skaičius, N, per registravimo laiką (200 s).  

Pirmame tyrimų žingsnyje buvo atlikti kontroliniai matavimai ir palyginti savaiminių, santykinai 

greitų viduląstelinių Ca2+ signalų parametrai abiejų tiriamųjų glioblastomų tipų. A-172 glioblastomos 

kultūrose (3 kultūros, 7 nepriklausomi registravimai) buvo iš viso registruotos 184 ląstelės. Santykinai 

greitus Ca2+ signalus (kelių s trukmės "pikus" ir kelių dešimčių s trukmės "bangas") demonstravo 104 

ląstelės, arba 56,5 % nuo visų registruotų ląstelių skaičiaus; taip pat U-87 tipo glioblastomos kultūrose (3 

kultūros, 6 nepriklausomi filmavimai) buvo registruota 141 ląstelė, iš jų santykinai greitus Ca2+ 

koncentracijos pokyčius (kelių dešimčių s bangas) demonstravo 58, arba 41,1 % ląstelių (4 pav. A, B). 

Palyginimas viduląstelinės Ca2+ koncentracijos laikinės dinamikos A-172 ir U-87 tipų glioblastomos 

ląstelėse rodo, kad A-172 kultūros demonstruoja dviejų tipų Ca2+ signalų kombinaciją: labai greitus pikus, 

2-10 s trukmės, mažos amplitudės ir gerai išreikštu "aštriu" maksimumu Ca2+ viduląstelinės 

koncentracijos pokyčius (4 pav. A, rodyklės) kartu su santykinai ilgomis, 20-50 s trukmės Ca2+ bangomis. 

Labai greitų, mažų pikų tipo Ca2+ signalų, generuojamų A-172 tipo žmogaus glioblastomos kultūros 

ląstelėse, santykinė amplitudė buvo 3-5 % ir tokius labai greitus, mažos amplitudės signalus turėjo 25 % 

visų aktyvių šito tipo glioblastomos kultūrų ląstelių. Tuo tarpu U-87 glioblastomos ląstelės generavo tik 

santykinai ilgus, kelių dešimčių sekundžių trukmės Ca2+ pokyčius laike (4 pav. B), todėl statistiškai galėjo 

būti palyginti tik vienodų laikinių charakteristikų Ca2+ pokyčių - bangų - parametrai. 

 A-172 tipo ląstelių Ca2+ didelių signalų vidutinė santykinė amplitudė, A, siekė 12,0±6,5 %, o 

pusės amplitudės signalų trukmės vidurkis T1/2 buvo 34,9±15,4 s; tuo tarpu U-87 tipo glioblastomos 

ląstelių Ca2+ signalų amplitudė buvo neženkliai mažesnė - 11,7±5,1 %, o jų vidutinė trukmė - 

T1/2=22,4±11,5 s. Taigi, U-87 glioblastomos ląstelių Ca2+ signalai buvo mažesnės amplitudės (nėra 

statistiškai reikšminga, p>0,05 (Stjudento t-testas)) ir statistiškai patikimai trumpesni (p<0,001 (Stjudento 

t-testas)) negu A-172 ląstelių generuojami didesni Ca2+ signalai. Be to, per 200 s registravimo laiką A-172 

kultūros ląstelės demonstravo vidutiniškai 2,1±0,9 savaiminių, didelės amplitudės Ca2+ koncentracijos 

pokyčių, tuo tarpu U-87 tipo glioblastomos ląstelės per atitinkamą periodą demonstravo beveik du kartus 
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didesnį įvykių aktyvumą - vidutiniškai 3,7±2,3 įvykiai/200 s, kas yra statistiškai patikimai didesnis įvykių 

skaičius per tą patį periodą (p<0.001 (Stjudento t-testas)).  

A.     B. 

 

4 pav. A. Žmogaus glioblastomos A-172 kultūrų ląstelių viduląstelinės Ca2+ koncentracijos 

pokyčiai: galima išskirti dviejų tipų signalus - greitus (2-10 s trukmės), mažos amplitudės Ca2+ "pikus" 

(pažymėti rodyklėmis) ir santykinai ilgus (20-50 s), didelės amplitudės Ca2+ bangas. B. Žmogaus 

glioblastomos U-87 kultūrų ląstelių viduląstelinės Ca2+ koncentracijos pokyčiai: santykinai ilgos (20-50 

s trukmės) didelės amplitudės Ca2+ bangos. 

