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SANTRUMPOS

a-SMA — alfa lygiyjy raumeny aktinas (angl. Alfa Smooth Muscle Actin)

Akt — baltymy kinazé B (angl. protein kinase B)

AMH - Antimiulerinis hormonas

ANGPT - angiopoetinas

bFGF — bazinis fibroblasty augimo veiksnys (angl. basic fibroblast growth
factor)

CASP3 — kaspazé 3

CED - ciklofosfamido ekvivalentiné dozé

CYP19 — citochromo P450 aromatazé

COLL - kolagenas

Ct — amplifikacijos ciklas, kurio metu PGR kreivé kerta foninés
fluorescencijos slenkstj

CTGF - jungiamojo audinio augimo veiksnys (angl. connective tissue growth
factor)

d0 / d7 — nuliné / septinta in vitro eksperimento diena

DMSO - dimetilsulfoksidas

DPBS — Dulbecco buferinis drusky tirpalas (angl. Dulbecco’s phosphate-
buffered saline)

EGF — epidermio augimo veiksnys (angl. epidermal growth factor)

EPO — eritropoetinas

FBS — fetalinis verSelio serumas (angl. fetal bovine serum)

FN — fibronektinas

FOXL2 — transkripcijos veiksnys forkhead box L2

FoxO — forkhead box baltymas O (angl. forkhead box O)

FSH — folikulus stimuliuojantis hormonas

G-CSF — granulocity kolonijas stimuliuojantis veiksnys (angl. granulocyte
colony-stimulating factor)

GDF9 — augimo diferenciacijos veiksnys 9 (angl. growth differentiation factor
9)

GL — grudétosios lastelés (angl. granulosa cells)

GnAH — gonadotroping atpalaiduojantis hormonas

HIF1 — hipoksijos sukeltas veiksnys 1 (angl. hypoxia-inducible factor I)
HMG - Zmogaus menopauzinis gonadotropinas (angl. Auman menopausal
gonadotropin)

HKLT - hematopoetiniy kamieniniy lasteliy transplantacija (angl.
hematopoietic stem cell transplantation)

HRP — krieny peroksidazé (angl. horseradish peroxidase)



IGF1 — i insuling panasus augimo veiksnys (angl. insulin-like growth factor
1)

IKR — interkvartilinis regionas

IVF — in vitro apvaisinimas (angl. in vitro fertilization)

IVM — in vitro brandinimas (angl. in vitro maturation)

JAV — Jungtinés Amerikos Valstijos

KA - kiaus$idés audiniai

kaSL — kiausidés audinio stromos lastelés

KEGG - Kioto geny ir genomo enciklopedia (angl. Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes)

LDH - laktato dehidrogenazé

LH — liuteinizuojantis hormonas

LOX - lisiloksidazé

MOPS — 3-(N-morfolino) propano sulfoniné rtgstis

NAC — N-acetilcisteinas

NOPHO - Siaurés 3aliy pediatrinés hematologijos ir onkologijos draugija
(angl. Nordic Society of Pediatric Hematology and Oncology)

NVI — Nacionalinis véZio institutas

OT — optinis tankis

PI3K — fosfatidilinositolio-3-kinazé (angl. phosphatidylinositol-3-kinase)
PJS — paaugliai ir jauni suaugusieji

PRDX — peroksireduksinas

ROS - reaktyvios deguonies formos (angl. reactive oxygen species)

SCF — kamieniniy lasteliy veiksnys (angl. stem cell factor)

SEM - standartiné vidurkio paklaida (angl. standard error of mean)

SN — standartinis nuokrypis

SOD - superoksido dismutazé

TBS — TRIS druskos buferis

TL — teka lastelés (angl. theca cells)

VEGF - kraujagysliy endotelio augimo veiksnys (angl. vascular endothelial
growth factor)

VU GMC — Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centras

VULSK - Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikos

ZSA — zmogaus serumo albuminas



[VADAS

Jauno amziaus asmeny, serganciyjy onkologinémis ligomis, palaipsniui vis
daugéja nuo 1950-yjy. Kasmet pasaulyje, manoma, yra diagnozuojama apie
1,300,000 naujy atvejy paaugliy ir suaugusiyjy iki 39-iy mety asmeny
(Hughes et al., 2024), kuriy net 85 % isgyvena (Keegan et al., 2024). Véziu
serganciy asmeny gydymui gali biiti naudojami medikamentinis, spindulinis
ir chirurginis metodai, kauly Ciulpy transplantacija (Kim et al., 2018), taciau
toks gydymas daznai pazeidzia ar sunaikina ne tik vézines, bet ir sveiky
audiniy lasteles. Déka naujausiy vézio gydymo budy, Siy pacienty
iSgyvenamumas ilgéja (Silber et al., 2016; Gertosio et al., 2018; Kim et al.,
2018), bet daznai d¢l chemoterapijos ar radiacijos poveikio lieka paZeisti
reprodukciniai audiniai (Gertosio et al., 2018), todél asmenys, jauname
amziuje persirge véziu, daznai tampa dalinai ar visiskai nevaisingi (Stukaite-
Ruibiene et al., 2021), o dél nuolatinés psichologinés jtampos ir
nepilnavertiSkumo jausmo, blogéja jy gyvenimo kokybé (Logan et al., 2019).
Pries skiriant gonadotoksinj gydyma, svarbu informuoti pacientus ar jy tévus
apie vézio terapijos pasekmes vaisingumui, kad jie galéty priimti
savarankiskus sprendimus dél savo ar savo vaiky reprodukcinés sveikatos
ateityje (Sullivan-Pyke et al., 2018; Anazodo et al., 2019; Zobielaité et al.,
2022). Konsultacijy metu, kartu su reprodukcinés medicinos specialistais,
turéty biuti aptartos bei rekomenduojamos vaisinguma i$saugancios
technologijos (Oktay et al., 2018; Logan et al., 2019).

Pasaulyje yra patvirtinti ir rekomenduojami skirtingi vaisingumo
i§saugojimo metodai, priklausomai nuo paciento amziaus, ligos tipo ir jos
atsinaujinimo tikimybés (Gertosio et al., 2018). Lytinés brandos
nesulaukusioms pacientéms, yra taikomas lytiniy liauky ekranavimas ar jy
transpozicija (Oktay et al., 2018). Lytinés brandos sulaukusioms pacientéms
taikomas kiauSialgsCiy arba embriony uzSaldymas. Taciau Sie metodai
reikalauja vézio gydymo atidéjimo bent keletui savaiciy, kol bus subrandintos
kiausialgstés hormoninés stimuliacijos metu. Taip pat stimuliacija hormonais
galima tik esant tam tikroms vézio lokalizacijoms (Mufioz et al., 2016). Nors
kiausidziy audinio (KA) uzsaldymas, kuris nereikalauja gydymo atidéjimo,
lytinés brandos sulaukusioms pacientéms taikomas beveik visame pasaulyje
ir yra patvirtinta vaisingumo i$saugojimo technologija (Practice Committee of
the American Society for Reproductive Medicine, 2019), tais paciais metais
Lietuvoje tik pradéti pirmieji eksperimentiniai tyrimai su uzSaldytu KA
(Gudleviciené et. al., 2020). Lytinés brandos nesulaukusioms pacientéms KA
uzsaldymo taikymas vaisingumo i$saugojimo tikslais yra eksperimentingje
stadijoje visame pasaulyje (Mulder ef al., 2021).



Pirmasis uzsaldyto moters KA transplantacijos eksperimentas atliktas
daugiau nei prie$ du deSimtmecius (Oktay et al., 2000). KA retransplantacija
remisijos periodu yra taikoma daugelyje pasaulio Saliy moterims, sergancioms
solidiniais navikais, pavyzdziui, kriities véziu (Bastings et al., 2013). Irodyta,
kad sergant Sios lokalizacijos véziu, rizika kartu retransplantuoti navikines
lasteles yra vidutiné (Grubliauskaité et al., 2023a), tad bitina nustatyti
patikimus Zymenis, leidziancius jvertinti piktybiniy lgsteliy buvimg audinyje.
Hematologiniy naviky atveju piktybinés Igstelés dar lengviau gali infiltruoti
reprodukcinj audinj, todél retransplantacija pasizymi didele rizika sukelti ligos
recidyva (Practice Committee of the American Society for Reproductive
Medicine, 2019; Grubliauskaité et al., 2023a). Sioms pacientéms
retransplantacija néra rekomenduojama, tad joms ateityje galéty biiti taitkomos
eksperimentinéje stadijoje esancios atSildyto audinio ar jo komponenty
brandinimas in vitro (angl. in vitro maturation, IVM) pavieniui ar dirbtinés
kiausidés modeliuose (Muiioz et al., 2016; Oktay et al., 2018).

Aktualumas

2020 metais Europos Komitetas paskelbé ,,Europos Horizonto* misijas,
kuriy viena — misija VEZYS. Europos kovos su véZiu plano tikslas — iki 2030
mety iSgelbéti daugiau nei 3 milijonus véziu serganciy zmoniy, prailginti jy
gyvenimo trukme ir pagerinti Siy asmeny gyvenimo kokybe
(https://europoshorizontas.lt/). Gyvenimo kokybés gerinimas numatomas ne
tik ligos eigoje, bet ir pasiekus remisija, tad neatsiejamai vienas i§ gyvenimo
kokybes rodikliy yra reprodukcinis potencialas — vaisingumas. I$gyvenusieji
susiduria su gyvenimo kokybés sumazéjimu tiek fiziologinéje, socialingje,
psichologinéje ir dvasingje gerovése, kurioms, jau seniai jrodyta,
vaisingumas, bendra fizin¢ buklé, viltis sukurti Seimg ir romantiniai santykiai
daro jtakg (Muiioz et al., 2008). Taciau pacienty ar nepilnameciy vaiky tévy
apklausy rezultatai rodo, jog jie néra pakankamai konsultuojami apie
vaisingumo i§saugojimo galimybes bei jie susiduria su ziniy tritkumu (Omani-
Samani et al., 2021; Zobielaité¢ et al., 2022). Harmonizuoty vaisingumo
iSsaugojimo  gairiy, apimanciy konsultavimg, nevaisingumo rizikos
stratifikavimg ir vaisingumo i$saugojimo metody rekomendacijas, jtraukimas
i kliniking praktika, galéty iSspresti ne tik Sias problemas, bet ir palengvinti
gydytojams tenkancig konsultacijy naSta (Mulder et al., 2021, Asadi-
Azarbaijani et al., 2024).

Nustacius vézio diagnozg, vaisingumo iSsaugojimas tampa opi
problema — laiko stoka prie§ pradedant gonadotoksinj gydyma ir rizika
susijusi su hormonine stimuliacija, o ir stimuliacijos metu subrandintos
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kiausSialastés néra tokios atsparios Zemai temperatiirai (Gertosio et al., 2018).
Kita galima vaisingumo i$saugojimo strategija — embriony uzSaldymas, taciau
vaisingumo i$saugojimas aktualus ir jaunoms moterims, paaugléms bei
mergaitéms, kurios daznai dar neturi gyvenimo partnerio (Oktay et al., 2018).
Mokslininky darbai leidzia teigti, kad reprodukcinio audinio uzsaldymas gali
padéti iSspresti Sig problemg. Audinys gali biiti paimamas tos pacios
operacijos, kai yra Salinamas navikas, metu. UzSaldomas KA su jame
esanciais nesubrendusiais folikulais ir kiauSialgstémis, todél néra reikalinga
papildoma stimuliacija hormonais ir neprarandamas gydymui svarbus laikas
(Mufioz et al., 2016). Taip pat, nebrandzios kiauSialgstés audinyje yra
atsparesnés zemos temperatiiros poveikiui. Esant poreikiui, audinys gali buti
atSildytas ir retransplantuotas atgal | organizmg arba panaudotas folikuly
i§skyrimui ir dirbtiniy kiausidziy konstravimui ar brandinimui in vitro. Norint
taikyti naujausias vaisingumo iSsaugojimo strategijas, reikia optimizuoti
transplantacijos bei folikuly iSskyrimo protokolus, gilinti folikuly vystymosi
bei kiausSidéje vykstan¢iy procesy supratimg. Nors procediry eiga aiski,
klausimy dél saugumo yra dar daug, o jy sprendimui jungiasi viso pasaulio
reprodukcinés krypties tyréjai.

Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas: iSvystyti saugias vaisingumo atkfirimo strategijas vertinant
reprodukciniy audiniy transplantacijos in vivo, aktyvacijos in vitro ir dirbtiniy
kiausidziy konstravimo modelius.

Darbo uzdaviniai:

1. Ivertinti reprodukciniy audiniy, uzSaldyty ir saugoty ilgiau nei 5
metus, geb&jima islaikyti jy gyvybinguma bei struktiiros vientisuma atliekant
ksenotransplantacijos ir molekulinius tyrimus;

2. Nustatyti in vitro ir kraujagysliy endotelio augimo veiksnio A bei
antioksidanto rutino derinio poveikj kiauSidés audiniy ksenotransplantacijai ir
geny, susijusiy su audinio vientisumu, folikulogeneze bei pazaidomis, raiskos
pokycCiams;

3. Konstruojant skirtingus dirbtinés kiausidés modelius, jvertinti Zemos
vystymosi stadijos (uzuomazginiy ir tarpiniy) folikuly aktyvacijos ir brendimo
iki aukstesnés stadijos folikuly potencialg kulttiroje in vitro;

4.  Atlikus apklausg jvertinti vaisingumo prieZiiirg ir i§saugojimo metody
taikymg Siaurés ir Baltijos $aliy regione véZiu sergantiems pacientams iki ir
po lytinés brandos.
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MOKSLINIS NAUJUMAS

Sio darbo naujumas apima reprodukciniy audiniy $aldymo, transplantacijos,
molekuliniy tyrimy, lytiniy lasteliy brandinimo in vitro ir dirbtinés kiausidés
konstravimo biotechnologijy vystymag bei jdiegima Lietuvoje. Taip pat,
papildomai §io darbo metu buvo jvertinta ir apibendrinta gairiy bei taikomy
vaisingumo i§saugojimo strategijy situacija Siaurés ir Baltijos 3aliy
onkologijos centruose.

Sio doktorantiiros darbo rémuose buvo atliekamas biomedicininis
tyrimas, kurio metu buvo tikrinamas léto KA Saldymo protokolas, kuris, pagal
literattirg ir pirmuosius audinio Saldymo tyrimus 2014 mety pradzioje, gali
i$saugoti audinio gyvybinguma. Todé¢l Sio tyrimo tikslas buvo jvertinti pirma
kartg Lietuvoje surinkty, 1étai uzsaldyty / greitai atSildyty zmogaus KA, skirty
ateities retransplantacijai, gyvybinguma, bendra kokybe ir sauguma, taikant
Siuolaikinius biotechnologiniy tyrimy metodus. Misy rezultatai parodé, kad
létas uzsaldymas yra efektyvus biidas Saldyti KA, kuris nesukelia Zalingy
audinio pazeidimy. Parodéme, kad 5-iy savaiciy audinio ksenotransplantacijos
tyrimas su imunodeficitinémis pelémis galéty biiti pakeistas laikui neimliais
histologiniais, imunohistocheminiais ar molekuliniais tyrimais. Negana to,
atlikti molekuliniai miRNR raiSkos tyrimai, leido nustatyti krtties navikinio
audinio miRNR raiskos profilj (identifikuotos miRNR, i§ Human Breast
Cancer miScript miRNA PGR gardeliy, kuriy raiSkos padidéjimas ar
sumaz¢jimas buidingas tik kriities navikiniam audiniui), kuriuo remiantis biity
galima daryti prielaidas ar KA, paimtas iS kriities véziu sergancios moters, yra
saugus retransplantacijai. Nors papildomi patikrinimo tyrimai dar reikalingi
siekiant jrodyti $io metodo patikimuma, taikant §] miRNR raiskos profilj
iSanalizuoti didesnj skaiciy navikiniy kraties bei KA audiniy, pradiniai
rezultatai rodo, toks metodas galéty biiti sékmingai taikomas klinikingje
praktikoje ateityje pries KA retransplantacija.

Taip pat, musy atlikto tyrimo metu pirma kartg iSmégintas zmogaus KA
in vitro aktyvavimas, praturtinant mitybing terp¢ VEGF-A veiksniu ir
antioksidantu rutinu, prie§ ksenotransplantacijg, siekiant pagerinti audiniy
revaskuliarizacijos procesa, sumazinti audinio struktlirinius pakitimus bei
oksidacinio streso sukeltas pazaidas ir i§saugoti kuo daugiau uzuomazginiy ir
besivystanciy folikuly. Taciau pradiniai rezultatai parode, jog Siy komponenty
pridéjimas neturéjo reik§mingos jtakos ilgalaikei ksenotransplantacijai.

