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SANTRUMPOS 
 
Akt–PI3K–mTor – serino ir treonino kinazės (Akt), fosfatidilinozitido 3 

kinazės (angl. phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K) ir rapamicino 
taikinys žinduolių organizme (angl. mammalian target of 
rapamycin, mTOR) yra ląstelės ciklo reguliacijai svarbus 
signalizavimo kelias. 

ATF – adenozintrifosfatas. 
CaCl2 – kalcio chloridas. 
CAD – pelės katecholaminerginių neuronų (ląstelių) linija. 
cAMF – ciklinis adenozinmonofosfatas. 
cdc42 – Rho GTFazės baltymų šeimos baltymas. 
Cx – angl. connexins – koneksinai. 
DIC – angl. differential interference contrast (DIC) microscopy – 

diferencinės interferencijos fazių kontrastinė mikroskopija. 
DMEM – angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium – Dulbecco 

modifikuota Eagle terpė. 
EDTA – angl. etilenediaminetetraacetic acid – etilenediamintetraacto 

rūgštis. 
EGTA – angl. ethylene glycol-bis(β-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-

tetraacetic acid) – aminopolikarboksilo rūgštis. 
Env – angl. envelope glycoprotein – virusų apvalkalo baltymas. 
EPB1, EPB2 – angl. epithelial bridges – atitinkamai pirmojo ir antrojo tipo 

epiteliniai tilteliai. 
Fas – TNFα šeimai priklausantis transmembraninis baltymas. 
gj, gT – atitinkamai plyšinės jungties ar MTV laidumas. 
HeLa – 1951 m. Baltimorėje iš Henrietta Lacks gimdos kaklelio naviko 

mėginio išvesta ląstelių linija – pirmosios žmogaus ląstelės, 
kurios galėjo būti auginamos laboratorijoje in vitro neribotą 
laiką. 

HEK – angl. human embryonic kidney – žmogaus embriono inkstų 
ląstelių linija. 

HEPES – 4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetanesulfono rūgštis. 
hMSC – angl. human mesenchymal stem cells – žmogaus mezenchimos 

kamieninės ląstelės. 
HUVEC – angl. human umbilical vein endothelial cells – žmogaus 

virkštelės venos endotelio ląstelių linija. 
Ij, IT – atitinkamai srovė per plyšinę jungtį ar MTV. 
IF3 – inozitoltrifosfatas. 
KCl – kalio chloridas. 
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KOH – kalio hidroksidas. 
LPS – lipopolisacharidas. 
LSCC – angl. laryngeal squamous cell carcinoma – gerklų plokščiųjų 

ląstelių piktybinio naviko ląstelių linija. 
LST1 – specifinis leukocitų transkriptas 1. 
ME – mikroelektrodas. 
miRNA – angl. micro RNA – genų raiškos reguliacijoje dalyvaujanti 

endogeninės kilmės mažoji arba trumpoji nekoduojanti 
ribonukleino rūgštis. 

MgATF – ATF magnio druska. 
MgCl2 – magnio chloridas. 
Myo10 – miozinas X. 
M Sec – naviko nekrozės faktoriaus alfa sužadinamas baltymas 2 (dar 

vadinamas B94). 
MTV – membraninis tunelinis vamzdelis. 
NaCl – natrio chloridas. 
NaOH – natrio hidroksidas. 
NCC – angl. neural crest cell – nervinės skiauterės ląstelės. 
Nef – angl. negative regulatory factor – virusų neigiamo reguliavimo 

veiksnys. 
NK – angl. natural killer cells – ląstelės žudikės. 
NRK – angl. normal rat kidney – normalių žiurkių inkstų ląstelių linija. 
PC12 – angl. rat pheochromocitoma – žiurkių feochromocitomos ląstelių 

linija. 
pH – vandenilio potencialas. 
PJ – plyšinė jungtis. 
p53 – transkripcijos faktorius. 
RAGE – angl. receptor for advanced glycation end products – išplėstinio 

glikozilinimo galutinių produktų receptorius. 
Rho GTFazės – Rho šeimos mažosios guanozino trifosfatazės. 
siRNA – angl. small interfering RNA arba short interfering RNA – genų 

raiškos reguliacijoje dalyvaujanti egzogeninės kilmės mažoji 
arba trumpoji nekoduojanti ribonukleino rūgštis. 

SNARE – angl. Soluble N-ethylmaleimide sensitive fusion proteins 
Attachment Protein Receptor – tirpiuosius N-etilmaleimidui 
jautrius susiliejimo baltymus prisijungiančiojo baltymo 
receptorius. 

THP 1 – žmogaus monocitų ląstelių, išskirtų iš ūmine monocitine 
leukemija sergančio paciento organizmo, linija. 

TNFα – angl. the tumor necrosis factor α – naviko nekrozės faktorius 
alfa. 
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TNFaip2 – 2 tipo TNFα sužadinamasis baltymas. 
Vj, VT – įtampa tarp ląstelių, tiesiogiai sąveikaujančių atitinkamai per 

plyšines jungtis arba MTV. 
ZO1 – glaudžiųjų jungčių (angl. the tight junction) baltymas. 
ŽIV – žmogaus imunodeficito virusai. 
ŽTLV – žmogaus T ląstelių limfotropiniai virusai. 
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ĮVADAS 
 

Įvairūs audiniai – gerai organizuotos sąveikaujančių ląstelių sistemos. 
Sinchroniška ląstelių tarpusavio sąveika yra svarbus veiksnys įvairių rūšių 
daugialąsčių organizmų vystymuisi, embriogenezei, audinių atsinaujinimui, 
gyvybinių funkcijų ir homeostazės palaikymui, ląstelių diferenciacijai, re-
programavimui, migravimui ir išgyvenimui, imuniniams procesams, taip pat 
patologinių procesų atsiradimui ir progresavimui, įskaitant piktybinius navi-
kus, virusines ir bakterijų sukeltas infekcines ligas, neurodegeneracines ar 
autoimunines ligas [157, 177]. Kuo sudėtingesnis organizmas, tuo didesnė 
ląstelių sąveikos, perduodant ilgalaikę ir trumpalaikę informaciją, svarba ir 
būdų įvairovė. 

Informacijos perdavimo iš vienos ląstelės į kitas įvairovė yra labai didelė. 
Daugumai šių signalizavimo procesų yra būtina tiesioginė ląstelių sąveika. 
Praėjusio šimtmečio pabaigoje manyta, kad visi įmanomi ląstelių tarpusavio 
sąveikos būdai, susiję su parakrininio ir endokrininio signalizavimo mecha-
nizmais bei kontaktine ląstelių sąveika per sinapses, priekibos, glaudžiąsias 
ar plyšines jungtis (tarp gyvūnų ląstelių) ar plazmodezmas (tarp augalų lą-
stelių), jau atrasti [99]. Vis dėlto XXI amžiaus pradžioje buvo atrasti nauji 
galimi sąveikos tarp ląstelių būdai: 2004 m. pirmą kartą paskelbta apie du 
svarbius atradimus šioje srityje. Pirmiausia aprašytos mažos (30–90 nm 
skersmens) pūslelės (vadinamosios egzosomos), kuriose yra saugomos ir 
pernešamos molekulės [51]. Maždaug tuo pačiu laiku pirmą kartą paskelbta 
apie in vitro tarp nutolusių žiurkių feochromocitomos (PC12), žmogaus 
embriono inkstų (HEK) ar normalių žiurkių inkstų (NRK) ląstelių susifor-
muojančias aktino turinčias membranines struktūras, kurios dėl labai mažų 
matmenų (nano skalės dydžio) buvo pavadintos tuneliniais nanovamzdeliais 
[158], o kita nepriklausoma tyrėjų grupė pastebėjo ir aprašė tarp imuninių 
ląstelių susiformuojančių trumpai gyvuojančių membraninių tunelinių 
vamzdelių (MTV) tinklus [136]. Buvo pastebėta, kad per MTV į nutolusias 
ląsteles gali būti selektyviai pernešamos membraninės pūslelės ir organelės 
[136, 158]. Vėliau buvo aprašyta, kad in vitro MTV formuoja ir įvairių kitų 
rūšių ląstelės, įskaitant epitelio, imunines [42, 135, 136, 181], kamienines 
[139] ar nervinio audinio ląsteles [195, 222], be to, MTV gali sujungti ir 
skirtingų tipų ląsteles (pvz., kardiofibroblastus su kardiomiocitais [66], kau-
lų čiulpų mezenchimos ar endotelio ląsteles su įvairių navikų ląstelėmis 
[139]). Tolesni tyrimai atskleidė didelę šių struktūrų morfologijos bei funk-
cijų įvairovę ir parodė, kad jomis iš vienų ląstelių į nutolusias per MTV 
sujungtas ląsteles gali būti tiesiogiai pernešami įvairūs ląstelės komponentai, 
pavyzdžiui: citoplazmoje esančios molekulės (gliukozė, glutationas, gluta-
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matas, ciklinis adenozinmonofosfatas (cAMF), inozitoltrifosfatas (IF3), 
adenozintrifosfatas (ATF)), natrio (Na+), kalio (K+) ir kalcio (Ca2+) jonai [4, 
178, 202], pūslelės su įvairiomis smulkiomis organelėmis (ankstyvosiomis 
endosomomis, endoplazminiu tinklu, Goldžio kompleksu, lizosomomis) 
[82, 83, 88, 178, 195, 198] ir net santykinai stambios organelės (pvz., mito-
chondrijos) [93, 116]. Patologinių mikroorganizmų išplitimas šeimininko 
organizme, įskaitant bakterijų [135], žmogaus imunodeficito virusų (ŽIV) 
[82, 83, 171, 181] ir žmogaus T ląstelių limfotropinių virusų (ŽTLV) [191], 
taip pat yra susijęs su MTV. Per MTV į nutolusias ląsteles pernešti pato-
geniniai prionai [61, 62, 123, 195] ir kiti patologiniai baltymai (pvz.: ŽIV 1 
Nef baltymas [210], beta amiloidas [61, 195] ar patologinio Hantingtono 
baltymo agregatai [36]) išplinta šeimininko organizme. Ląstelių judėjimas 
bei bakterijų atpažinimas taip pat yra susiję su MTV susiformavimu (ap-
žvelgta [4, 68, 88]). 

Taigi, per dešimtmetį buvo sukaupta nemažai žinių, rodančių, kad tarp 
nutolusių ląstelių besiformuojantys MTV yra gyvybiškai svarbūs organizmų 
vystymuisi ir regeneracijai, bet susiję ir su įvairiais patologiniais procesais. 
Pastebėta, kad tarp skirtingų rūšių ląstelių susiformuojantys labai įvairūs 
MTV vykdo skirtingas funkcijas, nors išryškėjo ir tam tikri MTV forma-
vimosi, struktūros ir funkcijų dėsningumai, susiję su įvairių ligų (pvz., neu-
rodegeneracinių ligų ir pikybinių navikų) patogeneze. Visgi tikslūs MTV 
formavimosi mechanizmai ir tai, kuo skiriasi skirtingu būdu susiformavusių 
MTV struktūra bei funkcijos, vis dar nėra galutinai ištirta [42, 116], o tai 
labai svarbu, norint išsiaiškinti šiuo metu nepagydomų ar sunkiai gydomų 
ligų (pvz., įvairių piktybinių navikų, įskaitant glioblastomą, ir neurode-
generacinių sutrikimų) patogenezę, profilaktikos ir gydymo galimybes. 
2012 metais, kai buvo pradėti rinkti duomenys šiai disertacijai, apie MTV 
egzistavimą audiniuose buvo žinoma labai mažai (tik Holly R. Chinnery su 
bendradarbiais buvo paskelbę apie MTV pelių ragenoje [33]), nebuvo infor-
macijos apie šias struktūras žmogaus organizme ar jų reikšmę vėžio ar neu-
rodegeneracinių ligų patogenezėje. Tuo metu, kai buvo paskelbti pirmieji 
mūsų tyrimo duomenys, literatūroje radome tik vieną publikaciją, aprašan-
čią MTV žmogaus piktybinio naviko audinyje [110]. Trūko žinių ir apie di-
desnės molekulinės masės komponentų pernašos per MTV galimybes ir me-
chanizmus, o apie galimą tiesioginio genetinės informacijos perdavimo per 
MTV į nutolusias ląsteles galimybę net nebuvo oficialiai iškeltų hipotezių. 

Iškelta hipotezė, kad koneksinai (Cx) gali būti svarbūs ląstelių adhezijai, 
migravimui, dalijimuisi, diferenciacijai ir supiktybėjimui (apžvelgta [130]), 
tačiau Cx įtaka ląstelių gebai formuoti MTV ir nutolusių ląstelių sąveikai 
per MTV, susijusiai su ląstelių geba migruoti, vis dar nebuvo ištirti ir 
aprašyti. 



 12 

Darbo tikslas 
 

Ištirti MTV formavimąsi tarp gerklų plokščiųjų ląstelių piktybinio naviko 
(angl. laryngeal squamous cell carcinoma, LSCC) ląstelių bei jų savybes ir 
Cx įtaką MTV formavimuisi bei ląstelių judrumui. 
 

Uždaviniai 
 

Siekiant įgyvendinti darbo tikslą, buvo užsibrėžti šie uždaviniai: 
1) ištirti MTV tarp nutolusių LSCC ląstelių in vitro savybes: 

– MTV formavimosi būdus, geometriją ir morfologiją; 
– elektrinį ryšį per MTV; 
– MTV pralaidumą įvairaus krūvio ir molekulinės masės 

medžiagoms; 
– MTV formavimosi tarp skirtingų tipų ląstelių galimybę; 

2) įvertinti į MTV panašių struktūrų egzistavimą LSCC audinyje; 
3) įvertinti egzogeninių Cx36, Cx40, Cx43, Cx45 ir Cx47 įtaką modeli-

nių HeLa ląstelių judrumui ir MTV tarp jų formavimuisi. 
 

Mokslinio darbo aktualumas ir naujumas 
 

Tyrimai rodo, kad MTV tarp skirtingų tipų ląstelių formuojasi įvairiais 
būdais, o jų struktūros, geometrijos, gyvavimo trukmės bei vykdomų funk-
cijų įvairovė labai didelė. Skiriasi ir susiformavusių MTV reikšmė fiziolo-
giniams ar patologiniams procesams. Po to, kai 2004 m. MTV buvo aprašyti 
pirmą kartą, kilo daug diskusijų ir nesutarimų dėl ląstelių gebos formuoti 
MTV gyvame organizme. Teigta, kad tai tik ląstelių in vitro savybė. 

Prieš pradedant rinkti duomenis šiam disertaciniam darbui, literatūroje 
rasta labai nedaug duomenų apie MTV formavimąsi tarp piktybinio naviko 
ląstelių (rastos publikacijos su antinksčių [158], priešinės liaukos [193], 
gaubtinės žarnos [29] ir glioblastomos [144] ląstelių tyrimų in vitro rezul-
tatais), o duomenų apie MTV formavimąsi ir morfologiją piktybiniuose 
navikuose in vivo ar ex vivo, įskaitant gerklų plokščiųjų ląstelių navikus, 
nerasta. Pirmieji pranešimai apie audiniuose pastebėtas į MTV panašias 
struktūras (pelės ragenoje ir žmogaus pleuros mezoteliomos bei adeno-
karcinomos audiniuose) pasirodė doktorantūros studijų metu [110, 139, 
170], tačiau mes pirmieji aprašėme dviejų tipų membranines struktūras, 
susiformuojančias tarp LSCC ląstelių in vitro (vienų sudėtyje buvo vien 
F aktino, o kitų – ir F aktino, ir mikrotubulių), bei penkis jų formavimosi 
būdus, o aprašydami MTV spindyje pastebėtas mitochondrijas, pirmieji 
įvertinome, kad MTV spindžiu juda ne pavienės organelės, o formuojasi 
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ištisi mitochondrijų tinklai. Be to, pirmieji atskleidėme, kad į MTV panašios 
dviejų tipų struktūros egzistuoja ir audinyje ex vivo. 

Elektrinio ryšio ir tiesioginės ląstelės komponentų pernašos per MTV į 
nutolusias ląsteles savybės vis dar iki galo neištirtos, todėl tyrėme ir kieky-
biškai įvertinome įvairios molekulinės masės bei krūvio fluorescencinių me-
džiagų pernašą per MTV į nutolusias LSCC ar HeLa ląsteles, pirmieji 
įvertindami įvairių Cx įtaka MTV formavimuisi ir ląstelių gebai migruoti. 
Taip pat iki šiol mes vieninteliai aprašėme galimą siRNA tiesioginę pernašą 
per MTV į nutolusias ląsteles, pirmiausia atskleisdami siRNA pernašą per 
MTV tarp LSCC ląstelių, o vėliau ir iš egzogeninių Cx suformuotų plyšinių 
jungčių (PJ) įtaką šiai pernašai. 

Atliktų tyrimų ir paskelbtų duomenų aktualumą bei reikšmę rodo 
tarptautinis susidomėjimas publikacija su LSCC tyrimo duomenimis 
(https://globalmedicaldiscovery.com/key-scientific-articles/long-distance-
communication-laryngeal-carcinoma-cells/). 
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1. LITERATŪROS DISERTACIJOS TEMA APŽVALGA 
 

1.1. MTV apibūdinimas 
 

MTV yra šviesiniu mikroskopu matomi lipidinio dvisluoksnio membra-
nos gaubiami vamzdeliai, suformuojantys tunelius, tiesiogiai sujungiančius 
nutolusių ląstelių citozolius. Priklausomai nuo ląstelių tipo, šios membra-
ninės struktūros gali būti nuo 20 nanometrų (nm) (mažiausiasis išmatuotasis 
skersmuo [4]) iki daugiau nei 1 mikrometro (μm) skersmens bei sujungti 
ląsteles, esančias už atstumo, keletą kartų viršijančio ląstelės didžiausiąjį 
skersmenį [4, 42, 88, 89, 116, 158]. Skiriamasis MTV, įskaitant nanovamz-
delius, požymis yra jų geba neliesti substrato in vitro [3, 4, 158]. Pirmiausia 
aprašyti PC12 ląstelių kultūroje stebėti MTV dėl nano skalės matmenų 
(vamzdelių skersmuo buvo 50-200 nm) ir gebos formuoti tunelius tarpląste-
liniame užpilde buvo pavadinti tuneliniais nanovamzdeliais [158]. Tačiau 
vėliau buvo pastebėta daug morfologinių ir struktūrinių MTV, sujungiančių 
skirtingų rūšių ar net tos pačios rūšies ląsteles, skirtumų (apžvelgta [4, 42, 
88, 89, 116]). Tiriant ląstelių kultūras, kartais jie gali likti nepastebėti, nes 
MTV matmenys yra arti optinės skiriamosios gebos ribos (200 nm) [68]. 
Mes šias struktūras vadiname membraniniais tuneliniais vamzdeliais 
(MTV), nes, remiantis tarptautinės standartizacijos organizacijos apibrė-
žimu, nano objektų matmenys yra iki 100 nm, o mūsų stebėtų MTV skers-
muo kartais viršijo vieną mikrometrą. Tarp dviejų ląstelių gali susiformuoti 
daug MTV (pvz.: Russell D. Salter ir Simon C. Watkins, suskaičiavo iki 
75 MTV, sujungiančių nutolusias imunines ląsteles) [161]. Be to, jie gali 
sujungti ne tik pavienes ląsteles, bet ir formuoti ląstelių tinklus [33, 136, 
158, 202]. 
 

1.2. MTV tipai 
 

Pagal pradinį apibrėžimą MTV yra nutolusias ląsteles kultūroje sujun-
giantys atviri membraniniai tuneliai [158]. Tačiau imuninių ląstelių tyrimai 
atskleidė, kad, atsiskiriant kontaktavusioms ląstelėms, susiformuoja uždari 
MTV [30, 181]. Buvo pastebėta, kad tokių uždarų MTV membrana iš už-
krėstų T ląstelių į neužkrėstas nutolusias ląsteles yra pernešami ŽIV 1, o ši 
pernaša susijusi su membranoje esančiais receptoriais [181]. Atsiskiriant 
kontaktavusioms ląstelėms žudikėms (angl. natural killer, NK ląstelėms) 
susiformavę uždari MTV gali būti susiję su citotoksiniu poveikiu [30]. Kai 
kurie MTV gali turėti įtampos valdomas PJ, susidariusias iš Cx [197, 198]. 
Žmogaus organizme aptinktas 21 skirtingas savybes turinčių Cx tipas, nuo 
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kurių gali priklausyti ne tik MTV elektrinis laidumas ar pralaidumas, bet ir 
MTV formavimasis, geometrija bei ląstelių geba migruoti. 

2010 metais buvo pastebėtos ir aprašytos membraninės struktūros, 
pavadintos epiteliniais tilteliais (angl. epithelial bridges, EPB) [214, 215]. 
Šie 1–20 μm skersmens MTV yra iki šiol ilgiausi aprašyti (ilgesni nei 
1 mm) tiesioginį ryšį tarp ląstelių sukuriantys MTV. Epitelinių tiltelių 
sudėtyje buvo ir F aktino, ir mikrotubulių, jiems, kaip ir kitiems MTV, yra 
būdinga nesukibimo su substratu in vitro savybė. Pirmojo tipo epiteliniais 
tilteliais (EPB1) buvo pernešami įvairūs ląstelių komponentai, o antrojo tipo 
(EPB2) – tarp nutolusių ląstelių salelių buvo pernešamos ląstelės ar ląstelių 
grupės, o tai yra visiškai naujas ląstelių migravimo būdas [214, 215]. 
 

1.3. MTV morfologija 
 

Po MTV membrana yra citoplazmos gaubiami ląstelės griaučių kompo-
nentai su motoriniais ir formavimąsi valdančiais baltymais. Daugumoje 
MTV yra F aktino, tolygiai išsidėstančio per visą vamzdelio ilgį [158]. 
Apskritai F aktinas yra laikomas MTV žymeniu ir yra labai svarbus veiks-
nys formuojantis MTV, jų patvarumui bei komponentų pernašai šiomis 
struktūromis [3]. Remiantis literatūros duomenimis, plonuosiuose MTV, 
kurių skersmuo yra mažesnis kaip 100 nm (tuneliniuose nanovamzdeliuose), 
dažniausiai yra aptinkama tik F aktino, o storesniuose (kurių skersmuo yra 
didesnis kaip 100 nm) – kartu gali būti ir mikrotubulių [66, 135, 158, 197]. 

Nors pripažįstama, kad F aktinas yra būtinas MTV tarp nutolusių euka-
riotinių ląstelių komponentas (ir naudojamas šioms struktūroms in vitro 
atpažinti), tačiau F aktino nebuvo iki kelių šimtų mikrometrų ilgio citokera-
tino turinčiuose MTV, susiformavusiuose tarp modelinių šlapimo pūslės 
epitelio ląstelių. Manoma, kad tokie vamzdeliai greičiausiai nevykdo signa-
linių funkcijų [192]. F aktino neaptikta ir kai kuriuose neuronus su astroci-
tais sujungiančiuose MTV [197]. Iškelta hipotezė, kad F aktinas yra svarbus 
tik pradedant formuotis MTV, bet ne toks svarbus vėlesniuose išaugų ilgėji-
mo ir stabilizavimosi etapuose. Todėl F aktino visada randama trumpuo-
siuose, bet ne visada jo yra ilguosiuose MTV [197]. 

Tarp žmogaus plaučių mezoteliomos ir adenokarcinomos ląstelių susifor-
mavusiuose MTV be F aktino dar buvo pastebėti erzinas (kuris susieja 
aktiną su ląstelės membrana) ir fascinas (proteinkinazės Cα reguliuojamas 
aktiną susiejantis baltymas, kuris skatina formuotis naviko ląstelių išaugas ir 
vėlesnį šių ląstelių metastazavimą bei yra susijęs su blogesne išplitusių 
navikų prognoze) [69, 78]. Daugiausiai fascino buvo išaugos formavimosi iš 
plazminės membranos vietoje, o PJ formavimosi srityje identifikuotas glau-
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džiųjų jungčių baltymas ZO1, todėl manoma, kad šie baltymai taip pat gali 
būti susiję su membraninių išaugų formavimusi [110]. 
 

1.4. MTV gyvavimo trukmė ir formavimosi būdai 
 

Tyrimai rodo, kad MTV in vitro yra dinamiškos, trumpalaikės, mechani-
nių bei cheminių dirgiklių bei šviesos ekspozicijos pažeidžiamos struktūros, 
kurios yra gan atsparios EDTA tripsino poveikiui [158]. Pirmiausia aprašy-
tieji MTV tarp PC12 ląstelių susiformavo per keletą minučių de novo aktino 
polimerizacijos būdu ir gyvavo nuo kelių minučių iki kelių valandų [158]. 
Tarp NRK ląstelių susiformavę MTV buvo trumpalaikės dinamiškos struk-
tūros, gyvuojančios vidutiniškai 40,7 minutes [63], o MTV tarp T ląstelių 
gyvavo dar trumpiau – vidutiniškai mažiau kaip 15 min. [181]. Tai, kad 
MTV formavimąsi ir išlikimą blogina cheminės medžiagos, mechaninės de-
formacijos ir šviesa, labai komplikuoja šių struktūrų eksperimentinius tyri-
mus [198]. Jų aptikimą gyvame organizme riboja ne tik pirmiau nurodyti 
veiksniai (trumpas gyvavimo laikotarpis ir pažeidžiamumas), bet ir tai, kad 
vis dar nėra atrastų specifinių žymenų, kurie padėtų aptikti MTV in vivo 
[116]. 