 

Tariant, kad abiejų tiriamų tipų glioblastomų ląstelėse didesnės amplitudės Ca2+ signalai (bangos) 

kyla iš pagrindinės Ca2+ viduląstelinės saugyklos - ER, tačiau yra moduliuojami ER ir mitochondrijų Ca2+ 

mainais per MAM membranų jungtis, buvo atlikta antra eksperimentų serija: naudojant mitochondrijų 

mPTP pereinamumo poros blokatorių ciklosporiną A (CsA, 20µM) buvo siekiama eliminuoti 

mitochondrijų Ca2+ srauto pro mPTP indelį į registruojamus Ca2+ signalus. 1). Kadangi kontroliniai 

matavimai parodė, kad glioblastomos A-172 kultūrų ląstelės kartu su santykinai ilgais, aukščiau aprašytais 

ir išmatuotais ER generuojamais Ca2+ signalais taip pat generavo mažus Ca2+ pikus, kurių santykinė 

amplitudė tesiekė 3-5 % (4 pav. A, rodyklės), norėjom išsiaiškinti, ar mažų Ca2+ pikų atsiradimas surištas 

su mitochondrijų sukelta signalų moduliacija, atsispindinčia galutinių ląstelės generuojamų Ca2+ signalų 

skirtingoje laikinėje dinamikoje. Po CsA (koncentracija – 20 µM; Merck KGaA, Vokietija) pridėjimo į 

ląstelių registravimo terpę atlikti Ca2+ signalų matavimai parodė, kad A-172 tipo žmogaus glioblastomos 

kultūrų ląstelėse generuojamų Ca2+ signalų santykinės amplitudės vidurkis sumažėjo iki A=8,8±3,8 %, kas 

yra statistiškai patikimas pokytis (p<0,01 (Stjudento t-testas)) palyginus su amplitudės vidurkio reikšme 

kontroliniame matavime (A=12,0±6,5 %). Taip pat po CsA pridėjimo pasikeitė A-172 generuojamų Ca2+ 

signalų trukmė pusės amplitudės lygyje, kuri tapo T1/2=26,0±9,4 s ir palyginus su kontrole 

(T1/2=34,9±15,4) statistiškai patikimai sumažėjo (p<0,01 (Stjudento t-testas)). Tačiau įdomiausiai yra tai, 
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kad, palyginus su kontrole, ženkliai sumažėjo ląstelių su mažais Ca2+ pikais: iš 158 registruotų ląstelių (3 

kultūros, 6 nepriklausomos filmavimo vietos) 3-5 % santykinės amplitudės, labai greitus (kelių s trukmės) 

Ca2+ signalus demonstravo tik 7,6 % nuo visų signalus turinčių ląstelių skaičiaus (5 pav. B), tuo metu 

kontrolėje tokių buvo 25 % (5 pav. A, rodyklės). Skirtingai nuo mažų Ca2+ pikų, A-172 glioblastomos 

kultūrų ląstelių generuojamų didelės amplitudės Ca2+ signalų dažnis beveik nepakito: kontroliniame 

matavime jis siekė 2,1±0,9 per 200 s, o po CsA pridėjimo neženkliai išaugo iki 2,9±1,9 įvykių, bet šis 

pokytis nebuvo statistiškai reikšmingas (p>0,05 (Stjudento t-testas)). Tačiau pačių ląstelių su Ca2+ atsakais 

skaičius po CsA pridėjimo ženkliai sumažėjo - jų liko tik 28,5 %, tuo tarpu kontrolėje aktyvių ląstelių 

buvo 56,5 %. 2). CsA (20 µM) pridėjimas į U-87 glioblastomos kultūrų registravimo terpe statistiškai 

patikimai nepakeitė didelės amplitudės Ca2+ signalų pagrindinių parametrų: santykinė amplitudė tapo 

A=11,8±6,5 % (kontrolėje buvo A=11,7±5,1 %), T1/2=24,1±11,3 (kontrolėje - T1/2=22,4±11,5 s), 6 pav. A, 