KA Saldymas ir retransplantacija remisijos metu néra taikomi
pacientéms, kurioms nustatyta didelé navikiniy lasteliy metastazavimo rizika,
dél galimybés sukelti ligos atsinaujinimg. Viena i§ galimy strategijy Siai
problemai spresti — dirbtinés kiausidés konstravimas, t.y. panaudojus pradinés
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vystymosi stadijos folikulus, iSskirtus i§ uzsaldyto KA, somatines KA Iasteles
ir karkasa, sukonstruoti 3D struktiiras. Sio tyrimo metu gauti rezultatai parode,
kad net somatiniy menopauzinio KA lgsteliy jtraukimas konstruojant dirbting
kiauside tur¢jo teigiamg poveikj uzuomazginiy ir tarpiniy folikuly augimui,
kokybei, vystymuisi ir brestanciy folikuly hormony sekrecijai kulttiroje in
vitro. Tokie sékmingi uzuomazginiy folikuly aktyvacijos ir subrandinimo iki
antriniy folikuly rezultatai, publikuoti pirma karta, rodo, kad metodas gali buti
efektyvus tobulinant pagalbinio apvaisinimo technologijas ir vaisingumo
i§saugojimo strategijas onkologinéms pacientéms.

Atlikus KA uz8aldymo ir atSildymo, KA ksenotransplantacijos tyrimus,
folikuly brandinimo in vitro eksperimentus ir jvertinus Siy procediiry
sauguma, patikimuma bei galimas rizikas, bus paruostos technologijos, kurios
leis pradéti naujg reprodukciniy audiniy regeneracinés medicinos srit]
Lietuvoje. Siuo metu léto KA uz$aldymo technologija jau taikoma net tik
Nacionaliniame vézio centre, bet ir Vilniaus universiteto ligoninés Santaros
klinikose onkologiniy pacienc¢iy vaisingumo i$saugojimui. Patvirtinus saugias
KA léto uzsaldymo / greito atSildymo ir retransplantacijos technologijas, bus
pasiektas ir kitas svarbus tikslas — pradétos rengti vaisingumo i$saugojimo
gairés, atitinkancios tarptautines rekomendacijas, kurios bus taikomos visoje
Lietuvoje. Atliktas Siaurés-Baltijos regiono vaiky onkologijos centry
apklausos tyrimas atskleidé¢, jog ne tik kad ne visos Salys turéjo vaisingumo
i§saugojimo nacionalines gaires (tarp jy ir Lietuva) 2022 metais, bet ir poreikj
atnaujinti turimas rekomendacijas tose Salyse, kuriose nacionalinés gairés yra
patvirtintos, siekiant standartizuoti vaisingumo priezilirg ir pacienty gyvenimo
kokybés gerinimg regione.

Sio darbo rezultatai suteikia ne tik teoriniy jzvalgy, bet ir praktiniy
jrodymy 1éto KA uzSaldymo metodo pritaikomumui klinikingje praktikoje.
Didziausia $io darbo nauda — pradétas Sios technologijos taikymas vaikams ir
paaugléms mergaitéms iki lytinés brandos, kuriy onkologiniy ligy gydymas
yra ypac agresyvus, o lytinés lastelés jy organizme dar nesubrendusios.

Ateityje KA wuZzSaldymo, ilgalaikio saugojimo, retransplantacijos ir
lytiniy lgsteliy brandinimo technologijomis in vitro galéty buti panaudojamos
ne tik véziu sergantiems, bet ir sudétingas traumas (pavyzdziui, stuburo)
patyrusiems asmenims bei asmenims, kurie nori susilaukti vaiky vyresniame
amziuje ar nutolinti menopauzg.
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GINAMIEJI TEIGINTAI

1. Kiausidés audinio létas uzSaldymas ir ilgalaikis saugojimas
zemoje temperatiiroje yra efektyvi strategija reprodukcinio amziaus
onkologiniy pacienc¢iy vaisingumui i$saugojimui.

2. In vitro kiausidés audinio aktyvacija (standartinés mitybinés
terpés sudéties praturtinimas augimo veiksnio VEGF-A ir antioksidanto rutino
deriniu) prie§ ksenotransplantacijg, pagerina audinio revaskuliarizacijos
procesus, sumazina audinio struktirinius pokycius bei oksidacinio streso
sukeltas pazaidas, iSsaugodamas daugiau uZuomazginiy ir besivystanciy
folikuly.

3. Kiausidés audinio stromos lgsteliy jtraukimas j dirbtinés
kiausidés modelj, padeda subrandinti pradinés vystymosi stadijos folikulus iki
antriniy folikuly, iSaugant jy gyvybinguma, kokybe ir funkcijas in vitro.

4. Siaurés $aliy pediatrinés hematologijos ir onkologijos draugijos
nariy vaisingumo i$saugojimo atrankos kriterijai ir konsultavimas onkologijos
centruose skiriasi, priklausomai nuo paciento amziaus, brandos, planuojamo
taikyti gydymo bei vaisingumo iS§saugojimo metodo.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Kiaus$idés audinio sandaros dinamika ir priesvézinio gydymo poveikis

Moters vaisingumas yra neatsiejamas nuo normaliai funkcionuojanciy
kiausidziy ir jose esanciy kiauSialgs¢iy. Subrendusios moters kiausidés yra
sudétingas ir dinamiskas organas, sudarytas i§ daugybés lasteliy tipy, kurios
uztikrina kiausidése homeostaze, hormony gamyba ir kiausialgs¢iy brendima.
Kiausidés audinj galima suskirstyti j iSoring — Zieving — bei viding — Serding —
dalis. Kiekviena jy sudaryta i§ skirtingy stromos lasteliy tipy, taciau
pagrindinis skirtumas yra tai, jog Zieviniame sluoksnyje (~ 1 mm nuo iSorinés
zonos) iSsidéste ramybés biisenoje esantys folikulai, o Serdyje dominuoja
kraujagyslés ir brestantys folikulai (Wagner et al., 2020).

MoteriSkos lyties embriono vystymosi metu, lytinés lgstelés dauginasi ir
20-g gestacijos savait¢ pasiekia didziausig skaiCiy (6—7 milijonus). Dél
atrezijos, §is skaiCius mazéja iki 1 milijono ramybés biisenoje esanciy folikuly
gimimo metu ir iki 400 000 sulaukus lytinés brandos. Toks baigtinis folikuly
skaiCius yra apibréziamas kaip kiausidziy rezervas, kuris ir toliau mazéja
kiekvieno menstruacinio ciklo metu, iki kol pasiekiama menopauzé (Wallace
etal., 2010).

Anks' 0 osios GL

I5orinés GL

ploks¢iomis GL; (b) pirminis folikulas su uZzuomazginémis GL; (¢) ankstyvasis
antrinis folikulas su uzuomazginémis GL; (d) vélyvasis antrinis folikulas su
ankstyvosiomis TL ir GL; (e) Grafo folikulas su diferencijavusiomis GL; (f) Grafo
folikulo diferencijavusios TL; (g) geltonkiinis su skirtingais TL ir GL tipais. Mastelis
a-d/f, e ir g yra 10 pm, 100 pm ir 50 pm, atitinkamai. GL — griidétosios lastelés, TL —
teka Iastelés. Adaptuota pagal Fan ir Chuva de Sousa Lopes, 2021. Licencija CC-BY
4.0.
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Ramybeés biisenoje esantys folikulai yra uzuomazginiai folikulai, sudaryti
i$ kiausialastés, kuri apsupta ploksc¢iyjy griiddétyjy lasteliy (GL) (1.1 pav., a),
ir tarpiniai folikulai, kurie turi bent vieng ploksc¢iaja GL diferencijavusia |
kuboiding ankstyvaja GL. Kai visos folikulo ploksc¢iosios GL diferencijuoja i
ankstyvasias GL, toks folikulas tampa auganciu pirminiu folikulu (1.1 pav.,
b), kuris i§ KA Zievinés dalies juda link maziau tankios Serdinés dalies
(Wagner et al., 2020). Antriniam folikului budinga keli sluoksniai ankstyvyjy
GL, iSsidesCiusiy aplink kiauSialgste, bei aplinkui besitelkiancios
ankstyvosios teka Igstelés (TL) (1.1 pav., c-d). Toks folikulas auga toliau ir,
suformaves antraling piislele su diferencijavusiomis iSorinémis ir kumuluso
GL (1.1 pav., e) bei iSorinémis ir vidinémis TL (1.1 pav., f), yra vadinamas
Grafo folikulu, kuris pasiruoses ovuliacijai. Po ovuliacijos, Grafo folikulas
tampa geltonkiiniu, kurj sudaro liutenizuotos GL ir TL (1.1 pav., g) (Fan ir
Chuva de Sousa Lopes, 2021).

Chemoterapija ir spindulinis gydymas pasizymi gonadotoksiniu
poveikiu, dél ko pazeidziamos kiau$idziy audinio funkcijos. Chemoterapijos
rusis, rézimas bei dozé yra labai svarbis vertinant §j poveikj kiausidés audiniui
(Fleischer et al., 2011). Kuo jis stipresnis, tuo didesné prieslaikinio kiausidziy
rezervo iSsekimo tikimybé (1.2 pav., a—) (Kim et al., 2016a). Negana to,
folikulai pasizymi ir endokrinine funkcija, kuri priklauso nuo ciklinio
kiausialgs¢iy brendimo (Kim et al., 2016a). Brestantys folikulai sintetina
hormonus, kurie yra bitini ne tik kiauSialgs¢iy brendimui ir vaisingumui, bet
ir endokrininei sistemai (1.2 pav., d). Atsirades estrogeny nepakankamumas
deél kiausidziy funkcijos sutrikimo turi neigiamg poveikj gyvenimo kokybei,
kauly funkcijai, Sirdies ir kraujagysliy bei neurologinei sistemoms, todél,
norint palaikyti visapusiska moters sveikata ir sumazinti ilgalaikio
chemoterapinio pazeidimo poveikj, biitina i§saugoti kiauSidziy rezervg ir jo
funkcija (1.2 pav.) (Gargus et al., 2018).

[SaiSkintas ne vienas mechanizmas kaip chemoterapiniai vaistai veikia
jvairios brandumo stadijos folikulus, pradedant iSaugusia aktyvacija, atrezija,
apoptoze, baigiant uzdegiminiais ir vaskuliarizacijos procesais (Morgan et al.,
2012; Spears et al., 2019). D¢l tankaus zievinio audinio ir negausaus jame
esanc¢iy kraujagysliy tinklo, ramybés biisenoje esancius folikulus pasiekia
zemesné chemoterapiniy vaisty koncentracija difuzijos biidu nei Serdinj
sluoksnj su aktyviai auganciais folikulais ir gerai i$sivysciusiu kraujagysliy
tinklu. Nors tiesioginis atrezijos ir apoptozés mastas néra tiksliai zinomas,
nustatytas ne vienas su apoptoze susijes veiksnys, turintis jtakos folikuly
rezervo reguliavimui (Nguyen et al., 2018). Taip pat, prieSvézinio gydymo
metu sukelta amenoréja yra antrinis padarinys dél brestanciy folikuly
praradimo.
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1.2 pav. Gonadotoksinio gydymo pasekmés reprodukcinio amziaus moterims. (a)

uzuomazginiy folikuly populiacija — kiauSidés rezervas — gali biiti apibiidintas
paraboline kreive, kai uzuomazginiy folikuly aktyvacija arba mirtis vyksta
progresyviai su kiekvienu menstruaciniu ciklu; (b—d) kiekvieno ciklo metu folikuly
brendimas palaiko normaly hormony balansa. Gonadotoksinis gydymas (roziné
juosta) sukelia staigy uzuomazginiy folikuly skaifiaus sumazéjimg (a—c), dél ko
ivyksta prieslaikinis kiausidziy iSsekimas. Kiau$idés rezervo sunaikinimas sutrikdo
normaliag endokrininés sistemos veikla ir hormony gamyba (d), dél ko sukeliamas
hormony disbalansas, panaSus | vykstanti menopauzés metu. UZ — uzuomazginiai,
Pir — pirminiai folikulai. Adaptuota pagal Kim et al., 2016a. Licencija CC BY-NC

4.0.
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Didzioji dalis folikuly tampa atreziniais vienoje ar kitoje brendimo
stadijoje dél aktyviai besidalijan¢iy GL aplinkui kiausialgste, kurios yra ypac
jautrios pazaidoms ir chemoterapiniams vaistams — taip sukeliama tiesioginé
brestanciy folikuly apoptozé (1.2 pav., b). Brestanciy folikuly zttis sukelia
netiesioging uzuomazginiy folikuly aktyvacijg (1.2 pav., c) dél sumazéjusios
Antimiulerinio hormono (AMH) sekrecijos i§ bregstanciy folikuly, dél ko
normaliomis sglygomis palaikomi uzuomazginiai folikulai ramybés biisenoje.
Taip sukeliamas bendras kiausidés rezervo sumazéjimas, sutrumpinamas
reprodukcinio amzZiaus laikotarpis (1.2 pav., a).

Sumazéjes kiauSidziy rezervas gali pasireiksti iSkart po gydymo kaip
nuolatiné amenor¢ja arba pasireiksSti véliau nevaisingumo ar prieslaikinio
kiau$idziy nepakankamumo poZzymiais. Be to, gonadotoksinis poveikis
pasireisSkia ir struktiiriniais poky¢iais kiausidziy stromoje bei kraujagysliy
tinkle. Sveikoje kiausidés Zievinéje dalyje yra aptinkamos SeSios pagrindinés
lasteliy populiacijos: kiausSialgstés, gridétosios, stromos, imuninés sistemos,
perivaskulinés ir endotelinés (Wagner ef al., 2020). Menopauzes sulaukusiy
motery kiausidés audinys sudarytas i§ endoteliniy, limfiniy endoteliniy,
perivaskuliniy, lygiyjy raumeny bei stromos lgsteliy (Lengyel et al., 2022) ir
pasizymi uzdeginime aplinka, kuri néra tinkama folikulogenezés palaikymui
(Ansere et al., 2021; Ouni et al., 2022). Tyrimai su kiausidés audiniu po
chemoterapinio gydymo atskleid¢ sukeltg fibroze bei kraujagysliy pazaidas
stromos audinyje, dél ko pasireiSké audinio iSemija, kuri dar stipriau prisideda
prie bendro folikuly i$sekimo ir hormony disbalanso (1.2 pav., d) (Meirow et
al., 2010; Morgan et al., 2012; Hickman et al., 2016).

Moters vaisingumas priklauso nuo kiausidziy struktiiros ir jose esancio
folikuly rezervo, kuris ne tik lemia reprodukcinj potenciala, bet ir hormoning
pusiausvyrg. Dauguma vézio gydymo metody pasizymi zalingu poveikiu
reprodukciniams audiniams dél ko mazéja kiauSidziy rezervas, sutrinka
hormony gamyba ir gali pasireiksti prieslaikinis kiauSidziy funkcijos
nepakankamumas, todél svarbu ieskoti budy, kaip apsaugoti KA gydymo
metu.

1.2. Véziu serganciy mergaiciy ir motery vaisingumo iSsaugojimo galimybés

Daugyb¢ jauny motery ir mergaiciy, kurioms buvo diagnozuotas vézys, jau
gal¢jo pasinaudoti vaisingumo iSsaugojimo galimybe déka pagalbiniy
reprodukciniy technologijy (angl. assisted reproductive technologies) ir
vaisingumo i$saugojimo strategijy evoliucijos. Daugumos vaisingumo
i§saugojimo strategijy, tokiy kaip embriony, neapvaisinty subrendusiy
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kiausialgsciy ar kiausidés audinio biopsijy uzsaldymas su retransplantacija bei
kiaus$idziy transpozicija, saugumas yra patvirtintos moksliniais tyrimais ir
taikomos daugelio Saliy klinikingje praktikoje, o kiauSidziy funkcijos
slopinimas, KA ar nesubrendusiy kiauSialasCiy in vitro brandinimas (angl. in
vitro maturation, IVM), dirbtinés kiauSidés kuirimas bei jos transplantacija,
dar vis islieka iki klinikiniy ar klinikiniy tyrimy stadijoje (Practice Committee
of the American Society for Reproductive Medicine, 2019, The ESHRE
Guideline Group on Female Fertility Preservation et al, 2020) (1.3 pav.).
Dauguma vaisingumo iSsaugojimo prie§ vézio gydyma technologijy yra
saugios ir, dazniausiai, nereikalaujancios ilgalaikio gydymo atidéjimo, ypac,
jeigu pacientés nedelsiant yra nukreipiamos vaisingumo specialisto
konsultacijai dar iki sudarant vézio gydymo plang.

) Pacienté ir gydymo
galimybés

Intervencija l ] ] w 7 W

(@] O O
Visos kiausidés arba Kiausidziy VM Kiausidziy GnAV analogo
biopsijy pasalinimas stimuliacija transpozicija vartojimas

O IVM —— > O Kiausialgstés

\ A Partneris /

donoro sperma

Saugojimas Y Kiausidés audinio o Kiausialgsciy e Embiony
T saldymas T Saldymas [ 3aldymas
Panaudojimas > O Autotransplantacija O Apvaisinimas —— O Embiony implantacija

In vitro auginimas arba
~— O dirbtiniy kiausidziy N> O Tai paciai pacientei
konstravimas = O surogatinei motinai

1.3 pav. Vaisingumo i$saugojimo galimybiy schema. GnRH — gonadotroping
atpalaiduojantis hormonas (angl. gonadotropin releasing hormone), IVGM — in vitro
brandinimas (angl. in vitro maturation). Adaptuota pagal The ESHRE Guideline
Group on Female Fertility Preservation et al, 2020. Licencija CC BY-NC 4.0.