Naudojant skirtingus metodus, buvo nustatyta ir aprašyta, kad MTV tarp 
gyvūnų ląstelių formuojasi dviem pagrindiniais būdais [42, 217]. Pirmasis iš 
literatūroje aprašytų būdų – tai MTV susiformavimas iš membraninių išaugų 
(filopodijų, lamelipodijų), kurios ilgėdamos pasiekia nutolusias ląsteles. 
Šiuo būdu MTV formuoja nejudrios arba mažai judrios ląstelės [25, 217]. 
Antruoju būdu MTV susiformuoja, kai kurį laiką kontaktavusios ląstelės 
pradeda tolti viena nuo kitos. Tokiu būdu MTV formuoja judrios ląstelės 
(pvz., imuninės ląstelės, kurios turi daugiau galimybių suartėti ir susiliesti su 
kitomis ląstelėmis) [116, 181, 217], tačiau MTV formavimasis tokiu būdu 
buvo stebėtas ir tarp mažiau judrių ląstelių (pvz: NRK ar NCC ląstelių) [181, 
200]. Be to, vienos rūšies ląstelės gali formuoti MTV abiem būdais [4]. 
 

1.4.1. MTV formavimasis ląstelėms išleidžiant išaugas 
 

Dauguma MTV susiformuoja F aktino polimerizacijos būdu išaugant į 
filopodijas ar lamelipodijas panašioms išaugoms. Literatūroje aprašyta, kad 
šiuo būdu formuojantis MTV membraninių išaugų galiukuose yra motorinio 
baltymo miozino X (Myo10) (maždaug 10–100 Myo10 molekulių [87]), 
kuris ne tik skatina membraninę išaugą atsirasti ir ilgėti, bet ir yra svarbus 
funkcionalių MTV formavimosi veiksnys [87]. Veikiant Myo10 susifor-
mavusios filopodijos neliečia substrato in vitro ir ilgėja mechanizmu, 
nepriklausomu nuo sukibimo su substratu [18]. Ilgėdamos filopodijos tarsi 
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tyrinėja aplinką, aptikusios nutolusią ląstelę, paliečia jos membranos pavir-
šių, tada šliauždamos paviršiumi suranda tinkamą prisijungimo vietą, kurio-
je dėl N kadherino ir jį priimančiojo pritaikymo baltymo beta katenino są-
veikos susiformuoja jungtys (tarsi išmetami inkarai) [107]. Vienos ląstelės 
ilgėjančiai membraninei išaugai palietus kitą ląstelę (arba susilietus dviejų 
ląstelių išaugoms), gali susiformuoti atviri, uždari ar PJ turintys MTV [4]. 
Membraninių išaugų galiukuose aptiktas baltymas afadinas turėtų paleng-
vinti šį procesą [22]. 

Tačiau atviri vamzdeliai šiuo būdu susiformuoja palyginti retai [123, 
158]. Kad šiuo būdu susiformuotų atviras MTV, tiesiogiai sujungiantis 
dviejų ląstelių citozolius, pirmiausia turi savaime arba dalyvaujant susilie-
jimo veiksniams (pvz.: SNARE baltymams, sinaptotagminams, virusų susi-
liejimo baltymams) susilieti susiformavusių išaugų membranos [79, 97, 
114]. Manoma, kad tokiam dviejų ląstelių membranų dvisluoksnių susilie-
jimui yra būtina stabili naviko nekrozės faktoriaus alfa (angl. the tumor 
necrosis factor α, TNF α) sužadinamo baltymo, vadinamo M Sec, raiška 
[134]. Membranų susiliejimas priklauso nuo membranos lipidinio dvi-
sluoksnio sudėties ir gebos deformuotis [94]. Tam paprastai naudojama 
energija, gaunama iš susiliejimo baltymų [62, 79, 97, 114]. Manoma, kad 
šių baltymų molekulės kaupiasi filopodijos, iš kurios formuojasi MTV, 
galiuke. Pirmiausia įvyksta dalinis membranų susiliejimas (t. y. susilieja tik 
išorinis lipidų sluoksnis, o vidiniai ląstelių membranų sluoksniai vis dar 
būna atskiri). Vėliausiai, susiformavus porai, dviejų nutolusių ląstelių 
citozoliai susijungia ir todėl šios ląstelės gali tiesiogiai sąveikauti [4, 107]. 

 
1.4.2. MTV formavimasis kontaktavusių ląstelių atsiskyrimo būdu 

 
Maža dalis (maždaug 7 proc.) MTV formuojasi atsiskiriant pirmiau kon-

taktavusioms ląstelėms [4]. Susiformavusio MTV membraną tokiu atveju 
gali sudaryti vienos arba abiejų ląstelių membranos [42, 57, 88, 158]. Šiuo 
atveju yra svarbi glaudaus ląstelių kontakto trukmė: kuo ji ilgesnė, tuo 
didesnė funkcionalių MTV susiformavimo tikimybė [180, 181]. Kartais gali 
būti sunku vizualiai atskirti, ar ląsteles sujungiantis vamzdelis yra MTV, ar 
tik besidalijančias, bet dar galutiniai neatsiskyrusias ląsteles sujungiantis 
tiltelis. Buvo pasiūlyta, kad šiuo atveju MTV skiriamasis požymis yra 
liekamojo (vidurinio) kūnelio nebuvimas [3, 88]. Priešingomis kryptimis 
judančioms ląstelėms tolstant vienai nuo kitos, iš pradžių susiformuoja 
atviras MTV, kuriam užsivėrus, dvi nutolusias ląsteles vis dar gali jungti 
uždaras MTV [181]. 
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1.5. Molekuliniai MTV formavimosi mechanizmai ir veiksniai,  
kurie skatina arba slopina MTV formavimąsi 

 
MTV ir su jais susijusių membraninių išaugų formavimosi molekuliniai 

mechanizmai dar nėra gerai ištirti. Įvairūs tyrėjai, eksperimentavę su skirtin-
gų rūšių ląstelėmis, pateikia skirtingus pastebėjimus apie MTV formavimosi 
mechanizmus ir skirtingas savo pastebėjimų interpretacijas. 

MTV formavimąsi in vitro skatina įvairūs veiksniai (apžvelgta [89]): 
serumo trūkumas [33, 110, 195], uždegimas [33, 49, 72], oksidacinis stresas 
[44, 195, 221], mažas pH hiperglikemijos sąlygomis [110], aukšta tempera-
tūra ir toksinai [81], virusinė infekcija [181], įskaitant ŽIV [6, 50, 129, 132, 
133, 210] ir ŽTLV [191], ultravioletinė (UV) spinduliuotė [72] ir kiti 
veiksniai. p53 aktyvinimas gali sužadinti M Sec, EGFR ir Akt–PI3K–mTOR 
signalizavimo kelią ir taip skatinti MTV formavimąsi [195]. M Sec raišką 
didinantys TNFα ir prouždegiminis lipopolisacharidas (LPS) taip pat yra 
MTV formavimąsi sužadinantys veiksniai [33, 149]. Manoma, kad su M Sec 
baltymu ir Rho GTFaze RalA sąveikaujantis baltymas leukocitų specifinis 
transkriptas 1 (LST1), kaip ir EGFR ir Akt–PI3K–mTOR, veikia membranos 
ir ląstelės griaučių reorganizaciją, F aktino polimerizaciją, sužadina ir 
moduliuoja išaugų bei funkcionalių MTV formavimąsi, ląstelės poliarizaciją 
ir adheziją [153, 167, 194, 195, 212]. Ląstelių poliarizacija ir adhezija 
literatūroje nurodytos kaip svarbios sąlygos susiformuoti stabiliems 
funkcionaliems MTV tarp imuninių ląstelių [30]. Yra duomenų, kad ląste-
lės, reaguodamos į stresą, išskiria į aplinką nežinomus baltymus ar metabo-
litus, į kuriuos reaguodamos kitos ląstelės, pradeda formuoti MTV [72, 
195]. Buvo aptiktos mažos Ca2+ jonus prisijungiančio baltymo molekulės, 
kurios apibūdintos kaip išaugų kryptį orientuojančios molekulės S100A4, ir 
jų išplėstinio glikozilinimo galutinių produktų receptorius (RAGE) [183]. Be 
chemotaksio, būtina įvairių ląstelės membranoje esančių baltymų sąveika. 
Literatūros duomenimis, formuojantis MTV, yra svarbūs cdc42, Myo10, 
p53, M Sec, LST1, filaminas, RalA GTFazė, Ral prisijungiantis baltymas 1 
ir endocistos kompleksas [4, 183, 195]. Filopodijų galiukuose aptiktas 
baltymas Myo10, sąveikaudamas su daug kitų baltymų ar lipidų, sužadina ir 
reguliuoja filopodijų ilgėjimą. Padidėjus Myo10 raiškai, formuojasi daugiau 
MTV ir intensyvėja pūslelių pernaša į nutolusias ląsteles per MTV [87, 
222]. Aktyvintas cdc42 baltymas kartu su kitomis molekulėmis stimuliuoja 
aktino polimerizaciją [92] (greita erdvinė aktino turinčių ląstelės griaučių 
reorganizacija yra būtina sąlyga ląstelės išaugoms formuotis). Rho GTFazės, 
kurioms priklauso ir cdc42 baltymas, apskritai yra pagrindinis ląstelės 
griaučių pokyčių, susijusių su išaugų formavimusi, reguliatorius [11, 160], o 
jas gali aktyvinti įvairūs veiksniai. Rho GTFazės sąveikauja su tirozino 
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kinazėmis, susijusiomis su augimo faktoriaus receptoriais, su G baltymu 
susijusiais receptoriais bei tarpląsteliniu užpildu ir yra susijusios su ląstelių 
proliferacija (reguliuoja G1 fazę) bei migravimu [14]. Rho GTFazės yra 
hidrolazės, galinčios prisijungti ir hidrolizuoti guanozino trifosfatą (GTF). 
Jos yra tarsi tarpląstelinio signalizavimo molekuliniai jungikliai, svarbūs 
įvairioms ląstelių funkcijoms. Rho šeimos baltymai priklauso Ras šeimai ir 
yra svarbūs aktino organizacijai, membraninei pernašai ir įvairioms kitoms 
ląstelių funkcijoms [27]. Žinoma 20 Rho GTFazių, kurių dauguma kokiu 
nors būdu veikia ląstelės griaučius. Pripažįstama, kad Rho GTFazės yra 
svarbiausios lamelipodijų, filopodijų, invadopodijų ir su lamelipodijų bei 
filopodijų išaugomis susijusių MTV formavimuisi [151]. 

Tiriant bendras stresą patyrusių ir nepatyrusių ląstelių kultūrų sistemas, 
pastebėta, kad MTV pradeda formuotis stresą patyrusioje ląstelėje ir 
ilgėdamas pasiekia sveiką ląstelę, o ne atvirkščiai [195]. Buvo pasiūlyta, kad 
ląstelės, iš kurių pradeda formuotis MTV, kontroliuoja MTV formavimąsi 
mechanizmu, susijusiu su p53, Akt–PI3K–mTor signalizavimo keliu ir 
M Sec baltymu. Remiantis šiais duomenimis, daroma prielaida, kad geba 
suformuoti MTV yra apsauginė ląstelių reakcija į stresą, o per MTV iš 
vienos ląstelės į nutolusią ląstelę yra tiesiogiai pernešamos įvairios trumpai 
gyvuojančios organelės ir energiją teikiančios medžiagos [195, 198]. 
Atskleidus, kad MTV formuoja pažeista ląstelė sveikos ląstelės kryptimi, 
buvo pastebėta, kad organelės ir energiją teikiančios medžiagos, atvirkščiai, 
yra pernešamos iš sveikos ląstelės į pažeistąją [199]. Per MTV ląstelės gali 
perduoti įvairius signalus sveikoms nutolusioms ląstelėms, kai joms iškyla 
pavojus [195], arba gauti iš sveikų nutolusių ląstelių reikiamų medžiagų ar 
organelių (pvz., sveikų mitochondrijų) gyvybei išsaugoti [106, 182]. 

Pastebėta, kad net trumpalaikė M Sec baltymo raiška gali paskatinti į 
susidaryti į MTV panašias struktūras, nors funkcionalūs MTV susiformuoja 
tik esant stabiliai M Sec raiškai [134]. M Sec baltymas pirmiausia buvo 
aprašytas kaip TNFα sužadinamasis baltymas 2 (dar vadinamas TNFaip2 
arba B94) [163, 206], kuris laikomas pagrindiniu veiksniu aktino remode-
liavimosi, F aktino polimerizacijos ir membraninių išaugų (filopodijų), iš 
kurių nuosekliai susiformuoja MTV, atsiradimo procesuose [65, 88, 167]. 
Pastebėta, kad M Sec baltymo daugėja aplinkybėmis, kuriomis susiformuoja 
daugiau MTV (pvz., paveikus vandenilio peroksidu) [65]. Trumpam padau-
gėjus M Sec baltymo, formuojasi uždari, vadinamieji filopodiniai tilteliai 
[42, 171, 172]. Kitų autorių duomenimis, dalyvaujant M Sec baltymui, MTV 
ne tik sujungia pavienes ląsteles, bet ir turi įtakos funkcionalių MTV tinklų 
formavimuisi [180]. Vis dėlto, remiantis literatūros duomenimis, M Sec 
baltymas susijęs su formavimusi tik tų MTV, kurių sudėtyje yra tik F aktino 
ir komponentų pernaša vyksta viena kryptimi [65]. Jis neveikia mikro-
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tubulių, todėl storieji MTV, kurių sudėtyje yra ir F aktino, ir mikrotubulių, 
gali formuotis nuo M Sec baltymo nepriklausomu būdu arba dalyvaujant ir 
M Sec baltymui, ir kitiems veiksniams, kurie vis dar nežinomi [134]. Nusta-
tyta, kad Fas signalizavimas skatina kitokio tipo MTV formavimąsi (jais 
pernaša vyksta į abi puses ir yra perduodami su apoptoze susiję signalai) – 
šis procesas taip pat siejamas su Rho GTFazių veikla, bet nepriklauso nuo 
kaspazės aktyvinimo [11]. Kad susiformuotų MTV, sujungiantys NK ląste-
les su ląstelėmis taikiniais, būtina NK ląstelę aktyvinančiojo receptoriaus są-
veika su ligandu, esančiu ląstelės taikinio membranoje [30]. Kai MTV for-
muojasi tarp imuninių ląstelių, kad joms atsiskiriant susiformuotų MTV, 
ląstelės turi gan ilgą laiką būti susiglaudusios [30, 180]. 

Nustatyta, kad MTV formavimasis yra susijęs su ŽIV 1 imunosupresiniu 
Nef baltymu [6, 50, 132, 133, 210], kuris keičia imuninių ląstelių aktino 
organizaciją ir endocitinį aktyvumą. Vien ektopinio Nef baltymo raiška 
monocitų THP 1 ląstelėse skatina formuotis į MTV panašias išaugas, sujun-
giančias tarpusavyje THP 1 ląsteles arba THP 1 ląsteles su B ląstelėmis. Nef 
baltymas šiais MTV yra pernešamas į sistemines ir žarnų B ląsteles. Kai į 
plazminę membraną įsilieja Nef baltymas, remodeliuojasi aktinas, o tai gali 
turėti įtakos formuojantis MTV, sujungiantiems ŽIV 1 užkrėstas THP 1 ląs-
teles su sveikomis ląstelėmis, ir padėti infekcijai plisti [210]. Gali būti, kad 
patys ŽIV 1 gali sužadinti M Sec raišką ir skatinti membraninių išaugų 
formavimąsi. Kad susiformuotų MTV, sujungiantys retrovirusų užkrėstas 
ląsteles su sveikomis ląstelėmis taikiniais, pirmiausia užkrėstosios ląstelės 
membrana turi susiliesti su sveikos ląstelės membrana. Tam įtakos turi 
virusų apvalkalo baltymo (angl. envelope glycoprotein, Env) ryšys su 
receptoriumi, esančiu ląstelėje taikinyje [100, 171]. 

MTV formavimąsi in vitro slopina medžiagos, kurios slopina F aktino 
polimerizaciją, ir medžiagos, mažinančios M Sec baltymo raišką, be to, kai 
kurių MTV formavimąsi mažina tubulino inhibitoriai [25, 45, 65, 80, 110, 
135, 155]. Clostridium difficile toksinas ir specifinis cdc42 inhibitorius 
sekraminas A slopina Fas sužadintų MTV formavimąsi [155], o Fas stimu-
liavimas skatina MTV formavimąsi [11]. MTV formavimąsi slopina 
imunodepresantai, slopinantys mTOR signalizavimo kelią (pvz., everolimu-
zas), ir metforminas [110]. 
 

1.5.1. Koneksinų įtaka MTV formavimuisi 
 

Cx įtaka MTV formavimuisi iki šiol nebuvo tirta, tačiau žinoma, kad jie 
ne tik gali formuoti PJ ir specifiškai (priklausomai nuo Cx tipo) reguliuoti 
ląstelių sąveiką per juos, bet ir vykdo su PJ nesusijusias funkcijas (pvz., 
dalyvauja ląstelių adhezijos, migravimo, dalijimosi, diferenciacijos ir pikty-
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binių navikų atsiradimo, progresavimo bei metastazavimo procesuose) [43, 
85, 130, 220]. Literatūroje yra duomenų tik apie Cx26, Cx31.1, Cx32 ir 
Cx43 įtaką šiems procesams (apžvelgta [220]), o pateikiami duomenys gana 
prieštaringi (pvz.: nurodoma, kad Cx26, dalyvaudamas aktino remodelia-
vimo procesuose, slopina ląstelių migravimą [84, 119], Cx31.1, slopindamas 
G1 fazę, mažina ląstelių proliferaciją ir nesmulkiųjų ląstelių plaučių piktybi-
nio naviko ląstelių migravimą bei invaziją [216], Cx32 didina žmogaus 
hepatomos ląstelių proliferaciją, migravimą bei invaziją [102], bet, vartoja-
mas kartu su citostatikais, mažina žmogaus plaučių adenokarcinomos [164] 
ar metastazavusio inkstų piktybinio naviko ląstelių [54] proliferaciją ir 
sukelia jų apoptozę. Cx43 didina ląstelių migravimą, sužadina ląstelės 
griaučių remodeliavimąsi ir mažina ląstelių proliferaciją (kartu padaugėja ir 
E kadherino) [71]). Manoma, kad Cx, sąveikaudami su priekibos baltymais 
(kadherinais, kateninais), kurie yra susiję su F aktinu [43, 85], reguliuoja 
ląstelių migravimą, membraninių išaugų formavimąsi ir tarpląstelinę sąvei-
ką per MTV [43, 52, 112, 211]. Cx43 sankaupos išaugų galiukuose gali tu-
rėti įtakos MTV susiformavimui aktino polimerizacijos būdu [39, 73, 197], 
tokių išaugų stabilumui [48] ir biologinių molekulių per MTV pernašai 
[200]. Taigi, PJ turintys MTV audiniuose gali būti susiję su biologinių mo-
lekulių pernaša, o tai labai svarbi galima sąlyga kamieninių ląstelių diferen-
ciacijai, piktybinių navikų progresavimui, invazijai bei metastazavimui. 
 

1.5.2. Koneksinų reikšmė navikų patogenezėje 
 

Žinios apie Cx įtaką pikybinių navikų patogenezėje taip pat labai priešta-
ringos. Pastebėta, kad ji priklauso nuo audinio rūšies, pikybinio naviko tipo 
ir stadijos [41, 130, 220]. Sutrikus Cx raiškai kurios nors rūšies ląstelėse, 
ląstelių proliferacijos, embriogenezės, regeneracijos, audinių homeostazės 
palaikymo ir kancerogenezės procesai tampa nekontroliuojami [40]. Cx 
raiškos sumažėjimas arba Cx persiskirstymas (sumažėjusi raiška ląstelės 
membranoje, bet padidėjusi raiška citoplazmoje) buvo nustatyti storosios 
žarnos [176], nesmulkiųjų plaučių ląstelių [209, 218], kiaušidžių [187], 
krūties [118, 119, 142], gimdos gleivinės [159] ir inkstų piktybinių navikų 
[203], sarkomos [203], antinksčių feochromocitomos [204], gliomos [5, 38, 
174], gimdos kaklelio neoplazijų [2] atvejais. Kitais atvejais, priešingai, 
buvo pastebėtas Cx raiškos padidėjimas (pvz.: krūties [84], odos bei įvairų 
plokščiųjų ląstelių [70, 203], storosios žarnos [64] ir kasos piktybinių navi-
kų atvejais [91]). Net tos pačios rūšies navikuose, priklausomai nuo stadijos 
ir ląstelių padėties navike, Cx raiška gali būti ir padidėjusi, ir sumažėjusi [1]. 
Todėl manoma, kad pirminiuose navikuose Cx raiška sumažėja, tačiau 
invazijos ir labiau nediferencijuotų navikų atvejais Cx vėl padaugėja [121]. 
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Atrodo, kad sumažėjusi Cx raiška yra susijusi su piktybinio naviko ląstelių 
„pabėgimu“ iš pirminio naviko, tačiau jų raiškai vėl padidėjus, ląstelės įgyja 
gebą formuoti metastazes [174] – toks Cx raiškos padidėjimas siejamas su 
blogesne šių navikų prognoze [21, 70, 146]. 
 

1.6. Plyšines jungtis turintys MTV 
 

Ilgą laiką manyta, kad elektrinė ir metabolinė sąveika per PJ yra galima 
tik tarp susiglaudusių ląstelių. Atradus MTV ir juose pastebėjus Cx43 raiš-
ką, paaiškėjo, kad tokia sąveika galima ir tarp nutolusių ląstelių [158]. Buvo 
iškelta hipotezė, kad PJ, tikėtina, yra ta vieta, kurioje, ląstelėms atsiskiriant, 
pradeda formuotis MTV [4]. Vieni puskanaliai greičiausiai negarantuoja 
pakankamos sulipimo jėgos, todėl ryšį palaikyti gali padėti šiose srityse 
esantys kadherinai (apžvelgta [145]). Membranoje esantys kadherinai gali 
palengvinti ląstelių ataugos ir nutolusios ląstelės membranų susiliejimą bei 
PJ kanalo susiformavimą [4]. 

Nors tolstant ląstelėms ir atsiskiriant membranoms, dalis PJ suyra, kai 
kurie MTV galiuke esantys PJ kanalai gali išlikti ir kurį laiką funkcionuoti, 
užtikrindami Cx valdomą elektrinį ryšį tarp nutolusių ląstelių per MTV 
[195, 198, 200]. Formuojantis MTV šiuo būdu, Cx raiška turi būti didelė, 
kad atitinkančių puskanalių susijungimo tikimybė būtų didesnė [4]. 

Iki šiol MTV buvo aptiktas tik Cx43, tačiau spėjama, kad galėtų būti ir 
kitokių Cx, nes daugelyje audinių jų yra dviejų ar daugiau tipų [96]. Vis dar 
neaišku, ar MTV gali būti ir heterotipinių PJ. Tokių PJ buvimas rodytų labai 
dideles sąveikos tarp nutolusių skirtingų rūšių ląstelių galimybes. Tuo 
atveju, kai MTV, per kuriuos galima elektrinė sąveika, formuojasi iš į 
filopodiją panašių membraninių išaugų, augančios išaugos galiuke gali būti 
puskanalių, kurie membranoms susilietus, susijungia su atitinkamu ląstelės 
taikinio puskanaliu ir suformuoja funkcionalų PJ kanalą. Tokių kanalų 
susiformavimo tikimybė didėja, didėjant Cx raiškai ląstelėje [138]. 

Vis dėlto, nors PJ yra svarbios palaikant elektrinį ryšį per MTV, jos nėra 
būtinos MTV susiformuoti (pvz., Cx nebuvo per į filopodijas panašias 
membranines išaugas susiformavusiuose MTV tarp PC12 ląstelių) [200]. 
 

1.7. MTV funkcijos 
 

Įvairūs MTV skiriasi ne tik struktūriniais komponentais, matmenimis ar 
gyvavimo trukme, bet ir vykdomomis funkcijomis. Tarpląstelinė sąveika per 
MTV yra svarbus nutolusių ląstelių ryšių palaikymo ir gelbėjimosi 
mechanizmas, padedąs išlikti, keistis informacija ir palaikyti homeostazę 
nuolat kintančiomis patofiziologinėmis ir aplinkos sąlygoms. MTV sudaro 
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sąlygas plisti tarpląsteliniams signalams (įskaitant elektrinius) tarp nutolusių 
ląstelių, o tai būtina gyvų organizmų vystymuisi [28, 47, 197], imuniniam 
atsakui [11, 30, 42, 56, 135, 136, 181, 213], audinių homeostazės 
palaikymui ir regeneracijos procesams [4, 103], ląstelių diferenciacijai ir 
reprogramavimui [93, 184, 196]. 