B . Aktyvių U-87 ląstelių signalizacijos dažnis (įvykių skaičius per 200 s registravimo laiką) po CsA 

pridėjimo statistiškai nepatikimai sumažėjo iki N=3,3±1,3 (kontrolinėje grupėje buvo 3,7±2,3 įvykiai per 

200 s), 6 pav. A, B. Vienintelis Ca2+ signalų generavimo parametras, kuris buvo paveiktas mPTP 

mitochondrijų pereinamosios poros blokatoriaus CsA pridėjimo į U-87 tipo glioblastomos kultūrų terpę, - 

aktyvių ląstelių skaičius, nes Ca2+ signalus demonstravusių ląstelių sumažėjo iki 19,1 %, tuo tarpu 

kontrolėje ląstelių su atsakais buvo 41,1 %. 

         A.       B. 

 

5 pav. Žmogaus glioblastomos A-172 kultūros ląstelių generuojamų savaiminių Ca2+ signalų 

kontrolėje ir po CsA (20µM) pridėjimo į registravimo terpę palyginimas: A. 25 % visų aktyvių A-172 

žmogaus glioblastomos kultūrų ląstelių kontrolėje generavo labai trumpus (kelių s trukmės) mažos 

amplitudės (3-5 %) Ca2+ pikus. B. Po CsA (20µM) pridėjimo su Ca2+pikais liko tik 7,6 % aktyvių ląstelių 
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A.    B. 

 

 

6 pav. U-87 glioblastomos kultūrų ląstelių Ca2+ signalų palyginimas kontrolėje ir po CsA 

(20 µM) pridėjimo: A. Ca2+ signalai kontrolėje, B. Po CsA pridėjimo į ląstelių registracijos terpę Ca2+ 

signalizacija nepasikeitė - pagrindiniai signalų parametrai - santykinė amplitudė A, signalų trukmė 

T1/2, įvykių dažnis N statistiškai reikšmingai nepakito.  

 

Apibendrinant aukščiau aprašytus antros eksperimentų serijos rezultatus, galima padaryti išvadą, 

kad A-172 ir U-87 žmogaus glioblastomos ląstelės skirtingai reagavo į mitochondrijų mPTP blokatoriaus 

CsA pridėjimą, kas atsispindėjo jų generuojamų Ca2+ signalų pasikeitimuose. A-172 ląstelėse pakito ne tik 

generuojamų Ca2+ didelės amplitudės signalų parametrai - statistiškai patikimai sumažėjo amplitudė ir 

trukmė, bet taip pat pasikeitė signalo laikinės dinamikos struktūra - daugiau nei 3 kartus sumažėjo mažos 

santykinės amplitudės (A=3-5 %) labai trumpų Ca2+ pikų skaičius (5 pav. B). Tai įrodo, kad žmogaus A-

172 tipo glioblastomos ląstelėse išliko stiprus ryšis tarp ER ir mitochondrijų, kurios aktyviai dalyvauja 

Ca2+ mainuose su ER. Mažų Ca2+ pikų atsiradimas greta ER generuojamų didelės amplitudės signalų 

galimai apspręstas mitochondrijų ir ER sąveika. Skirtingai nuo A-172 tipo glioblastomos, U-87 tipo 

ląstelių mitochondrijose generuojamų Ca2+ srautų blokavimas ER generuojamų Ca2+ bangų parametrų iš 

esmės nepaveikė - signalų amplitudė, trukmė ir dažnis liko beveik tokie pat, kokie buvo kontrolinėje 

grupėje (6 pav. A, B). Galimai, U-87 tipo glioblastomos ląstelėse Ca2+ mainai tarp ER ir mitochondrijų 

susilpnėjo arba nutrūko. Vienintelis Ca2+ signalizaciją aprašantis parametras, kuris vienodai pasikeitė ir A-

172, ir U-87 tipo glioblastomoje, yra signalus generuojančių ląstelių skaičius: abejose atvejuose jis krito 

maždaug 2 kartus. Tai, greičiausiai, parodo, kad mitochondrijų mPTP blokavimas pablogino 

glioblastomos ląstelių bendrą metabolinį stovį, todėl aktyvių ląstelių skaičius vienodai sumažėjo skirtingo 

tipo ląstelių grupėse.  
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Trečia eksperimentų serija buvo atlikta su tikslu išsiaiškinti didelės amplitudės Ca2+ signalų, 

demonstruojamų kaip A-172, taip ir U-87 tipo glioblastomos kultūrų ląstelėse, galimus generavimo 

mechanizmus. Kitų tyrėjų atlikti tyrimai parodė, kad santykinai didelės amplitudės Ca2+ signalai 

generuojami ER - pagrindinių Ca2+ ląstelių talpyklų, tačiau skirtingo tipo ląstelės išvystė skirtingus ER 