Nepaisant to, nemazai pacienciy ir jy Seimos nariy onkologinés ligos
diagnozés metu negauna informacijos apie galima neigiamg vézio gydymo
itaka vaisingumui ir jo i§saugojimo galimybes (Rosen et al., 2009; Anazodo
et al., 2018). Tyrimai rodo, jog sveikatos prieziliros specialistai susiduria su
sunkumais konsultuodami pacientus, kurie susiduria su jvairaus laipsnio
vaisingumo sutrikimais (Goossens et al., 2015; Covelli et al., 2019) ir daznai
galimg nevaisingumg laiko ne tokiu svarbiu klausimu lyginant su anksti
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pradétu vézio gydymu (Covelli et al., 2019). Daugelis nacionaliniy ir
tarptautiniy gairiy rekomenduoja vos tik nustacius vézio diagnoze, pacientus
ar jy tévus lygiagreciai informuoti apie vaisingumo i$saugojima, taciau tokiy
paslaugy teikimas ir vaisingumo i$saugojimo technologijy prieinamumas
jvairiose Salyse labai skiriasi (Terenziani et al., 2014; Asadi-Azarbaijani et al.,
2024).

1.2.1. Embriony ir subrendusiy kiausialas¢iy uzsaldymas

Embriony uzSaldymas yra seniausias klinikingje praktikoje taikomas
vaisingumo i$saugojimo metodas. Jo metu subrendusi kiauSialasté yra
apvaisinama in vitro (angl. in vitro fertilization, 1VF) ir uzsaldoma iki
panaudojimo. Nors $is metodas yra placiai taikomas visame pasaulyje jau nuo
1980 mety (Trounson ir Mohr, 1983) ir Zinomas $io metodas efektyvumas, vis
délto jis turi ir trikumy (Demeestere, 2020). Pirmiausia, moteris turi turéti
partnerj arba pasinaudoti donoro sperma, kad galéty buti sukurti embrionai.
Negana to, embrionai, sukurti su partnerio genetine medziaga, teisiSkai
priklauso ir jam, tad kyla etiniy problemy, jeigu pora iSsiskiria, o moteris
pareiSkia norg susilaukti vaiky. Taip pat, IVF ir embriony uZzSaldymas
reikalauja 2-4 savai¢iy gydymo atidéjimo, kurio metu specialiais
hormoniniais medikamentais atlickama  kontroliuojama  kiausidziy
stimuliacija, siekiant subrandinti kuo daugiau kiausialagsCiy apvaisinimui.
Tokia procediira yra kontraindikacija pacientéms, sergan¢ioms nuo estrogeny
priklausomais navikais bei kurioms gydymas negali biiti atidétas (Brancati et
al., 2021). Iki §iol néra pakankamai duomeny apie néStumo bei gimstamumo
rodiklius po uzsaldyto / atSildyto embriono panaudojimo remisijoje esanciy
motery populiacijoje, taciau turinCiy vaisingumo sutrikimy, iki 35 mety
motery populiacijoje gimstamumas po embriono perkélimo ~ 44 % (Society
for Assisted Reproductive Technology, 2021). Sis vaisingumo i$saugojimo
metodas néra taikomas mergaitéms ar paaugléms (Brancati et al., 2021).

Tad kaip alternatyva embriony uzSaldymui, buvo pradétos vystyti
subrendusiy kiausialgsciy Saldymo technologijos. Nuo 2013 mety $is metodas
nebelaikomas eksperimentiniu ir tapo standartine procedira IVF
laboratorijose, suteikiancia moteriai platesnj sprendimy priémimo spektrg ir
autonomija (Practice Committees of American Society for Reproductive
Medicine, Society for Assisted Reproductive Technology, 2013). Taip pat,
pradéjus naudoti vitrifikacijg — ultra greita uzsaldymo metoda, kiauSialasciy
uzSaldymo technologija tapo dar sé¢kmingesné (Rienzi et al., 2017). Sio
vaisingumo i$saugojimo metodo trukumai tokie patys kaip ir iSvardinti
auksCiau (Brancati et al., 2021). Abu vaisingumo i$saugojimo metodai
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rekomenduojami moterims, kurioms maziau nei 40 mety. Pavyzdziui, po
kiau$idziy stimuliacijos, jaunesnei nei 26 mety moteriai, vidutiniSkai
surenkama 15,4 + 8,8 subrendusiy kiausialasciy, o i§ 3640 mety amziaus —
9,9 + 8,0 (von Wolff et al., 2018). To paties tyrimo metu buvo nustatyta, kad
surenkamy kiausSialgs¢iy skaiCius nepriklauso nuo naviko tipo, iSskyrus
kiausidziy vézio atvejj, kai $is skaicius buvo reikSmingai mazesnis (7,3 £ 8,3,
p <0,05). Tuo paciu metu kita tyréjy grupé parodé, kad po persirgtos
onkologinés ligos remisijoje esanciy pacienciy kiausialgsciy apvaisinimo ir
embriony implantacijos dazniai yra reikSmingai mazesni, dél ko buvo
stebimas ir Zemesnis gimdymo daznis po IVF (42 %) palyginus su onkologine
liga nesirgusiomis moterims (69 %) (Cobo et al., 2018). Nors matoma, jog
Sios abi vaisingumo iSsaugojimo strategijos yra veiksmingos, jos néra
tinkamos visy amziaus pacienciy grupéms, o onkologinémis ligomis serganciy
motery [VF rezultatai yra prastesni, todeél joms biitina ieskoti kity vaisingumo
i§saugojimo metody.

1.2.2. Kiausidés audinio uzsaldymas

Pirmoji sékminga atsildyto autologinio KA retransplantacija buvo atlikta
1999 metais (Oktay ir Karlikaya, 2000), taCiau vaisingumo atkirimo KA
retransplantacijos biidu koncepcija buvo pradéta vystyti jau 19 amziaus
pabaigoje, o 1906 metais atlikta pirmoji alogeniné KA transplantacija (Morris,
1907). Sis atvejis atvéré eksperimentavimo su KA pradzig dar pries pradedant
KA uZzsaldymo / at§ildymo technologijy era.

Siekiant jtvirtinti KA retransplantacija kaip vieng i§ vaisingumo
i§saugojimo ir atkiirimo technologijy, turéjo buti atlikta daugybé moksliniy
tyrimy su gyvinais (1.4 pav.) (Marin et al., 2020). Iki pat 1970 mety
vienintelis naudojamas krioprotektorius buvo glicerolis, kuris neuZztikrino
zmogaus uzuomazginiy folikuly i$saugojimo po atSildymo (gyvybingumas
sieké ~ 10 %), ir tik atradus efektyvesnius krioprotektorius, tokius kaip
propandiolis, etilenglikolis ar dimetilsulfoksidas (DMSO0),
pademonstravusius didesnj uzuomazginiy folikuly gyvybingumo i$saugojima
(44-84 %), buvo atvertos durys pazangiy KA uzSaldymo technologijy plétrai
(Newton et al., 1996).

Paskutiniojo 20 amziaus deSimtmecio tyrimy pazanga lémé tai, kad nuo
2000 mety buvo pradétos alogeninés ir autologinés zmogaus KA
transplantacijos (1.4 pav.). Atnaujinus autologinius retransplantacijos tyrimus
su grauzikais, panaudojant su moderniais krioprotektoriais uzsaldytus /
atSildytus KA, buvo atkurtas ne tik gyviiny vaisingumas, bet ir endokrininés
sistemos funkcijos (Harp et al., 1994). TaCiau grauzikai néra tinkamiausias
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modelis norint atkurti Zmogaus kiausidés charakteristikas, tad stambesni
laboratoriniai gyviinai — avys — buvo seékmingai panaudoti retransplantacijos
tyrimuose su uzSaldytu / atSildytu KA. Jy metu buvo pastebéta transplantato
spontaniné revaskuliarizacija, funkcionaliy folikuly brendimas bei pirmieji
néstumai (Gosden et al., 1994).

Po sékmingy tyrimy su laboratoriniais gyviinais ir jy audiniais, Oktay su
bendraautoriais atliko pirmuosius ksenotransplantacijos tyrimus — zmogaus
KA transplantavo j imunodeficitines peles — taip atnaujindami folikuly augima
transplantate bei estradiolio gamybg (Oktay et al., 1998, Oktay et al., 2000).
Paskatinti puikiy rezultaty, 2000 metais buvo praneSta ir apie pirmaja
s¢kmingg ortotopine Zzmogaus autologinio KA retransplantacija po atSildymo
moteriai, kuriai buvo pasalintos kiausideés ir kiausintakiai (Oktay ir Karlikaya,
2000). Taciau ne visada galima transplantuoti KA j ta pacig kiausidés vieta,
tod¢l buvo pradétos vystyti retransplantacijos technologijos i heterotopines
vietas, tokias kaip dilbio ar apatinés pilvo sienos poodzius, kuriy metu taip pat
buvo atkurta endokrininés sistemos veikla, folikuly vystymasis, atlikta
kiausialgsciy punkcija bei sukurtas pirmasis embrionas (Oktay et al., 2001,
Oktay et al., 2004). Tuo paciu metu (2004—2005 metais) buvo paskelbta apie
pirmuosius gimusius kiidikius po 1éto uzsaldymo / greito atsildyto autologinio
KA retransplantacijos (Donnez ef al., 2004, Meirow et al., 2005).

Sékmingas KA uzsaldymas  Pirmasis ksenotransplantacijos
ir transplantacija avies modelis, parodes sekmingg Pirmoji sékminga Pirmieji gime*kadikiai po
modelyje uzSaldyto-atSildyto Zmogaus  peterotopiné zmogaus KA uz3aldyto-atsildyto autologinio
KA [sitransplantavima transplantacija po at$ildymo KA transplantacijos

AR NI a0t ) aviaon) =15

Sékmingas KA uzsaldymas

ir transplantacija grauziky In vitro tyrimai, kurie L -
modeliuose atskleidé uzuomazginiy L . . Pirmieji gime kadikiai
folikuly gebéjima iSgyventi Pirmoji sékminga ortotopiné  Pirmoji sekminga ortotopiné  po uzZaldyto-atsildyto
po uzSaldymo-atSildymo, Zmogaus autologinio KA Zmogaus autologinio KA KA transplantacijos
panaudojant Siuolaikinius transplantacija po atSildymo  transplantacija po atildymo  panaudojant roboting
krioprotektantus chirurgija

1.4 pav. Kiausidés audinio uzsaldymo, atSildymo ir transplantacijos technologijy
evoliucija. Adaptuota pagal Marin et al., 2020. KA — kiausidés audinys. Licencijos
nr. 1610243-1.

KA uz8aldymas yra vienintelé vaisingumo i$saugojimo technologija, kuri
gali buti taikoma brandos nesulaukusioms pacientéms ir pacientéms, kurioms,
dél agresyvios piktybinés ligos, gonadotoksinis gydymas negali biiti atidétas.
Be to, tai yra vienintelis vaisingumo i$saugojimo metodas, kurio déka
atkuriama ne tik normali kiauSidziy funkcija, bet ir endokrininés sistemos
veikla (Donnez ir Dolmans, 2013, Spears et al., 2019, Khattak et al., 2022).
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Nors Europos zemyne yra 24-ios Salys, kurios turi KA biobankus (Bili¢ et al.,
2021) ir taiko praktikoje Sig vaisingumo iSsaugojimo strategija, atrankos
kriterijai néra vieningi tarp pasaulio Saliy ir specialisty asociacijy (Backhus et
al., 2007, Loren et al., 2013, Wallace et al., 2014, Ruan, 2018, Yasmin et al.,
2018, von Wolff et al., 2019, The ESHRE Guideline Group on Female
Fertility Preservation et al, 2020). Apibendrinti pagrindiniai kriterijai yra:
pacient¢ gauna dideliy doziy chemoterapija, dél kurios atsiranda didelé
(> 50 %) prieslaikinio kiausidziy iSsekimo rizika; maza rizika metastazéms j
kiausides; realus iSgyvenamumas daugiau nei 5 metai ir pacientés yra
jaunesnés nei 35 mety, taciau kai kurios Salys ar specialisty asociacijos $i
amziy yra pavelinusios. Amerikos Reprodukcinés Medicinos Asociacija
2019 metais pripazino KA uzsaldyma kaip nebe eksperimenting procediirg
(Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine,
2019), nors daugelis pasaulio Saliy, taikanciy $ig technologija, nepanaikino
tokio statuso. Taip pat §i vaisingumo iSsaugojimo strategija gali buti taikoma
dar trims motery grupéms: 1) moterims, kurioms taikomas gonadotoksinis
gydymas ne dél piktybinés ligos ar ligos, kuriai buidingas prieslaikinis
kiausidziy iSsekimas, pvz.: Ternerio sindromas; 2) translyCiams vyrams; 3)
moterims, kurios dél socialiniy priezasciy nori vyresniame amziuje susilaukti
vaiky (The ESHRE Guideline Group on Female Fertility Preservation et al.,
2020, Bili¢ et al., 2021).

Remiantis 2022 metais atlikta metaanalize, pasaulyje yra maziausiai 735
moterys, kurioms atlikta atSildyto KA retransplantacija (Khattak et a/., 2022).
Daugiau nei 70 % atvejy buvo sékmingai atkurtas menstruacinis ciklas bei
endokrininés sistemos veikla, o bendras néstumo rodiklis sieké 37 %. Siuo
metu pasaulyje turéty biti jau daugiau nei 200 kiidikiy, gimusiy po atSildyto
KA retransplantacijos, taciau tai rodo tik 28 % bendrg Sios procediiros
efektyvumag (Khattak et al., 2022). Reikty akcentuoti, jog pirmasis gimes
kudikis po vitrifikuoto KA retransplantacijos Europoje buvo 2024 metais
(Sanger et al., 2024); iki tol buvo pranesta apie dar 4 sékmingus néStumus
Japonijoje bei JAV (Suzuki et al., 2015; Silber et al., 2018). Uzsaldyto /
atSildyto KA transplantaty gyvybingumas — geb¢jimas atkurti endokrining
funkcijg ir brandinti gyvybingas kiausialgstes — gali testis nuo keliy ménesiy
iki daugiau nei 7 mety (Khattak et al., 2022), o ilgiausiai kiausidés veikla
atkir¢ transplantatai (pakartojant retransplantacijos procediira) galéjo
funkcionuoti daugiau nei deSimtmetj (Donnez ir Dolmans, 2015, Jensen et al.,
2015). Naujausiais duomenimis, yra atlikta 1019 KA uzsaldymo procediiry
véziu sergancioms jaunesnéms nei 21 metai merginoms, i§ kuriy — net 289-ios
yra jaunesnés nei 13 mety mergaités. AStuoniolikai i§ jy, pasiekus
pilnametyste, buvo retransplantuoti KA, dél ko 17-ai (94 %) i$ jy atkurta
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natiirali endokrininés sistemos veikla, bei paskelbta apie 9 gimusius kudikius
(Corkum et al, 2019). Iprastai lytinei brandai sukelti naudojamas
medikamentinis gydymas, bet yra apraSyti atvejai, kai jai sukelti buvo
panaudota KA retransplantacija (Poirot et al., 2012, Ernst et al., 2013), taciau
endokrinologai Sios alternatyvos nerekomenduoja (von Wolff et al., 2016).

KA wuZSaldymas ir retransplantacija yra iSskirtiné vaisingumo
i§saugojimo strategija, galinti atkurti tiek reprodukcine, tiek hormoning KA
funkcijg. Nors $i technologija vis dar tobulinama, jos taikymas sparciai
pleciasi, o jau pasiekti rezultatai — menstruacijy ir endokrininés funkcijos
atkirimas bei nuolat augantis gimusiy vaiky skaicius — yra daug Zadantys
sékmeés rodikliai.

1.2.3. Kiausidés audinio retransplantacijos saugumas

Viena pagrindiniy problemy, kodél KA retransplantacija néra paplitusi visame
pasaulyje ir taikoma klinikinéje praktikoje, yra potenciali galimybé
retransplantuoti metastazavusias navikines lgsteles kartu su at$ildytu KA.