Embriogenezė bei įvairūs kiti fiziologiniai (imuninės sistemos veikla, 
žaizdų gijimas, regeneracija) ir patologiniai procesai (lėtinės ligos, įskaitant 
piktybinius navikus, neurodegeneracines ligas, kardiovaskulines ligas, dia-
betą, uždegimą) yra susiję su ląstelių migravimu [19, 53]. Migruojančios 
ląstelės patiria didelį stresą, jose vyksta dinamiški ląstelės griaučių pokyčiai, 
audiniuose nuolat kinta ląstelių tarpusavio ryšiai ir sąveika su kitomis 
ląstelėmis ar tarpląsteliniu užpildu, vyksta įvairūs kiti molekuliniai pokyčiai, 
susiję su įvairiais signalizavimo keliais ir dideliu energijos poreikiu [77]. 
MTV ne tik padeda ląstelėms judėti bei migruoti – per juos palaikomas 
tiesioginis nutolusių ląstelių aprūpinimas reikiamomis medžiagomis. 

Elektrinė sąveika per PJ turinčius MTV gali būti susijusi su ląstelių (pvz., 
nervinės skiauterės ląstelės) migravimo sinchronizavimu ir koordinavimu 
embriogenezės laikotarpiu. Žinoma, kad sąveika per PJ yra pagrindinis 
signalizavimo mechanizmas ankstyvuoju galvos smegenų raidos laikotarpiu, 
kai kamieninės nervinės ląstelės per sinapses nesužadinamos, nes trūksta 
ligando valdomų kanalų [154]. Priklausomai nuo diferenciacijos eigos, 
įvairiose galvos smegenų srityse esančios kamieninės ląstelės gali migruoti 
ir pasiekti atitinkamas žievės sritis [147]. Nuo MTV priklausomas Ca2+ 
signalų sužadinimas nesubrendusiuose neuronuose siejamas su kryptingu šių 
neuronų migravimu [150]. Į MTV panašiomis išaugomis plintantys depolia-
rizacijos signalai sinchronizuoja aktino remodeliavimą, kuris svarbus ląste-
lių migravimui. Be to, kartu gali veikti keli skirtingi sąveikos per MTV 
būdai (pvz., tais pačiais MTV plisti ir depoliarizacijos signalai, ir būti perne-
šamos pūslelės) [198]). 

Nervinio audinio diferenciacija yra susijusi su Cx raiškos kitimu ir 
elektrinio ryšio specifiškumu, kuris įvariose galvos smegenų srityse išlieka 
ir gimus bei susiformavus neuronų grandinėms suaugusio žmogaus galvos 
smegenyse [154]. PJ yra itin svarbios vystantis naujajai žievei [47, 48], iš 
Cx43 ir Cx26 susidariusios PJ – glijos formavimuisi [48]. MTV, sujungdami 
neuronus ar neuronus su glijos ląstelėmis, gali didinti neuronų aktyvumą. 
Atsižvelgiant į tai, kad nervinės skiauterės ląstelės in vivo yra susijungusios 
plonomis ląstelinėmis išaugomis [186], o eksperimentuose in vitro buvo 
užregistruotas su MTV susijęs elektrinis ryšys [88], elektrinių signalų pliti-
mas per PJ turinčius MTV gali būti svarbiausias veiksnys, sinchronizuo-
jantis šių ląstelių migravimą [198]. Migravimo krypčių pasikeitimas yra 
veikiamas Cx43 [47], todėl galima įtarti, kad glijos pokyčiai gali būti susiję 
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su MTV ir elektrine sąveika per juose esančias PJ. Visa tai sudaro sąlygas 
greitam ir selektyviam informacijos, kuri koordinuoja ląstelių migravimą, 
perdavimui ir tinkamos embriono simetrijos susiformavimui. 

Gyjant žaizdoms, dalyvauja daug F aktino turinčios ląstelių membraninės 
išaugos, kurios sujungia tarpusavyje žaizdos pakraštyje esančias nutolusias 
ląsteles [115, 208]. Šis procesas yra siejamas su IF3 kinazės aktyvinimu 
[101] bei žaizdos priekinio krašto ląstelių membranų depoliarizacija [32, 
208, 219]. Membraninėmis išaugomis plintant depoliarizacijos signalams, 
MTV gali sinchronizuoti F aktino remodeliavimą ir moduliuoti žaizdos 
gijimą [198]. 

MTV yra svarbūs tarpląstelinei sąveikai uždegimo atveju – uždegimo 
apimtuose audiniuose šių membraninių struktūrų labai padaugėja [33]. 

MTV, sujungiančių naviko ląsteles su aplinkinių audinių ląstelėmis, susi-
formavimas skatina kancerogenezę, jie siejami su navikų invazija ir progre-
savimu bei atsparumo chemoterapijai mechanizmais (apžvelgta [108, 177]). 
Piktybinių navikų ląsteles su jį gaubiančių audinių ląstelėmis sujungiantys 
MTV gali palengvinti naviko plitimą, invaziją ir metastazavimą [44, 108–
110]. Neurodegeneracinių ligų atsiradimas ir progresavimas yra siejami su 
patogeninių baltymų ir prionų bei virusų pernaša į nutolusias ląsteles per 
MTV [4, 37, 50, 61, 82, 116, 195, 222]. Spėjama, kad piktybinių navikų ir 
neurodegeneracinių ligų atsiradimo mechanizmai gali būti tie patys [128]. 
Transkripcijos faktorius p53 yra svarbus veiksnys apoptozės ir neurodege-
neracijos procesuose. p53 reaguoja į įvairius streso dirgiklius, transkribuoja 
eilę genų ir gali būti, kad dėl p53 suaktyvėjimo ląstelės patiria apoptozę, nes 
lokaliai membraninėse struktūrose kaupia kenksmingas medžiagas ir nelei-
džia joms plačiai pasklisti audiniuose. Kartu, suaktyvėjus p53, skatinamas 
MTV formavimasis, o per juos ląstelės gali perduoti naudingas ar perdirba-
mas medžiagas į nutolusias sveikas ląsteles [195]. Nors p53 vykdo daug 
reguliavimo funkcijų, dauguma jų neleidžia atsirasti duplikacijos klaidoms 
ląstelėms patiriant stresą. Šiuo požiūriu su p53 susiję mechanizmai neleidžia 
formuotis navikams (t. y. su p53 susijęs mechanizmas didina ląstelių daliji-
mosi tikslumą ir trukdo formuotis navikui) [152]. Kadangi MTV formavi-
masis priklauso nuo p53 [195], jų susiformavimas gali būti ląstelių savybė 
įveikti stresinę situaciją ir sumažinti naviko ar neurodegeneracinės pažaidos 
atsiradimo tikimybę. 

MTV siejami su virusų ir prionų sukeliamų ligų patogeneze bei metaboli-
niais ar genetiniais mainais įvairių rūšių bakterijose, ligų sukėlėjų (prionų, 
virusų, bakterijų, patologinių baltymų) pernaša. Tyrimais buvo patvirtinta, 
kad su MTV yra susiję kai kurių infekcinių ligų sukėlėjų vystymosi procesai 
(pvz.: Plasmodium falciparum [156], Bacillus subtilis [46, 165], Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli [165] ir kt.). Virusinės ligos progresuoja 
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virusams plintant ląstelėse. Yra publikuota daug duomenų apie pačių virusų 
pernašą MTV [6, 50, 132, 133, 181, 210] (pvz.: per MTV plisdami ŽIV 1 
palaipsniui užkrečia žmogaus imuninės sistemos ląsteles, todėl 
nepaliaujamai mažėja CD4+ T ląstelių ir pasireiškia sunkus imunodeficitas – 
įgyto imunodeficito sindromas). Citotoksinės ar užkrečiamosios dalelės 
(pvz., ŽIV 1 ir ŽTLV 1 virusai, prionai, patologiniai baltymai ir kt.) gali 
naudoti MTV infekcinėms ar neurodegeneracinės bei navikams plisti [4, 37, 
61, 68, 116, 135, 136, 181, 195, 222]. Įdomu tai, kad beta amiloidas 
pernešamas per MTV 2–8 kartais greičiau nei organelės (endoplazminio 
tinklo, Goldžio aparato komponentai, endosomos ar mitochondrijos) [195]. 
Susiformavus uždaro tipo MTV, ligų sukėlėjai (pvz., ŽIV 1, leukemiją suke-
liantys ŽTLV 1 tarp žmogaus T ląstelių) membrana plinta į nutolusias 
ląstelės, o šiai pernašai naudojama energija. Virusų pernaša MTV membra-
na nesusijusi su mikrotubulėmis, bet greičiausiai priklauso nuo sąveikos su 
receptoriais [135]. Buvo iškelta hipotezė, kad neurodegeneracines ligas 
sukeliantys prionai (ir egzogeninės, ir endogeninės kilmės), plisdami per 
MTV, pirmiausia išplinta kaulų čiulpuose, o vėliau patenka į galvos smege-
nų neuronus [61, 62]. Sukėlėjai (pvz., ŽIV 1) gali pasinaudoti tarp ląstelių 
jau susidariusiais MTV, bet, veikiant Nef, gali ir patys skatinti šių vamzdelių 
formavimąsi [210]. 

Vis dėlto dar stokojama duomenų, kad būtų galima tiksliai apibūdinti 
specifines skirtingais būdais susiformavusių skirtingos struktūros MTV 
funkcijas kurios nors rūšies ląstelių kultūroje ar juo labiau audiniuose, orga-
nuose ar visame organizme. 

 
1.7.1. Ląstelės turinio pernaša 

 
MTV nuo kitų aktino turinčių membraninių išaugų skiriasi tuo, kad su-

jungia nutolusių ląstelių citozolius ir jais į nutolusias ląsteles gali būti tiesio-
giai pernešami įvairūs ląstelės komponentai (apžvelgta [57, 116, 177]). Vien 
F aktino turinčiais MTV įvairūs komponentai yra pernešami viena kryptimi, 
o mikrotubules turinčiais vamzdeliais pernaša vyksta į abi puses [135]. 
Priklausomai nuo MTV esančių ląstelės griaučių komponentų, pernašos me-
chanizmas gali būti susijęs su skirtingomis motorinių baltymų molekulėmis. 
Visgi dar neaišku, ar pernašos mechanizmai, susiję su F aktinu ar mikro-
tubulėmis, gali vienu metu funkcionuoti tame pačiame MTV. 

Mažos endocitinės pūslelės vien F aktino turinčiais MTV yra pernešamos 
spindžiu viena kryptimi su F aktinu susijusių motorinio miozino molekulių 
(pvz., miozino V) valdomu greičiu [63, 158]. Organelių pernaša per MTV 
viena kryptimi yra epizodinė, t. y. registruojami vienkartiniai arba keli 
pernašos epizodai po tam tikro MTV neaktyvumo laikotarpio [158]. Be to, 
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pastebėta, kad organelės pernešamos ne visais susiformavusiais MTV, todėl 
buvo iškelta hipotezė, kad MTV turi tarsi subręsti, o organelės pernešamos 
tik pakankamą brandą pasiekusiais MTV. Kartais MTV gyvuoja pernelyg 
trumpai, kad galėtų tinkamai subręsti ir tokia pernaša apskritai vyktų [63]. 

Naudojant specifinius miozino slopiklius, buvo atskleista, kad MTV 
formavimasis ir organelių pernaša priklauso nuo aktomiozino funkcijos [25, 
63]. Šie tyrimai rodo, kad endosominių pūslelių pernaša per MTV (bent jau 
kai kuriais jų tarp kai kurių rūšių ląstelių) yra aktyvus procesas [135], o 
ATF sumažėjus, labai sumažėja endosominių pūslelių pernaša tarp nutolusių 
ląstelių [63]. Buvo stebėta kryptinga ŽIV 1 virusų dalelių ir lizosominių 
pūslelių pernaša MTV, susiformavusiais tarp T ląstelių ir CAD ląstelių, su 
F aktinu susijusių motorinio miozino molekulių valdomai pernašai būdingu 
greičiu, bet vis dar galutinai neišaiškintas tikslus tokios pernašos mechaniz-
mas (endocitinėse pūslelėse, MTV spindžiu ar membranos paviršiumi) [61, 
62, 181]. 

Per MTV, kuriuose yra ne tik F aktino, bet ir mikrotubulių (pvz., tarp 
imuninių ląstelių [11, 30, 135], pirminių neuronų ir astrocitų [197], HUVEC 
ląstelių vykstant angiogenezei [124]), komponentai gali būti pernešami į abi 
puses su mikrotubulėmis susijusiu būdu veikiant kinezino ir dineino mecha-
nizmui [135]. Tokiai pernašai taip pat naudojama energija. 

Pernešant komponentus per MTV viena kryptimi ar į abi puses, 
naudojama energija. Nustatyta, kad energiją teikiančios medžiagos (gliuko-
zė, cAMF, IF3, ATF) ar Na+, K+ ir Ca2+ jonai į nutolusias ląsteles patenka 
per MTV difuzijos būdu [4, 178, 202]. Ca2+ jonai gali ne tik judėti difuzijos 
būdu MTV spindžiu [202], bet jų koncentraciją ląstelėje gali didinti ir 
antrinio signalo tarpininko IF3, kurio pasyvi difuzija per MTV yra daug 
greitesnė už Ca2+ jonų, skatinamas Ca2+ jonų atsipalaidavimas iš endoplaz-
minio tinklo [10]. Tokia galimybė buvo nurodyta, pastebėjus, kad Ca2+ jonų 
koncentracijos per MTV sujungtose ląstelėse yra susijusios su IF3 pernaša 
[178]. Be to, mechaniškai stimuliuojant vieną ląstelę, depoliarizacijos 
signalas plinta per MTV į nutolusią ląstelę, kurios membranoje pasiekus 
slenkstinę depoliarizaciją, atsiveria įtampos valdomi Ca2+ kanalai – tai taip 
pat gali moduliuoti Ca2+ jonų koncentraciją ląstelėje [200]. 

Literatūroje rasta duomenų apie mitochondrijų judėjimą MTV, susifor-
mavusiais tarp kamieninių endotelio ląstelių ir kardiomiocitų [93], astrocitų 
[195], pirminių žmogaus inkstų epitelio ląstelių [45], kaulų čiulpų kamieni-
nių ląstelių ir kraujagyslių lygiųjų raumenų ląstelių [190], žmogaus tinklai-
nės pigmentinio epitelio ląstelių [205], žmogaus piktybinės pleuros mezote-
liomos ląstelių [110], bet jie gana prieštaringi. Yra pasiūlyta keletas galimų 
mitochondrijų pernašos per MTV mechanizmų, parodant, kad kryptingas 
mitochondrijų judėjimas MTV spindžiu nėra susijęs su endocitoze ar pūsle-
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lių pernaša [182], bet priklauso nuo MTV esančių F aktino ir mikrotubulių 
[199], o šią pernašą moduliuoja iš Cx43 susiformavusios PJ [72, 139] ir Rho 
GTFazės [8, 185]. Tyrimai rodo, kad mikrotubules turintys MTV pradeda 
formuotis stresą patyrusiose ląstelėse, praradusiose citochromą C, neperėju-
siose į kitą apoptozės fazę, kuriai būdingas kaspazės 3 aktyvinimas, o 
mitochondrijos šiuose MTV išsidėsto šalia mikrotubulių ir yra pernešamos 
pagal mikrotubulių eigą iš sveikų į stresą patyrusias ląsteles [199] ir gali 
padėti pažeistoms ląstelėms atstatyti aerobinį kvėpavimą bei išgyventi [106, 
182]. Kai kurie tyrėjai nurodo, kad mitochondrijos pernešamos MTV tik 
viena kryptimi [56], bet vienais atvejais – iš sveikų į pažeistas ląsteles [199], 
o kitais, priešingai, – iš pažeistų į sveikas ląsteles [7, 195]. MTV, turinčių 
mikrotubules, susiformavimas bei susijusi sveikų mitochondrijų pernaša 
ankstyvojoje apoptozės stadijoje gali apsaugoti stresą patiriančias ląsteles 
[199] ir atkurti aerobinį ląstelių kvėpavimą [106, 182]. Be to, pastebėta, kad 
tarp skirtingų tipų ląstelių susiformavusiais MTV mitochondrijos perneša-
mos iš kamieninių ląstelių į pažeistas ląsteles [75] – tai taip pat gali padėti 
pažeistoms ląstelėms išgyventi. Tačiau pažeistos mitochondrijos ir jų muta-
vusi mtRNR iš pažeistų ląstelių yra pernešamos į sveikas ląsteles ir taip 
galbūt skatina patologijos (pvz., neurodegeneracinių pažeidimų, glioblasto-
mų ar kitokių navikų) išlikimą ir plitimą [7, 195]. Be to, pastebėta, kad 
mitochondrijų pernaša per MTV iš stromos ląstelių į vėžio ląsteles sužadino 
šių ląstelių fenotipo pokyčius [139]. 

Literatūroje yra pateiktos kelios hipotezės, kuriomis bandoma paaiškinti 
organelių pernašos per MTV ir patekimo į nutolusią ląstelę taikinį mecha-
nizmus. Pagal vieną iš jų, organelių pernašą palengvina trumpalaikis MTV 
galiuko membranos susiliejimas su per MTV sujungtos nutolusios ląstelės 
membrana [26, 198]. Tokiu būdu organelės gali būti pernešamos ir uždarai-
siais MTV, per kuriuos nutolusios sujungtos ląstelės elektrinio ryšio negali 
palaikyti. Manoma, kad šiuo atveju MTV membranoje esantys puskanaliai 
gali moduliuoti membranų susiliejimą, o susiformavuss PJ kanalams – 
įvairų komponentų pernašą [198]. Pagal kitą hipotezę, organelės į nutolusias 
ląsteles yra pernešamos MTV galiuke susiformavus membranos apgaub-
tiems pūslelių dariniams, kurie pirmiausia patenka į tarp dviejų membranų 
esantį plyšį (tarp MTV galiuko membranos ir sujungtos nutolusios ląstelės 
membranos), o tada endocitozės būdu patenka į ląstelę taikinį [198]. Pagal 
trečią hipotezę, organelės patenka į ląstelę taikinį šiai fagocitavus kitos 
ląstelės MTV galiuko dalį su joje esančia pūslele arba kelių pūslelių dariniu 
[175]. Tokiu būdu gali susiformuoti net trigubą membraną su PJ turinčios 
pūslelės [141]. Visais atvejais MTV perneštos organelės patenka į nutolu-
sios ląstelės taikinio citozolį [198]. 
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1.7.2. Nutolusių ląstelių elektrinis ryšys per MTV 
 

Nustatyta, kad srovės dydis priimančiojoje ląstelėje yra atvirkščiai pro-
porcingas MTV ilgiui ir tiesiogiai priklauso nuo ląsteles sujungiančių MTV 
skaičiaus [200]. Teigiama, kad efektyvus atstumas, per kurį galima sukelti 
poveikį nutolusioms ląstelėms per MTV, negali būti daug kartų ilgesnis už 
ląstelės skersmenį [200]. Be to, buvo iškelta hipotezė, kad elektrinis ryšys 
per MTV yra daug selektyvesnis nei tarp susiglaudusių ląstelių, nes yra re-
gistruojamos mažesnės amplitudės, todėl signalas pasiekia tik priimančiąją 
per MTV sujungtą ląstelę taikinį, bet greičiausiai negali išplisti į kitas greta 
ar toliau esančias ląsteles [198, 200]. Kadangi signalo amplitudės mažėjimas 
ilgėjant MTV priklauso nuo MTV skersmens, storesniųjų MTV efektyvus 
ilgis signalo plitimui gali būti didesnis. Laidumas tarp dviejų nutolusių ląs-
telių, kurias sujungia du MTV, yra didesnis, palyginti su laidumu tarp vienu 
panašaus ilgio MTV sujungtų ląstelių [200]. Tai rodo, kad elektrinis signa-
las gali lygiagrečiai plisti per keletą MTV. 

Vis dėlto nutolusių ląstelių elektrinis ryšys per MTV priklauso ne tiek 
nuo pačio vamzdelio matmenų ir tarp ląstelių susiformavusių MTV skai-
čiaus, bet labiau nuo MTV esančių PJ skaičiaus bei jų funkcionalumo [198, 
200]. Be to, pastebėta, kad elektrinis ryšys tarp nutolusių ląstelių per MTV 
yra palaikomas tik tam tikrą ribotą laikotarpį. Šiuo laikotarpiu stebima ir 
didelė Cx43 raiška [197]. Dauguma atsiskyrimo būdu tarp įvairių rūšių 
ląstelių susiformavusių MTV gali būti perduodami depoliarizacijos signalai 
[68, 116, 195, 198, 200]. Manoma, kad, kontaktavusių ląstelių atsiskyrimo 
būdu besiformuojantis MTV, per kuriuos yra palaikomas elektrinis ryšys, 
susiformuoja būtent PJ buvimo vietose. Atitolstant ląstelėms, PJ struktūros 
palaipsniui ỹra ir lieka tik su MTV susijusi jos dalis. MTV atveju gali 
susidaryti daug mažiau PJ nei tarp susiglaudusių ląstelių, kurių PJ plokštelės 
gali turėti nuo kelių dešimčių iki kelių šimtų tūkstančių kanalų [179]. 

2012–2013 metais, kai buvo pradėti rinkti duomenys disertacijai, literatū-
roje buvo aprašyti tik Cx43 turintys MTV, per kuriuos elektrinį ryšį palaikė 
įvairių rūšių ląstelės [200], tačiau spėjama, kad MTV galėtų būti ir kitokių 
Cx, nes daugumoje audinių ar ląstelių paprastai būna dviejų ar daugiau rūšių 
Cx [96]. Vis dar neišsiaiškinta, ar MTV gali būti ir heterotipinių PJ. 
 

1.7.3. Genetinės medžiagos pernaša per PJ turinčius MTV 
 

Prieš pradedant rinkti ir paskelbiant mūsų tyrimų duomenis, literatūroje 
nebuvo nei informacijos, nei iškeltų hipotezių apie galimą genetinės medžia-
gos pernašą per MTV. Nors Virginijus Valiūnas su bendradarbiais jau buvo 
paskelbę, kad mažosios RNR gali pereiti iš Cx43 susidariusiais PJ kanalais 
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tarp susiglaudusių ląstelių [188], o reguliuojančiųjų RNR (si/miRNA) perna-
šai yra būtinos funkcionalios PJ [67, 86, 90, 98, 104], iki šiol vis dar plačiai 
diskutuojama dėl si/miRNR pernašos per PJ galimybių, nes eksperimentų 
sąlygomis sudėtinga įrodyti, jog mažosios RNR pereina būtent PJ kanalais, 
o ne pinocitozės būdu [20]. 
 

1.8. Į MTV panašios struktūros in vivo 
 

MTV gali būti susiję su įvairiais organizme vykstančiais fiziologiniais ir 
patologiniais procesais. Pirmuosius duomenis apie MTV žinduolių audi-
niuose ex vivo paskelbė Holly R. Chinnery su bendradarbiais, atlikę tyrimus 
su pelės ragena ir pastebėję ragenos stromoje membranines į nanovamz-
delius panašias struktūras tarp kaulų čiulpų MHC klasės II+ ląstelių [33]. 
Pirmuosius duomenis apie MTV žmogaus audiniuose paskelbė Emil Lou su 
bendradarbiais, tyrę žmogaus piktybinės pleuros mezoteliomos ir adeno-
karcinomos mėginius [110]. Netrukus buvo paskelbta, kad į MTV panašios 
struktūros susiformuoja tarp migruojančių ląstelių kiaušidžių piktybinio 
naviko metastazinių mazgelių eksplantų kultūroje [139]. Tačiau iki mūsų 
tyrimo ir prieš paskelbiant mūsų tyrimo duomenis, nebuvo publikuotų 
duomenų apie MTV ar į juos panašias struktūras kitų rūšių piktybiniuose 
navikuose in vivo ar ex vivo, įskaitant gerklų plokščiųjų ląstelių piktybinius 
navikus. 
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2. TYRIMŲ METODAI 
 

2.1. Ląstelių kultūros ir jų paruošimas 
 

Pagrindiniai tyrimai buvo atlikti su LSCC ląstelėmis, kurių pirminė 
kultūra buvo sukurta mūsų laboratorijoje iš histologiškai apibūdinto gerklų 
plokščiųjų ląstelių piktybinio naviko (2.1.1 pav.) audinio (pirminės LSCC 
ląstelių linijos sukūrimo metodika išsamiai aprašyta mūsų publikacijoje 
[223]). Buvo tiriamos 5–15 persėjimų LSCC ląstelės. 
 

 
 

2.1.1 pav. LSCC audinio apibūdinimas 
(A) Vidutiniškai diferencijuota žmogaus gerklų plokščiųjų ląstelių karcinoma. (a) LSCC 
naviko parenchimą (P) sudaro atipinės epitelio ląstelės su daugybiniais hiperchrominiais 
gigantiškaisiais branduoliais ir atipinėmis mitozėmis (į jas nukreiptos baltos rodyklės) bei 
keratinizuojančiosios ląstelės (į jas nukreiptos geltonos rodyklės). Supančią stromą (S) 
sudaro limfocitais infiltruotas jungiamasis audinys (dažyta hematokslinu ir eozinu). 