Ca2+ signalų generavimo mechanizmus. Kofeinas (Caf), prisijungdamas prie ER esančių RyR tipo 

receptorių, palengvina jų atsidarymą ir tokiu būdu gali sustiprinti ER generuojamus Ca2+ signalus. 1). Į 

glioblastomos A-172 kultūrų ląstelių registravimo terpę buvo pridėta 5 mM koncentracijos Caf (Merck 

KGaA, Vokietija) ir po 200 s trukusio poveikio buvo atlikti Ca2+ signalų matavimai. Iš visų  registruotų 

ląstelių Ca2+ atsakus turėjo 75,9 % - palyginus su kontrole ląstelių aktyvumas padidėjo 1,3 karto. Taip pat 

išaugo impulsų (įvykių) skaičius per 200 s registravimo laiką - po Caf pridėjimo signalų skaičiaus vidurkis 

tapo N=3,3±1,2, tuo tarpu kontrolėje impulsacijos dažnis per tą patį periodą buvo tik N=2,1±0,9 (p<0,001 

(Stjudento t-testas)). Signalų santykinės amplitudės vidurkis statistiškai patikimai nepakito - 

A=12,9±5,0% (kontrolėje buvo A=12,1±6,5 %), tačiau signalo trukmės vidurkis - T1/2=20,0±6,6 s 

statistiškai patikimai sumažėjo, lyginant jį su kontrole - T1/2=34,9±15,4 s (p<0,001 (Stjudento t-testas)), 7 

pav. A, B. 2. Registruojant Ca2+ signalus U-87 kultūrų ląstelėse praėjus 200 s po Caf (5 mM) pridėjimo į 

kultūrų registravimo terpę, pastebėtas priešingas efektas - iš visų registruotų U-87 glioblastomos ląstelių 

populiacijos Ca2+ atsakus demonstravo tik 10 %, kas buvo 4 kartus mažiau, nei kontrolėje (41,1 %). Taip 

pat statistiškai reikšmingai sumažėjo įvykių skaičius 200 s registracijos laikotarpyje: po Caf aplikacijos jų 

buvo suskaičiuota tik N=1,5±0,5 per 200 s (kontrolėje - N=3,7±2,3 įvykiai per 200 s, p<0,001 (Stjudento 

t-testas)). Signalo amplitudės vidurkis sumažėjo nuo A=11,7±5,1 % kontrolėje iki A=6,1±1,1 % po Caf 

panaudojimo (p<0,001 (Stjudento t-testas)), 8 pav, A, B. Ca2+ signalų trukmė po Caf poveikio neženkliai 

išaugo iki T1/2=24,25±10,4 s (kontrolėje buvo T1/2=22,4±11,5 s) be statistinio patikimumo (8 pav. A, B). 

Apibendrinant trečioje eksperimentų serijoje gautus rezultatus, galime teigti, kad A-172 ir U-87 

tipų žmogaus glioblastomų ląstelių didelės amplitudės Ca2+ signalų generavimo mechanizmai galimai yra 

skirtingi: 1). A-172 tipo glioblastomos ląstelėse galimai ekspresuojami rianodino (RyR) receptoriai, 

dalyvaujantys Ca2+ išlaisvinime iš ER saugyklų, nes po Caf (5 mM) pridėjimo, palengvinančio RyR 

receptoriaus kanalo atsidarymą, buvo stebimas didelės amplitudės viduląstelinių Ca2+ signalų atsiradimo 

dažnio augimas, signalo vidutinės trukmės sumažėjimas bei Ca2+ signalus generuojančių ląstelių skaičiaus 

didėjimas. Ca2+ signalų parametrų pokyčius po Caf pridėjimo vizualiai gerai atspindi 5 pav. B, kur 