Siekiant, kad biity uztikrintas KA retransplantacijos saugumas, bitina
jvertinti véZio metastazavimo i kiauSides rizikg ir galimg piktybiniy lgsteliy
aptikimg uzsaldytame audinyje (1.5 pav.). Yra atlikta daugybe in vitro tyrimy,
kurie, panaudoje pacientui pritaikytus nustatymo metodus (angl. a patient
tailor-made approach), iesko specifiniy molekuliniy naviko Zymeny KA. Sie
metodai apima tiek imunohistologinj bei molekulinj, panaudojant tikro laiko
PGR, FISH ar daugiaspalve tékmés citometrijg, iStyrimus, tiek
ksenotransplantacija j imunodeficitines peles norint nustatyti i§gyvenusiy
navikiniy Igsteliy gebéjimg sukelti piktybinés ligos atsinaujinima (Hoekman
et al., 2015; Shapira et al., 2018; Gudleviciené et al., 2020; Grubliauskaité et
al.,2023a). Pavyzdziui, baltymo Ki-67 raiska stebima visose Igsteliy ciklo G1,
S, G2, M stadijose, i§skyrus GO — ramybés blisenoje — ir yra susijusi su lasteliy
proliferacija. Nustatyta, jog didel¢ Ki-67 baltymo raiska (> 10 %) gali parodyti
piktybiniy lgsteliy sankaupas (Soliman et al., 2016). PGR tyrimai leidzia
nustatyti geny ar miRNR raiskos pokycius, kurie gali nurodyti piktybiniy
lasteliy buvimg audinyje taip pat. Taciau taikant §iuos metodus tiriami KA yra
sunaikinami, o gauti rezultatai negali buti aklai pritaikomi
retransplantuojamiems kiauSidés Zievés fragmentams. Net nenustacius
piktybiniy Igsteliy, dél méginio atrankos SaliSkumo, likusiuose uzsaldytuose
KA gali biiti mikrometastaziy (Diaz-Garcia et al., 2019). Todél yra reikalingos
naujos strategijos kaip saugiai panaudoti uzSaldyta KA vaisingumo atktirimo
tikslais remisijoje esanCioms moterims, ypac¢ toms, kurios turi didele
metastaziy iSplitimo j kiausides rizika.
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1.5 pav. Kiausidés audinio infiltracija navikinémis lastelémis. (1) navikine Iastelé
atsiskiria nuo pirminio naviko, pavyzdziui, krities, ir migruoja per kraujotakos
sistemg; (2) naviking lastelé patenka j kiausidés audinj; (3) navikiné Iastelé dalijasi ir
kolonizuoja audinj. Paveikslas sukurtas naudojantis BioRender.com.

Kiekvienas vézio tipas yra jvertinamas atskirai ir priskiriamas
mazai (< 0,2 %), vidutinei (0,2-11 %) arba didelei (> 11 %) metastaziy
iSplitimo | kiauSides rizikai (Grubliauskaité¢ et al., 2023a). Rizikos yra
jvertinamos pagal tai, kiek procenty atvejy, atlickant KA analiz¢ pries
uzsaldyma arba retransplantacija, yra nustatomi naviko Zymenys. Naujausioje
literattiros apzvalgoje atskleista, kad rizika skiriasi priklausomai nuo amziaus
(motery ar mergaiciy / paaugliy iki 18 mety) ir vézio tipo (1.1 lentele).

1.1 lentelé. Vézio Zymeny aptikimo rizika kiauSidés audinyje skirtingo amziaus
pacientéms. Pagal Grubliauskaité et al., 2023a.

Rizika Vézio tipai suaugusiyjuy Vézio tipai amZiaus grupéje iki 18
grupéje mety

Didelé Leukemija, Berkito limfoma, Juingo sarkoma, timiné

>11 % neuroblastoma limfoblastiné leukemija, Gminé ir

létiné mieloidiné leukemijos

Vidutiné Gimdos adenokarcinoma,
0,2-11 %  kriities vézys (infiltruojantis
lobulinis subtipas, IV stadija),
Juingo sarkoma, ne HodZkino
limfoma, storosios Zarnos vézys

Maza Like vézio tipai Osteosarkoma, rabdomiosarkoma,
<0,2 % sinoviné sarkoma, skaidriyjy lasteliy
sarkoma, Berkito limfoma,
jaunatviné mielomonocitiné
leukemija, centrinés nervy sistemos
navikai
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Abiejose amziaus grupése stebimas hematologiniy naviky dominavimas
didelés metastazavimo rizikos grupéje. Taciau amziaus grupéje iki 18 mety —
centrinés nervy sistemos navikai, kartu su neuroblastoma, ir minkstyjy audiniy
sarkomomis, priskiriamos tik mazai rizikai, todél biitina atlikti didesnés
pacienty imties tyrimus skirtingy kategorijy patvirtinimui. Svarbu paminéti,
kad 2018 mety pasaulio duomenimis yra uzregistruoti tik 9 atvejai, kai liga
atsinaujino po atliktos KA retransplantacijos, taciau nei vienas i$ jy nebuvo
tiesiogiai sukeltas transplantato (Gellert et al., 2018).

Sis rizikos jvertinimas parodo, kokios vaisingumo atkiirimo strategijos
galety buti taikomos kiekvienos rizikos grupés pacientéms. PavyzdZziui,
pacientés, kurioms nustatyta maza metastaziy iSplitimo j kiauSides rizika,
daugiausiai naudos gauty i§ KA retransplantacijos (1.2.2 poskyris), o esant
didelei metastaziy rizikai — dirbtinés kiausidés konstravimo, audinio in vitro
brandinimo ar navikiniy lasteliy naikinimo ex vivo technologijos, kurios bus
aptartos 1.2.4 poskyryje.

1.3. Tyrimai, naudojant kiauSidés audinj

Siekiant iSplésti vaisingumo iSsaugojimo strategijy spektra, kuriamos naujos
in vitro technologijos (The ESHRE Guideline Group on Female Fertility
Preservation et al, 2020), susijusios su KA retransplantacija pacientei,
pavyzdziui: visos kiauSidés retransplantacija po uzsaldymo ar KA fragmenty
panaudojimas retransplantacijos optimizavimo procedtroms, tokioms kaip in
vitro audinio aktyvacija, iSemijos maZzinimas skatinant revaskuliarizacijos
procesus, dirbtiniy kiausidziy, su iSskirtais i§ KA folikulais, konstravimas ar
iSskirty i§ KA lasteliy persodinimas j gonadotoksinio gydymo pazeista
kiauSide. Kita moksliniy tyrimy kryptis skirta technologijoms, kurioms
nereikalinga retransplantacija, viskas atlickama in vitro salygomis,
pavyzdziui: kiauSialgs¢iy brandinimas KA kultiiroje, uzuomazginiy folikuly
brandinimas iki kiauSialags¢iy ar KA somatiniy Iasteliy, indukuoty
pluripotentiniy lasteliy ar mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy diferenciavimas
iki kiausialgsciy, taciau pastarosios technologijos nebus aptariamos toliau.

1.3.1. Uzsaldymo poveikis kiausidés audiniui

Siuo metu pagrindiniai KA $aldymo budai islieka létas (angl. slow-freezing)
ir ultra greitas — vitrifikacija. Kaip jau aptarta anksCiau, §i vaisingumo
i§saugojimo technologija nereikalauja gonadotoksinio gydymo atidéjimo, gali
biti taikoma pacientéms, kurioms diagnozuoti hormonams jautriis navikai ir
taip pat gali biiti taikoma lytinés brandos nesulaukusioms pacientéms. Po
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5 mety remisijos galima retransplantuoti KA atgal, taciau daznai §is periodas
i§ tiesy biina ilgesnis dél paciy pacienciy pasirinkimo (Macklon et al., 2014).
Ypac §is periodas prailgéja jaunoms mergaitéms, kurios KA uzsaldymo metu
buvo dar nesulaukusios lytinés brandos.

Yra atlikti tyrimai, parodantys, kad net 18 mety létai uzsaldyti KA islaiko
puikia audinio kokybe po atsildymo (Fabbri et al., 2016a). Sio tyrimo metu
buvo vertinamas KA visapusiskai — atlikta histologiné, utrastrukttring ir
imunohistologiné analizés, DNR fragmentacijos, panaudojant TUNEL
metoda, ir stromos lasteliy in vitro gyvybingumo, panaudojant
fluorescencinius kalceino ir etidzio homodimero dazus, tyrimai. Histologiné
analizé pademonstravo geros morfologijos kiausialgstes, GL ir stromos
lasteles. Taip pat buvo identifikuotos aktyviai proliferuojancios kiausialgstés
ir GL (Ki-67 baltymo raiSkos analiz¢), kas parodo, jog atSildytas audinys geba
iSlaikyti auksta folikulo lasteliy dalijimosi potencialg. GL ir stromos lastelés
pasizymejo didele antiapoptotinio BCL-2 baltymo raiSka ir mazu DNR trikiy
turin€iy lgsteliy skai¢iumi, rodanciu gera atSildyto audinio kokybe (Fabbri et
al., 2016a). Ta pati tyréjy grupée atliko kitg tyrima, lygindami 1éto uz§aldymo /
greito atSildymo ir vitrifikacijos / atSildymo protokoly poveikj KA (Fabbri et
al., 2016b). Jy gauti rezultatai patvirtino léto uzsaldymo protokolo pranaSuma
jvertinant audinio bei folikuly morfologines ir ultrastruktiirines savybes,
mitochondrijy aktyvumg panaudojant Sviesing, elektrony transmisijos bei
konfokaling mikroskopijas. Tokig gautg iSvada patvirtina ir anksciau atliktas
tyrimas (Oktem et al., 2011), kurio metu buvo parodytas léto uzsaldymo /
greito atSildymo protokolo pranasumas iSlaikant didesnj skaiciy
uzuomazginiy folikuly (p < 0,001) ir didesne hormony sekrecija (p < 0,05) in
vitro kultiiroje. Taip pat, vitrifikuoty audiniy folikuly ultrastrukttriné analize
atskleidé padidéjusj kiauSialgs¢iy skai¢iy su netaisyklingos formos
mitochondrijomis, sutankéjusiu chromatinu bei iSretéjusia citoplazma (Fabbri
et al., 2016b). Taciau publikuotoje meta-analizéje, kurioje lyginti léto
uzsaldymo bei vitrifikacijos protokolai, atskleista, jog vitrifikacija iSlaiko
reikSmingai didesn¢ nepazeisty stromos lasteliy dalj, bet kity histologiniy
privalumy lyginant su jprastiniu létu uzsaldymo metodu nebuvo nustatyta
(Behl ez al., 2023). Dél mazesnés vitrifikacijos kainos ir laiko sgnaudy, iki Siol
yra bandoma atrasti efektyvesniy Sio metodo protokoly. Neseniai
paskelbtuose tyrimuose buvo apraSytas protokolas, kurio efektyvumas yra
labai panaSus j léto Saldymo (Schallmoser et al., 2023a; Schallmoser ef al.,
2023b). Parodyta, jog, po atSildymo ir in vitro kultivavimo, folikuly
gyvybingumas, angiogeniniy veiksniy sekrecija ir apoptozeés mastas lyginant
abu protokolus statistiSkai reikSmingai nesiskyré. Taciau, patikimiausias
budas, jrodantis KA gyvybinguma ir funkcijy atkiirima po atSildymo, yra
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transplantacijos tyrimas. Ksenotransplantacijos tyrimai su zmogaus KA
parod¢, jog po vitrifikacijos sukeliama didesnio masto folikuly atrezija ir
lasteliy apoptozeé lyginant su létu uzSaldymu (Rahimi et al., 2010). Po
desimtmecio atliktas palyginamasis léto uzSaldymo ir vitrifikacijos tyrimas
patvirtino Rahimi su bendraautoriais gautus rezultatus bei papildé juos
parodant geresnj kraujagysliy tinklo atktrima (CD31 baltymo raiskos
analiz¢), mazesn¢ folikuly morfologing deformacija ir jy aktyvacija (Ki-67
baltymo raiskos analiz¢) létai uzSaldytuose ir ksenotransplantuotuose KA
(Lee et al., 2019).

Nors vitrifikacija yra greitesnis ir ekonomiskai efektyvesnis KA $aldymo
metodas, moksliniai tyrimai rodo, jog létas uzSaldymas yra efektyvesnis,
iSsaugant KA struktiirg, gyvybingumg ir funkcionaluma, todél yra laikomas
pagrindiniu Saldymo metodu daugumoje pasaulio Saliy. Anksciau aprasyti
gimusiy vaiky skaiciai po KA autotransplantacijos, patvirtina §iuo metu léto
uzsaldymo protokolo pranasuma klinikinéje praktikoje.

1.3.2. Kiausidés audinio pazaidos ir folikuly aktyvacija transplantacijos metu

Po atsildymo, reprodukciniai audiniai gali biiti retransplantuojami atgal tik
toms pacientéms, kurioms, nustatyta maza metastaziy iSplitimo j kiauSides
rizika. Taciau retransplantacijos metu vyksta ne vienas neigiamai veikiantis
audinj procesas, pvz. hipoksija, oksidacinis stresas, ramybés blisenoje esanciy
folikuly aktyvacija ir brestan¢iy folikuly Ziitis. Zievinio audinio fragmentai
yra retransplantuojami be kraujagysliy anastomozes. [rodyta, kad 5-7
dienomis po retransplantacijos yra stebima hipoksija, kuri su laiku mazéja, ir
10 dieng stabilizuojasi, tod¢l manoma, Siuo metu vyksta aktyvi
revaskuliarizacija dél deguonies trikumo (van Eyck et al., 2009). Naujy
kraujagysliy susidarymas vyksta ne tik i$ atSildytame / retransplantuotame
audinyje esanciy kraujagysliy, bet ir i§ paties organizmo aplinkiniy audiniy.
Panaudojant pelés modelius, atskleista, jog Seimininko kraujagysliy invazija j
retransplantuotus KA fragmentus prasideda 3—5 dienomis po transplantacijos
ir pilnai sukuria naujus kraujagysliy tinklus tarp transplantato ir Seimininko
per 10 dieny (van Eyck et al., 2010), o tai koreliuoja su pries tai jrodytu
hipoksijos proceso sumaz¢jimu. Pagrindinis atsako j hipoksija reguliatorius
yra hipoksijos sukeltas veiksnys 1 (angl. hypoxia-inducible factor 1, HIF1),
kuris gali skatinti angiogenez¢ didinant proangiogeniniy augimo veiksniy,
tokiy kaip kraujagysliy endotelio augimo veiksnys (angl. vascular endothelial
growth factor, VEGF) sinteze. VEGF taip pat yra ir vienas pagrindiniy GL
proliferacijos reguliatoriy hipoksinémis sglygomis, kuris gali skatinti
uzuomazginiy folikuly i§gyvenamuma (Shiratsuki et al., 2016; Masciangelo
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et al., 2020). Taciau, priklausomai nuo hipoksijos trukmés, gali bati sukeltos
negrjztamos lasteliy pazaidos, dél kuriy aktyvuojama kaspaziy kaskada ir
lasteliy apoptozé (Hetz, 2012). Toks audinio atsakas j iSeminiy salygy
sukeltas pazaidas yra bimodalinis — aktyvuojantis apsaugos mechanizmus
arba lasteliy zutj.

Atkiirus kraujagysliy veikla, iSeminis audinys pradeda gauti deguonies,
taCiau tai sukelia reaktyviy deguonies formy (angl. reactive oxygen species,
ROS) kaupimasi ir tolesnes audinio pazaidas. ROS yra signalinés molekulés,
kurios dalyvauja GL veikloje ir kiauSialgsCiy brendimo procese. GL, déka
superoksido dismutazés (SOD) ir katalazés, gali aktyviai palaikyti ROS
koncentracija Zemiau jy antioksidacinio potencialo, nedarydamos Zalos
folikuly vystymuisi (Akino et al., 2018). Sie fermentai paprastai néra
aptinkami uzuomazginiuose ar pirminiuose folikuluose, taciau aptinkami
antriniuose ir Grafo folikuluose. rodyta, jog ksenotransplantuotame zmogaus
KA, ROS kiekis létai didéja ir pasiekia auksciausig verte 10-3
potransplantacing  dieng, kuris atitinka revaskuliarizacijos perioda
(Cacciottola et al., 2018). Antrasis ROS kiekio iSaugimas stebimas 18-tg
potransplantacing diena, kuris parodo pilng kraujotakos ir aerobinio
metabolizmo atkiirima.

Matome, po KA transplantacijos, audinys patiria daugybe stresiniy
salygy, taciau visu potransplataciniu periodu yra prarandama net iki 80 %
ramybés blisenoje esanciy folikuly (Gavish et al., 2018). Tiek ROS, tiek
audinio fragmentacija prie$ uzsaldyma ar retransplantacijg, daro tam didziule
jtaka, aktyvuodami efektorines molekules, tokias kaip FoxO (forkhead
dézutés baltymas O, angl. forkhead box O) (Grosbois ir Demeestere, 2018) ar
jungiamojo audinio augimo veiksnj (angl. connective tissue growth factor,
CTGF) (de Roo et al., 2020), kurios sukelia folikuly augimg ir GL
proliferacija (Masciangelo et al., 2020). Neseniai iSspausdinta sisteminé
apzvalga atskleidé, jog ne viena tyréjy grupiy yra bandZiusios sumazinti
folikuly aktyvacijos ir ziities mastg bei pagerinti jy iSgyvenamuma skatinant
kraujotakos atkiirima, taip sumazinant hipoksijos ir oksidacinio streso poveikj
kuo ankstyvesniame potransplantaciniame periode su jvairiais augimo
veiksniais (baziniu fibroblasty augimo veiksniu (angl. basic fibroblast growth
factor, bFBF), kraujagysliy endotelio augimo veiksniu (angl. vascular
endothelial growth factor, VEGF), angiopoetinu, granuliocity kolonijas
stimuliuojanciu veiksniu (angl. granulocyte colony-stimulating factor, G-
CSF)), hormonais (AMH, folikulus stimuliuojanc¢iu hormonu (angl. follicle
stimulating hormone, FSH), Zmogaus menopauziniu gonadotropinu (angl.
human menopausal gonadotropin, HMG)), antioksidantais (eritropoetinu,
vitaminu E, melatoninu, N-acetilcisteinu (NAC)) ar Iastelémis
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(mezenchiminémis kamieninémis lastelémis, i$ riebalinio audinio i$skirtomis
kamieninémis lastelémis) (Cacciottola er al., 2021). Sie veiksniai gali bti
pridedami jvairiais biidais — inkapsuliuojant j hidrogeliy karkasg kartu su KA
pries transplantacija, inkubuojant KA in vitro kultiiroje pries transplantacija,
atliekant Seimininkui injekcijas prie§ ar po transplantacijos.