 
Cx įtakos MTV formavimuisi ir ląstelių judrumui tyrimai buvo atlikti su 

modelinėmis HeLa ląstelėmis be koneksinų (žmogaus gimdos kaklelio 
piktybinio naviko) ląstelėmis (ATCC CCL-2, Manassas, JAV) ir HeLa 
ląstelėmis, į kurias transfekcijos būdu buvo stabiliai įterpti tiriamieji Cx, 
sujungti su fluorescenciniais baltymais (Cx36 EGFP, Cx43 EGFP ir 
Cx40 CFP) arba be fluorescencinio žymens (Cx45 ir Cx47) (visi šie Cx yra 
CNS, Cx36 dar yra kasos beta ląstelėse, Cx45 – širdies laidžiojoje sistemoje, 
o Cx43 apskritai yra labiausiai organizme paplitęs Cx, kuris aptinkamas 
beveik visuose audiniuose). Stabilios tirtuosius Cx ekspresuojančių HeLa 
ląstelių linijos buvo gautos bendradarbiaujant su prof. F. Bukausko labora-
torija (Albert Einstein College of Medicine, New York, JAV) (išsamiai 
aprašyta mūsų publikacijoje [224]). 
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MTV formavimosi tarp skirtingų tipų ląstelių tyrimams buvo naudotos 
žmogaus mezenchimos kamieninės ląstelės (angl. human mesenchymal stem 
cells, hMSC) (Lonza, Walkersville, JAV). 

Ląstelės buvo sėjamos ant dengiamųjų stiklelių 2–3 kartus per savaitę ir 
kultivuojamos DMEM augimo terpėje su 10 proc. veršiuko serumo bei 
1 proc. sudėtinio antibiotikų (100 V/ml penicilino ir 100 μg/ml streptomici-
no) tirpalo (Gibco Laboratories) drėgnoje 5 proc. CO2 aplinkoje 37 °C tem-
peratūroje. HeLa ląstelių, ekspresuojančių Cx36 EGFP ir Cx43 EGFP, 
atrankai buvo naudotas 500 µg/ml G418 geneticino tirpalas, o Cx40 CFP, 
Cx45 ir Cx47 atrankai – 1 μg/ml puromicino (Invitrogen, JAV) tirpalas. 
Jeigu šiame skyrelyje ir toliau nenurodyta kitaip, naudotos Sigma-Aldrich 
(Steinheim, Vokietija) medžiagos. 

 
2.2. Tarpląstelinio elektrinio ryšio matavimai 

 
Elektrinio ryšio per MTV tarp LSCC arba HeLa be Cx ir įvairius 

transfekcijos būdu stabiliai įterptus Cx ekspresuojančių HeLa ląstelių savy-
bės buvo tirtos dvigubo patch-clamp metodu (angl. dual whole cell patch-
clamp – pastovios įtampos dvigubo visos ląstelės jonų srovių matavimo 
metodas). Dengiamasis stiklelis su paruošta tiriamųjų ląstelių kultūra buvo 
perkeliamas į nenutrūkstamo pratekėjimo eksperimentinę kamerą, įmontuotą 
ant motorizuoto invertuoto Olympus IX81 mikroskopo (Olympus Life 
Science Europa Gmbh, Hamburg, Vokietija), sujungto su patch-clamp 
stiprintuvu Axopatch 200B, konverteriu MultiClamp 700B ir Digidata 
1440A skaitmeninio duomenų registravimo programine įranga (Molecular 
Devices, Inc., JAV) stalelio ir pasirenkama per MTV sujungtų tiriamųjų 
ląstelių pora, neturinti kontakto su kitomis ląstelėmis. Eksperimentų metu 
ląstelės buvo nepertraukiamai perfuzuojamos kambario temperatūros modi-
fikuotu Krebs Ringer tirpalu (išorinio tirpalo sudėtis: 140 mM NaCl, 4 mM 
KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM gliukozės, 2 mM piruvato ir 5 mM 
HEPES; išorinis tirpalas buvo titruojamas su NaOH iki pH = 7,4). Eksperi-
mentams naudoti borosilikato elektrodai su reikiamos formos galiukais, 
pagaminti naudojant P-97 mikroelektrodų (ME) gaminimo įrangą (Sutter 
Instrument Co., JAV). ME vamzdeliai buvo užpildyti vidiniu tirpalu (vidi-
nio tirpalo sudėtis: 130 mM KCl, 10 mM natrio aspartato, 3 mM MgATF, 
1 mM MgCl2, 0,2 mM CaCl2, 2 mM EGTA, 5 mM HEPES; vidinis tirpalas 
buvo titruojamas KOH iki pH = 7,2–7,3). Siekiant sumažinti varžos įtaką 
laidumui per PJ (gj), buvo naudojami ne didesnės kaip 3 MΩ varžos ME. 

Pasirinkus susiglaudusių ar per MTV susijungusių tiriamųjų ląstelių porą, 
mikromanipuliatoriaus pagalba abu ME buvo priartinami prie atitinkamų 
ląstelių, ir suformuojamas geras kontaktas tarp ME galiuko ir ląstelių mem-
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branos. Tada kontakto vietoje trumpalaikio elektrinio impulso pagalba atve-
riamos ląstelių membranos ir iš pradžių į abi ląsteles paduodama vienoda 
įtampa (V1 = V2). Po to į vieną iš ląstelių paduodamas įtampos impulsas 
(∆V1) ir suformuojama jungties įtampa (Vj tarp susiglaudusių ląstelių arba 
VT tarp per MTV sujungtų ląstelių) (Vj arba VT = V1 – V2 = ∆V1), o antrojoje 
ląstelėje, matuojama tarpląstelinė srovė (atitinkamai Ij arba IT = ∆I2). Laidu-
mas per PJ arba MTV (atitinkamai gj arba gT) buvo apskaičiuojamas pagal 
formulę atitinkamai gj = –Ij/Vj arba gT = –IT/VT (minuso ženklas rodo, kad 
tarpląstelinė srovė, registruojama antrojoje ląstelėje, yra priešingos krypties 
nei pirmojoje ląstelėje). gT priklausomybei nuo VT matuoti į pirmąją ląstelę 
buvo paduodama 30 s trukmės pjūklo pavidalo VT (nuo 0 iki –120 mV), o 
antrojoje ląstelėje registruojamas atitinkamai Ij arba IT atsakas. Susiforma-
vus atviram MTV, jo gT nepriklauso nuo VT, o tais atvejais, kai nutolusias 
ląsteles jungia PJ turintis MTV, stebima esamam Cx būdinga gT priklauso-
mybė nuo VT. 

Duomenys buvo analizuojami, naudojant pClamp 10 programinę įrangą 
(Molecular Devices, Inc., JAV). 

 
2.3. Fluorescencijos vaizdinimo metodas 

 
Fluorescencijos vaizdinimas (Cx vizualizavimas ir komponentų pernašos 

tyrimai) buvo derinamas su elektrofiziologiniais tyrimais. Fluorescencijos 
signalai buvo registruojami, naudojant motorizuotą Olympus IX81 mikro-
skopą (Olympus Life Science Europa Gmbh, Hamburg, Vokietija), sujungtą 
su šaldomu skaitmeniniu fotoaparatu Orca R2 (Hamamatsu Photonics K.K., 
Japonija), fluorescencijos sužadinimo sistema MT10 (Olympus Life Science 
Europa Gmbh, Hamburg, Vokietija), pseudokonfokaline sistema OptiGrid 
(prireikus) ir programine įranga XCELLENCE (Olympus Soft Imaging 
Solutions Gmbh, München, Vokietija). 
 

2.4. Ilgalaikio vaizdinimo metodas 
 

LSCC ir HeLa ląstelių judrumas ir MTV tarp šių ląstelių formavimasis 
buvo tirti ilgalaikio registravimo (angl. time-lapse) metodu drėgnoje 5 proc. 
CO2 aplinkoje 37 °C temperatūroje, naudojant INUBG2E-ONICS inkuba-
vimo įrangą (Tokai Hit, Shizuoka-ken, Japonija), įmontuotą ant motorizuoto 
invertuoto Olympus IX81 mikroskopo (Olympus Life Science Europa Gmbh, 
Hamburg, Vokietija) stalelio; skaitmeninę kamera Orca R2 (Hamamatsu 
Photonics K.K., Japonija); fluorescencijos sužadinimo sistemą MT10 
(Olympus Life Science Europa Gmbh, Hamburg, Vokietija); įvairaus 
didinimo objektyvus (UPLFLN 4x/0,13, UPLFLN 10x/0,3, UPlanSApo 



 33 

20x/0,85 arba PlanApo N 60x/1,42 OI); diferencinės interferencijos kontras-
to priedą bei programinę įrangą XCELLENCE (Olympus Soft Imaging 
Solutions Gmbh, Vokietija). 

 
2.5. Kombinuotasis elektrofiziologijos, fluorescencinės mikroskopijos  

ir ilgalaikio vaizdinimo metodas 
 

Tiriant įvairios molekulinės masės ir krūvio dažų (Alexa Fluor [AF 350: 
326, –1; AF 488/3000 dextrane: 3000, –1; AF 488 hydrazide: 488, –1], 
Lucipher Yellow [LY: 443, –2]), DAPI [279, +2]) sklidimo per MTV savy-
bes, buvo derinami pirmiau aprašyti elektrofiziologijos, fluorescencinės 
mikroskopijos ir ilgalaikio vaizdinimo metodai. 

Tiriamuoju dažu užpildytu ME vamzdeliu atvėrus vieną ląstelę (pirmoji 
ląstelė), fluorescencinė medžiaga iš ME1 difuzijos būdu patekdavo į šią 
ląstelę, sklido per MTV ir galėjo kauptis nutolusioje antrojoje ląstelėje 
(2.5.1 pav.). Kad būtų išvengta dažų nutekėjimo per ME2, antroji ląstelė 
buvo atveriama baigiant eksperimentą ir tada išmatuojamas MTV elektrinis 
laidumas (gT). 

 

 
 

2.5.1 pav. Dažų sklidimas MTV tarp LSCC ląstelių 
Dažo medžiaga per ME1 vamzdelį patenka į 1-ąją ląstelę, ją užpildo ir pirmiausia difuzijos 
būdu užpildo MTV2, po to patenka į 2-ąją ląstelę. 

 
MTV pralaidumas dažui buvo apskaičiuojamas, įvertinus dažo fluores-

cencijos kitimą antrojoje ląstelėje pagal formulę: 
 

PT = (vol2  ΔFI2/Δt)/(FI1 – FI2) 
 

Čia ΔFI2 = FI2,n+1 – FI2,n fluorescencijos pokytis antrojoje ląstelėje per 
laiko intervalą Δt = (tn+1 – tn), o vol2 yra antrosios ląstelės tūris, apskaičiuo-
tas kaip rutulio nuopjovos tūris pagal formulę: 

 
vol2 = (1/6) • π • h • (3a2 + h2) 
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Čia pagrindo skersmuo a yra ilgiausiojo ir trumpiausiojo ląstelės skers-
menų vidurkis, o h – ląstelės aukštis. Tokiu būdu apskaičiuotasis HeLa ląs-
telių vidutinis tūris buvo 1 800 μm3, o LSCC ląstelių – 68 000 μm3. 

Fluorescencijos tyrimams buvo naudoti Invitrogen (Eugene, JAV) dažai 
ir reagentai, paruošti pagal gamintojo rekomendacijas. Siekiant kiek galima 
sumažinti fluorescencijos blyškimą, tyrimai buvo atlikti ilgalaikio ląstelių 
vaizdinimo metodu, ląsteles kas 1 min. apšviečiant mažo intensyvumo ir 
trumpos ekspozicijos (~0,5 s) šviesa. 
 

2.6. SiRNA pernašos tyrimai 
 

SiRNA sklidimas per MTV buvo tirtas pirmiau aprašytu kombinuotuoju 
elektrofiziologijos, fluorescencinės mikroskopijos ir ilgalaikio registravimo 
metodu, tik šių tyrimų metu ME1 vamzdelis buvo užpildytas pagal gaminto-
jo nurodymus paruošta siRNA, sujungta su Alexa Fluor 488 (siRNA/AF488, 
QIAGEN, Venlo, Nyderlandai). Jeigu sąlygos leido, antroji ląstelė buvo 
atveriama eksperimento pabaigoje ir išmatuojamas gT. Pagal registruojamą 
gT/VT atsaką, buvo įvertinta, ar tiriamasis MTV yra atviro tipo vamzdelis, ar 
turi PJ. Eksperimento eigoje MTV tipas buvo nustatomas, panaudojant PJ 
blokatorių oktanolį (dažui sklindant per atviro tipo MTV, oktanolis dažo 
kaupimosi antrojoje ląstelėje nestabdo, o sklindant PJ turinčiais MTV – 
stabdo). MTV pralaidumas siRNA/AF488 buvo įvertintas taip, kaip aprašyta 
pirmiau. 

 
2.7. Žaizdos gijimo modelis 

 
HeLa ląstelių judrumas, kuris siejamas su piktybinio naviko invazyvumu, 

buvo tirtas, naudojant žaizdos gijimo modelį. Šiems tyrimams ląstelės buvo 
įprastai auginamos ant dengiamųjų stiklelių, kol tolygiai vienu sluoksniu 
padengdavo visą jų paviršių. Susiformavęs sluoksnis centrinėje dalyje buvo 
suardomas steriliu skalpeliu ir ląstelių liekanos pašalinamos, plaunant 
augimo terpe. Žaizdos gijimas buvo vertintas, apskaičiuojant likusį laisvą 
(ląstelių neužimtą) žaizdos plotą po 5, 10 arba 12 valandų [59]. 

 
2.8. Imunocitochemijos metodas 

 
Lėkštelėse su ant dugno esančiais dengiamaisiais stikleliais kultivuoja-

mos LSCC arba HeLa ląstelės buvo fiksuojamos 4 proc. paraformaldehidu 
(15 min.) ir paveikiamos 0,2 proc. Triton X-100/PBS (3 min.). Taip paruošti 
dengiamieji stikleliai su ląstelėmis drėgnoje 5 proc. CO2 aplinkoje 37 °C 
temperatūroje inkubatoriuje 1 val. buvo veikiami pelės antikūnu prieš alfa 
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tubuliną (Sigma-Aldrich, Steinheim, Vokietija). LSCC ląstelės dar buvo 
veikiamos pirminiais antikūnais: triušio antikūnu prieš Cx43 (Invitrogen, 
JAV), pelės antikūnu prieš Cx43 (Transduction Laboratories, Lexington, 
KY, JAV), triušio antikūnu prieš Cx26 (Invitrogen, JAV) ir triušio antikūnu 
prieš Cx30 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Vokietija). Po to LSCC ar HeLa 
ląstelės tokiomis pat sąlygomis 30 min. buvo veikiamos antriniais antikū-
nais: ožkos antikūnu prieš pelės IgG H&L, sujungtu su Cy5 (Abcam, 
Cambridge, Jungtinė Karalystė), arba asilo antikūnu (LSCC) prieš triušio 
IgG, sujungtu su FITC (Santa Cruz, CA, JAV). F aktinas buvo žymimas 
LSCC ar HeLa ląsteles inkubatoriuje drėgnoje 5 proc. CO2 aplinkoje 37 °C 
temperatūroje 30 min. veikiant Alexa Fluor 594 faloidinu (Invitrogen, JAV), 
branduolio produktai – DAPI (Vector Laboratories, JAV). Mitochondrijos 
buvo vizualizuojamos gyvas ląsteles pagal gamintojo nurodymus paveikiant 
mitochondrijoms specifiniu žymeniu MitoTracker Green (Invitrogen, JAV). 
Taip paruoštos ląstelės toliau buvo tirtos ir duomenys analizuojami pirmiau 
aprašytu fluorescencinės mikroskopijos metodu. 

 
2.9. Imunohistochemijos metodas 

 
Imunohistochemijos metodu buvo pažymėtos į MTV panašios struktūros 

ir Cx bei vizualizuotos mitochondrijos LSCC audiniuose ex vivo. Po pirmi-
nio paruošimo (išsamiai aprašyta publikacijoje 2) stikleliai su audinio pjū-
viais drėgnoje 5 proc. CO2 aplinkoje 4 °C temperatūroje inkubatoriuje pir-
miausia 1 val. buvo veikiami pelės pirminiu antikūnu prieš alfa tubuliną 
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Vokietija) arba 18–20 val. triušio antikūnu prieš 
Cx43 (Invitrogen, JAV), triušio antikūnu prieš Cx26 (Invitrogen, JAV) ir 
triušio antikūnu prieš Cx30 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Vokietija), tada 
2 val. veikiami antriniais rūšiai specifiniais asilo antikūnais prieš pelę arba 
asilo antikūnais prieš triušį, sujungtais su FITC (Chemicon, CA, JAV). 
F aktinas buvo žymimas Alexa Fluor 594 faloidinu (Invitrogen, JAV). 
Mitochondrijos buvo vizualizuojamos antikūnais prieš mitochondrijas 
(Acam, Cambridge, Jungtinė Karalystė) ir antriniais asilo antikūnais prieš 
pelę, sujungtais su FITC (Chemicon, JAV). Ant taip paruoštų mėginių buvo 
uždedamas dengiamasis stiklelis, naudojant terpę su DAPI (Vector 
Laboratories, JAV) (metodika ir vaizdų analizavimo įranga išsamiai 
aprašytos 2014 m. publikacijoje su disertacijos duomenimis). 

 
2.10. Statistinė duomenų analizė 

 
Duomenys buvo analizuojami, naudojant SigmaPlot 10 programinę 

įrangą (Systat, Richmond, JAV) ir eksperimentų rodmenys pateikiami kaip 
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vidurkis ± standartinė paklaida (SEM), apskaičiuoti iš ne mažiau kaip trijų 
nepriklausomų matavimų. Palyginant duomenis, skirtumų patikimumui 
įvertinti buvo naudojamas Stjudento t kriterijus, o skirtumas laikomas 
statistiškai reikšmingu, jeigu p reikšmė yra < 0,05. 
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3. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 
 

3.1. MTV tarp LSCC ląstelių in vitro apibūdinimas 
 

Buvo tirtos 5–15 persėjimo LSCC ląstelės, kai jų dauginimasis ir judru-
mas (19,4 ± 2,8 μm/val.; n = 20) in vitro buvo intensyviausi (3.1.1 pav.). 
Šiose ląstelėse buvo natūralių Cx (išsamiai aprašyta 3.3.1. poskyryje) ir 
joms, kaip ir kitų piktybinių navikų ląstelėms, buvo būdingas mažas 
membranos potencialas (–13,7 ± 1,2 mV; n = 40) [16]. Tyrimai atskleidė, 
kad nutolusios LSCC ląstelės geba palaikyti tiesioginį ryšį per ilgus (iki 
1 mm) MTV, kurie tarp nutolusių ląstelių in vitro formavosi penkiais 
būdais. Ant 1,2 cm skersmens dengiamojo stiklelio suskaičiavus 3 564 
LSCC ląsteles (1 cm2 plote buvo maždaug 3 200 ląstelių), buvo suskaičiuoti 
136 skirtingais būdais susiformavę MTV (MTV formavimosi būdai aprašyti 
3.2 poskyryje). Storiausieji (iki 5 μm siauriausioje vietoje) ir ilgiausieji (iki 
1 mm) MTV tarp LSCC ląstelių in vitro (3.1.1 A pav.) priminė Brett G. Zani 
su bendradarbiais aprašytuosius epitelinius tiltelius [215]. 

 

 
 

3.1.1 pav. LSCC ląstelių dalijimosi in vitro apibūdinimas 
(A) LSCC ląstelės in vitro (praėjus 3 paroms po aštuntojo persėjimo). Juodos rodyklės 
nukreiptos į įvairiais būdais susiformavusius MTV. (B) Aštuntojo persėjimo LSCC ląstelių 
dalijimosi greitis (n = 5). 

 
Be šių MTV, matomų LSCC ląstelių kultūroje net mažai padidinus, buvo 

pastebėta ir daug plonesnių (< 1 μm) bei trumpesnių (iki 100 μm) MTV, 
kurių struktūra ir morfologija atitiko Amin Rustom su bendradarbiais [158] 
pateiktą pirminį tunelinių nanovamzdelių apibūdinimą (3.1.1 lentelė). 

Formuojantis MTV ar epiteliniams tilteliams, labai svarbūs komponentai 
yra F aktinas ir mikrotubulės [4, 214]. F aktinas yra laikomas tunelinių 
nanovamzdelių žymeniu [116, 158]. LSCC ląstelių kultūrą paveikus faloi-
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dinu, kuris išryškina F aktiną, ir antikūnais prieš alfa tubuliną, kurie padeda 
vizualizuoti mikrotubulės, buvo įrodyta, kad tarp LSCC ląstelių in vitro 
susiformavo dviejų morfologinių tipų MTV: 27 proc. atvejų (n = 136) per 
visą MTV ilgį buvo vien tik F aktinas, o 73 proc. – ir F aktinas, ir mikrotu-
bulės (3.1.1 lentelė). 

 
3.1.1 lentelė. MTV tarp LSCC ląstelių in vitro savybių suvestinė 

MTV 
tipas a 

PJ l (μm) d (μm) gj (nS) Specifinis žymuo 

MTV1 – 380 ± 54 
(23) b 

2,4 ± 0,2 
(23) 

5,3 ± 1,0 
(23) 

F aktinas 
alfa tubulinas 

MTV2 Cx43 174 ± 12 
(27) 

2,1 ± 0,2 
(27) 

6,8 ± 0,9 
(27) 

F aktinas 
alfa tubulinas 

MTV3 Cx43 125 ± 20 c 
(15) 

1,2 ± 0,1 
(15) 

2,6 ± 0,5 
(15) 

F aktinas 
alfa tubulinas 

MTV4 Cx43 321 ± 46 d 
(11) 

1,9 ± 0,2 
(11) 

3,2 ± 0,7 
(11) 

F aktinas 
alfa tubulinas 

MTV5 Cx43 44 ± 6 
(14) 

< 0,3 e 

(12) 
0,56 ± 0,06 

(12) 
F aktinas 

 
Pastabos. PJ – plyšinė jungtis; l (μm) – ilgis (mikrometrai); d (μm) – mažiausiasis skersmuo 
(mikrometrai); gj (nS) – PJ elektrinis laidumas (nanosimensai). Cx43 – MTV buvo Cx43. 
a Apie MTV formavimosi tarp nutolusių LSCC ląstelių būdus žr. toliau 3.3 poskyryje. 
b Skliaustuose nurodytas eksperimentų skaičius. c Jeigu iš galinės lamelipodijos išaugo 
antrinė lamelipodija, nurodytas antrinės lamelipodijos ilgis. d Dviejų išaugų ilgio, išmatuoto 
nuo ląstelės kūno iki dviejų lamelipodijų susikirtimo taško, suma. e Įprastu optiniu 
mikroskopu nebuvo galimybių išmatuoti ploniausiųjų MTV skersmens. 
 

Aktino polimerizacijos slopikliai (pvz., citochalazinas B ar D) sutrikdo 
MTV formavimąsi, bet mažai veikia jau susiformavusius MTV [25, 177]. 
Šviežiai persėtas LSCC ląsteles paveikus aktino polimerizacijos slopikliu 
latrunkulinu A (20 nmol), MTV tarp LSCC ląstelių nesiformavo, o LSCC 
ląstelių kultūrą, kurioje jau buvo susiformavęs MTV tinklas, paveikus 
mikrotubulių polimerizacijos slopikliu kolchicinu (10 μmol; 24 val. ekspo-
zicija), visi MTV išnyko (3.1.2 pav.). 
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3.1.2 pav. MTV formavimosi in vitro slopinimas kolchicinu 
LSCC ląstelės po 24 val. 10 μmol kolchicino ekspozicijos. Prieš paveikiant kolchicinu, tarp 
šių ląstelių jau buvo susiformavęs MTV tinklas. 

 
Mūsų duomenys neprieštarauja kitų autorių iškeltai hipotezei, kad 

F aktinas yra svarbus tik pradedant formuotis MTV, bet ne toks svarbus 
vėlesniuose išaugų ilgėjimo ir stabilizavimosi etapuose, todėl jo visada yra 
trumpuosiuose, bet ne visada randama ilguosiuose MTV [197]. Paskelbta 
publikacijų, kuriose teigiama, kad aktinas tiesiogiai netgi neskatina mem-
braninių išaugų ar MTV ilgėjimo, o tik yra svarbus membraninių išaugų ir 
vamzdelių ertmės stabilizavimui [74]. Tubulinas yra keletą kartų lankstesnis 
už aktiną [58], todėl mikrotubules turintys MTV yra atsparesni aplinkos 
poveikiui ir susiformavę gyvuoja ilgiau [12], o tai leidžia su jais atlikti 
daugiau ir sudėtingesnių tyrimų. 