atvaizduota atsitiktinai parinktų A-172 ląstelių Ca2+ dinamika laike. 2). U-87 tipo žmogaus glioblastomos 

ląstelėse RyR receptoriai galimai nėra ekspresuojami, nes Caf pridėjimas į registravimo terpę ne tik 

nesukėlė Ca2+ signalizacijos augimo, bet atvirkščiai, nuslopino Ca2+ greitų pokyčių generavimą - 

registruojamų Ca2+ signalų dažnis sumažėjo 2,5 karto palyginus su kontrolę, taip pat drastiškas krito 
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aktyvių ląstelių skaičius iki 10 % nuo visų registruotų U-87 ląstelių. Tikriausiai, Ca2+ išleidimas iš ER U-

87 tipo glioblastomoje vyksta IP3R receptorių dėka [38], kurie blokuojami Caf, ką ir atspindėjo mūsų 

eksperimentuose stebimas U-87 ląstelėse registruojamų Ca2+ signalų dažnio sumažėjimas 2,5 karto 

palyginus su kontrole bei drastiškas aktyvių ląstelių skaičiaus kritimas Panašus Ca2+ signalizavimo 

mechanizmas yra mikroglijoje [39]. 

 

 

 

A.    B. 

 

7 pav. Žmogaus glioblastobos A-172 kultūrų ląstelių generuojamų greitų savaiminių 

viduląstelinės Ca2+ koncentracijos pokyčių palyginimas kontrolėje ir po Caf (5 mM) pridėjimo į 

registravimo terpę: A. Gliogbastomos A-172 ląstelių Ca2+ signalizacijos dinamika laike (atsitiktinai 

parinktų ląstelių pavyzdinės kreivės) kontrolės sąlygomis; B. Glioblastomos A-172 kultūrų ląstelių 

didelės amplitudės Ca2+ bangos po Caf (5 mM) pridėjimo - palyginus su kontrole statistiškai patikimai 

išaugo generuojamų Ca2+ signalų dažnis, statistiškai patikimai sumažėjo signalo trukmė ties amplitudės 

vidurkio ir 1,3 karto išaugo Ca2+ signalus demonstravusių ląstelių skaičius 
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 A.    B. 
 

 

8 pav. Glioblastomos U-87 Ca2+ signalų pasikeitimas po Caf (5 mM) pridėjimo: A. Kontrolinis 

matavimas. B. Ca2+ signalų laikinės dinamikos pasikeitimas po Caf aplikacijos - statistiškai reikšmingai 

sumažėjo įvykių skaičius 200 s registracijos laikotarpyje, signalo amplitudės vidurkis 

 

Manoma, kad vėžį sukelia ląstelių proliferacijos ir apoptozės mechanizmų defektai, o Ca2+ jonai 

tarnauja kaip šitų abiejų reiškinių pagrindiniai signalizatoriai: Ca2+ signalų lokalizacija, dydis ir laiko 

charakteristikos galiausiai lemia ląstelės likimą. Normalios ląstelės transformacija į vėžio ląstelę yra 

susijusi kaip su ląstelių plazminės membranos Ca2+ kanalų pertvarkymu, dėl kurio padidėja proliferacija ir 

sumažėja ląstelės gebėjimas mirti, taip ir su viduląstelinio endoplazminio tinklo ir mitochondrijų jungties 

pasikeitimu, kuris apsprendžia vėžinės ląstelės patogeniškumą bei atsparumą chemoterapijai [26,40]. 

Taigi, vėžinių ląstelių funkcinis aktyvumas vyksta dėka Ca2+ signalų generavimo ir plitimo ląstelėje, todėl 

Ca2+ signalizacijos pokyčiai atspindi funkcinės glioblastomos būklės pokyčius. Nepaisant to, kad A-172 ir 

U-87 glioblastomos linijos dažnai naudojamos įvairiems tyrimams kaip tipiniai žmogaus GB modeliai, 

apie jų Ca2+ savaiminės viduląstelinės signalizacijos laikinės dinamikos nagrinėjimą informacijos nėra 

daug. Daugelio tyrėjų darbuose viduląstelinės Ca2+ signalizacijos stiprumas (amplitudė) dažnai 

naudojamas kaip ląstelės metabolinio stovio įvertinimo matas kitų nagrinėjamų procesų fone [41–43], 

tačiau smulkios laikinės Ca2+ signalo dinamikos GB ląstelėse priklausomybės nuo ER-mitochondrijų 

sąveikos "ašį" formuojančių elementų detalaus tyrimo nėra daryta.  