Apibendrinant, KA retransplantacijos metu patiria hipoksija, oksidacinj
stresg, folikuly zutj, todél efektyvus kraujotakos atkiirimas yra kritiSkai
svarbus. Nors tyrimai atskleidé jvairiy priedy jtraukimo potencialiai teigiama
jtaka mazinant audinio pazaidas ir iSsaugant folikulus, iki $iol néra iskirtos
vienos technologijos, kuri buty Zenkliai pranasesnés uz kitas.

1.3.3. Kiausialgsciy brandinimas in vitro

Sioje dalyje bus aptartos trys in vitro brandinimo (IVM) strategijos —
nesubrendusiy kiauSialas¢iy brandinimas jas surenkant po minimalios
kiausidziy stimuliacijos arba be jos, nesubrendusiy kiausialgs¢iy i$skyrimas
ex vivo prie§ uzSaldant KA bei dirbtinés kiausidés konstravimas (1.7 pav.).
Nors §ios technologijos yra dar tik tyrimy stadijoje, jos galéty biiti taikomas
visoms pacientéms, nepaisant jy lytinés brandos (Mahajan, 2015; Fisch ir
Abir, 2018; The ESHRE Guideline Group on Female Fertility Preservation et
al, 2020).

Kaip jau minéta anksciau, kiauSidziy stimuliacija hormonais gali biiti
kontraindikacija tam tikrais véZio atvejais, todél nesubrendusiy kiausialgsc¢iy
i§ mazy Grafo folikuly surinkimas yra viena i§ vaisingumo i$saugojimo
strategijy tokioms pacientéms. Nesubrendusios kiauSialgstés gali buti
surenkamos transvaginaliniu biidu arba ex vivo 1§ KA, kuris uzSaldomas taip
pat vaisingumo atktirimo tikslais. Taciau Sioms strategijoms vis dar triiksta
techniniy, efektyvumo ir saugumo jrodymy.

Vienas pirmyjy preliminariy tyrimy, kuriy metu nesubrendusios
kiausialastés buvo surenkamos i§ KA fragmenty ex vivo, skirty uzsaldymui
vaisingumo i$saugojimo tikslais, iSspausdintas dar 2008 metais (Huang et al.,
2008). Véliau, Sig strategijg taikant vis daugiau vaisingumo centry, buvo
pademonstruota, kad net lengvos hormony stimuliacijos metu, i§ véZziu
serganciy pacienciy surinkty nesubrendusiy kiausialgs¢iy subrandinimo
rodiklis sieké daugiau nei 50 % (Hourvitz et al., 2015). Sios in vitro
subrandintos kiausialgstés buvo vitrifikuotos ir uzsaldytos lygiagreciai su KA.
Neseniai vienos vaisingumo klinikos Pranciizijoje atlikto tyrimo metu buvo
atskleista, jog ir be hormoninés stimuliacijos i§ KA galima surinkti nemaza
nesubrendusiy kiausialgsciy skai¢iy brandinimui in vitro (Nogueira et al.,
2023). Taip pat, buvo parodyta, jog po IVM, daugiausiai subrendusiy ir
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uzsaldyty kiausialgs¢iy buvo gauta biitent ex vivo i$ nestimuliuoty KA grupés
nei pacientéms gaunant vieng GnRH antagonisto doz¢ ar po hormoninés
kiausidziy stimuliacijos (7,6 £ 5,7 vs 4,6 £ 4,9 vs 6,8 +4,6, atitinkamai,
p<0,01).

Tokia vaisingumo iSsaugojimo strategija galéty biiti taikoma jaunoms
merginoms ir lytinés brandos nesulaukusioms mergaitéms, kurioms nustatyta
didelé metastaziy iSplitimo | kiauSides rizika (1.1 lentel¢). Tyrimai rodo, kad
i§ lytinés brandos nesulaukusiy pacienéiy, jauny merginy ir motery
nesubrendusiy kiauSialas¢iy IVM iseigos yra skirtingos (Abir et al., 2016;
Fasano et al., 2017; Ito et al., 2023). Nors i$ lytinés brandos nesulaukusiy
pacien¢iy ex vivo i§ KA buvo galima iSskirti reikSmingai daugiau
nesubrendusiy kiausialasCiy nei i§ motery (11,5 + 8,0 vs 3,8 + 4,2, atitinkamai,
p < 0,001), didesnis jy skaiCius buvo atretiski (35,5 % wvs 17,1 %,
atitinkamai, p < 0,001) ir mazesnis skaicius kiausialgsciy buvo subrandintas
in vitro (10,3 % vs 28,1 %, atitinkamai, p = 0,002) (Fasano et al., 2017). To
paties tyrimo metu patvirtinta, jog i$ jaunesniy nei 5 metai pacienciy iSskirtos
kiausialastés néra kokybiskos, todél tokio amziaus mergaitéms [VM neturéty
buti taikomas kartu su KA uzsaldymu. Vieno naujausiy tyrimo metu buvo
atskleista, kad i$ lytinés brandos sulaukusiy pacienciy ex vivo i§ KA buvo
iSskirtas reikSmingai didesnis skaiCius nesubrendusiy kiausSialgsciy
(7,32+£7,24 vs 2,78+5,24, atitinkamai, p<0,05) bei Sios kiausialgstés
pasizyméjo auks$tesniu subrandinimo in vitro dazniu (15,0 % +18,4 % vs
5,40 %+ 15,5 %, atitinkamai, p=0,03) lyginant su lytinés brandos
nesulaukusiomis pacientémis (Ito et al., 2023).

Pasaulyje yra apraSyti gimusiy vaiky atvejai moterims, kuriy
kiausSialgstés buvo apvaisintos po IVM procediiros (Segers et al., 2020;
Nogueira et al., 2023), taciau dar néra publikuoty duomeny apie sékmingus
néStumus, kai kiausialgstés buvo iSskirtos ir subrandintos in vitro i§ mergaiciy.
Nors matome, kad jauname amziuje, ypac iki lytinés brandos, ex vivo
surenkamy kiauSialasCiy skaiCius ir gyvybingumas skiriasi tarp skirtingy
moksliniy grupiy publikuojamy rezultaty, taciau vis dar néra Zinoma apie jy
panaudojima pagalbiniam apvaisinimui. Tolesni tyrimai turéty buti vykdomi
kiausialasCiy brandinimo in vivo aktyvacijos, svarbiausiy S§io proceso
reguliatoriy atradimo ir IVM efektyvumo gerinimo kryptimis.

Taciau yra mokslininky, kurie bando subrandinti kiausialgstes in vitro i§
uzuomazginiy folikuly (Telfer et al., 2008; McLaughlin et al., 2018). Telfer
su kolegomis (2008) taiké dviejy etapy sistema, kurios metu uZuomazginiai
folikulai yra aktyvuojami KA fragmentuose in vitro ir auginami iki antrinio /
ankstyvojo Grafo folikulo stadijos, tuomet yra iSskiriami i§ audinio ir
brandinami in vitro pavieniui, papildzius terpe aktivinu A.
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1.7 pav. Vaisingumo i$saugojimo strategijos taikant in vitro brandinima. I$ kiausidés
audinio iSskiriami uzZuomazginiai folikulai, kurie gali biiti subrandinami in vitro,
apvaisinami in vitro ir perkeliami j gimda jsitvirtinimui arba gali buti inkapsuliuojami
] biopolimerin;j karkasg ir retransplantuojami atgal j kiauside ar pilvapléve. Adaptuota
pagal Dolmans et al., 2021. Licencijos nr. 6027561277084.

Taciau pirmasis sékmingas bandymas subrandinti i§ uZuomazginiy
folikuly II metafazés kiausialgstes jvyko tik po deSimtmecio, sukiirus
daugiaetape sistemag (McLaughlin et al., 2018). Sios sistemos pirmieji du
zingsniai nesiskiria nuo publikuoty Telfer ef al. Treciasis etapas — iSskiriamos
nesubrendusios kiausialgstés, su aplinkinémis Igstelémis, i§ ankstyvyjy Grafo
folikuly ir auginama iki kol kiauSialgstés pasiekia > 100 pm diametro dyd;.
Paskutiniame etape yra atlickama Sios kiausialgstés IVM. Taciau tokiy II
metafazés kiauSialasCiy iSeiga tik ~ 10 %, jos pasiZyméjo nenormaliai
dideliais poliniais kiinais ir mazesniu kumuluso lasteliy augimu palyginus su
in vivo subrendusiomis kiauSialgstémis. Taip pat, néra Zinomas tokiy
kiausialgsciy tolesnio vystymosi potencialas (McLaughlin et al., 2018).

Paskutiné aptariama brandinimo in vitro strategija — audiniy inZinerija.
Svarbiausi zingsniai $iai technologijai sékmingai sukurti yra folikuly
iSskyrimas i§ KA, navikiniy lgsteliy eliminavimo uztikrinimas ir folikuly
inkapsuliacija | 3-dimensijy (3D) kulttrg (1.7 pav.) (Dolmans et al., 2021,
Chen et al., 2022). 3D folikuly kulttira — tai i§ biopolimery sukurtas karkasas,
kurio pagrindinis tikslas palaikyti folikuly sfering strukttrg. Idealiu atveju,
tokia 3D kultiira, kitaip vadinama dirbtine kiauSide, turéty turéti KA lasteliy
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arba uzlgstelinio matrikso, kurie galéty uztikrinti tarpusavio saveikas su
folikulais.

Nepazeisty ir gyvybingy folikuly iSskyrimas nuo KA stromos lgsteliy
néra paprasta procediira. Zmogaus kiausidés Zievinis audinys, kuriame yra
uzuomazginiai bei pirminiai folikulai, yra pluostinis, todél reikéjo atrasti
metodika, kuri leisty juos iSskirti nepazeistus. Mechaninio ir fermentinio
i§skyrimo metody taikymas kartu pademonstravo didziausig efektyvuma
iSgaunant didelj skaiCiy bei aukstos kokybés folikuly tiek i$ suaugusiy, tiek i$
lytinés brandos nesulaukusiy pacienciy KA (Chiti ef a/., 2017; Mouloungui et
al., 2018; Wang et al., 2022). Taciau, norint sumazinti tikimybe dirbting
kiauSide uzkrésti navikinémis lgstelémis, mokslininkai suktré unikalig
technikg: 3 karty folikuly suspensijos praplovimg nuo stromos lasteliy ar
dirbtinai piktybinémis lastelémis uzkrésty suspensijy (Soares et al., 2015;
Soares et al., 2017; Mouloungui et al., 2018). Visy §iy tyrimy metu buvo
praplauta daugiau nei 4140 folikuly ir tik vienoje folikuly suspensijoje buvo
aptikta > 20 leukemijos lasteliy (lasteliy skaicius, potencialiai galintis sukelti
ligos atsinaujinimg (Campana et al., 1999), o tai ypac suteikia vilties
pacienciy, serganciy leukemija, vaisingumo atkiirimui.

Kadangi funkcionali dirbtiné kiausidé turéty atkurti tiek vaisinguma, tiek
endokrininés sistemos veikla, buvo sukurtas ne vienas prototipas, galintis
palaikyti folikuly ir embriony vystymasi, hormony gamybg bei palikuoniy
atsivedimg modeliuose su pelémis (Kniazeva et al., 2015; Kim et al., 2016b;
Rios et al., 2018). Biity galima manyti, kad Siuos prototipus galima pritaikyti
zmoniy folikuly inkapsuliacijai, taciau reikia nepamirsti, kad peliy ir Zmoniy
kiau$idziy mikroarchitektiira, struktira ir folikuly dydziai labai skiriasi.
Pavyzdziui, pelés folikulo toirio pokytis brendimo metu nuo antrinio folikulo
stadijos (120 um) iki prieSovuliacinio Grafo folikulo (400 um) yra 37 kartai,
taiau zmogaus folikulo pokycCiai yra drastiSkesni — padidéja bent 4,7
milijonus karty vystantis nuo antrinio folikulo stadijos (120 pum) iki
priesovuliacinio folikulo (20 mm) (Smith et al., 2010). Tai reiskia, kad gali
skirtis ir keliami reikalavimai karkasui, reikalingam Zmogaus dirbtinei
kiausidei sukonstruoti.

Toks folikulo vystymasis stipriai priklauso ir nuo aplinkos.
Folikulogenezés metu somatinés KA lastelés saveikauja su kiausialgstémis
(Simon et al., 2020). Tam, kad jvykty uzuomazginio folikulo aktyvacija,
grudétosios lastelés aplink kiauSialgste turi pradéti dalintis, o Salia esancios
somatinés audinio stromos Iastelés turi diferencijuoti i teka Igsteles, kurios
bitinos tiek estrogeno sintezei, tiek struktiiros palaikymui (Dolmans ir
Amorim, 2019; Simon et al., 2020; Vlieghe et al., 2023). Be Siy Iasteliy,
kiausidés zievinj audinj sudaro jvairiy lasteliy populiacijos, tokios kaip
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stromos, imuninés sistemos, perivaskuliarinés bei endotelio lastelés (Wagner
et al., 2020). Tyrimy su pelés Zemesnés nei antrinés stadijos folikulais metu
buvo jrodyta reik§Sminga in vitro kultiiros praturtinimo tekos lastelémis bei
makrofagais (Tingen et al., 2011), pelés embriono fibroblastais (Tagler et al.,
2012), pelés riebalinio audinio kamieninémis lastelémis (Green et al., 2019)
ar zmogaus dermos fibroblastais (Wu et al., 2021) jtaka folikuly
iSgyvenamumui bei augimui. Taip pat, in vitro kultlros papildymas
pilvaplévés mezotelio kamieninémis lastelémis pademonstravo teigiamag
poveiki pelés folikuly augimui, estradiolio gamybai bei gyvybingumui
trumpalaikés in vitro kultiiros metu (Sarabadani et al., 2021). Tokie rezultatai
suteikia pagrindo vystytis tolesniems tyrimams su Zzmogaus pradiniy
vystymosi stadijy folikulais.

Dirbtinei kiauSidei konstruoti naudojamas karkasas turéty biti
biosuderinamas, minimaliai sukeliantis arba visai nesukeliantis uzdegiminio
atsako, leidziantis vykti neoangiogenezei ir suyrantis po transplantacijos, kad
nesutrikdyty tolesnio folikuly augimo bei jy migracijos (Dadashzadeh et al.,
2021). Nors yra platus biopolimery pasirinkimo spektras, iSsirinkti
tinkamiausig néra paprasta. Tyrimai su gyvinais parodé¢ daug Zadanciy
rezultaty tiriant tiek nattralius, tiek sintetinius biopolimerus. Nattiralls
naudojami biopolimerai: kolagenas, fibrinas, plazmos kreSuliai, alginatas ar
nulgstelintas kiauSidés uZzlgstelinis matriksas yra geresni dél juose natiiraliai
esanciy lasteliy adhezijos molekuliy, lengvesnés migracijos ir komunikacijos.
Didzioji dalis tyrimy yra vykdomi su aukStesnés vystymosi stadijos folikulais.
Pavyzdziui, alginato hidrogeliuose buvo sé¢kmingai subrandinti peliy, primaty
ir zmogaus antriniai folikulai iki antraliniy (Tagler et al., 2011). Taciau buvo
gauty ir kontraversiSky zmogaus uzuomazginiy bei pirminiy folikuly
brandinimo biopolimeriniuose karkasuose rezultatai, nes folikulai neauga
pavieniui in vitro kultiiroje. Jeigu 1999 metais buvo pademonstruota, jog Siy
folikuly 24 val. in vitro kultiira kolageno, uzlastelinio matrikso ar poli-L-
lizino karkasuose sukelé folikuly atrezijg (Abir et al., 1999), tai tik po 15-ios
mety pavyko parodyti, kad folikulai geba augti ir i§gyventi in vitro kultiiroje
po inkapsuliacijos alginato hidrogeliuose (Camboni ef al., 2013; Wang et al.,
2014). Nors atliekant kitus tyrimus su Zzmogaus uzuomazginiais folikulais bei
alginatu buvo gauti prieSingi rezultatai — arba nebuvo parodytas teigiamas
poveikis folikuly vystymuisi (Hornick et al., 2012), arba folikulai neiSgyveno
net trijy dieny tokioje in vitro kultiroje (Laronda et al., 2014). Sintetiniai
biopolimerai — polietileno glikolis ir jo dariniai, polikaprolaktonas — pasizymi
geresnémis mechaninémis savybémis, lengvesniu paruoSimu ir geresnémis
modifikavimo galimybémis (Amorim ir Shikanov, 2016; Dadashzadeh et al.,
2021). Bitina paminéti ir naujausiy technologijy, konstruojant dirbtines
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kiausides, tokiy kaip 3D spausdinimas, mikroskysciy technologijos ar organy
auginimas ant mikrolusty, taciau jos yra tik pradétos tyrinéti (Dadashzadeh et
al., 2021).