Tirtieji MTV in vitro buvo pakilę virš substrato, kaip ir kitų tyrėjų 
aprašyti MTV [4, 158] ar epiteliniai tilteliai [214, 215], tačiau lamelipodijų 
ilgėjimo laikotarpiu jų priekinis galiukas substratą lietė. Migruojančios 
ląstelės LSCC ląstelių kultūroje lengvai palįsdavo po kitas ląsteles 
sujungiančiais MTV (3.1.3 A pav. ir 3.4.2.1 A pav.). Iš išaugų, panašių į 
lamelipodijas susiformavusio MTV nesukibimas su substratu buvo pade-
monstruotas į MTV per nulaužtą ME paduodant teigiamą ar neigiamą slėgį 
(3.1.3 B–D pav.). Šių MTV pakilimą virš substrato atskleidė ir vaizdų Z–X 
projekcijose analizė (3.1.3 E, F pav.). 
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3.1.3 pav. MTV tarp LSCC ląstelių pakilimas virš substrato 
(A) MTV4 tarp 1 ir 2 LSCC ląstelių driekiasi virš kitų dviejų (3 ir 4) ląstelių (nepublikuoti 
duomenys). (B–D) MTV2 tarp LSCC ląstelių galima deformuoti, paveikus teigiamu ar 
neigiamu slėgiu. (E, F) Vaizdų Z–X rekonstrukcijoje matyti, kad MTV2 yra pakilęs virš 
substrato (DIC vaizdas). 

 
3.2. MTV formavimosi tarp LSCC ląstelių būdai 

 
Analizuojant ilgalaikio vaizdų registravimo duomenis, buvo išskirti penki 

MTV, sujungiančių LSCC ląsteles in vitro, formavimosi būdai. MTV1 
formavosi pasidalijusioms ląstelėms atitolstant vienai nuo kitos (3.2.1.1 A–
D pav.), MTV2 – galinei vienos ląstelės lamelipodijai pasiekus nutolusią 
ląstelę (3.2.2.1 A pav.), MTV3 – iš antrinių lamelipodijų, augančių iš prie-
kinės ar galinės lamelipodijų (3.2.3.1 A pav.), MTV4 – susikryžiavus gali-
nėms ar antrinėms lamelipodijoms (3.2.4.1 A pav.), MTV5 – iš į filopodijas 
panašių išaugų (3.2.5.1 D pav.). 
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3.2.1. Pirmasis MTV formavimosi būdas 
 

MTV1 formavimosi tarp LSCC ląstelių eiga parodyta 3.2.1.1 A–D pav. 
Subrendusiai ląstelei po mitozės pasidalijus į dvi ląsteles, šios atitoldamos 
galutinai neatsiskiria, išlaikydamos tiesioginį ryšį per substrato neliečiančius 
atvirus membraninius tunelius. MTV1 yra patys ilgiausi (iki 1 mm ilgio) ir 
storiausi (iki 5 μm skersmens), jų sudėtyje buvo ir F aktino, ir mikrotubulių 
(3.2.1.1 E–G pav. ir 3.1.1 lentelė), o tai reiškia, kad įvairūs komponentai per 
MTV1 gali būti pernešami į abi puses [11, 30, 135]. 

 

 
 

3.2.1.1 pav. MTV1 tarp LSCC ląstelių in vitro 
(A-D) MTV1 formavimosi eiga: subrendusi LSCC ląstelė suapvalėja (B) ir po mitozės (C) 
pasidalija į 2 dukterines ląsteles, kurioms atitolstant, išlaikomas tiesioginis ryšys per atvirus 
MTV1 (D). (E–G) MTV1 sudėtyje yra ir F aktino (raudona spalva), ir alfa tubulino (šviesiai 
melsvai žalsva spalva). (Mėlyna spalva – branduoliai). 
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3.2.2. Antrasis MTV formavimosi būdas 
 

MTV2 formavosi vienos ląstelės galinei lamelipodijai pasiekus nutolusią 
ląstelę (3.2.2.1 A pav.), o jų sudėtyje buvo ir F aktino, ir mikrotubulių 
(3.2.2.1 B–E pav. ir 3.1.1 lentelė). Substrato paviršiumi šliaužiančiame į 
letenėlę panašiame lamelipodijos galiuke kartu su F aktinu ir mikrotubu-
lėmis dažnai pastebėtas ir Cx43 (3.2.2.1 B–E pav.), todėl, lamelipodijos 
galiukui palietus nutolusią ląstelę, galėjo susiformuoti PJ. 

 

 
 

3.2.2.1 pav. MTV2 tarp LSCC ląstelių in vitro 
(A) Priekinės lamelipodijos (į jas nukreiptos baltos rodyklės) dalyvauja ląstelių judėjime. Iš 
1-osios ląstelės išaugusi galinė lamelipodija (į jas nukreiptos raudonos rodyklės) suformavo 
MTV2, kuris sujungė 1-ąją ląstelę su 2-ąja ląstele. (B–D) MTV2 sudėtyje yra ir F aktino 
(raudona spalva), ir alfa tubulino (šviesiai melsvai žalsva spalva). (E) Galinėse ar antrinėse 
lamelipodijų „letenėlėse“ (į jas nukreiptos geltonos rodyklės) matyti ne tik F aktinas ir alfa 
tubulinas, bet ir iš Cx43 sudaryti puskanaliai (žalia spalva). (Mėlyna spalva – branduoliai). 
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Dvigubo patch-clamp metodu įrodyta, kad tokiu būdu susiformavo 
funkcionalios iš Cx43 sudarytos PJ (aprašyta 3.3 poskyryje). 

 
3.2.3. Trečiasis MTV formavimosi būdas 
 

Nutolusias LSCC ląsteles sujungiantys MTV3 formavosi iš galinių ar 
priekinių lamelipodijų išaugus antrinėms lamelipodijoms (3.2.3.1 A pav.), o 
jų sudėtyje buvo ir F aktino, ir mikrotubulių (3.2.3.1 B–D pav. ir 
3.1.1 lentelė). MTV3 taip pat buvo pakilę virš substrato (3.2.3.1 E, F pav.), 
jų ilgis siekė iki 300 μm, o mažiausiasis skersmuo buvo maždaug 0,5–2 μm 
(3.1.1 lentelė). 

 

 
 

3.2.3.1 pav. MTV3 tarp LSCC ląstelių in vitro 
(A) Iš 2-osios ląstelės galinės lamelipodijos išaugusi antrinė lemelipodija (į ją nukreipta 
raudona rodyklė) suformavo MTV3, kuris 2-ąją ląstelę sujungė su nutolusia 1-ąja ląstele. 
(B-D) MTV3 sudėtyje yra ir F aktino (raudona spalva), ir alfa tubulino (šviesiai melsvai 
žalsva spalva). (E, F) 1-ąją ląstelę su 2-ąja ląstele sujungiantis MTV3 yra per 11 μm pakilęs 
virš substrato (DIC vaizdas). 

 
3.2.4. Ketvirtasis MTV formavimosi būdas 
 

LSCC ląstelės buvo pakankamai judrios in vitro, todėl joms migruojant, 
ilgėjančios jų galinės ar antrinės lamelipodijos kartais susikryžiuodavo 
suformuodamos MTV4, kuriuose buvo ir F aktino, ir mikrotubulių, taip pat 
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iš Cx43 sudarytų PJ (3.2.4.1 pav.). Šių PJ funkcionalumas įrodytas dvigubo 
patch-clamp metodu (aprašyta 3.3 poskyryje). Tokį MTV formavimosi tarp 
nutolusių ląstelių galimą būdą mes atskleidėme pirmieji ir kol kas 
vieninteliai. 

 

 
 

3.2.4.1 pav. MTV4 tarp LSCC ląstelių in vitro 
MTV4 susiformavo, susikryžiavus galinėms ar antrinėms lamelipodijoms. Lamelipodijų 
susikryžiavimo vietoje pastebėtos Cx43 PJ (žalias taškas, į kurį nukreipta balta rodyklė 
intarpe). (F aktinas – raudona spalva; alfa tubulinas – šviesiai melsvai žalsva spalva; 
branduoliai – mėlyna spalva). 

 
3.2.5. Penktasis MTV formavimosi būdas 
 
MTV5 buvo patys ploniausi ir trumpiausi MTV (3.1.1 lentelė). MTV5 

formavosi susiglaudusių LSCC ląstelių atsiskyrimo būdu arba ilgėjančioms 
vienos ląstelės filopodijoms pasiekus nutolusią ląstelę (3.2.5.1 D pav.). 
Kartais MTV5 susiformuodavo susijungus susitikusioms dviejų nutolusių 
LSCC ląstelių augančioms filopodijoms, kurių galiukuose pastebėtas Cx43, 
o susiformavę MTV5 šiuo atveju turėjo funkcionalias iš Cx43 susidariusias 
PJ (3.2.5.1 E ir 3.1.1 lentelė). Susiformavusių PJ, susidariusių iš Cx43, 
funkcionalumas buvo įrodytas dvigubo patch-clamp metodu (aprašyta 
3.3 poskyryje). MTV5, kaip ir kitais būdais susiformavę MTV, buvo pakilę 
virš substrato (3.2.5.1 F, G pav.), bet neturėjo mikrotubulių (3.2.5.1 B pav.). 

Manoma, kad formuojantis MTV5 greičiausiai dalyvauja membranoje 
esantys N kadherinai ir beta kateninai, kuriems veikiant kontakto vietoje 
lipidų dvisluoksnis deformuojasi, išlinksta [94], ir tarp dviejų ląstelių 
membranų pirmiausia susiformuoja inkarinės jungtys [107]. Literatūros 
duomenimis, šios membranos susiliejimo molekulės kaupiasi filopodijos, iš 
kurios formuojasi MTV, galiuke [107]. 
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3.2.5.1 pav. MTV5 tarp LSCC ląstelių in vitro 
(A–D) MTV5, kurių sudėtyje yra tik F aktino (raudona spalva). (A–C) Ląstelių paviršiuje ir 
pagal MTV5 eigą matomi Cx43 (žalia spalva; į juos nukreiptos trumpos baltos rodyklės). 
(E) MTV5 turėjo funkcionalias iš Cx43 susiformavusias PJ. (F, G) MTV5, sujungiantys 1-
ąją ląstelę su 2-ąja ląstele, yra per maždaug 6 μm pakilę virš substrato (DIC vaizdas). (Alfa 
tubulinas – šviesiai melsvai žalsva spalva; branduoliai – mėlyna spalva). 
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3.3. Elektrinio ryšio per MTV tyrimai 
 

3.3.1. Koneksinų raiška LSCC ląstelių kultūroje ir audiniuose 
 

Remiantis literatūros duomenimis, gerklų plokščiojo epitelio piktybiniuo-
se navikuose buvo aptikti Cx43, Cx30 ir Cx26, o jų raiška vykstant kancero-
genezei gerklų epitelyje nekinta [168]. Panaudojus specifinius antikūnus, 
LSCC ląstelių kultūroje ir audiniuose taip pat buvo pastebėtas Cx43, Cx30 ir 
Cx26 švytėjimas (3.3.1.1 pav.). 

 

 
 

3.3.1.1 pav. Cx43, Cx30 ir Cx26 raiška LSCC in vitro ir audiniuose 
Imunocitocheminiu metodu paruoštoje LSCC ląstelių kultūroje (A–C) ir imunohistoche-
miniu metodu paruoštuose LSCC audiniuose (D–F) pastebėti Cx43, Cx30 ir Cx26. (A, D) 
Cx43 PJ tarp LSCC ląstelių (žalios spalvos taškai, į kuriuos nukreipta balta rodyklė), kurių 
funkcionalumas patvirtintas patch-clamp metodu. (B, E) Cx30 LSCC ląstelėse in vitro ir 
audiniuose. (C, F) Cx26 LSCC ląstelėse in vitro ir audiniuose. 

 
Norint išsiaiškinti, ar trijų tipų Cx, aptikti LSCC ląstelėse, turi įtakos 

elektriniam ryšiui tarp nutolusių LSCC ląstelių, buvo atlikti elektrofizio-
logijos tyrimai dvigubo patch-clamp metodu, įskaitant atskirų PJ kanalų 
laidumo įvertinimą. Elektrofiziologijos tyrimais nustatyta, kad funkcionalias 
PJ tarp susiglaudusių LSCC ląstelių in vitro formuoja vienintelis Cx43, todėl 
Cx26 ir Cx30 greičiausiai yra membranoje ir (ar) citozolyje esantys puska-
naliai, vykdantys su PJ nesusijusias funkcijas [130]. 
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3.3.2. Atskirų PJ kanalų laidumo tyrimai 
 
Iš Cx26, Cx30 ar Cx43 sudarytų atskirų PJ kanalų laidumas (atvirosios / 

liekamosios būsenos) yra atitinkamai 115–150/30 pS, 160/27 pS ar 90–
110/30 pS [24, 60, 127]. Buvo patikrinta, ar tokio dydžio laidumą (γj) 
galima išmatuoti PJ turinčiuose MTV(2–5). Srovės per atskirus PJ kanalus 
tarp nutolusių LSCC ląstelių, sujungtų skirtingais būdais susiformavusiais 
MTV, buvo išmatuotos, paveikus PJ kanalų slopikliu oktanoliu (0,5 mmol). 
Jis labai sumažino elektrinį ryšį tarp LSCC ląstelių ir leido užregistruoti 
atskirų PJ kanalų atsidarymą. Paduodant 2 min. trukmės –80 mV įtampos 
impulsą (Vj) į vieną iš per MTV sujungtų LSCC ląstelių, buvo išmatuotos 
srovės per atskirus PJ kanalus (ij) (3.3.2.1 A pav.). Naudojant pClamp 10 
programinę įrangą pagal visų taškų histogramą, aproksimuotą pagal Gauso 
funkciją, buvo apskaičiuoti atskirų PJ kanalų atvirosios ir liekamosios 
būsenos laidumai (3.3.2.1 B pav.). 

 

 
 

3.3.2.1 pav. Atskirų PJ kanalų tarp LSCC ląstelių laidumas 
(A) Atskirų PJ kanalų srovės (ij) tarp LSCC ląstelių (apatinė dalis), paduodant 2 min. 
trukmės –80 mV įtampos impulsą (Vj) (viršutinė dalis). (B) Atskirų PJ kanalų atvirosios (O) 
ir liekamosios (S) būsenų laidumai (γj). Galima atpažinti du funkcionalius PJ kanalus su 
atitinkamais liekamosios ir atvirosios būsenos laidumais, būdingais iš Cx43 susidariusių PJ 
kanalams. 

 
Vidutinis atskirų PJ kanalų atvirosios ir liekamosios būsenų laidumas 

tarp susiglaudusių ląstelių buvo atitinkamai 94 ± 6 pS ir 32 ± 3 pS (n = 11), 
o per PJ turinčius MTV – atitinkamai 93 ± 6 pS ir 33 ± 3 pS (n = 9). Taigi, 
matavimai padėjo atskleisti, kad elektriniam ryšiui tarp susiglaudusių ar nu-
tolusių LSCC ląstelių palaikyti yra svarbūs tik iš Cx43 susidarę PJ kanalai. 

 
3.3.3. Bendrojo PJ laidumo tyrimai 
 
PJ gali turėti daug funkcionalių kanalų: vidutinis laidumas tarp susiglau-

dusių LSCC ląstelių buvo 33,6 ± 6,2 nS (n = 15). Laidumo (gT) per MTV(1–
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5) tarp nutolusių LSCC ląstelių duomenys pateikti 3.1.1 lentelėje. Bendrasis 
MTV laidumas priklauso nuo MTV ilgio ir skersmens [200], o ypač PJ 
buvimo ar nebuvimo MTV sąlyčio su nutolusia ląstele vietoje [198]. MTV 
ilgį ir išorinį skersmenį buvo galima gan tiksliai išmatuoti, visgi gT ribojan-
tis veiksnys yra ne išorinis, o vidinis MTV skersmuo, kurį įvertinti tiriant 
įprastu optiniu mikroskopu nėra galimybių. Dvigubo patch-clamp metodu 
buvo atskleista, kad MTV1 dažniausiai yra atviri vamzdeliai, neturintys PJ 
kanalams būdingos laidumo priklausomybės nuo įtampos (angl. voltage 
gating) (3.3.3.1 A, B pav.). Tais atvejais, kai MTV(2–5) turėjo funkcio-
nalias PJ, buvo užregistruota iš Cx43 susidariusiems PJ kanalams būdinga 
gT priklausomybė nuo VT (3.3.3.1 C, D pav.). 

 

 
3.3.3.1 pav. Elektrinis ryšys per MTV tarp LSCC ląstelių 

(A, C) Elektrinis ryšys per MTV tarp LSCC ląstelių buvo išmatuotas, paduodant neigiamo 
poliškumo pjūklo pavidalo nuo 0 iki –120 mV įtampos impulsą (VT) į vieną iš per MTV 
sujungtų LSCC ląstelių (viršutinė dalis). Srovės per MTV (IT) atsakas, kuris yra būdingas 
atviriems vamzdeliams (A apatinė dalis) ir MTV, turintiems funkcionalias PJ (C apatinė 
dalis). (B) Susiformavus atviriems vamzdeliams (pvz., MTV1), nebūna gT per MTV 
priklausomybės nuo VT (pavaizduota su simetrine kita dalimi). (D) Varpo formos gT 
priklausomybė nuo VT rodo, kad MTV turi funkcionalias Cx43 PJ. 

 
MTV elektrinis laidumas koreliavo su jų matmenimis: gT tiesiogiai 

priklausė nuo MTV skersmens ir buvo atvirkščiai proporcingas MTV ilgiui, 
ką skelbia ir kiti tyrėjai [200]. MTV1 atveju koreliacija buvo vidutinė 
(r = 0,65) (3.3.3.2 A pav.), bet tam įtakos galėjo turėti ribotos galimybės 
išmatuoti MTV skersmenį (koreliacija greičiausiai pagerėtų, jeigu būtų 
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galima išmatuoti vidinį, o ne išorinį MTV skersmenį). MTV(2–5) vidutinis 
laidumas gerai koreliavo su MTV matmenimis (3.3.3.2 B pav.). 

 

 
 

3.3.3.2 pav. MTV laidumo priklausomybė nuo MTV matmenų 
(A) MTV1 laidumo ir matmenų koreliacija. (B) MTV(2–5) laidumo ir matmenų koreliacija. 
MTV5, kurių skersmuo < 200 nm, į statistinę analizę neįtraukti (nes nebuvo galimybių 
tiksliai išmatuoti jų skersmens). (Paruošta pagal 3.1.1 lentelės duomenis). 

 
Vis dėlto kartais PJ turinčių MTV gT nepriklausė nuo MTV matmenų. 

Tai galima paaiškinti taip: nei MTV ilgis, nei skersmuo, nei lamelipodijos 
galiuko dydis negali nulemti PJ plokštelės dydžio ar funkcionalių PJ kanalų 
skaičiaus joje, kaip ir susiglaudusių ląstelių atveju didesnis susiglaudimo 
plotas negarantuoja, kad susiformuos didesnė PJ plokštelė ar plokštelėje bus 
daugiau funkcionalių PJ kanalų ir dėl bus didesnis jų laidumas. Taigi, 
elektrinis ryšys per PJ turinčius MTV priklauso ne tik nuo MTV ilgio ir tarp 
nutolusių ląstelių susiformavusių MTV skaičiaus, bet ir nuo PJ kanalų skai-
čiaus bei jų funkcionalumo [200]. Maždaug 20 proc. ląstelių, susijungusių 
per MTV5 (6 iš 32 atvejų), mūsų eksperimentuose nepalaikė elektrinio 
ryšio, kaip ir kitų autorių atliktų tyrimų duomenimis [200]. Tai greičiausiai 
yra susiję su viena iš 3 galimų priežasčių: 1) elektrinio ryšio nebūna, kai 
susiformuoja uždari vamzdeliai, kuriais įvairūs komponentai gali būti perne-
šami tik membrana arba MTV spindžiu aktyvios pūslelių pernašos ar pino-
citozės būdais; 2) elektrinis ryšys per PJ dar neatsirado, MTV suformavus 
de novo būdu; 3) ląstelės jau prarado elektrinį ryšį per PJ, nes prasidėjo jų 
atsiskyrimas. 

Fluorescencijos tyrimais imunohistocheminiu būdu paruoštuose LSCC 
audinio preparatuose ir imunocitocheminiu būdu paruoštose LSCC ląstelėse 
in vitro aptikome trijų tipų Cx, o elektrofiziologijos tyrimais įrodėme, kad 
funkcionalius PJ kanalus tarp susiglaudusių ir per MTV(2–5) susijungusių 
LSCC ląstelių formuoja vienintelis Cx43. Cx26 ir Cx30 reikšmė palaikant 
ryšį tarp nutolusių LSCC ląstelių vis dar yra neaiški, tačiau atsižvelgdami į 
iš Cx26 ir Cx30 suformuotų PJ kanalų laidumą ir galimą šių kanalų porų 
dydį [131], kurie yra didesni už Cx43 PJ kanalų, galime numatyti, kad Cx26 
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ir Cx30 turėtų būti labai svarbūs ląstelių sąveikai (išsamiai aprašyta 3.8 
skyriuje). 

 
3.4. Įvairių komponentų pernaša per MTV 

 
Įvairūs komponentai tarp nutolusių LSCC in vitro judėjo ir MTV 

spindžiu, ir buvo pernešami MTV membrana (3.4.1 pav.).  
 

 
 

3.4.1 pav. Komponentų pernaša per MTV 
(A ir a) Komponentų pernaša MTV spindžiu (DIC vaizdas) (į transportuojamus 
komponentus nukreiptos baltos rodyklės). (B) Komponentų pernaša MTV membranos 
paviršiumi (į transportuojamą komponentą nukreipta juoda rodyklė) (DIC vaizdas). 

 
Komponentų pernašos mechanizmai iki šiol nėra gerai ištirti ir aprašyti. 

Literatūros duomenimis (1.7.1. poskyris), pernašos MTV spindžiu mecha-
nizmas yra siejamas su aktiną prisijungiančiuoju motoriniu baltymu miozinu 
Va [55]. Tokiu būdu MTV spindžiu yra pernešamos organelės ir pūslelės. 
Pernašai MTV membrana yra svarbi komponento sąveika su membranoje 
esančiais receptoriais – taip per MTV iš užkrėstų į neužkrėstas ląsteles 
patenka mikroorganizmai [135, 181]. 
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3.4.1. Įvairios molekulinės masės ir krūvio medžiagų pernaša 
 

Vertinant skirtingais būdais susiformavusių MTV pralaidumą įvairios 
molekulinės masės ir krūvio medžiagoms, fluorescencinių dažų pripildytu 
ME buvo praveriama viena ląstelė, medžiaga difuzijos būdu pamažu ją 
užpildė ir per MTV pateko į nutolusią LSCC ląstelę (2.5.1 pav.). Laikas, po 
kurio fluorescencinė medžiaga pradeda kauptis antrojoje ląstelėje, priklauso 
nuo MTV ilgio, o kaupimosi kinetika – nuo MTV pralaidumo. Pirmojoje 
ląstelėje pusiausvyros fluorescavimas dažniausiai nusistovėjo per maždaug 
10–20 min., o nutolusioje – gerokai vėliau (3.4.1.1 A pav.). 

Literatūros duomenimis, PJ kanalai praleidžia ne didesnes kaip 1,2 kDa 
molekules [131, 173]. Mūsų tyrime buvo patikrinta, ar PJ neturintys MTV 
praleidžia didesnės molekulinės masės molekules (3.4.1.1 lentelė). MTV1 
praleido mažiausiai 3 kDa molekules (pvz., AF488/3000). Visais būdais 
susiformavę MTV praleido kitas tirtas mažesnės molekulinės masės fluores-
cencines medžiagas (AF350, LY, DAPI), o jų pralaidumas labai priklausė 
nuo molekulės krūvio, pavyzdžiui: MTV1 pralaidumas LY (molekulinė 
masė 443, krūvis –2) tik 3 kartais skyrėsi nuo pralaidumo AF488/3000 
(atitinkamai 3000, –1). Nors AF350 (krūvis –1) ir LY molekulinės masės yra 
panašios, MTV(1–5) pralaidumas šioms medžiagoms skyrėsi keletą kartų. 
Vidutinis MTV(2–5) pralaidumas fluorescenciniams dažams koreliavo su jų 
vidutinio elektrinio laidumo rodmenimis (3.4.1.1 B pav.). 