Šiame darbe, nagrinėjant dviejų tipų skirtingo piktybiškumo žmogaus GB - A-172 ir U-86 - linijų 

Ca2+ savaiminės viduląstelinės signalizacijos laikinės dinamikos detales, pavyko nustatyti keletą skirtumų 

tarp šitų dviejų gliomų Ca2+ signalų generavimo mechanizmų. Piktybiškesnė GB U-87 demonstravo tik 
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didelės amplitudės Ca2+ bangas (pav. 4 A), tuo tarpų mažesnio piktybiškumo A-172 GB kultūros ląstelių 

ER generuojamos didelės amplitudės Ca2+ bangos buvo akivaizdžiai moduliuotos labai greitais Ca2+ 

"išmetimais" (pav. 4 A). Užblokavus mitochondrijų pereinamąją porą mPTP (pridėjus 20 µM CsA į 

ląstelių registravimo terpę), nuo 25 % iki 7,6 % sumažėjo ląstelių, demonstravusių Ca2+ pikus, skaičius (5 

pav. A, B). Tokiu būdu pavyko nustatyti, kad A-172 GB Ca2+ signalo greitų pikų formavime dalyvavo 

mitochondrijų Ca2+ srautas per mPTP atsidarymą. Tačiau U-87 GB linijos ląstelių Ca2+ signalų laikinė 

dinamika po CsA pridėjimo visiškai nepakito (6 pav. A, B).  

Yra žinoma, kad mPTP (neselektyvaus kanalo vidinėje mitochondrijų membranoje) atsidarymas 

gali būti kaip užsitęsęs, taip ir trumpalaikis - tai atspindi skirtingo laidumo lygio subbūsenas. Užsitęsęs 

mPTP atsidarymas yra patologinis, sukeliantis ląstelių žūtį, o laikinas porų atsidarymas gali įvykti 

fiziologiškai ir reguliuoja mitochondrijų bioenergetiką, ląstelių metabolizmą, Ca2+ homeostazę ir ROS 

gamybą [15,44]. Kaip jau buvo minėta, mitochondrijos ir ER ląstelėse sudaro sudėtingus mikrodomenus, 

kur per MAM membranų struktūras tarp jų vyksta Ca2+ mainai. Didelės amplitudės Ca2+ bangos kyla iš 

endoplazminio tinklo (ER) ir reguliuoja įvairius ląstelių procesus, tačiau pagrindinis šitų Ca2+ signalų 

taikinys yra mitochondrijos [45]. Mūsų eksperimentų rezultatai parodė, kad A-172 glioblastomoje sąveika 

tarp ER ir mitochondrijų per Ca2+ perdavimą dar yra išlikusi, tuo tarpu didesnio patogeniškumo U-87 

glioblastomoje šita sąveika yra labiau pakitusi ir silpna. Šis rezultatas taip pat patvirtina faktą, kad U-87 

GB klasifikuojama kaip piktybiškesnė ir atsparesnė gydymui, nei A-172 GB, nes daugelio chemoterapinių 

vaistų efektyvumas priklauso nuo ER ir mitochondrijų Ca2+ signalizacijos: kuo labiau yra pakitę arba 

nutrūkę Ca2+ mainai tarp mitochondrijų ir ER MAM struktūrose, tuo labiau chemoterapiniai vaistai tampa 

neveiksmingi [45,13].  

 Kitų tyrėjų eksperimentuose buvo nustatyta, kad kofeinas (Caf) slopina glioblastomos U-87  

ląstelių judrumą ir išgyvenamumą [46]. Yra išsiaiškinta, kad Caf slopina Ca2+ išleidimą iš ER per 

inozitolio 1,4,5-trifosfato receptorių IP3R3, kurio raiška U-87 ir kai kurių kitų tipų (U-178, T98G, U-373 

ir M059K) glioblastomos ląstelėse padidėja. Todėl, slopindamas IP3R3 sukeltą Ca2+ išsiskyrimą iš ER, 

kofeinas slopina glioblastomos ląstelių migraciją, kas buvo parodyta tyrimuose in vitro; taip pat parodyta, 

kad Caf terapija padidina vidutinį išgyvenamumą GB U-87 sergančių pelių tyrimuose in vivo [46,47]. 