Taigi, audiniy inZinerijos ir in vitro brandinimo tyrimy pazanga atvéré
dar vieng vaisingumo iSsaugojimo strategijg visoms pacientéms. Norint §ig
technologijg taikyti moterims, reikalinga optimizuoti ir standartizuoti
protokolus, gerinti vaskuliarizacijos atktirimo, folikuly i§skyrimo i§ audinio
metodikas bei toliau gilinti supratimg (Zinias) apie folikulogeneze ir
metabolinius kiausidés procesus.

1.4. Kiausidés audinio uzsaldymo, vaisingumo i$saugojimo tikslais, tyrimy
situacija Lietuvoje

Lietuvoje 2014 metais Nacionaliniame vézio institute (NVI) pradétas
biomedicininis tyrimas ,,Onkologiniy pacienty vaisingumo iSsaugojimo
programa” (leidimo nr. 158200-14-743-260), kurio tikslas — plétoti
reprodukciniy audiniy uzSaldymo, atSildymo bei retransplantacijos
technologijas. Sio tyrimo metu i§ 50 reprodukcinio amZiaus onkologiniy
pacienty — vyry ar motery, kurie sutiko dalyvauti biomedicininiame tyrime ir
pasirasé Asmens informavimo ir Informuoto asmens sutikimo formas — buvo
paimti ir uzSaldyti reprodukciniai audiniai tolesniems moksliniams tyrimams
atlikti (Gudleviciené et al., 2014).

Priémus Pagalbinio apvaisinimo jstatymg, 2017 metais Vilniaus
universiteto ligoninés Santaros kliniky (VULSK) Santaros vaisingumo centras
tapo pirmagja gydymo jstaiga, pradéjusi veikla pagal naujg pagalbinio
apvaisinimo ir lytiniy lasteliy banko licencija. Siame centre onkologiniams
pacientams galima saugoti sukurtus embrionus, lytines Igsteles ar
reprodukcinius audinius, taip pat pritaikyti jvairias vaisingumg saugancias
strategijas (Zilinskas et al., 2016; https://www.hotc.lt/). Sis doktorantiiros
darbas yra dalis NVI vykdomos vaisingumo i$saugojimo programos ir
VULSK vykdyto Horizonto 2020/EU4Health programos moksliniy tyrimy ir
$vietimo bendradarbiavimo projekto (TREL, projekto nr. 952438), skirto
pagerinti vaiky, serganciy piktybiniais navikais, iSgyvenamuma Lietuvoje,
dalis.

Lietuvoje 2019 metais buvo atliktas pirmasis létai uzsaldyty / greitai
atSildyty KA ir ksenotransplantavimo j imunodeficitines peles eksperimentas
(Gudlevicien¢ et al., 2020). Gauti rezultatai parode, kad tiek atSildytas
audinys, tiek audinys po ksenotransplantacijos (35 d. in vivo tyrimas)
nepasizyméjo struktiiriniais pokyciais, audinio degradavimo elementais ar
piktybiniy lasteliy proliferacija (Ki-67 Zymens ekspresija < 5 %). Déka
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jrodyto audiniy prigijimo po ksenotransplantacijos ir gyvybingumo
i$saugojimo  po léto uzSaldymo, 2022 metais VULSK Vaiky
onkohematologijos centras su disertacijos autore TREL projekto metu
inicijavo Pagalbinio apvaisinimo jstatymo pataisg, kurioje pasalintas amziaus
limitas reprodukciniy audiniy uzSaldymui vaisingumo iSsaugojimo tikslais
jaunesniems nei 14 mety asmenims.

Naujausi eksperimentiniai tyrimai su KA, susij¢ su vaisingumo
i$saugojimu onkologiniams pacientams Lietuvoje, yra Sio doktoranttiros
darbo rezultatai (Gudleviciené et al., 2020; Grubliauskaité et al., 2023b), o
naujausios apklausos apie vaisingumo i$saugojimg, taikomas gaires ir
reprodukcing sveikata atliktos tiek Sio doktorantiros darbo metu
bendradarbiaujant su Siaurés $aliy pediatrinés hematologijos ir onkologijos
draugija (angl. Nordic Society of Pediatric Hematology and Omncology,
NOPHO) (Grubliauskaite et al., 2025), tick TREL projekto kolegy (Stukaite-
Ruibiene et al., 2021; Stukaite-Ruibiene ef al., 2023).

Nors Lietuva néra lyderé diegiant naujausias technologijas ir taikant jas
klinikinéje praktikoje, taciau pastaraisiais metais stebimas didziulis progresas
stengiantis lygiuotis su didziausiais Europos ir pasaulio reprodukcijos
centrais.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Reagentai, priemonés, aparatlira ir programing jranga

Naudoti kiausidés audinio uz8aldymui ir atSildymui: M199 Earl terpé

(Biochrom, Vokietija), zmogaus serumo albuminas (ZSA) (OctaPharma,
Jungtin¢ Karalysté), DSMO, Leibovitz’s terpeé (Thermo Fisher Scientific,
JAV), penicilino/streptomicino/amfotericino B tirpalas (Lonza, JAV),
vienakartiniai skalpeliai (Swann-Morton, Jungtiné Karalysté),
kriomégintuvéliai (CryoKING, Vokietija), kontroliuojamo greicio $aldymo
dézuté CoolCell (Corning, JAV), cukrozé (Sigma-Aldrich, JAV); -80 °C
temperattiros Saldiklis (Arctiko, Danijos Karalysté), -150 °C temperatiiros
Saldiklis (PHCbi, Nyderlandy Karalyst¢).

Naudoti kiausSidés audinio aktyvacijai in vitro: McCoy’s terpé, VEGF-A
165 (Thermo Fisher Scientific, JAV), glutaminas, selenas, askorbo riigstis,
penicilinas G, streptomicinas (Sigma-Aldrich, JAV), transferinas (Roche

Diagnostics, Airija), zmogaus insulinas (Santa Cruz, JAV), rutinas
(PhytoLab, Vokietija), zmogaus folikulus stimuliuojantis hormonas (FSH)
(Merck, JAV); Sildoma vandens vonelé (Lauda, Danijos Karalysté), CO»
inkubatorius (Nuaire, DidZioji Britanija).

Naudoti ksenotransplantacijos tyrimams: sterilus grauziky maistas Teklad
Global 19 % Protein Extruded Rodent Diet (Envigo, Jungtiné¢ Karalyste),
sterilus kraikas (Tapvei Estonia OU, Estija), izoflurano dujos, sedatyvi

medziaga Sedin (Vetpharma Animal, Ispanija), Oftagel gelis (Santen OY,
Japonija), skysti medicininiai klijai LiquiBand (Advanced Medical Solutions,
Jungtin¢ Karalyste), kriities vézio lgsteliy linija (MCF 7, angl. Michigan
Cancer Foundation 7) gauta bendradarbiaujant su Biologiniy modeliy
skyriumi (VU GMC); EZ-SA800 anestezijos sistema (EZ-Systems, JAV);
imunodeficitinés NMRI-Foxn1™ (angl. Naval Medical Research Institute) ir
NOD.SCID (angl. Non-Obese Diabetic Severe Combined Immunodeficiency)
linijy pelés (Envigo, Jungtiné Karalyste).

Naudoti histologiniams ir imunohistocheminiams daZzymams: Triton X-
100, TRIS druskos buferis (TBS) (Sigma-Aldrich, JAV), pirminiai antikinai
pries Ki-67 (sc-101861) (Santa Cruz, JAV), antriniai antikiinai konjuguoti su
krieny peroksidaze EnVision FLEX System HPR, DAB chromogenas,
pirminiai antiktinai prie§ Ki-67 (M3064), pirminiai antikiinai prie§ a-SMA
(klonas 1A4) (Dako, JAV), Meyer hematoksilino dazas, eozino Y tirpalas
(Merck, JAV), Masson trichromo, Fast green rinkinys (9180A) (Newcomer
Supply, JAV); mikroskopinis skeneris Pannoramic P250 Flash III Oyster su
programime jranga CaseViewer v2.4 (3DHISTECH Ltd., Vengrija),
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automatizuota sistema Roche Ventana Bechmark GX system (Ventana, JAV),
Olympus BX5 1 mikroskopas (Olympus, Japonija), automatiné sistema P7T Link
(Agilent Technologies, JAV), vizualizavimo sistema Dako Autostainer 48+
(Dako, JAV), statistiné programiné jranga GraphPad Prism v9.1.2
(GraphPad Software Inc., JAV).

Naudoti visuminés RNR iSskyrimui ir kokybés patikrinimui: QIAzol
tirpalas, visuminei RNR iSskyrimui ir i§gryninimui naudotas komercinis
rinkinys miRNeasy Mini Kit su RNase-free DNase Set (Qiagen, Vokietija),
komercinis RNA 6000 Nano LabChip rinkinys (Agilent Technologies, JAV);
bioanalizatorius Agilent 2100 su programine jranga Agilent Security Pack
(Agilent Technologies, JAV), spektrofotometras NanoDrop One (Thermo
Fisher Scientific, JAV).

Naudoti kopijinés DNR sintezés ir tikro laiko PGR (TL-PGR): komerciniai
rinkiniai miScript I RT Kit, miScript HiSpec Buffer ir miScript SYBR Green
PCR Kit, Human Breast Cancer miScript miRNA PGR gardelés (MIHS-
109ZA) (Qiagen, Vokietija), komercinis rinkinys TagMan™ Fast Advanced
Master Mix, MicroAmp 96-Sulineliy plokstele, TagMan™ pradmenys genams
Cd3l (Mm01242576 ml), Gapdh | GAPDH (Mm99999915 gl /
Hs02786624 g1), FOXL2 (Hs00846401 sl1), YBX2 (Hs00560265 gl)
CYP1941  (Hs00903411 ml), CTGF  (Hs00170014 ml), LOX
(Hs00942480 ml), PRDX1 (Hs00602020 mH), ANGPT2
(Hs00169867 ml), SOD1 (Hs00533490 m1), COL6A1 (Hs01095585 ml),
COLI184A1  (Hs00181017 ml), FNI  (Hs01549976 ml), CASP3
(Hs00234387 ml) (Thermo Fisher Scientific, JAV); termocikleris
QuantStudio™ 5 su programine jranga QuantStudio™ Design & Analysis
Software v1.5.1 (Thermo Fisher Scientific, JAV), Labcycler PGR
termocikleris (SensoQuest GmbH, Vokietija), termocikleris Rotor-Gene® O su
programine jranga miScript miRNA PCR Array Data Analysis (Qiagen,
Vokietija), statistinés programinés jrangos Python v3.12 ir GraphPad Prism
v9.1.2.

Naudoti dirbtinés kiauSidés konstravimui jvertinti: Dulbecco buferinis
drusky tirpalas (DPBS, angl. Dulbecco ‘s phosphate-buffered saline), fetalinis
verselio serumas (FBS, angl. fetal bovine serum), antibiotiky-antimikotiky
misinys, insulino, transferino ir seleno tiraplas (ITS), kalceino AM ir etidzio
homodimero-1 LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit rinknys, DMEM/F12
terpé, piruvo rugsts (Thermo Fisher Scientific, JAV), tripano mélis, 3-(N-
morfolino) propanosulfoniné rugstis (MOPS), augimo veiksnys GDF-9
(Sigma-Aldrich, JAV), augimo veiksniai bFGF, IGF1, EGF, SCF (PeproTech
EC, Jungtiné Karalyst¢), liberazé DH, DNazé (Roche Diagnostics, Airija),
70 um filtras (PluriSelect Life Science, Vokietija), 130 um mikropipeté (Cook,
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Airija), SLM alginatas (NovaMatrix, Norvegija), Menopur hormoninis
tirpalas (Ferring, Svedija); Biirker lasteliy skai¢iavimo kamera (VWVR,
Belgijos Karalyst¢), CO; inkubatorius (Nuaire, Didzioji Britanija), audiniy
smulkinimo aparatas (Mcllwain Tissue Choper, Jungtiné Karalyste),
stereomikroskopas (Leica, Belgijos Karalyst¢), LSM 510 konfokalinis
mikroskopas (Zeiss, Vokietija), Sildoma vandens vonelé¢ (Lauda, Danijos
Karalyst¢), statistiné programin¢ jranga GraphPad Prism v9.1.2.

Naudoti gyvybingumui ir hormony sekrecijos jvertinimui: estradiolio
kiekio nustatymo rinkinys (ELK1208) (ELK-Biotechnology, XKinija),
progesterono kiekio nustatymo rinkinys (abx257456) (4Abbexa, Jungtiné
Karalysté), CyQUANT LDH kiekio nustatymo rinkinys (C203000), ploksteliy
skaitytuvas Varioskan su programine jranga Scanlit Software (Thermo Fisher

Scientific, JAV), statistiné programiné jranga GraphPad Prism v9.1.2.

2.2. Biomedicininiy tyrimy etikos komiteto ir Valstybinés maisto ir
veterinarijos tarnybos leidimai

Nacionaliniame vézio institute (NVI) vykdytam biomedicininiam
tyrimui ,,Onkologiniy pacienty vaisingumo i$saugojimo programa“ atlikti
buvo gautas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto
leidimas (2014-07-08, Nr. 158200-14-743-260) (P1 pav.). Leidimas rinkti
pacienciy biologine medziagg ir atlikti tyrimus galiojo iki 2019-12-31. Per §j
laikotarpj pacientés buvo kvieCiamos dalyvauti tyrime, kurio metu buvo
Saldomi onkologinémis ligomis serganciy motery kiausidés audiniai (KA) ir
atlikti pirminiai (histologiniai ir imunohistocheminiai) tyrimai. Visos moterys
pasirasé Asmens informavimo ir Informuoto asmens sutikimo formas. Véliau
buvo gautas leidimas pratgsti tyrima iki 2023-12-31 (Papildymas Nr.1, Nr.
2019-LP-53) (P2 pav.) ir per pratgsimo laikotarpj buvo atlikti molekuliniai,
modeliy su gyvinais bei kiti in vitro tyrimai.

Eksperimentiniams tyrimams su laboratoriniais gyviinais atlikti projekto
partnerio Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro (VU GMC)
laboratorijoje buvo gauti du Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos
leidimai. Pirmasis gautas 2019-04-23, Nr. G2-107 (P3 pav.) pirmajam
ksenotransplantacijos tyrimui atlikti, atSildyty KA gyvybingumui patikrinti.
Antrojo ksenotransplantacijos tyrimo metu (2022-06-10 leidimas Nr. G2-214)
(P4 pav.) buvo atliktos papildomos manipuliacijos su atSildytais KA.

Kontroliniai kriities audiniai (sveikas bei navikinis) buvo gauti i§ NVI
Biobanko, pacientéms uZzpildzius standartizuotg sutikimo Biobankui forma.
Sutikimo Biobankui forma patvirtinta Lietuvos bioetikos komiteto,
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Valstybinés akreditavimo sveikatos priezitiros veiklai tarnybos ir NVI
direktoriaus.

Taip pat darbe buvo panaudoti donoriniai menopauzés sulaukusiy motery
KA. Audiniy panaudojimui buvo remtasi Liuveno Katalikiskojo universiteto
(KLU) tyrimy komiteto (The Review Board of the Université Catholique de
Louvain) (Belgijos Karalysté) leidimu 2012/23MAR/125.

2.3. Tiriamoji medziaga

Biomedicininiame tyrime ,,Onkologiniy pacienty vaisingumo iSsaugojimo
programa“ iki 2022 mety buvo ijtrauktos 36-ios moterys, sergancios
onkologine liga. Vidutinis pacien¢iy amzius buvo 31 + 5 metai (jauniausia
jtraukta pacienté buvo 21-iy, vyriausia — 40-iems mety). Vézio lokalizacijos —
kraties (22/36), kiausidziy (6/36), gimdos kaklelio (6/36), tiesiosios Zarnos
(1/36) ir vulvos (1/36). Buvo jtrauktos 3 pacientés su ribiniais navikais (angl.
bordeline tumors), o likusios su I-IIl stadijos bei skirtingo Iasteliy
diferenciacijos laipsnio (G1 — geros, G2 — vidutinés, G3 — Zemos) navikais.
Nei vienai jtrauktai pacientei nebuvo nustatyty metastaziy j kitus organus.
Desimt jy jau yra mirusiy (duomenys patikslinti NVI Vézio registro duomeny
bazéje).

2.4. Tyrimo dizainas

Sis disertacijos darbas gali bati suskirstytas j penkias dalis (2.1 pav.).

- - - -

Dirbtinés
kiausidés
konstra-
vimas

In vitro
kiausidés
audiniy
ivertinimas

|

ksenotrans-

plantacijos
tyrimas

|

ksenotrans-
plantacijos

tyrimas

Apklausos
tyrimas

Audinio struktdros, Audinio gyvybingumo,  Audinio in vitro Folikuly augimo, Siaurés-Baltijos
folikuly, piktybinés prigijimo ir piktybinés aktyvacijos poveikio brendimo ir Saliy apklausa apie
transformacijos ir transformacijos revaskuliarizacijai, gyvybingumo turimas vaisingumo
miRNR raiSkos ivertinimas audinio struktarai ir ivertinimas iSsaugojimo gaires ir
ivertinimas folikulogenezei skirtinguose 3D taikomas strategijas
ivertinimas modeliuose onkologiniams
pacientams

2.1 pav. Tyrimo dizainas.