 

 
 

3.4.1.1 pav. MTV tarp LSCC ląstelių pralaidumas AF350 ir LY 
fluorescenciniams dažams 

(A) Fluorescencinių dažų kaupimosi kinetika po 1-osios ląstelės atvėrimo dažu užpildytu 
ME. (B) MTV pralaidumo fluorescenciniams dažams ir elektrinio laidumo koreliacija. 
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3.4.1.1 lentelė. MTV tarp LSCC ląstelių in vitro pralaidumas  

Tipas PT × 10–11 (cm3/s) Mito 
AF350 AF488/3000 LY DAPIa siRNA/AF488 

MTV1 6,04±1,91 
(7) 

0,73±0,41 
(4) 

2,52±1,37 
(7) 

+ 
(4) 

0,34±0,07 (4) + 

MTV2 0,85±0,24 
(7) 

– 0,16±0,06 
(6) 

+ 
(5) 

0,05±0,01 (6) + 

MTV3 0,24±0,11 
(5) 

– 0,047±0,015 
(5) 

+ 
(4) 

nd + 

MTV4 0,37±0,16 
(4) 

– 0,11±0,04 
(4) 

+ 
(4) 

nd + 

MTV5 0,09±0,03 
(5) 

– 0,027±0,007 

(8) 
+ 

(4) 
nd – 

Jeigu MTV pralaidus, nurodyta „+“, jeigu nepralaidus – „–“; jeigu nėra duomenų – nd. 
Mito – mitochondrijos. Skliaustuose nurodytas eksperimentų skaičius. a Teigiamo krūvio 
dažai prisijungia prie nukleotidų, todėl DAPI pernaša kiekybiškai nevertinta. p < 0,05 

 
3.4.2. Organelių pernaša 
 

MTV(1–4) buvo pastebėtas mitochondrijų judėjimas (3.4.1.1 lentelė), 
kaip panašiu metu nurodė ir kiti tyrėjai [139], bet mes pirmieji atskleidėme, 
kad mikrotubules turinčiais MTV juda ne tik pavienės mitochondrijos, bet 
juose formuojasi gausūs mitochondrijų tinklai (3.4.2.1 B pav. su b1 ir b2 
intarpais). MTV5, kuriuose nebūna mikrotubulių, mitochondrijų nepaste-
bėta. Tai patvirtina, kad mitochondrijų pernaša per MTV tarp LSCC ląstelių 
priklauso nuo mikrotubulių. 
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3.4.2.1 pav. Mitochondrijų tinklas MTV tarp LSCC ląstelių in vitro 
(A) MTV1, sujungiantis 1-ąją ląstelę su 2-ąja ląstele, driekiasi virš 3 kitų ląstelių, įskaitant 
3-ąją, kuri per MTV2 yra sujungta su 4-ąja ląstele. (B) Visose ląstelėse bei MTV1 ir MTV2 
matomas gausus mitochondrijų (žalia spalva) tinklas (b1 ir b2 intarpai). (C) DAPI (mėlyna 
spalva) pernaša per MTV tarp LSCC ląstelių in vitro. 

 
Prieštaringi literatūros duomenys apie mitochondrijų pernašos MTV 

kryptį yra apžvelgti 1.7.1 poskyryje. Mūsų atrasti mitochondrijų tinklai 
MTV, turinčiuose ir F aktino, ir mikrotubulių, rodo, kad šios organelės 
galėtų būti pernešamos į abi puses. Literatūroje aprašyta, kad į abi puses 
mitochondrijos pernešamos stambesniaisiais (ne nano skalės) MTV tarp to 
pačio tipo (tarp imuninių [135], mezoteliomos [110], inkstų ląstelių [45]) ar 
tarp skirtingų tipų ląstelių [143]. Pastebėta, kad mitochondrijų pernaša per 
MTV iš stromos ląstelių į piktybinio naviko ląsteles sužadino šių ląstelių 
fenotipo pokyčius, siejamus su atsparumu chemoterapijai [139]. Mūsų 
pastebėjimas (mitochondrijų tinklų buvimas MTV) gali rodyti, kad 
galimybės tiesiogiai perduoti energiją ir signalus į nutolusias ląsteles yra 
labai didelės [169]. Labai ilgų (iki 1 mm ilgio) MTV1 susiformavimas tarp 
besidalijančių ląstelių gali rodyti, kad navikų atveju, kai ląstelių dalijimasis 
yra sutrikęs, tiesioginio ryšio tarp ląstelių palaikymas per didelius atstumus 
ir mitochondrijų pernaša tarp šių ląstelių gali palengvinti piktybinio naviko 
progresavimą, invaziją ir metastazavimą. Yra iškelta hipotezė, kad sveikų 
mitochondrijų pernašą per MTV tarp skirtingų tipų ląstelių galima panaudoti 
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gydymui [15], pavyzdžiui, saugant miokardą nuo išeminio pažeidimo [117] 
ar gydant neurodegeneracines ligas [76, 148]. 

 
3.4.3. Genetinės medžiagos pernaša 

 
MTV(1–4) buvo pastebėtos mažos (1–2 μm skersmens) DAPI prisipil-

džiusios pūslelės (3.4.2.1 C pav.). Jos priminė DAPI žymėtą mitochondrijų 
DNR, aptiktą žmogaus osteosarkomos ląstelėse [113]. Tačiau, remiantis 
literatūra, nukleoidų, kuriuose būna mitochondrijų DNR, skersmuo yra 
maždaug 99 nm (t. y. daug kartų mažesnis už mūsų pastebėtų pūslelių 
skersmenį). Net kelių nukleoidų darinio skersmuo būna ne didesnis kaip 
300 nm [95]. Todėl buvo iškelta hipotezė, kad pastebėtose pūslelėse gali 
būti pernešamos branduolio medžiagos, o tai rodytų, kad genetinė informa-
cija per MTV gali būti tiesiogiai perduodama į nutolusias ląsteles. 

Norint įsitikinti, kad miRNA į nutolusias LSCC ląsteles gali būti perneša-
ma tiesiogiai per MTV (turinčius ar neturinčius PJ), buvo atlikti fluorescen-
cijos tyrimai su endogeninės miRNA egzogeniniu atitikmeniu siRNA, su-
jungta su Alexa Fluor 488 dažu (siRNA/AF488) (3.4.3.1 pav.). Patikrinti, ar 
siRNA/AF488 pernaša susijusi su MTV esančiomis PJ, buvo naudojamas PJ 
kanalų slopiklis oktanolis (0,5 mmol; 15 min.), kuris sustabdė siRNA/AF488 
kaupimąsi antroje ląstelėje (3.4.3.1 F pav.), bet, nutraukus oktanolio ekspo-
ziciją, siRNA/AF488 šioje ląstelėje toliau kaupėsi. Didelės molekulinės 
masės siRNA/AF488 kaupimasis priimančiojoje ląstelėje buvo daug lėtesnis 
nei kitų tirtų fluorescencinių medžiagų. MTV1 ir MTV2 pralaidumas (PT) 
buvo atitinkamai 3,4 ± 0,7 x 10–12 cm3/s (n = 4) ir 5,0 ± 1,1 x 10–13 cm3/s 
(n = 6) (3.4.1.1 lentelė). Vėliau mūsų atlikti eksperimentai su HeLa 
ląstelėmis patvirtino, kad siRNA/AF488 yra pernešama PJ turinčiais MTV, ir 
atskleidė, kad ši pernaša priklauso nuo ekspresuojamo Cx tipo. 
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3.4.3.1 pav. MTV pralaidumas siRNA/AF488 
(A) Dvi per MTV2 sujungtos LSCC ląstelės (DIC vaizdas). SiRNA/AF488 (2 μM) per ME 
vamzdelį suleista į 1-ąją ląstelę, greitai ją užpildo (B) ir difuzijos būdu per MTV2 sklinda 
bei pamažu kaupiasi šios ląstelės buvusios lamelipodijos, iš kurios susiformavo MTV2, 
„letenėlėje“ (C) ir dar lėčiau kaupiasi 2-ojoje ląstelėje (D). (E, F) Raudona rodykle 
parodytas 1-os ląstelės atvėrimo momentas. (E su intarpu) SiRNA/AF488 kaupimosi 1-oje ir 
2-oje ląstelėse ir „letenėlėje“ kinetika. (F su intarpu) Paveikus oktanoliu (0,5 mM), 
siRNA/AF488 kaupimasis 2-oje ląstelėje buvo grįžtamai užblokuotas (tai įrodo, kad 
siRNA/AF488 yra pernešama per PJ). 

 
SiRNA ir miRNA pernašą per iš Cx43 susidariusias PJ tarp susiglaudusių 

ląstelių jau buvo aprašyta įvairių tyrėjų [20, 86, 90, 104, 188, 207], bet ji vis 
dar nėra tvirtai įrodyta dėl kai kurių su ląstelių artumu (susiglaudimu) susi-
jusių techninių problemų. Mes pirmieji atskleidėme bei kiekybiškai įvertino-
me galimą siRNA pernašą atvirojo tipo ir PJ turinčiais MTV. SiRNA pernaša 
PJ turinčiais MTV yra galima dėl PJ kanalų matmenų (iš Cx43 sudarytų PJ 
kanalų skersmuo yra 1,0–1,5 nm [188]), o lazdelės pavidalo miRNA/siRNA 
molekulės mažasis skersmuo yra panašaus dydžio [20, 188]). Jau publikavus 
mūsų LSCC tyrimo duomenis, Virginijus Valiūnas su bendradarbiais atsklei-
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dė, kad per iš Cx43 susidariusių PJ kanalus pernešta dvigubos grandinės 
siRNA gali slopinti genų raišką ląstelėje taikinyje [189]. 

Mūsų pastebėta DAPI pūslelių ir siRNA/AF488 pernaša per MTV tarp 
ląstelių rodo, kad egzistuoja tiesioginis kelias perduoti miRNA ir siRNA į 
nutolusias ląsteles, kuris yra daug greitesnis ir veiksmingesnis už pinocitozę 
ar endocitozę. 

 
3.5. Į MTV panašios struktūros LSCC audinyje 

 
Iki šiol publikuoti tik pavieniai duomenys apie audiniuose pastebėtas į 

MTV panašias struktūras: pelės ragenos stromoje [33], tarp atsivestų 
triušiukų mezenchimos ir epitelio kamieninių ląstelių [125], žmogaus 
pleuros mezoteliomos ir adenokarcinomos mėginiuose [110] bei tarp 
migruojančių ląstelių žmogaus kiaušidžių vėžio eksplantų kultūroje [139]. 
Siekiant įrodyti, kad MTV formuojasi ne tik LSCC ląstelių kultūroje, bet ir 
audiniuose, ištirti LSCC audinio mėginiai. Mėginio pjūvius paveikus faloidi-
nu ir antikūnais prieš alfa tubuliną, LSCC audinyje, kaip ir tarp LSCC ląste-
lių in vitro, buvo pastebėtos dviejų tipų struktūros: vienos jų buvo iki 1 μm 
skersmens ir iki maždaug 100 μm ilgio, o per visą jų ilgį buvo matomas 
F aktinas (3.5.1 pav.). Tai, tikėtina, yra ląstelių kultūroje matyti MTV5. 

Kitos struktūros buvo ilgesnės (iki 300 μm) ir storesnės (maždaug 2–
3 μm), jose buvo ir F aktino, ir alfa tubulino (3.5.2 pav.). Be to, šiuo atveju 
šalia F aktino buvo galima įžiūrėti mitochondrijas (3.5.2 E pav.). Šios struk-
tūros galbūt atitinka kuriuo nors kitu būdu ląstelių kultūroje susiformavusį 
MTV(1–4). 

Tiksliai įvertinti MTV savybių audiniuose nebuvo galimybių, nes 25 μm 
storio audinio pjūviuose šios struktūros tik labai retais atvejais buvo nepa-
žeistos. 
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3.5.1 pav. Į MTV5 panašios struktūros LSCC audinio mėginiuose 
(A–D) Struktūros sudėtyje yra F aktino (raudona spalva), bet nematyti alfa tubulino (žalia 
spalva). (Mėlyna spalva – branduoliai). 
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3.5.2 pav. Į MTV(1–4) panašios struktūros LSCC audinio mėginiuose 
(A–D) Struktūros sudėtyje yra ir F aktino (raudona spalva), ir alfa tubulino (žalia spalva). 
(E) Greta F aktino (raudona spalva) matomos mitochondrijos (žalia spalva). (Mėlyna spalva 
– branduoliai). 
 

3.6. Įvairių koneksinų įtaka ląstelių gebai formuoti MTV ir  
ląstelių judrumui in vitro 

 
Cx įtakos MTV formavimuisi ir HeLa ląstelių judrumui in vitro tyrimai 

buvo atlikti su HeLa ląstelėmis be Cx ar HeLa ląstelėmis, į kurias transfek-
cijos būdu buvo įterpti Cx36, Cx43 ir Cx40, sujungti su fluorescenciniais 
baltymais (Cx36 EGFP, Cx43 EGFP ir Cx40 CFP), arba Cx45 ir Cx47 be 
fluorescencinio žymens. Tarp HeLa ląstelių su transfekcijos būdu įterptais 
Cx in vitro susiformavo uždarojo ar atvirojo tipo bei PJ turintys MTV 
(susiformavimo dažnumo santykis atitinkamai 1:2:4). Jie buvo įvairaus 
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skersmens (nuo mažiau kaip 200 nm iki daugiau kaip 2 μm) ir ilgio (iki 
70 μm) (3.6.1 pav. ir 3.6.1 lentelė). 

 

 
 

3.6.1 pav. MTV formavimasis tarp HeLa ląstelių in vitro 
Plonųjų (į juos nukreiptos baltos rodyklės) ir storųjų (į juos nukreiptos juodos rodyklės) 
MTV formavimasis. 

 
Ploniausiųjų (< 200 nm) MTV tarp HeLa ląstelių skersmens, kaip ir 

tiriant LSCC ląsteles in vitro, tiksliai išmatuoti nebuvo galimybių. Ploniau-
sieji MTV gyvavo labai trumpai (dešimtimis sekundžių). Storesnieji MTV 
(skersmuo > 300 μm) formavosi ląstelėms dalijantis ir atsiskiriant arba 
lamelipodijų formavimosi mechanizmais, gyvavo dešimtimis minučių ar net 
valandą ir ilgiau, todėl su jais buvo galimi įvairūs eksperimentai. 

Tarp HeLa ląstelių susiformavę MTV buvo nesukibę su substratu 
(3.6.2 A–E pav.), o jų spindžiu arba membrana buvo pernešami įvairūs 
komponentai (3.6.2 E ir F pav.). Tačiau formuojantis MTV per į lamelipo-
dijas panašias išaugas, lamelipodijos ilgėjimo laikotarpiu jų priekinis galiu-
kas buvo sukibęs su substratu, o tai buvo susiję su ląstelių geba migruoti bei 
formuoti MTV. HeLa ląsteles paveikus faloidinu ir antikūnais prieš alfa 
tubuliną, buvo įrodyta, kad tarp HeLa ląstelių be Cx ar HeLa ląstelių, 
kuriose vyko įvairių Cx (3.6.3 A ir B pav.), kaip ir tarp LSCC ląstelių in 
vitro, susiformavo dviejų tipų MTV: vienuose buvo tik F aktino, o kituose – 
ir F aktino, ir mikrotubulių (3.6.3 A–D pav.). HeLa ląstelių kultūroje 
susiformavo vidutiniškai 17 proc. vien aktino turinčių MTV bei 83 proc. ir F 
aktino, ir mikrotubulių turinčių MTV. Šis santykis nepriklausė nuo ląstelėje 
esančio Cx tipo. 

Nei vienos izoformos Cx neturėjo įtakos MTV tarp HeLa ląstelių matme-
nims, bet jų skaičius 1 mm2 plote buvo reikšmingai didesnis tarp ląstelių su 
Cx36 EGFP ir mažesnis tarp ląstelių su Cx43 EGFP, Cx45 ir Cx47, 
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palyginti su HeLa ląstelėmis be Cx (3.6.1 lentelė ir 3.6.4 pav.). MTV tipas 
irgi nepriklausė nuo to, koks Cx buvo ląstelėje (n = 94). 

 

 
 

3.6.2 pav. MTV tarp HeLa ląstelių in vitro 
(A–C) MTV, susiformavę filopodijų augimo būdu, yra pakilę virš substrato. (D–F) MTV, 
susiformavę kontaktavusių HeLa ląstelių atsiskyrimo būdu arba lamelipodijų augimo būdu. 
(A–E) Keičiant atstumą iki substrato ir (C, F) rekonstruojant vaizdų Z-X projekcijas, 
įrodyta, kad MTV tarp HeLa ląstelių in vitro yra pakilę virš substrato. 
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3.6.3 pav. MTV tarp nutolusių HeLa ląstelių in vitro morfologiniai tipai 
(A, B) Būdingas HeLa ląstelių su Cx43 EGFP ir Cx43 EGFP, tarp kurių susiformavę daug 
PJ plokštelių, vaizdas. (C, D) MTV (parodyti baltomis rodyklėmis), kuriuose yra vien 
F aktino (raudona spalva). (E, F) MTV, kuriuose yra ir F aktino (raudona spalva), ir alfa 
tubulino (šviesiai žalsvai melsva spalva). (G ir g) MTV, turintys iš Cx43 EGFP sudarytą PJ 
(žalios spalvos taškas, parodytas balta rodykle). 
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3.6.1 lentelė. MTV tarp HeLa ląstelių in vitro savybių suvestinė 
Cx izoforma Eksperimentų 

skaičius (n) 
MTV ilgis (μm) MTV skaičius 

1 mm2 plote 

HeLa be Cx 214 16,3 ± 0,4 51 ± 8 
Cx36 EGFP 330 17,0 ± 0,4 79 ± 9 a 
Cx40 CFP 126 15,9 ± 0,5 46 ± 6 
Cx43 EGFP 96 17,0 ± 1,1 23 ± 4 a 
Cx45 68 14,3 ± 1,0 5,7 ± 1,6 a 
Cx47 112 15,1 ± 0,5 27 ± 3 a 

MTV skersmuo buvo 0,4–2,4 μm (n = 210; vidutiniškai 0,9 μm) ir nepriklausė nuo Cx tipo. 
a p < 0,05, palyginti su HeLa ląstelėmis be Cx. 

 
 

 
3.6.4 pav. MTV skaičiaus tarp HeLa ląstelių priklausomybė nuo 

transfekcijos būdu įterpto Cx tipo 
(A) Būdingas HeLa ląstelių su transfekcijos būdu įterptais Cx45 ir (B) Cx36 EGFP kultūrų 
vaizdas. (C) HeLa wt ir atskirus Cx ekspresuojančios HeLa ląstelės buvo sėjamos maždaug 
panašiu tankumu (3 x 104) ir, praėjus 36 val., skaičiuojami MTV (DIC mikroskopo pagalba 
per x 20 objektyvą) 15 atsitiktiniu būdu pasirinktų sričių, kartojant skaičiavimus 2 skirtin-
guose persėjimuose bei apskaičiuojant vidutinį MTV skaičių 1 mm2 plote (n = 2 x 15 = 30) 
(pagal 3.6.1 lentelės duomenis). * p < 0,05, palyginti su HeLa ląstelėmis be Cx. 

 
Tiriant skirtingų Cx įtaką HeLa ląstelių judrumui in vitro, taikytas 

žaizdos gijimo modelis. HeLa ląstelės, kuriose buvo Cx36 EGFP ar 
Cx40 CFP, statistiškai patikimai greičiau užėmė pažeistą plotą (t. y. buvo 
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judresnės), palyginti su HeLa ląstelėmis be Cx ir HeLa ląstelėmis, kuriose 
buvo Cx43 EGFP, Cx45 ar Cx47. Statistiškai reikšmingų skirtumų tarp 
HeLa ląstelių be Cx ir HeLa ląstelių, ekspresuojančių Cx43 EGFP, Cx45 ar 
Cx47, nebuvo. Po 12 valandų stebėjimo HeLa ląstelės be Cx buvo užėmu-
sios 42,8 ± 6,0 proc. pažeisto ploto, HeLa ląstelės, kuriose buvo 
Cx36 EGFP, – 69,6 ± 5,4 proc., HeLa ląstelės, kuriose buvo Cx40 CFP, – 
68,3 ± 6,7 proc., HeLa ląstelės, kuriose buvo Cx43 EGFP, – 
29,7 ± 1,1 proc., HeLa ląstelės, kuriose buvo Cx45, – 29,0 ± 2,4 proc., o 
HeLa ląstelės, kuriose buvo Cx47, – 35,3 ± 3,3 proc. (3.6.5 A ir B pav.). 

 

 
 

3.6.5 pav. HeLa ląstelių judrumas in vitro  
(A) Žaizdos gijimo modelis su HeLa ląstelėmis be Cx ir HeLa ląstelėmis, kuriose 
transfekcijos būdu yra įterptas Cx43 EGFP, praėjus 5, 10 ir 12 val. po žaizdos 
suformavimo. (B) HeLa ląstelių be Cx ir HeLa ląstelių, kuriose buvo transfekcijos būdu 
įterptų skirtingų Cx, judrumo palyginimas praėjus 12 val. po žaizdos suformavimo (n = 3). 
* p < 0,05, palyginti su HeLa ląstelėmis be Cx. 

 
3.7. MTV tarp skirtingų tipų ląstelių in vitro 

 
HeLa ir LSCC ląstelės in vitro tiesiogiai sąveikavo per MTV su žmogaus 

mezenchimos kamieninėmis ląstelėmis (angl. human mesenchymal stem 
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cells, hMSC). Pastebėta, kad HeLa ląstelės, kuriose buvo transfekcijos būdu 
įterptas Cx43, ir LSCC ląstelės, kuriose yra natūralių Cx43, geba suformuoti 
funkcionalias PJ turinčius MTV su hMSC ląstelėmis (3.7.1 pav.). PJ 
funkcionalumas įrodytas dvigubo patch-clamp metodu užregistravus būdin-
gą gT priklausomybę nuo VT). Tarp 4 ląstelių porų buvo išmatuota 
gT = 4,0 ± 1,5 nS.  

 

 
 

3.7.1 pav. MTV tarp HeLa ar LSCC ir hMSC in vitro 
(A) Tarp PKH26 žymėtų HeLa ląstelių (rausva spalva), kuriose yra transfekcijos būdu 
įterptų Cx43, ir hMSC ląstelių susiformavę MTV. (a) Plonesni MTV tarp HeLa ir hMSC 
ląstelių (didesnis padidinimas). (B) Nutolusias LSCC ir hMSC ląsteles sujungiantis MTV, 
per kurį šios ląstelės palaiko elektrinį ryšį (įrodyta, paduodant dvigubo poliškumo pjūklo 
pavidalo nuo 0 iki –120 mV ir nuo 0 iki 120 mV įtampos impulsą (VT) į hMSC ląstelę ir 
išmatavus srovę (IT) LSCC ląstelėje. (C) PJ būdinga gT priklausomybė nuo VT. 

 
Šis pastebėjimas gali būti naudingas, sprendžiant kai kurias naujų gydy-

mo būdų įdiegimo problemas. Specifinių genų slopinimas yra vienas iš 
perspektyvių neurodegeneracinių ligų ir piktybinių navikų gydymo būdų, 
tačiau didžiausia problema – įterpti egzogeninę siRNA į ląstelę taikinį [20]. 
Problemą galima spręsti, naudojant mezenchimos kamienines ląsteles kaip 
siRNA tiekimo sistemą, norint regeneruoti pažeistas ar ligos paveiktas ląste-
les arba gydant piktybinius navikus [9, 13]. Mat jos nėra imunogeniškos 
[120], turi didelį proliferavimo potencialą, jose yra Cx43 ir, kaip parodė 
mūsų tyrimai, tarp skirtingų tipų ląstelių (HeLa ir LSCC su hMSC ląstelė-
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mis) susiformuoja funkcionalias PJ turintys MTV, per kuriuos į nutolusią 
ląstelę tiesiogiai gali būti pernešama reikiama siRNA. 

 
3.8. Rezultatų aptarimas 

 
Šiais tyrimais buvo pirmą kartą atskleista žmogaus LSCC naviko ląstelių 

sąveika per ilgus MTV in vitro, be to, panašios struktūros pastebėtos LSCC 
naviko audinių mėginiuose. Nustatyti penki MTV formavimosi tarp LSCC 
ląstelių in vitro būdai. Ištyrus tarpląstelinį ryšį, buvo pateiktas kiekybinis 
elektrinio ryšio per MTV ir MTV pralaidumo įvairaus krūvio ir molekulinės 
masės medžiagoms įvertinimas. Taip pat įrodyta, kad mikrotubules turin-
čiuose MTV ne tik juda pavienės mitochondrijos, kaip nurodo kiti autoriai 
kitų rūšių ląstelių kultūrose [120], bet juose gali formuotis ištisi mitochon-
drijų tinklai. Mitochondrijos greičiausiai galėtų būti pernešamos MTV1, bet 
ne PJ turinčiais MTV(2–4) ir juo labiau ne MTV5, kuriuose PJ yra, bet nėra 
mikrotubulių. MTV1 susiformuoja ląstelei po mitozės pasidalijus į dvi 
dukterines ląsteles – joms atsiskiriant išlaikomas ryšys per trumpučius tarp-
ląstelinius tiltelius, kurie, priklausomai nuo ląstelių rūšies, gali būti kelių ar 
kelių dešimčių mikrometrų ilgio ir 1–3 μm skersmens [166]. Šie tilteliai 
ląstelėms galutinai atsiskyrus nutrūksta. Mūsų stebėti MTV1 buvo labai ilgi 
(iki 1 mm ilgio), o tai gali rodyti, kad naviko ląstelėms nenormaliai dalijan-
tis, ląstelėms nutolstant tarp jų išlieka tiesioginis ryšys. Tokiais MTV 
pernešamos mitochondrijos gali palengvinti piktybinio naviko invaziją ir 
progresavimą. 