Todėl IP3R3 dažnai traktuojamas kaip terapinis taikinys - glioblastomos gydyme prie pagrindinės 

chemoterapijos skiriama papildoma kofeino terapija invaziniam glioblastomos augimui sulėtinti. Mūsų 

atlikti matavimai, kai į GB U-87 kultūrų augimo terpę buvo pridėtas Caf (5 mM), visiškai atitiko kitų 

tyrėjų rezultatus - palyginus su kontroliniais tyrimais, po Caf pridėjimo statistiškai patikimai sumažėjo 

viduląstelinių ER generuojamų Ca2+ bangų amplitudė ir dažnis, taip pat drastiškai sumažėjo Ca2+ signalus 

demonstravusių ląstelių skaičiaus (8pav, A,B). Tačiau GB A-172 linijos kultūros ląstelės elgėsi visiškai 
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priešingai - po 5 mM Caf aplikacijos į ląstelių augimo terpę ER generuojamos Ca2+ bangos tapo 

statistiškai patikimai dažnesnės ir trumpesnės, taip pat ženkliai padidėjo signalus generuojančių ląstelių 

skaičius palyginus su kontrole. Literatūroje yra duomenų, kad kita medžiaga - teofilinas, kuris, kaip ir 

kofeinas, priklauso metilksantinų grupei, - sumažina A-172 linijos GB ląstelių išgyvenamumą ir 

proliferaciją [48], tačiau apie paties kofeino poveikį GB A-172 ląstelėms duomenų nėra. Galima tarti, kad, 

GB A-172 ląstelėse yra ekspresuojami rianodino (RyR) receptoriai, kurie, aktyvuojami Caf, padidina Ca2+ 

išleidimą iš ER. Toks mechanizmas yra stebimas astrocituose [49]. Mūsų eksperimentuose gautą rezultatą 

iš dalies patvirtina tyrimai, atlikti su nenustatyto tipo glioblastoma sergančiais pacientais - tik 48 % iš jų 

teigiamai reagavo į kofeino koterapiją, likusiems padidėjo traukuliai [50]. Taigi, mūsų rezultatai parodo, 

kad A-172 linijos glioblastoma sergantiems pacientams kofeino koterapija būtų netinkama. Be to, kadangi 

kofeinas yra mūsų kasdieninės mitybos dalis, lengvai absorbuojamas per virškinimo sistemą ir praeina pro 

hematoencefalinį barjerą [51], sergantiems glioblastoma A-172 galimai vertėtų atsisakyti tokių plačiai 

vartojamų produktų kaip kava ar energetiniai gėrimai.  
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13. IŠVADOS 

 

1. Patogeniškesnio tipo U-87 glioblastomos kultūros ląstelių savaiminiai viduląsteliniai Ca2+ signalai  

buvo ganėtinai taisyklingos formos su gerai išreikštomis pakilimo ir nusileidimo fazėmis laikinėje 

dinamikoje ir statistiškai patikimai dažnesni ir trumpesni nei mažesnio piktybiškumo glioblastomos A-172 

Ca2+ signalai, kurių laikinė dinamika atrodė kaip labai greitų pikų ir ilgų bangų kombinacija.  

2. Mažesnio piktybiškumo glioblastomos A-172 kultūrų ląstelėse Ca2+ signalizacijos parametrai ir 

dinamika jautriai reagavo į Ca2+ srauto per mPTP blokavimą su CsA; tuo tarpu didesnio piktybiškumo 

glioblastomos U-87 Ca2+ viduląstelinių pokyčių parametrai nepriklausė nuo mPTP blokavimo. 

3. Mažesnio piktybiškumo glioblastomos A-172 kultūros ląstelių didelės amplitudės Ca2+ bangų 

generavimas buvo sustiprintas endoplazminio tinklo rianodino receptorių aktyvavimo kofeinu, tuo tarpu 

U-87 didelių Ca2+ bangų generavimas buvo slopintas kofeino, galimai dėl endoplazminio tinklo IP3 

receptorių blokavimo.  
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