Pirmiausia buvo atlikti eksperimentiniai darbai su biomedicininio tyrimo
metu surinktais onkologiniy pacien¢iy KA. Sie tyrimai apémé létai uzsaldyty
ir greitai atSildyty KA in vitro jvertinima, jy gebéjima transplantuotis bei juose
esanciy folikuly panaudojimg dirbtinés kiauSidés konstravimui. Papildomai

40



buvo atlikta Siaurés ir Baltijos $aliy onkologiniy centry apklausa apie
patvirtintas vaisingumo iSsaugojimo gaires ir taikomas vaisingumo
i$saugojimo strategijas Siose Salyse.

Visi tyrimai buvo atlikti disertacijos autorés, nebent nurodyta kitaip
(2.5.3.). Taip pat, antrojo ksenotransplantacijos tyrimo in vitro eksperimentai
yra V. Prokofjevos magistro baigiamojo darbo dalis.

2.5. Metodai
2.5.1. Kiausidés audiniy uzsaldymas léto Saldymo metodu
Operacijos dieng, buvo paruosti tirpalai 1éto Saldymo procedirai (2.1. lentelé).

2.1 lentelé. Kiausidés audinio uzsaldymui reikalingy tirpaly sudétys
| Tirpalas 1 | Tirpalas 2 | Tirpalas 3

M199 Earl terpé 18,5 ml 16,8 ml 24,75 ml
Zmogaus serumo albuminas 1 ml 1 ml 1 ml
DSMO - 2 ml 3,75 ml
1 % penicilino/ streptomicino/ 0,2 ml 0,2 ml 0,3 ml

amfotericino B tirpalas

Minimaliai invazinés procediiros — laparoskopijos — metu paimtas KA
buvo nedelsiant jdedamas j transportinj Tirpalg 1 ir ant ledo atneSamas j NVI
Biobanko laboratorijg uzsaldymo procediirai. KA Serdin¢ dalis pasalinama, o
zieviné dalis supjaustoma apytiksliai j 0,5 cm X 0,5 cm dydZzio gabalélius,
kurie patalpinami j atskirus 2 ml kriomégintuvélius su 1 ml Tirpalo 1 ir 1 ml
Tirpalo 2. Po 5 min. inkubacijos ant ledo, buvo pasalinama pus¢ terpiy turio
ir pridedamas toks pat kiekis Tirpalo 2. Po 15 min. inkubacijos ant ledo,
pasalinama pusé terpés turio ir pridedamas toks pats kiekis Tirpalo 3. Po
15 min. inkubacijos ant ledo, visas terpés turis pakeiciamas Tirpalu 3 ir
kriomégintuvéliai perkeliami j CoolCell $aldymo dézute, kurioje temperatiiros
kritimo greitis 1°C/min. Dézuté perkeliama j -80 °C temperattros Saldiklj, o
po 24 val. perkeliami j -150 °C temperatiiros Saldikli NVI Biobanke
ilgalaikiam saugojimui.

Nuo $iol, kai minima KA, tai yra tik zieviné KA dalis.

2.5.2. Kiausidés audiniy greitas atSildymas

Iki eksperimenty atlikimo, KA buvo saugomi Saldiklyje -150°C
temperattiroje ne trumpiau nei 1 metus. KA at$ildymui buvo taikomas greito
atSildymo metodas.
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Kriomégintuvéliai su KA gabaléliais buvo idimami i§ Saldikliy,
patalpinami j ledo vonele ir nedelsiant atneSami j laboratorija. Laboratorijoje
kriomégintuvéliai kelioms minutéms buvo panardinami j 37 °C temperatiiros
vandens vonele, iki kol turinys atitirpo. Audiniai buvo palaipsniui
inkubuojami ant ledo terpéje po 5 min., palaipsniui 3 kartus skiedZiant per
puse (santykiu 1:1) su Tirpalu 1, tokiu budu laipsniskai mazinant
krioprotektoriy koncentracijg. Po trijy praskiedimy, KA perkeliami j nauja
terpe be krioprotektoriaus iki transplantacijos arba j in vitro kultiros terpe,
aprasyta zemiau — 2.5.4.

2.5.3. Kiausidés audinio paruoSimas transplantacijai ir aktyvacija in vitro

Pirmasis ksenotransplantacijos tyrimas: pirmajam ksenotransplantacijos
tyrimui naudoti ilgiau nei 5 metus saugoti KA (n = 5), kurie buvo atsildomi
panaudojant greita audiniy atSildymo metoda, apraSyta auksciau. Kontrolei
buvo naudojami §viezi, tg pacig dieng i§ operacinés gauti pacientés 5 KA
gabaléliai (n=1) kurie taip pat supjaustyti { 0,5 cm X% 0,5 cm dydzio
gabalélius. Dalis jy létai uzSaldyti pacientéms vaisingumo i$saugojimo tikslui
(2.5.2. poskyris), o neuzsaldyti — ksenotransplantacijos tyrimo kontrolei. KA
i§ NVI Biobanko j eksperimento vieta VU GMC buvo skubiai transportuojami
ant ledo terpéje be krioprotektoriy.

Pries antrgjj ksenotransplantacijos tyrimg buvo jvertinta in vitro KA
gyvybingumas ir aktyvacija — uzSaldymo, atSildymo ir in vitro kultiiros
citotoksiSkumas (laktato dehidrogenazés (LDH) aktyvumas) audiniui bei
steroidogenezés atnaujinimas (hormono progesterono sekrecija). KA (n = 16)
buvo atSildyti panaudojus greita audiniy atS§ildymo metoda. Audiniai buvo
padalinti per pus¢ j 0,25 cm X 0,5 cm dydzio gabalélius, tokius kokie bus
transplantuojami antrojo ksenotransplantacijos tyrimo metu ir padalinami j 4
grupes. KA buvo kultivuojami 72 val. kontrolinéje ir eksperimentinése terpése
37 °C temperatiiroje, 5 % CO, inkubatoriuje. Kontroliné terpé buvo sudaryta
i§ McCoy'’s terpés, papildytos 3 mM glutaminu, 0,1 % ZSA, 2,5 pg/ml

transferinu, 4 ng/ml selenu, 50 pg/ml askorbo rigstimi, 30 pg/ml penicilinu G,
50 pg/ml streptomicinu, 10 ng/ml Zmogaus insulinu bei 1 ng/ml FSH,
eksperimentinés terpés buvo papildomai praturtintos: 50 ng/ml VEGF-A 165
(angl. vascular endothelial growth factor A, VEGF-A) arba 1 pg/ml rutinu,
arba 50 ng/ml VEGF-A ir 1 pg/ml rutino (V+R) kombinacija. Po 36 val. buvo
surenkama pusé mitybinés terpés ir uzsaldoma -80 °C temperatiiros Saldiklyje.

Po 72 wval. buvo surenkama visa mitybin¢ terpé ir uzSaldoma -80 °C
temperattiros Saldiklyje NVI Biobanke.
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Antrasis ksenotransplantacijos tyrimas: antrajam ksenotransplantacijos
tyrimui buvo atsildyta 10 KA. Audiniai buvo padalinti per puse¢ i 0,25 cm x
0,5 cm dydzio gabalé¢lius Atsildyti KA buvo aktyvuoti 36 val. kontrolingje ir
V+R terpése 37 °C temperatiiroje, 5 % CO» inkubatoriuje.

2.5.4. Steroidogenezeés ir citotoksiSkumo auginimo terpése jvertinimas

Uzsaldytos auginimo terpés in vitro kultivuoty KA po 36 val. ir 72 val.
(kontroliné terp¢; kontrolineé terpé papildyta VEGF-A; kontroliné terpé
papildyta rutinu; kontrolin¢ terpé papildyta VEGF-A ir rutinu) buvo
atSildomos. Darbai atlikti NVI Biobanke.

Progesterono kiekis buvo nustatomas panaudojant konkuruojantj
imunofermentinj tyrimo metoda pagal gamintojo rekomendacijas. Paruosti
standartai, eksperimentiniai, kontroliniai méginiai ir su biotinu konjuguotas
reagentas buvo supilstomi j 96-Sulinéliy plokstele, kuri padengta progesterono
antigenu. Tuomet buvo pridedama krieny peroksidaze konjuguoto reagento ir
inkubuojama 45 min. 37 °C temperatiiroje. Praplaunama, jpilama substrato,
fermentinés reakcijos jvertinimui, ir inkubuojama 30 min. 37°C
temperatiiroje. Fermento-substrato reakcija pabaigiama pridedant rugsties
tirpalo. Sugertis matuojama spektrofotometru ties 450 nm ilgio banga.
Nustatymo intervalas nuo 0,31 ng/ml iki 20 ng/ml.

CitotoksiSkumui pamatuoti buvo naudojama kolorimetriné¢ LDH reakcija
pagal gamintojo rekomendacijas. Eksperimentiniai, kontroliniai ir LDH max
méginiai buvo supilstomi | 96-Sulin¢liy plokstelg. Pridedamas reakcijos
miSinys ir inkubuojama 30 min. kambario temperatiiroje, tamsoje. Reakcija
pabaigiama pridedant reakcijg stabdancCio tirpalo. Sugertis matuojama
spektrofotometru ties 490 nm ir 680 nm ilgio bangomis. CitotoksiSkumas

procentais apskai¢iuojamas pagal formule:
Eksperimentinis LDH aktyvumas — Spontaninis LDH aktyvumas
(B Y D LR25) X 100 %.

LDH max aktyvumas — Spontaninis LDH aktyvumas
2.5.5. Kiausidés audinio ksenotransplantacija

Tyrimai su gyviinais buvo atliekami vadovaujantis 2010/63/ES Direktyva ir
Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos direktoriaus jsakymu Nr. B1-866,
31-12-2012. Abu ksenotransplantacijos tyrimai buvo atlikti bandomuyjy
gyviiny laboratorijoje (VU GMC).

Pirmasis ksenotransplantacijos tyrimas: trylika moteriSkos lyties
imunodeficitiniy NOD.SCID (angl. Non-Obese Diabetic Severe Combined
Immunodeficiency) linjjos peliy, 6 savai¢iy amziaus, buvo atveztos i$
laboratoriniy gyviiny veisyklos Envigo (Jungtineé Karalyste). Peliy
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aklimatizacijai buvo skirtos dvi savaités. Pelés buvo laikomos steriliomis
salygomis neribotai tiekiant sterily vandenj bei sterily Teklad maista.
Ksenotransplantacijos operacija buvo atlikta steriliomis salygomis. Prie§
ksenotransplantacijos operacijg gyviinai buvo individualiai anestezuojami
3 % izoflurano dujomis (1000 mg/g) su medicininiu deguonimi 0,6 1/min.
naudojant £Z-SA800 anestezijos sistema. | kojos raumenj buvo suleidziama
sedatyvi medziaga Sedin 1 mg/ml. Ksenotransplantacijos procediira truko 5—
10 min. Jau paruostas KA gabalélis buvo ksenotransplantuojamas dorsalinéje

paruosti  ksenotransplantacijai; (b) zaizdos klijavimas medicininiais klijais
ksenotransplantavus kiausidés audinj j pelés poodj; (¢) anestezijos palaikymas ir
deguonies tiekimas pelei; (d) iS kairés j deSing — sveika pelé (3-ioji kontroliné grupé)
ir eksperimentinés grupés pelé su kiausidés audinio transplantatu poodyje po 5
savaiciy; (e-f) po 2 savaiciy susiformaves navikas 2-os kontrolinés grupés peléje ir
ivykusi de novo vaskuliarizacija.

Trylika eksperimentui skirty peliy buvo suskirstytos i keturias grupes:
eksperimentiné grupé, kuriai buvo transplantuojami létai uzsaldyti / greitai

atSildyti KA gabaléliai (n = 5); 1-oji kontroliné grup¢, kuriai buvo
transplantuojami Sviezio KA gabaléliai (n = 5); 2-0ji kontroliné grupé, kuriai

buvo jskiepyta zmogaus krities vézio lasteliy linija MCF 7 (n = 2) po oda; ir
3-ioji kontroliné grupé buvo sveikos pelés grupé (n = 1), kurioms nebuvo
atliekama jokia invaziné procedira (2.2 pav.).

44



Eksperimentinéms, 1-os bei 3-ios kontrolinés grupés peléms eutanazija
atlikta cervikalinés dislokacijos buidu 5-os savaités pabaigoje, o 2-0s
kontrolinés grupés peléms eutanazija atlikta po 2-jy savaiciy dél spartaus
naviky augimo ir streso poZymiy elgesyje. ISimti transplantatai bei suformuoti
navikai buvo patalpinami | formaling ir iSsiunciami j UAB Patologijos
diagnostika analizei.

Antrasis  ksenotransplantacijos tyrimas: 10 moteriSkos lyties
imunodeficitiniy NMRI-Foxnl1™ (angl. Naval Medical Research Institute)
mutantinés linijos peliy, 6 savaiiy amziaus, buvo atveztos taip pat i$
laboratoriniy gyviiny veisyklos Envigo (Jungtiné Karalysté). Tolesné
eksperimento eiga buvo analogiska pirmajam ksenotransplantacijos tyrimui
su keliomis modifikacijomis. Pelés buvo suskirstytos j dvi grupes po 5
individus, kuriems buvo ksenotransplantuoti 36 val. in vitro aktyvuoti KA,
aprasyti 2.4.3 skyriuje. Kiekvienai pelei buvo transplantuojami du KA
gabaléliai dorsolateraliai i§ abiejy stuburo pusiy po oda. Pelés buvo stebimos
4 savaites. ISimti transplantatai buvo padalinami j du gabalélius, vienas
patalpinamas j formaling ir iSsiunciamas j patologijos laboratorija analizei (1/3
audinio), kitas — uzSaldomas geny raiskos tyrimams (2/3 audinio) (saugomi
NVI -150 °C temperatiiros Saldiklyje).

2.5.6. Kiausidés audinio histologinis ir imunohistocheminis iStyrimai

Histologiniams ir imunohistocheminiams dazymams KA buvo fiksuojami
formaline, jliejami j parafino vasko blokus ir supjaustomi 5 um storio pjuviais.
Dazymai buvo atliekami KLU Reprodukcinés patofiziologijos laboratorijoje
(tik uzsaldyty / atsildyty KA jvertinimas) disertacijos darbo autorés, o UAB
Patologijos diagnostikoje (pirmasis ksenotransplantacijos tyrimas) ir Vilniaus
universiteto ligoninés Santaros kliniky filiale Valstybiniame patologijos
centre (VULSK VPC, antrasis ksenotransplantacijos tyrimas) atlikta patology.

Dazymas hematoksilinu ir eozinu (KLU): KA (n = 8) buvo
deparafinizuojami ir dehidratuojami. Lasteliy branduoliai buvo daZzomi 1 min.
Meyer hematoksilino dazu, o citoplazma daZoma 5 min. su etanoliniu eozino
Ytirpalu. Tuomet KA dehidratuojami ir uzdengiami dengiamaisiais stikleliais.
Histologiniai preparatai buvo skenuojami mikroskopiniu skeneriu
Pannoramic P250 Flash III Oyster ir analizuojami su CaselViewer v2.4
programa.

Dazymas prie§ Ki-67 (KLU): KA (n = 8) buvo deparafinizuojami ir
dehidratuojami. Toliau vykdomas endogeninés peroksidazés blokavimas
30 min. Antigeny iSlaisvinimas vykdomas naudojant 0, 1 M citrato (pH 6),
demineralizuoto vandens ir 20 % Triton X-100 buferyje 75 min. inkubuojant
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98 °C temperatiiros vandens vonel¢je. Nespecifiniy baltymy blokavimas vyko
naudojant TBS, normalaus oZkos serumo ir jau¢io serumo albumino misinj,
laikoma 30 min. Inkubuojama per naktj 4 °C su pirminiais antikiinais prie$
Ki-67 (skiedimas 1:100, sc-101861). Kita dieng KA pjiiviai buvo inkubuojami
1 val. su antriniais antiklinais konjuguotais su krieny peroksidaze EnVision
FLEX System HPR (skiedimas 1:100) ir 15 min. inkubuojami su DAB
chromogenu, nuo kurio tiksliniai antigenai nusidazo ruda spalva. Stikleliai su
audiniy pjuviais praplaunami nuo substrato, dazomi 10 min. Meyer
hematoksilinu, praplaunami distiliuotu vandeniu, dehidratuojami ir
uzdengiami dengiamuoju stikleliu. Preparatai skenuojami mikroskopiniu
skeneriu Pannoramic P250 Flash III Oyster ir analizuojami su CaseViewer
v2.4 programa. Ki-67 baltymo raiska stebima visose lasteliy ciklo G1, S, G2,
M stadijose (i$skyrus GO) ir yra susijes su lasteliy proliferacija. Nustatyta, jog
didelé Ki-67 antigeno raiska (> 10 %) signalizuoja apie piktybiniy lgsteliy
proliferacijos aktyvuma (Soliman ef al., 2016).