LSCC naviko audiniuose ir ląstelėse in vitro buvo aptikti Cx43, Cx30 ir 
Cx26. Žinoma, kad šių Cx raiška vystantis gerklų navikams nekinta [120]. 
Vis dėlto elektrofiziologijos tyrimais (dvigubu patch-clamp) nustatyta, kad 
funkcionalius PJ kanalus tarp susiglaudusių ar per MTV(2–5) susijungusių 
LSCC ląstelių in vitro formuoja vienintelis Cx43. Pasiūlyta, kad pagal Cx43 
raišką navikuose galima prognozuoti ligos eigą ir atsaką į gydymą [146] ir 
tikėtina, kad tam gali turėti įtakos MTV formavimasis. Cx26 ar Cx30 
funkcijos LSCC ląstelėse lieka neaiškios, bet jie irgi gali būti labai svarbūs 
tarspląstelinei sąveikai, nes atskirų jų kanalų laidumas (greičiausiai, ir 
kanalų skersmuo bei pralaidumas) yra didesnis už iš Cx43 susidariusių PJ 
kanalų [24, 60, 127]. Be to, yra tikimybė, kad formuojasi heterotipinės 
Cx43/Cx26 ar Cx43/Cx30 PJ (įrodyta, kad bent jau Cx43 ir Cx30 yra 
suderinami [120]), kurios taip pat gali būti labai svarbios tiesioginiam ryšiui 
tarp ląstelių, nes Cx26 ir Cx30 puskanalių greituosius vartus atidaro teigia-
ma įtampa, o Cx43 – neigiama. Todėl tiesioginis reguliuojamas nutolusių 
naviko ląstelių ryšys per tokius heterotipinius PJ kanalus gali būti labai 
reikšmingas: jeigu PJ sudarančių puskanalių vartus valdo priešingo poliš-



 66 

kumo įtampa, vieno poliškumo Vj gali atverti, o priešingo poliškumo – 
užverti abu puskanalius, dėl to susiformavus heterotipiniams PJ kanalams 
registruojama sigmoidinė gT/VT priklausomybė, o ne varpo formos kaip 
homotipinių PJ atveju (3.4.3.1 D ir 3.7.1 C pav.). Dauguma atvejų piktybi-
nių navikų ląstelių ramybės potencialas gerokai mažesnis už normalių 
ląstelių ar fibroblastų [16], todėl, pavyzdžiui, iš Cx43/Cx30 susidariusių 
heterotipinių PJ tarp piktybinio naviko ląstelių ir su piktybiniu naviku 
susijusių fibroblastų veiklą gali moduliuoti membranos potencialas. Suma-
žėjęs membranos potencialas gali būti funkciškai susijęs su mechanizmais, 
kuriais onkogenų veikiamos ląstelės iš normalių virsta navikinėmis. Buvo 
pasiūlyta nauja navikų progresavimo stabdymo strategija, grindžiama 
membranos potencialo moduliavimu [31]. Dėl elektrinių signalų perdavimo 
asimetrijos nedidelis Vm pokytis vienoje iš ląstelių, susijungusių per MTV, 
gali moduliuoti elektrinio signalo plitimo kryptį – tai jau buvo atskleista kitų 
heterotipinių PJ tarp susiglaudusių ląstelių atveju (apžvelgta [137]). 

Kancerogenezės procese labai svarbūs yra fibroblastai. Jie dėl piktybinio 
naviko ląstelių parakrinio signalizavimo virsta su piktybiniu naviku susiju-
siais fibroblastais, kurie, manoma, sužadina naviko epitelio ląstelių transfor-
maciją į mezenchimos ląsteles ir kartu su jomis išskiria įvairias tarpląstelinį 
užpildą ardančias medžiagas. Taip sukuriamos sąlygos naviko ląstelių inva-
zijai [34, 35]. Vykstant šiems procesams, ląstelių sąveika per MTV gali būti 
efektyvesnė už parakarininį signalizavimą, ypač kai MTV sujungia naviko 
ląsteles su fibroblastais ar kamieninėmis ląstelėmis. Tikėtina, kad nutolusių 
ląstelių sąveika per MTV5 svarbi homeostazei palaikyti, o sąveika tarp 
piktybinio naviko ląstelių ir su piktybiniu naviku susijusių fibroblastų per 
MTV(2–4) – aprūpinant naviko ląsteles maisto ar energiją teikiančiomis 
medžiagomis ir netgi mitochondrijomis. Ši hipotezė atitinka neseniai 
paskelbtus duomenis apie tiesioginę mitochondrijų pernašą į piktybinio 
naviko ląsteles, esančias už didelio atstumo, ir jų atsparumo chemoterapijai 
apraiškomis [139]. Mitochondrijos yra labai svarbios piktybinių navikų 
progresavimui. Tačiau jų vaidmuo su piktybiniu naviku susijusiuose 
fibroblastuose ir piktybinio naviko ląstelėse skiriasi. Sanchez-Alvarez su 
bendradarbiais paskelbti duomenys rodo, kad, sutrikus su piktybiniu naviku 
susijusių fibroblastų mitochondrijų funkcijoms, naviko augimas skatinamas, 
o kai sutrinka epitelio navikų ląstelių mitochondrijų funkcijos, priešingai – 
naviko augimas slopinamas [162]. Naviko aplinkoje būna daug su 
piktybiniu naviku susijusių fibroblastų, makrofagų, endotelio, kitų ląstelių, 
kurios sąveikauja ne tik su tirpiaisiais citokinais bei augimo veiksniais, bet 
išskiria ir pūsleles (pvz., egzosomas ar onkosomas), kuriose gali būti ATF, 
baltymų ar miRNA [17]. Įrodyta, kad pūslelių pernašai per F aktino ir 
mikrotubulių turinčius MTV yra naudojama energija, o pati pernaša 
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priklauso nuo mikrotubulių motorinių baltymų (pvz., kinezinų) [139]. Mūsų 
eksperimentuose MTV spindyje buvo pastebėtos pūsleles su DAPI ir 
atskleista, kad per MTV yra pernešama siRNA/AF488. Taigi, miRNA ar 
siRNA gali būti tiesiogiai pernešamos į nutolusias ląsteles, sujungtas per 
MTV, o toks pernašos būdas yra daug greitesnis ir efektyvesnis už 
pinocitozės ar egzosomų formavimosi būdus. Be to, siRNA pernaša – tai ne 
paprasta difuzija: jai greičiausiai taip pat naudojama energija, tikėtina, kad 
čia svarbūs su mikrotubulėmis susiję motoriniai baltymai (pvz., kinezinai ir 
dineinai) [122] ir MTV besiformuojantys mitochondrijų tinklai, o ATF 
sintezės inhibitoriais ją galima nuslopinti [135, 201]. PJ gali ne stabdyti, o 
pačios praleisti miRNA ar siRNA [104, 189, 207], nes, nepaisant didelės jų 
molekulinės masės, šios mažosios RNR yra lazdelės pavidalo, o mažasis jų 
skersmuo yra artimas pernašą šiais kanalais ribojančiam PJ poros 
skersmeniui [188], todėl miRNA ar siRNA gali prasiskverbti didesnio 
skersmens PJ kanalais [20, 189]. Be to, PJ kanalai nėra paprasti cilindrai: 
dėl krūvį turinčių kanalo struktūrų sąveikos su krūvį turinčiomis pernešamo 
komponento dalimis jų skersmuo gali reikšmingai keistis [23], todėl šių 
kanalų pralaidumas labiau priklauso nuo pernešamos molekulės krūvio, o ne 
matmenų. Jau publikavus mūsų LSCC tyrimo duomenis, Virginijus Valiunas 
su bendradarbiais atskleidė, kad siRNA gali būti pernešama tarp susiglau-
dusių ląstelių per iš Cx43 susidariusias PJ, bet nepraeina per PJ, kurios 
susidariusios iš Cx26 ar Cx32 [189]. Šie tyrėjai taip pat nustatė, kad per iš 
Cx43 susidariusius PJ kanalus pernešta dvigubos grandinės siRNA gali 
slopinti genų raišką ląstelėje taikinyje [189]. 

Epitelio ląstelių transformacija į mezenchimos ir atvirkščiai (šis procesas 
gliomų ar krūties vėžio atvejais siejamas su pernelyg didele Cx43 raiška 
ląstelėse [105, 119]) yra esminiai procesai, lemiantys piktybinių navikų 
metastazavimą, o panaudojus miRNA juos galima kontroliuoti ir atitaisyti 
[111]. Piktybiniams navikams gydyti gali būti taikomas specifinis genų 
slopinimas, bet įterpti egzogeninę siRNA į ląstelę taikinį yra didžiulė 
problema [20]. Žinoma, kad tarp ląstelių miRNA gali būti pernešama 
pūslelėse (egzosomose, ektosomose ir apoptozės kūneliuose), nuo pūslelių 
nepriklausoma forma, per sinapses ir PJ [126], tačiau tiesioginė pernaša per 
MTV būtų veiksmingiausias siRNA ar miRNA patekimo į nutolusią ląstelę 
taikinį būdas. Norint regeneruoti pažeistas ar ligos paveiktas ląsteles arba 
piktybiniams navikams gydyti [9, 13] kaip siRNA tiekimo sistemą galima 
naudoti mezenchimos kamienines ląsteles, nes jos nėra imunogeniškos 
[120], turi didelį proliferavimo potencialą, jose yra Cx43 ir, kaip rodo mūsų 
tyrimai, tarp skirtingų tipų ląstelių (HeLa ir LSCC su hMSC ląstelėmis) 
susiformuoja funkcionalias PJ turintys MTV, per kuriuos reikiama siRNA į 
nutolusias ląsteles gali būti efektyviai pernešama tiesiogiai.  
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Tiriant Cx įtaką ląstelių gebai formuoti MTV ir judrumui, pastebėti šie 
svarbiausi ir visiškai nauji reiškiniai: 1) Cx36 EGFP skatina, o Cx43 EGFP, 
Cx47 ir ypač Cx45 slopina MTV formavimąsi tarp HeLa ląstelių, kuriose 
yra šių egzogeninių Cx; 2) HeLa ląstelės, kuriose yra Cx36 EGFP ar 
Cx40 CFP, yra judresnės už kitus Cx ekspresuojančias HeLa ar HeLa 
ląsteles be Cx. 

Vienas iš ląstelių judėjimo ciklo etapų – nuo integrinų priklausomas 
sulipimas su substratu [140]. Mūsų tyrimuose pastebėta, kad Cx kaupiasi į 
lamelipodijas panašių išaugų galiukuose ir jų prisijungimo prie nutolusios 
ląstelės vietose. Tai gali rodyti, kad Cx gali būti susiję su sukibimo 
(adhezijos) ir standžiųjų jungčių baltymais, pavyzdžiui: jau žinoma, kad 
Cx43 moduliuoja ląstelių migravimą, sąveikdamas su ląstelės receptoriais ir 
veikdamas su jais susijusį signalizavimą, ląstelės griaučių remodeliavimą ir 
sukeldamas dinaminius tubulino pokyčius [85]. Buvo pastebėta, kad 
Cx43 EGFP, Cx45 ir Cx47 mažina HeLa ląstelių judrumą, palyginti HeLa 
ląstelėmis be Cx. Įdomu tai, kad tarp tuos pačius Cx ekspresuojančių ląstelių 
susiformavo mažiau MTV, išskyrus HeLa ląsteles, kuriose buvo 
Cx36 EGFP, – tarp jų susiformavo daugiausiai MTV ir jos buvo judriausios. 
Cx40 CFP didino HeLa ląstelių judrumą, bet MTV skaičius tarp jų ar HeLa 
ląstelių be Cx nesiskyrė. Šie duomenys rodo, kad ląstelių judrumą ir MTV 
formavimąsi tikriausiai reguliuoja skirtingi mechanizmai, kuriuos skirtingi 
Cx gali veikti priešingai. 

 
3.9. Rekomendacijos 

 
Sąveikos tarp LSCC ląstelių per ilgus MTV apibūdinimas turėtų prisidėti 

ir paskatinti tolesnius piktybinių navikų tyrimus, atkreipiant dėmesį į šiuos 
dalykus: 1) sąveiką per MTV tarp piktybinio naviko ląstelių ir su piktybiniu 
naviku susijusių fibroblastų ar kamieninių ląstelių, įkaitant tiesioginę siRNA 
pernašą per MTV į nutolusias skirtingų tipų ląsteles ir genų raiškos 
moduliavimą jose; 2) regioninius MTV struktūrų bei įvairių Cx raiškos 
skirtumus navikų audiniuose, įskaitant jų parenchimą, stromą ir pereinamąją 
zonas, kuriose formuojantis piktybinio naviko metastazėms, gali būti 
svarbios heterotipinės PJ. 
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IŠVADOS 
 

1) Ištirtas ir aprašytas MTV formavimasis tarp LSCC ląstelių ir jų savybės. 
– Nustatyti penki MTV formavimosi in vitro būdai. 
– Įrodyta ir aprašyta už didelių atstumų (iki 1 mm) esančių LSCC 

ląstelių geba palaikyti tiesioginį ryšį per įvairaus skersmens ir ilgio 
MTV, kurie gali būti atviri ar uždari arba turėti funkcionalias iš 
Cx43 susidariusias PJ. 

– Tarp nutolusių LSCC ląstelių, kuriose yra natūralių Cx43, in vitro 
buvo pastebėti dviejų morfologinių tipų MTV: turintys vien 
F aktino bei turintys ir F aktino, ir mikrotubulių. 

– Kiekybiškai įvertintas elektrinis ryšys per MTV tarp nutolusių 
ląstelių: MTV1 paprastai buvo atviri vamzdeliai (t. y. neturėjo PJ), 
o MTV(2–5) turėjo PJ ir jų vidutinis elektrinis laidumas gerai 
koreliavo su MTV matmenimis bei labai priklausė nuo MTV 
esančių PJ funkcionalumo. 

– Kiekybiškai įvertintas MTV tarp nutolusių ląstelių pralaidumas, 
kuris priklausė nuo pernešamos medžiagos molekulinės masės ir 
krūvio bei nuo MTV esančių PJ funkcionalumo. 

– Įrodyta, kad LSCC ir HeLa ląstelės geba suformuoti MTV su 
žmogaus mezenchimos kamieninėmis ląstelėmis. 

– Atskleistas mitochondrijų ir genetinės medžiagos (DAPI žymėtų 
komponentų, siRNA/AF488) judėjimas MTV, turinčiais ir neturin-
čiais PJ, spindžiu bei aprašyti MTV spindyje susiformavę mito-
chondrijų tinklai. 

– Atskleista bei aprašyta tiesioginė genetinės medžiagos pernaša į 
nutolusias ląsteles per MTV, turinčius ir neturinčius PJ. 

2) Nustatyta, kad LSCC audiniuose egzistuoja dviejų tipų į MTV panašios 
struktūros: turinčios tik F aktino bei turinčios ir F aktino, ir mikrotubu-
lių. 

3) MTV tarp HeLa ląstelių matmenys (ilgis, skersmuo) nepriklausė nuo 
ekspresuojamo Cx tipo. Nuo ekspresuojamo Cx tipo priklausė:  
– HeLa ląstelių judrumas: HeLa ląstelės, kuriose buvo Cx36 EGFP 

ir Cx40, buvo judresnės už kitus Cx ekspresuojančias HeLa ar 
HeLa ląsteles be Cx; 

– tarp HeLa ląstelių susiformavusių MTV tankis: Cx36 EGFP ska-
tino, o Cx43 EGFP, Cx47 ir ypač Cx45 slopino MTV formavimąsi. 
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SUMMARY 
 

Abbreviations 
 

Cx or Cxs – connexin or connexins, respectively; 
EPB – epithelial bridge; 
FBS – foetal bovine serum; 
GJ or GJs – gap junction or gap junctions, respectively; 
HeLa cells – cells derived from cervical carcinoma samples of Henrietta 

Lacks in 1951. They were the first human cells that could 
grow indefinitely in vitro; 

LSCC – laryngeal squamous cell carcinoma; 
LUHS – Lithuanian University of Health Sciences; 
hMSCs – human mesenchymal stem cells; 
mRNA – messenger RNA; 
miRNA – microRNA; 
siRNA – short interfering RNA; 
TT or TTs – tunnelling tube or tunnelling tubes, respectively. 

 
INTRODUCTION 

 
Tissues of living organisms are well-organized systems of 

communicating cells. Synchronization of intercellular communication is 
essential for physiological processes in multi-cellular organisms, for 
example, it is critical during development, embryogenesis, tissue 
regeneration, cellular differentiation, cell survival, reprogramming, and 
migration, as well as for immune response or maintaining of vital functions 
and homeostasis. Moreover, direct cell-to-cell interaction is important for 
initiation and progression of pathological processes such as carcinogenesis, 
viral and bacterial infections as well as neurodegenerative and autoimmune 
diseases [157, 177]. Importance of intercellular communication by 
transferring long-term and short-term information and diversity of 
mechanisms increases with the complexity of the organisms. 

Information, nutrients, organelles or pathogens are transferred between 
cells in different ways. Direct cell-to-cell interaction is necessary for most of 
these signalling processes. It was thought until the end of the last century 
that all possible mechanisms of cell-to-cell communication are already 
discovered [99]. However, in 2004, the two major breakthroughs in this 
field were announced. First of all, a small vesicles of 30 to 90 nm in 
diameter, so called exosomes, containing instructive molecules that are 
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stored and transported inside, were described [51]. At nearly the same time, 
thin actin-based membrane structures formed between remote cells, i.e. rat 
pheochromocytoma cells, human embryonic kidney cells or normal rat 
kidney cells were discovered in vitro and named tunnelling nanotubes due 
their nano-scale size [158] as well as transient networks of membranous 
tunnelling tubes (TTs) between immune cells were observed and described 
by another independent research group [136]. These structures allow 
selective direct transfer of membranous vesicles and organelles from one 
cell to the connected one through TT [136, 158]. Subsequent studies 
revealed the presence of TTs between different cell types in vitro, including 
epithelial and immune cells [42, 56, 135, 136, 181], stem cells [139] and 
neurons [195, 222]. Cells of different types may also communicate with 
each other through membranous TT’s, i. e. heterocellular TT’s may connect 
cardiofibroblasts with cardiomyocytes [66], progenitor stem cells or 
endothelial cells with remote tumor cells [139]. Studies revealed a 
significant heterogeneity of membranous TTs morphology and functional 
features; in addition, they have been shown to support transfer of various 
components between cells over long distances and it may not only be small 
molecules such as glucose, glutathione, glutamate, cAMP, IP3, and ATP or 
ions like sodium (Na+), potassium (K+) and calcium (Ca2+) [4, 178, 202], but 
also lysosomal and intracellular vesicles with different small organelles such 
as early endosomes, endoplasmic reticulum, and Golgi complex [82, 83, 88, 
178, 195, 198] or even relatively large organelles such as mitochondria [57, 
88, 93, 116, 139]. Primary spread mechanisms in host organism for various 
pathogens including intercellular transfer of bacteria [135], most viruses, 
including human immunodeficiency virus (HIV) [82, 83, 171, 181] and 
human T-cell lymphotropic virus (HTLV) [191], as well as prions [61, 62, 
123, 195, 222] and other pathogenic proteins such as HIV 1 Nef protein 
[210], β-amyloid [61, 195], and pathological Huntington protein [36] are all 
associated with membranous TTs. Cellular migration and bacterial 
recognition are also associated with formation of membranous TTs between 
remote cells (reviewed in refs. [4, 12, 68, 88]). Thus, accumulating number 
of evidence over last decade not only indicates vital role of membranous 
TTs in development, cell reprogramming and tissues regeneration processes, 
but also their association with a variety of pathologies. It is noted that there 
is a wide range of functions performed by different types of membranous 
TTs, nevertheless some consistent patterns associated with pathogenesis of 
diseases, such as neurodegenerative diseases or cancer, are also emerging. 
Therefore, there is a well recognized need to further investigate the 
formation mechanisms and functions of different membranous TTs in order 
to understand pathogenesis, prevention and new treatment possibilities of 
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incurable or difficult to treat diseases such as various tumors, including 
glioblastomas, or neurodegenerative diseases; however, mechanisms of 
formation and functions of different TTs has not been completely elucidated 
yet. In 2012, when we started to collect data for our research, there was very 
small amount of published data about presence of TTs in tissues and no 
available information in the literature about the presence of these structures 
in humans and their role in carcinogenesis. To our knowledge, at the time of 
publication of our research data, there was only one publication available 
about the presence of TTs in human malignant tumors [110] and no data in 
the scientific literature could be found on TTs in other malignant tumors, 
including squamous cell carcinoma of the head and neck region. There was 
a lack of knowledge about presence of transfer of higher molecular weight 
materials through TTs and its mechanisms. Furhtermore, there was no 
notion nor evidence of direct genetic transmission through TTs to remote 
cells. 

Recently, it has been proposed that connexins (Cxs), in addition to their 
canonical function of composing gap junctions (GJs), play a channel-
independent role in cell adhesion, migration, division, differentiation, and 
tumorigenicity (reviewed in ref. [130]); however, the role of different Cxs 
on the ability of cells to form membranous TTs and on intercellular 
communication through TTs between remote cells as well association of 
TTs with ability of cell to move was not described. 

 
The aim of the study 

 
The aim of this research was to investigate the formation mechanisms of 

membranous TTs between human laryngeal squamous cell carcinoma 
(LSCC) cells and to describe their features as well as the role of Cxs in 
HeLa cell mobility and intercellular communication through membranous 
TTs. 
 

Objectives of the study 
 

1) To investigate the properties of membranous TTs between remote LSCC 
cells: 
– formation mechanisms of TTs, their geometry and morphology; 
– electrical properties of TTs; 
– permeability of TTs to substances of different molecular mass and 

charge; 
– to investigate possibility of LSCC and Hela cells to form 

heterocellular TTs with human mesenchymal stem cells (hMSCs); 
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2) to investigate the existence of TT-like structures in LSCC tissue; 
3) to examine the impact of exogenous Cx36, Cx40, Cx43, Cx45 and Cx47 

on mobility of model HeLa cells and formation of membranous TTs 
between them. 

 
Relevance of the research and its scientific novelty 

 
Various studies have shown different ways of formation of membranous 

TTs between remote cells and there is large diversity of their geometry, 
morphology, and survival as well as functions in physiological and 
pathological processes. Initially, description of membranous TTs in vitro in 
2004 triggered a broad discussion regarding ability of cells to form 
membranous TTs in vivo. At first, it was claimed that this property exists 
only in cells in vitro. 

Before starting to collect data for this research, including my dissertation, 
there was only limited information in literature about relevance of 
membranous TTs in carcinogenesis. Only few publications with data of in 
vitro studies using adrenal gland [158], prostate [193], colon [29] and 
glioma cells [144] are found and no data on membranous TTs in tumors in 
vivo or ex vivo, including data about TTs in laryngeal squamous cell cancer 
tissues are found. The first reports about membranous TT-like structures in 
tissues, i. e. mouse cornea and human pleural mesothelioma or 
adenocarcinoma tissues, were reported during my doctoral studies [110, 
139, 170]; however, we have described for the first time two types of 
membranous TTs containing F-actin alone or both F-actin and microtubules 
in LSCC culture and TT-like structures in tissues ex vivo as well as 5 
formation modes of membranous TTs between remote LSCC cells in vitro. 
We have also discovered and described for the first time mitochondrial 
network inside membranous TTs between remote LSCC cells. 

The electrical coupling and cargo transfer through membranous TTs 
between remote cells are not completely explored until now; therefore, we 
investigated and quantified the permeability of membranous TTs formed by 
different modes between remote LSCC or between HeLa cells expressing 
different exogenous Cxs. We have also described for the first time impact of 
different Cxs on formation of membranous TTs between remote model 
HeLa cells in vitro as well as impact of different Cxs in HeLa cells mobility. 
Furthemore, our group is the first one and for time being the only one to 
describe the possibility of direct siRNA transfer through membranous TTs 
between remote LSCC containing GJs formed by Cx43 or between remote 
HeLa cells expressing different transfected Cxs. 

International interest on our publication with data of LSCC study show  
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the relevance and significance of these data 
(https://globalmedicaldiscovery.com/key-scientific-articles/long-distance-
communication-laryngeal-carcinoma-cells/). 

 
MATERIALS 

 
Our investigations with LSCC cells were performed in accordance with 

the principles outlined in the Declaration of Helsinki and approved by 
Kaunas Regional Bioethics Committee (BE-2-34, 2007). Histologically 
confirmed LSCC tissue samples were collected in accordance with the 
protocol approved by the Institutional Review Board, Lithuanian University 
of Health Sciences (LUHS). The primary LSCC cell culture was prepared 
from part of the tumor tissue sample as described in our publication [223], 
while the second part was used for a histological examination, which 
revealed the typical properties of LSCC (Fig. 1A with insertion [223]). 
Experiments were performed on LSCC cells, which have had a natural 
expression of Cx43 and were prepared as described in our publication [223] 
and on HeLa (human cervical carcinoma, ATCC CCL-2, Manassas, VA, 
USA) cells stably transfected with Cxs fused with green or cyan fluorescent 
proteins, i. e. Cx36-EGFP, Cx40-CFP and Cx43-EGFP) or Cxs without 
fluorescent marker (Cx45 and Cx47). Stable HeLa cell lines expressing Cxs 
used in this research study were obtained in collaboration with the 
laboratory of Dr. F. Bukauskas (Albert Einstein College of Medicine, New 
York, USA). Human mesenchymal cells (hMSCs) were purchased from 
Lonza (Walkersville, MD, USA). 

Cells for experiments were grown in DMEM medium containing 10 
percent foetal bovine serum (FBS), penicillin/ streptomycin mix (100 U/ml 
penicillin and 100 μg/ml streptomycin; Gibco Laboratories). Typically, the 
cells in vitro were analyzed on the second day after passage [223, 224], after 
that, glass coverslips were transferred to an experimental chamber with 
constant flow-through perfusion mounted on the stage of the inverted 
microscope Olympus IX81 equipped with the Orca-R2 cooled digital 
camera, fluorescence excitation system MT10 (Olympus Life Science 
Europa Gmbh, Hamburg, Germany), and fluorescence imaging system 
XCELLENCE. Experiments were performed at room temperature in 
modified Krebs-Ringer solution (all solutions used are described in our 
publications [223, 224]). 



 122 

METHODS 
 
Electrical coupling between LSCC cells was investigated using the dual 

whole-cell patch-clamp technique. Electrophysiological and fluorescence 
recordings were performed simultaneously for visualization of materials 
permeability through TTs, including mitochondria, DAPI stained materials 
and siRNA transfer. Time-lapse imaging was performed for investigation of 
LSCC cells or HeLa cells mobility and TTs formation between them as well 
as for wound healing assay in the culture medium. Electrophysiological and 
fluorescence recordings as well as time-lapse imaging were most often 
combined and performed simultaneously. Cell migration analysis was 
performed by wound healing assay. Morphology of membranous TTs 
between LSCC cells or HeLa cells and expression of Cxs in LSCC cell 
culture were investigated using immunocytochemistry and fluorescence 
methods. All methods used for this research study are described in our 
publications [223, 224]. The analysis was performed using SigmaPlot 
software (Systat, Richmond, CA, USA), and averaged data are reported as 
means ± SEM. For statistical evaluation, the Student’s test was used and a 
difference was considered statistically significant when p was < 0.05. 

 
RESULTS AND DISCUSSION 

 
Properties of membranous TTs between LSCC cells in vitro 

 
Experiments were performed on endogenous Cx43 expressing LSCC 

cells between 5 to 15 passages, when they manifested high proliferation 
rates in vitro (Fig. 1C [223]) and mobility (19.4 ± 2.8 mm/h; n = 20), and 
low membrane potential (–13.7 ± 1.2 mV; n = 40). No significant 
differences in the division rate were observed between 5 to 15 passages. We 
have identified the possibility of remote LSCC cells to communicate 
directly with each other over long distances, up to 1 mm, through 
membranous TTs in vitro, we described their geometry and morphology as 
well as identified and described 5 formation modes of membranous TTs 
between remote LSCC cells in vitro. The incidence of membranous TTs 
formation was determined by counting TTs between remote LSCC cells on 
the 1.2 cm diameter coverslip with 3,564 cells (about 3,200 cells per cm2). 
We counted 136 membranous TTs formed in different ways (modes of 
formation of these TTs are described below). The thickest (up to 5 µm at the 
most narrow site) and the longest (up to 1 mm) membranous TTs in vitro 
that could be seen under low magnification were resembled epithelial 
bridges, EPBs, described by Zani [215]. They are indicated by yellow 
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arrows in Fig. 1B [223]. LSCC cells formed also much thinner (< 1 μm) and 
shorter (up to 100 μm) membranous TTs (table 1 [223]) resembling those 
first characterized by Rustom and colleagues [158]. 

F-actin and α-tubulin are essential in the formation of membranous TTs 
or epithelial bridges (EPBs) [4, 214]. F-actin is considered to be a marker of 
tunnelling nanotubes [116, 158]. Two types of membranous TTs connecting 
LSCC cells in vitro were identified by subsequent staining with phalloidin 
for identification of F-actin and anti-α-tubulin for identification of 
microtubules as described in our publication [223]: 1) type of only F-actin 
based TTs (27 percent; n = 136); and 2) type of TTs containing both F-actin 
and α-tubulin (73 percent). It is known that inhibitors of actin 
polymerization, such as cytochalazin B or D, disrupt the formation of 
membranous TTs, but they have a limited effect on already existing TTs 
[25, 177]. We have observed no network of TTs in culture of freshly seeded 
LSCC cells preincubated with latrunculin A (20 nM), another inhibitor of 
actin polymerization. Preincubation of LSCC cells possessing the already 
developed TTs network for 24 hours with colchicine (10 mM), an inhibitor 
of microtubule polymerization, resulted in a complete loss of membranous 
TTs (Fig. 1D [223]). This finding support the hypothesis that F-actin is 
important only in the initial event of TTs formation, but it is not the 
requisite in later stages of TT elongation or stabilization [197]. It is argued 
that the actin filaments even can not directly drive the protrusion, but only 
stabilize the spice generated by the membrane deformation [74]. 
Microtubules are several times more flexible than actin filaments [58]; 
therefore, it is suggested that microtubules containing membranous TTs are 
more resistant to environmental influences and have a longer lifetime [12]. 

Membranous TTs connecting LSCC cells in vitro did not contact the 
substrate (Figs. 1E–G [223]) like other membranous TTs [4, 158] or EPBs 
[214, 215] described by other researchers; however, the leading edge of 
growing lamellipodium-like extensions was usually attached to the 
substrate. Migrating cells can easily slide under the membranous TTs in 
LSCC cell culture (Fig. 7A [223]). We demonstrated that membranous TTs 
formed between LSCC cells in culture were not attached to the substrate by 
applying positive or negative pressure to the selected TT through a broken 
patch pipette (Figs. 1E-G [223]) and measuring the rise of TTs over the 
substrate (Figs. 3F, 3G, 4E, 4F, 5F and 5G [223]). 

 
Modes of the membranous TTs formation 

 
The analysis of time-lapse imaging allowed us to distinguish the 

following formation modes of membranous TTs connecting remote LSCC 
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cells in vitro: 1) TT1s were formed during cell division and subsequent 
dislodgment; 2) TT2s were formed by the extensions of rear lamellipodium 
attached to the remote cell; 3) TT3s were formed by secondary 
lamelipodium outgrowing from leading or rear lamellipodium; 4) TT4s were 
formed by the intersection of rear or secondary lamellipodium; 5) TT5s 
were formed by filopodium-like extensions or protrusions. 

The typical steps of TT1 formation are shown in Figs. 2A–D [223]. A 
mature LSCC cell round up entering mitosis and divide into 2 cells 
preserving the cell-to-cell contact through membranous TT1 during their 
dislodgement. TT1s were the longest and thickest TTs, up to 1 mm in length 
and 5 μm in diameter and they were raised above substrate. TT1s contained 
both F-actin and microtubules suggesting that these TTs might participate in 
the bidirectional transport of cargoes [11, 30, 135]. 

TT2s were formed by the extensions of rear lamellipodium and 
subsequent attachment of the protrusion to the remote LSCC cell (Figs. 3A–
G [223]). The length of TT2s was up to 500 μm and their diameter at the 
most narrow site was about 1–3 μm (table 1 [223]) and they were raised 
above substrate too. In addition to F-actin and α-tubulin, the crawling 
endings of lamellipodium usually contained also Cx43 hemichannel 
clusters, which can be utilized to form functional GJs when the membrane 
of growing protrusion comes into contact with a membrane of remote cell as 
confirmed by patch-clamp measurements (described below). 

TT3s were formed by the extensions of secondary lamellipodium 
outgrowing from leading or rear lamellipodium (Figs. 4A–F [223]). TT3s 
also contained both F-actin and α-tubulin and they were raised above 
substrate. The length of TT3s was up to 300 μm, while their diameter at the 
most narrow site was about 0.5–2 μm (table 1 [223]). TT3s also contained 
functional Cx43 GJs as confirmed by patch-clamp measurements (described 
below). 

Due to high mobility of LSCC cells in vitro, their rear or secondary 
lamellipodium extensions can intersect forming TT4s and establishing 
functional Cx43 GJs (Fig. 4G [223]) as confirmed by patch-clamp 
measurements (described below). This finding belongs exclusively to our 
research group, since this possibility of TT4s formation mode was reported 
till now exclusively by our group. Such connections can also be established 
when one of these spindling extensions reach and anchor with its crawling 
edge to the lamellipodium of the second cell. 

TT5s were the thinnest and shortest membranous TTs (table 1 [223]) 
formed between LSCC cells in vitro when cells first came into contact and, 
thereafter, moved apart or when filopodium-like protrusions (single or 
multiple) from one cell connected to the remote cell presumably by forming 
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anchoring junctions containing N-cadherin and β-catenin as identified by 
Lokar and colleges [107]. Two protrusions from the opposing remote cells 
can also find each other and form TT5s establishing functional GJs between 
their tips, where Cx43 accumulation can be seen (Fig. 4G [223]). TT5s were 
raised above substrate too, but they have had different structure than TT(1–
4)s because they were without microtubules. In most cases, TT5s are formed 
Cx43 GJs at the cell border, and their functionality was confirmed by a dual 
whole-cell patch-clamp measurement of voltage gating typical for GJs 
(described below). 

 
Electrical properties of TTs between LSCC cells in vitro 

 
Based on literature, Cx43, Cx30, and Cx26 have been identified in the 

laryngeal epithelial cancers without alterations in their expression during 
carcinogenesis [168]. Staining with specific antibodies revealed that indeed 
Cx43, Cx30, and Cx26 are expressed in LSCC cell culture and in tissues 
(Fig. 3.4.1.1 in page 46 of this dissertation); however, electrophysiological 
measurements have shown that only Cx43 could form functional GJs in 
vitro, while Cx26 and Cx30 could be found rather as membranous and/or 
intracellular clusters of hemichannels. 

Based on literature, single-channel conductance (open state / residual 
state) of human Cx26, Cx30, and Cx43 are 115–150/30, 160/27, and 90–
110/30 pS, respectively [24, 60, 127]. To check whether this also applies to 
TT(2–5)s-mediated GJs, we registered single-channel currents using the 
dual whole-cell patch-clamp technique and applying octanol 0.5 mM, a GJs 
blocker, which strongly reduced electrical coupling between cells and 
allowed to record single-channel openings. We detected only single-channel 
currents and conductances typical for Cx43 GJs (Figs. 6I and 6J [223]). The 
mean single-channel conductance of open and residual states were 94 ± 6 pS 
and 32 ± 3 pS (n = 11) for abutted cells, respectively, and 93 ± 6 pS and 
33 ± 3 pS (n = 9) for remote LSCC cells connected through TTs containing 
GJs, respectively. 

Every GJ contain usually multiple functional channels. The mean 
conductance between abutted cells was 33.6 ± 6.2 nS (n = 15), and gT 
between remote cells connected through TT(1–5)s is shown in table 1 [223]. 
The mean conductance of TT(2–5)s correlated well with their geometry 
(Fig. 6G [223]) as have been also described by other researchers [200], 
assuming that gT depends directly on TT width and depends inversely on TT 
length as well as on existence of GJ at their contact sites [198]. The 
correlation was moderate in case of TT1s (r = 0.65) (Fig. 6F, where data are 
taken from table 1 [223]) and we believe that the correlation would improve 
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if an internal diameter of TT1s were estimated instead of external one. It is 
necessary to note that gT was unrelated to geometry of membranous TT(2–
5)s containing GJs in some experiments too, because neither TT length nor 
diameter as well nor protrusion ending size determine the size of junctional 
plaque as well as the total number of GJ channels or number of functional 
GJ channels in it like in case of abutted cells. 

TT1s were typically open-ended, i. e. they did not possessed voltage 
gating characteristic of GJs (Figs. 6C and 6E upper panel [223]). TT(2–5)s 
containing GJs demonstrated voltage-gating properties (Figs. 6D and 6E 
lower panel [223]). In our experiments, about 20 percent (6 out of 32) of 
TT5s did not couple the cells electrically as it was carried out by other 
authors [200]. That may be associated with one of 3 possible reasons: 1) 
TTs were close-ended, probably involved only in cargo transport on the 
membrane or in the active vesicular transport, or pinocytosis of intracellular 
materials inside TTs; 2) GJ-dependent electrical coupling was not 
established yet in the process of de novo formation of TTs, because some 
maturation time is required for functionality of membranous TTs [63]; 3) 
GJ-dependent electrical coupling was already lost due to cell separation. 

 
Permeability of TTs between LSCC cells in vitro 

 
One of the goals of this study was to determine the permeability of 

membranous TTs formed by different modes to dyes that differ in molecular 
mass and charge. Various components were transferred between remote 
LSCC cells in vitro through TTs lumen and on TTs surface (Figs. 7C–E 
[223]). Based on literature, GJs allow the passage of molecules smaller than 
1.2 kDa [131, 173]. We checked if membranous TTs between LSCC cells 
not containing GJs permitted the passage of larger molecules. Indeed, TT1s 
were permeable to at least 3 kDa molecules, such as AF488/3000. All 
TT(1–5)s were permeable to other used dyes of lower molecular weight 
(AF350, LY, and DAPI), and permeability strongly depended on the net 
charge of the dye (summary of the TTs permeability properties is presented 
in table 1 [223]). Mean permeability of TT(2–5)s to fluorescent dyes 
correlated with their mean electrical conductance. 

Mechanisms of cargo transfer through TTs are yet not full established. 
Based on literature, luminal transfer mechanism is associated with actin 
binding motor protein myosin Va [55]. Organelles and vesicles are 
transported it this way. We observed not only individual mitochondrias 
inside TT(1–4)s, but even a dense mitochondrial network (Fig. 7B [223]). 
However, we failed to detect mitochondria in TT5s. Our finding contributes 
to data of other researchers and may indicate that mitochondrial transfer 
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trough TTs between remote LSCC cells is associated with microtubules and 
may be bidirectional. Based on literature, bidirectional mitochondrial 
transfer could be detected only within thick, but not in thin (nano scale size) 
membranous TTs [45, 110, 135] including heterocellular TTs [143]. Our 
pioneering finding about mitochondrial networks inside membranous TTs is 
very important because it show possible mechanisms of physical energy and 
direct signal transmission between remote cells [169] and this may be 
another new possible treatment option [15, 76, 117, 148].  

We observed extremely small, 1 to 2 μm in diameter, DAPI-stained 
vesicles in TT(1–4)s between remote LSCC cells (Fig. 7D [223]). These 
vesicles resemble DAPI-stained mitochondrial DNA detected in human 
osteosarcoma cell bodies [113]; however, the diameter of nucleoids with 
mitochondrial DNA is about 99 nm, i. e., much smaller than that of vesicles 
shown in Fig. 7D [223]. Even agglomerates of several nucleoids do not 
exceed 300 nm in diameter [95]. We assume that these microvesicles may 
contain mRNA or miRNA, suggesting a possible direct transfer of nuclear 
materials through membranous TTs between remote cells. 

We performed fluorescence imaging experiments using control siRNA 
conjugated with Alexa Fluor-488 (siRNA/AF488) to verify if siRNA can be 
directly transported between remote LSCC cell via TTs containing or not 
containing GJs. Evidence of siRNA/AF488 transfer through TT2 is 
demonstrated in Figs. 8A–F [223]. In addition, we performed similar 
experiments using octanol (0.5 mM; 15 min), GJs blocker, to confirm 
possible siRNA/AF488 transfer through TTs containing GJs during the 
process of dye accumulation in the cell-2. Octanol arrested siRNA/AF488 
accumulation in the cell-2, which was reinitiated after the washout of GJs 
blocker (Fig. 8F [223]). Due to high molecular weight and net negative 
charge, the accumulation of siRNA/AF488 in the target cell was much 
slower than that of other fluorescent dyes used. In cases of TT1, PT was 
3.4 ± 0.7 x 10–12 cm3/s (n = 4) and, in case of TT2, 5.0 ± 1.1 x 10–13 cm3/s 
(n = 6) (summary of permeability properties is presented in table 1 [223]). 
Subsequent experiments with HeLa cells confirmed the possibility of 
siRNA/AF488 transfer through membranous TTs containing GJs and 
showed that the transfer of siRNA/AF488 depends on Cx expression (see 
our publication [224]). 

Permeability of Cx43 GJ channels to siRNA and miRNA transfer 
between adjacent cells have been described by many investigators [20, 86, 
90, 104, 188, 207]; however, the transfer of siRNA trough membranous TTs 
containing Cx43 GJs and the impact of different Cxs on this transfer 
reported in our study has not been described elsewhere. 
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Membranous TTs-like structures in LSCC tissues 
 
To date, only few publications about the existence of TTs-like 

membranous structures in tissues have been published. TTs-like structures 
were identified in the mouse corneal stroma [33], neonatal rabbit during 
nephron induction between mesenchymal and epithelial stem cells [125], 
specimens of human pleural mesothelioma and adenocarcinoma [110], and 
between migrating cells of human ovarian cancer explant cultures [139]. 

To determine whether TTs like membranous structures exist not only 
between LSCC cells in vitro but also in tissues, we analyzed samples taken 
from 6 patients with LSCC diagnose. In tissue sections ex vivo stained with 
phalloidin and anti-α-tubulin, we identified 2 types of structures like in the 
cell culture: first one, up to 1 μm in diameter and up to about 100 μm in 
length with solely F-actin threads spanning the entire length of structure 
(Figs. 9A–D [223]), which could be attributed to TT5s found in vitro; other 
structures were longer, up to 300 μm, and thicker, about 2–3 μm, with co-
localizing both cytoskeleton components, F-actin and α-tubulin (Figs. 10A–
D [223]). Moreover, in this case, mitochondria could as well be seen too co-
localizing with F-actin (Fig. 10E [223]). Such structures could be attributed 
to membranous TT(1–4)s found in vitro. Unfortunately, in both cases, it was 
problematic to quantitatively assess the geometry of TTs as we did in the 
cell culture because 25 μm tissue sections rarely contained entire and intact 
TTs. 

 
The impact of different Cxs on formation of membranous TTs and 

mobility properties of HeLa cells in vitro 
 
Experiments with HeLa wt cells and HeLa cells stably transfected with 

Cx36-EGFP, Cx40-CFP, Cx43-EGFP, Cx45, or Cx47 were carried out to 
examine the impact of different Cxs on the formation of membranous TTs 
and mobility properties of cells studied. HeLa wt cells without transfection 
were used as control. We have identified open-ended, close-ended, and GJs 
containing intercellular membranous TTs (formation frequency ratio 1:2:4, 
respectively) of various diameters (ranging from < 200 nm to > 2 μm) and 
length (up to 70 μm) between remote HeLa cells in vitro (Figs. 1A–C 
[224]). These membranous TTs were raised above the substrate; however, 
the leading edges of lamellipodium-like extensions were usually attached to 
the substrate and participated in cell mobility and TTs formation processes. 
They were involved in components transport either inside the membranous 
TTs or along their outer membrane (indicated by arrows in Figs. 1E–F 
[224]). None of Cxs isoform affected the geometry of TTs between remote 
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HeLa cells; however, the number of TTs calculated per 1 mm2 was 
significantly higher between HeLa cells expressing Cx36-EGFP and lower 
between cells expressing Cx43-EGFP, Cx45, and Cx47 compared with 
HeLa wt cells (table 1 and Fig. 3 [224]). We identified 2 types of 
membranous TTs between HeLa wt cells or different Cx-expressing HeLa 
cells: TTs containing only F-actin or TTs containing both F-actin and α-
tubulin (F-TTs and Fα-TTs, respectively, in Figs. 2A–G [224]). On average, 
HeLa cells formed 17 percent and 83 percent of F-TTs and Fα-TTs, 
respectively. This proportion was not affected by Cxs expression. Cells 
expressing different Cxs were able to form TTs with clusters of respective 
Cxs at the membrane interface with the remote cell (Figs. 2G and 2g [224]). 

The mobility properties of different Cx-expressing HeLa cells in vitro 
were tested by the wound healing assay (Figs. 5A and 5B [224]). 
Occupation of the scraped area by Cx36-EGFP- and Cx40-CFP-expressing 
HeLa cells was faster compared with HeLa wt cells or Cx43-EGFP-, Cx45-, 
and Cx47-expressing HeLa cells; however, there were no statistically 
significant differences between HeLa wt cells and Cx43-EGFP-, Cx45-, or 
Cx47-expressing HeLa cells. The percentage of the occupied scraped area 
after 12 h was as follows: in HeLa wt cells culture, 42.8 ± 6.0 percent; HeLa 
Cx36-EGFP, 69.6 ± 5.4 percent; HeLa Cx40-CFP, 68.3 ± 6.7 percent; HeLa 
Cx43-EGFP, 29.7 ± 1.1 percent; HeLa Cx45, 29.0 ± 2.4 percent; and in 
HeLa Cx47 cells, 35.3 ± 3.3 percent. 

 
Heterocellular membranous TTs in vitro 

 
HeLa cells with exogenous Cx43 expression and LSCC cells with natural 

Cx43 expression could form membranous TTs containing functional Cx43 
GJs with mesenchymal stem cells in vitro (Fig. 3.7.1 in page 64 of this 
dissertation). Functionality of these GJs was confirmed using patch-clamp 
method. This finding could be beneficial in solving some problems 
associated with new treatment possibilities. The specific gene inhibition is 
one of these promising new therapies for neurodegenerative diseases and 
malignancies; however, the insertion of exogenous siRNA into the target 
cell in vivo is the major problem [20]. This problem may be dissolved by 
using the human mesenchymal stem cell (hMSC) based siRNA delivery 
system for repair of injured and diseased tissues and to treat cancer [9, 13], 
because hMSC cells are not immunogenic [120], they exihibit high 
proliferative potential, express Cx43, and they may form membranous TTs 
containing functional GJs with remote tumor (HeLa and LSCC) cels. 
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CONCLUSIONS 
 

1) We have demonstrated and described the ability of LSCC cells to form 
membranous TTs and properties of membranous TTs: 
- Five formation modes of membranous TTs in vitro were 

identified and described. 
- The ability of LSCC cells to directly communicate over long 

distances (up to 1 mm) through TTs of various diameter and 
length was shown and described. These TTs can be open-ended, 
close-ended or containing functional GJs. 

- In vitro, we have identified two morphological types of 
membranous TTs between remote LSCC cells with natural Cx43 
expression: F-actin rich only or containing both F-actin and 
microtubules. 

- We provided quantitative assessment of electrical coupling 
through TTs between remote LSCC cells. TT1s were ussually 
open-ended, i. e. they did not have GJs. The mean electrical 
conductances through TT(2–5)s correlate well with their 
geometry as well as was dependent on GJs functionality. 

- We provided quantitative assessment of permeability of 
membranous TTs between remote LSCC cells. The permeability 
was dependent on molecular mass and charge of cargo, but also 
on GJs functionality. 

- We have demonstrated transfer of mitochondrias and a dense 
mitochondrial network inside membranous TTs. 

- We have demonstrated the ability of LSCC and HeLa cells to 
form heterocellular TTs with human mesenchymal stem cells. 

- We have demontrated and described a direct tranfer of genetic 
material (DAPI stained components, siRNA-AF488) between 
remote cells through TTs containing and not containing GJs. 

2) We identified two types of TTs-like structures in LSCC tissues: one 
type containing only F-actin and secound type containing both F-actin 
and microtubules. 

3) None of tested Cxs type affected geometry, i. e. length or diameter of 
TTs between remote HeLa cells. Cx expression affected: 
- mobility of HeLa cells: Cx36-EGFP- and Cx40-CFP-expressing 

HeLa cells demonstrate better mobility properties, compared 
with HeLa cells expressing other Cxs tested or HeLa wt cells.  

- density of TTs network: Cx36EGFP promotes while Cx43EGFP, 
Cx47 and especially Cx45 inhibit formation of TTs. 
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PADĖKA 
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įvairiapusę pagalbą visų doktorantūros studijų metu, kartu patirtą atradimų 
džiaugsmą ir išgyvenimus ruošiant publikacijas. Ypač ačiū kolegėms 
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dr. Ievai Antanavičiūtei, kurioms padedant, pavyko greičiau suvokti tyrimų 
metodų subtilybes. Dėkoju LSMU Ausų, nosies ir gerklės ligų klinikai už 
pateiktą medžiagą, iš kurios buvo pagamintos pirminės LSCC ląstelių 
linijos, bei Anatomijos instituto darbuotojams, ypač dr. Kristinai Rysevaitei-
Kyguolienei už pagalbą tiriant audinių preparatus. Dėkoju LSMU Mokslo 
fondui už paramą doktoranto moksliniams tyrimams. Dėkoju šeimai už 
suteiktą galimybę studijuoti ir didžiulį palaikymą, kurį jaučiu kiekvieną 
dieną. 

 