Dazymas Masson trichromo, Fast green rinkiniu (KLU): KA (n=8) buvo
deparafinizuojami ir dehidratuojami. Lasteliy branduoliai buvo dazomi
10 min. Meyer hematoksilino dazu, 5 min. fuksino ir Ponceau ksilidino tirpalu
(1:2). Tuomet pjuviai veikiami 1 % riigStiniu vandeniu, dazomi Fast Green,
distiliuoto vandens ir 10 % SDS 5 min. miSiniu. Nuplaunama 1 % rtig§tiniu
vandeniu ir distiliuotu vandeniu. Méginiai dehidratuojami ir uzdengiami
dengiamuoju stikleliu. Histologiniai preparatai skenuojami mikroskopiniu
skeneriu Pannoramic P250 Flash III Oyster ir analizuojami su CaseViewer
v2.4 programa.

Dazymas prie§ Ki-67 (UAB Patologijos diagnostikoje): KA (n=10) ir
navikas (n =1) buvo daZzomi automatizuotu buidu taikant sistemg Roche
Ventana Bechmark GX system ir panaudojant pirminius antikiinus pries§ Ki-67
(skiedimas 1:100, M3064). Teigiamai nusidaziusiy lasteliy kiekis buvo
jvertintas naudojant Olympus mikroskopg ir x40, x100, x200 priartinimus.

Dazymas prie§ alfa lygiyjy raumeny akting (angl. Alfa Smooth Muscle
Actin, a-SMA) (VULSK VPC): dazymas atliktas pusiau automatiniu biidu
naudojant PT Link jranga ir Dako Autostainer 48+ (K8000, K8002, K8023)
vizualizavimo sistema. Blokavimas peroksidaze vyko 5 min. Po to, 30 min.
inkubuojama su a-SMA pirminiais antiktinais (skiedimas 1:200; klonas 1A4),
praplaunama ir 20 min. inkubuojama su antriniais antikiinais, konjuguotais su
krieny peroksidaze. Véliau praplaunama ir inkubuojama su DAB
chromogenu. Stikleliai praplaunami nuo substrato, dazomi 10 min. Meyer
hematoksilinu, praplaunami, dehidratuojami ir uzdengiami dengiamuoju
stikleliu. Nudazyty KA pjuviy a-SMA analizavimui naudotas Olympus BX5 1
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mikroskopas su x40 priartinimu. Teigiamai a-SMA nusidaziusiy kraujagysliy
skai¢iavimas buvo atlickamas VULSK VPC Molekulinés patologijos
skyriuje. Buvo pasirinkti 3 atsitiktiniai regos laukai 0—500 um audinio
periferijoje. Skaic¢iavimas buvo atliktas trijy nepriklausomy tyréjy, vienas jy —
patyres sertifikuotas patologas, kiti — darbo autor¢ ir prie Sio darbo prisidéjusi
magistratiros studijy studenté.

Visy dazymy metu buvo naudojamos teigiamos ir neigiamos kontrolés.

2.5.7. Visuminés RNR i§skyrimas

Tik atSildytas ar ksenotransplantuotas KA méginys perkeliamas j gristuve su
skystu azotu ir sutrinamas iki milteliy lizavimui su QIA4zol tirpalu. Visuminei
RNR i§ KA i§skyrimui ir iSgryninimui buvo naudojami komerciniai miRNeasy
Mini Kit ir RNase-free DNase Set rinkiniai DNR pasalinimui pagal gamintojo
rekomendacijas. ISskirta RNR iki i§tyrimo buvo laikoma -80 °C temperatiiros
Saldiklyje NVI Biobanke. Tolesniems darbams naudoti méginiai, kuriy RNR
integralumas daugiau nei 5. Darbai atlikti NVI Biobanke ir Molekulinés
onkologijos laboratorijoje.

2.5.8. Kopijinés DNR sinteze, panaudojant RNR matricg

Kopijiné DNR (kDNR), skirta Human Breast Cancer miScript miRNA PGR
gardeléms, buvo susintetinama atvirkstinés transkripcijos metu panaudojant
komercinius miScript Il RT Kit it miScript HiSpec Buffer. Vienai gardelei (96
reakcijoms) buvo naudojamas rekomenduotas 500 ng iSgrynintos visuminés
RNR kiekis. kDNR sintezé buvo vykdoma Labcycler PGR termocikleryje
panaudojant programg: 60 min. 37°C ir 5 min. 95°C. Paruosta kDNR saugoma
-80 °C temperaturos Saldiklyje NVI Biobanke.

kDNR, skirta geny raiSkai tirti, buvo susintetinama panaudojant
komercinj High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit with RNase
Inhibitor rinkinj. Kiekvieno méginio kDNR buvo pagaminta i§ 550 ng
visuminés RNR. kDNR sintezé vykdyta Labcycler PGR termocikleryje,
panaudojant programg: 10 min. 25°C, 120 min. 37°C ir 5 min. 85°C. Paruosta
kDNR saugoma -80 °C temperatiiros Saldiklyje NVI Biobanke.

2.5.9. Tikro laiko PGR

Tikro laiko (TL) PGR buvo naudojama geny ir miRNR raisSkos tyrimams.
Komercinis miScript SYBR Green PCR Kit rinkinys buvo naudojamas TL-
PGR miSiniams paruosti. | kiekvieng TL-PGR gardelés Sulinélj, kuriame buvo
gamintojo parinkti pradmenys, jpilama PGR miSinio su kDNR. TL-PGR
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vykdoma Rotor-Gene Q termocikleryje pagal gamintojo sukurtg programa, Zr.
2.2 lentelg.

PGR gardelé buvo sudaryta i§ 84-iy miRNR, 6-iy endogeniniy kontroliy,
teigiamos PGR kontrolés (angl. positive PCR control), kuri jvertina PGR
efektyvumg, ir atvirkStines transkripcijos kontroles (angl. miRNA reverse
transcription control), kuri parodo atvirkstinés transkripcijos reakcijos,
atliktos su miScript Il RT Kit rinkiniu, efektyvuma.

2.2 lentelé. Kickybinés TL-PGR Rotor-Gene Q termocikleryje salygos

Zingsniai | Trukmé | Temperatiira | Cikly skaicius

Polimerazés aktyvacija 15 min 95 °C 1
3-ju zingsniy ciklas

Denatiiracija I5s 94 °C

Pradmeny prijungimas 30s 55°C 40

Sinteze 30s 70 °C

Gauty duomeny pirmin¢ analize atlickama naudojant miScript miRNA
PCR Array Data Analysis programg. Kiekvienos miRNR santykiné raiska
meéginyje vertinama AACr metodu ir normalizuojama pagal endogenines
kontroles. Tiriamajame méginyje santykinis transkripto kiekis, iSreikStas
kartais, palyginus su kontroliniais méginiais, apskai¢iuojamas pagal formule:

Transkripto pokytis kartais, lyginant su kontrole = 244y

CT tiriamo transkripto
aacT = ( <
CT kontrolinis genas

CT tiriamo transkripto

)tiriamasis meginys — ( CT kontrolinis genas )kontrolinis meginys
TL-PGR geny raisSkai nustatyti buvo naudojami TagMan™ pradmenys
(iSvardinti 2.1 poskyryje) su jiems skirtu komerciniu TagMan™ Fast
Advanced Master Mix rinkiniu pagal gamintojo rekomendacijas pridedant
5ng kDNR j kiekvieng Sulin¢li. TL-PGR vykdoma QuantStudio™ 5
termocikleryje pagal gamintojo sukurta programa, zr. 2.3 lentele. PGR
ploksteléje buvo idedamos neigiamos PGR kontrolés kiekvienam genui (angl.
negative PCR control), 1 kurias nebuvo dedama kDNR, taip jvertinant PGR

miSinio uzterstuma.

2.3 lentelé. Kickybinés TL-PGR salygos naudojant TagMan™ pradmenis

Zingsniai Trukmé | Temperatiira | Cikly skaicius

UNG inkubacija 2 min 50 °C 1

Polimerazées aktyvacija 20s 95 °C 1
2-jy zingsniy ciklas

Denatiiracija Is 95 °C

Pradmeny prijungimas /

Sinteze P 20s 60 °C 0
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Gauty duomeny pirmin¢ analizé buvo atlickama panaudojant
QuantStudio™ Design & Analysis Software v1.5.1 programa. Kiekvieno geno
santykinis raiskos pokytis vertinamas AACr metodu ir normalizuojamas pagal
kontrolinio GAPDH/Gapdh ar YBX2 (folikuly geny raiskos jvertinimui) geno
raiSka. Tirlamajame méginyje santykinis transkripto kiekis, iSreikstas kartais,
apskai¢iuojamas pagal formule 2““r. Molekuliniai tyrimai su KA buvo
atlikti NVI Biobanke.

2.5.10. miRNR taikiniy paieska ir jy signaliniy keliy praturtinimo analizé

miRNR, kuriy raiSka buvo reikSmingai (p < 0,05) pakitusi (pokytis
kartais > 2), taikiniy paieska atlikta panaudojant miRDB (www.mirdb.org) ir
TargetScan 7.2 (www.targetscan.org/vert_72) duomeny bazes. IS miRDB
bazés buvo pasirinkti tie taikiniai, kuriy taikinio balas (angl. farget score)
buvo > 90, o i§ TargetScan bazés taikiniai, kuriy CWCS (angl. cumulative
weighted context score) < -0,4. Geny-taikiniy Kioto geny ir genomo
enciklopedijos (angl. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG)
signaliniy keliy praturtinimo analizé atlikta pasitelkus ShinyGO v0.08
(http://bioinformatics.sdstate.edu/go/) internetinj jrankj su klaidingo atradimo
dazniu (KAD, angl. false discovery rate, FDR) < 0,05.

2.5.11. Folikuly i$skyrimas i§ kiauSidés audinio

UZuomazginiai bei pirminiai folikulai buvo iSskiriami i§ KA Zievinio
sluoksnio panaudojant Chiti et al. (2017) protokola. Vadovaujantis protokolu,
Sesiy pacienciy (25-30 mety amziaus) KA fragmentai buvo mechaniskai
susmulkinami su audiniy smulkinimo aparatu ir perkeliami i 0,28 Wiinsch
vienety/ml liberazés DH su 12 Kunitz vienety/ml DNazés ir DPBS su Ca*" ir
Mg?*" tirpalg. Susmulkinti audiniai inkubuojami 37 °C temperatiiros vandens
vonel¢je Svelniai purtant. Kas 15 min. tirpalas supipetuojamas, o kas
30 min. praleidziamas per 70 um filtra folikuly atskyrimui nuo audinio.
Fermentai iSaktyvuojami jpilant tokj patj tirj DPBS su 10 % FBS. Fermentinis
apdorojimas tesiamas iki 90 min. ISskirti folikulai surenkami su 130 pm
mikropipete  panaudojant  stereomikroskopg. Darbai  atlikti KLU
Reprodukcinés patofiziologijos laboratorijoje.

2.5.12. Kiausidés audinio stromos lasteliy iSskyrimas ir auginimas in vitro

Menopauzés sulaukusiy motery KA buvo pasirenkami dél audinj sudaranciy
lasteliy tipy panaSumo j motery, kurioms, dél gonadotoksinio gydymo,
pasireiskia ankstyvoji menopauzé — prieslaikinis kiausidziy iSsekimas. KA
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stromos lgstelés (kaSL) buvo i$skiriamos panaudojant adaptuota Chiti et al.
(2017) protokola. Pagal protokola, penkiy pacienciy (51-68 mety amziaus)
KA fragmentai buvo mechaniSskai susmulkinami naudojant audiniy
smulkinimo aparatg ir perkeliami j DPBS su Ca*" ir Mg*" jonais, papildytu
0,28 Wiinsch vienety/ml liberazés DH ir 12 Kunitz vienety/ml DNazés.
Susmulkinti audiniai buvo inkubuojami 37 °C temperatiiros vandens voneléje
$velniai purtant 75 min. Kas 15 min. tirpalas supipetuojamas. Fermentai
iSaktyvuojami jpilant tokj patj tarj DPBS su 10 % FBS. Tirpalas praleidziamas
per 70 um filtra, tuomet per 30 um filtra stromos pavieniy lasteliy atskyrimui.
Lastelés centrifuguojamos 4 °C temperatiiroje 10 min. 500 g greiciu, lasteliy
nuosédos suspenduojamos DMEM/F 12 terpéje, papildytoje 10 % FBS, 1 %
antibiotiky ir antimikotiky miSiniu ir 1 % ITS. Lastelés suskaiCiuotos
naudojant tripano mélj bei Biirker kamera, iSs¢jamos j 4-Sulinéliy plokstele,
inkubuojamos 37 °C, 5 % CO; inkubatoriuje ir kultivuotos in vitro iki
monosluoksnio  suformavimo. Darbai atlikti KLU Reprodukcinés
patofiziologijos laboratorijoje.

2.5.13. Folikuly gyvybingumo vertinimas

Tik ka i8skirty (0-in¢ dieng; d0) ar in vitro brandinty (7-ta dieng; d7) folikuly
gyvybingumas buvo nustatomas juos inkubuojant 30 min. tamsoje su
2 pmol/L kalceinu AM ir 5 umol/L etidzio homodimero-I LIVE/DEAD®
tirpalu 37 °C temperatiiroje, analizuoti LSM 510 konfokaliniu mikroskopu.

2.3 pav. Folikuly klasifikacija pagal gyvybinguma, nudazius kalceinu AM (zalia
spalva) ir etidzio homodimeru-I (raudona spalva). V1: visiSskai nepazeistas; V2:
minimaliai paZzeistas; V3: vidutiniSkai pazeistas; V4: Zzuves folikulas. Jterpta
nuotrauka rodo folikulg su Zuvusia kiausialgste.



Folikulai suskirstyti j keturias (V1-V4) kategorijas (Martinez-Madrid et
al., 2004) (2.3 pav.): VI, visiskai nepazeistas folikulas, su visomis
gyvybingomis griidétosiomis Igstelémis (GL) ir kiausialaste; V2, minimaliai
pazeistas folikulas su maziau nei 10 % zuvusiy GL; V3, vidutiniskai pazeistas
folikulas nuo 10 % iki 50 % pazeisty GL; ir V4, zuves folikulas, kai yra
daugiau nei 50 % zuvusiy GL ir/ar zuvusi kiauSialgste. V1 ir V2 kategorijy
folikulai laikomi gyvybingais; V3 ir V4 kategorijy folikulai laikomi
negyvybingais (arba zuvg). Darbai atlikti KLU Reprodukcinés
patofiziologijos laboratorijoje.

2.5.14. Dirbtinés kiausidés konstravimas — folikuly inkapsuliacija j alginato
laSelius ir brandinimas in vitro

Folikuly inkapsuliacijai 3 % SLM alginatas buvo praskiedziamas iki 1,11 %
su MOPS pagal Vanacker et al. (2014). Vidutiniskai apie 10 folikuly buvo
sugrupuojami, inkapsuliuojami j alginato tirpalo laSelius (alginato galutiné
koncentracija 1 %) ir perkeliami i 0,1 M CaCl, tirpalg gelinés struktiiros
suformavimui. Sie laseliai 3 kartus praplaunami MOPS tirpale po 5 min. Buvo
suformuojami 1-3 alginato laseliai, priklausomai nuo folikuly, iSskirty i$
vienos pacientés KA, skaiCiaus ir patalpinami j atskirus Sulinélius auginimo
ploksteléje ant kaSL monosluoksnio arba tiesiai ant Sulinéliy pavirSiaus.
Brandinimo terpés sudétis nurodyta 2.4 lenteléje.

2.4 lentelé. Folikuly in vitro brandinimo terpés sudétis

Koncentracija Koncentracija
DMEM/F12 terpé - bFGF 30 ng/ml
FBS 10 % IGF1 50 ng/ml
Menopur* 0,2 % EGF 30 ng/ml
ITS 1% GDF-9 40 ng/ml
Piruvo riigstis 50 mg/ml SCF 100 ng/ml
Antibiotiky antimi- | 1%
kotiky misinys

*75IU folikulus stimuliuojancio hormono ir liuteinizuojancio hormono tirpalas.
bFGF — rekombinantinis zmogaus bazinis fibroblasty augimo veiksnys (angl. basic
fibroblasct growth factor), IGF — | insuling panasus augimo veiksnys 1 (angl. insuli-
like growth factor 1), EGF — epidermio augimo veiksnys (angl. epidermal growth
factor), GDF-9 — augimo diferenciacijos veiksnys 9 (angl. growth differentiation
factor 9), SCF — kamieniniy lgsteliy veiksnys (angl. stem cell factor).

Inkapsuliuoti folikulai brandinami 7 dienas 37 °C temperatiiroje, 5 %
CO; inkubatoriuje. Kas 2—-3 dienas pusé auginimo terpés pakeiciama Svieziai
pasidaryta folikuly in vifro brandinimo terpe. Nusiurbta terpé¢ uzSaldoma
-80 °C temperatiiroje tolesniems tyrimams. Septintg eksperimento dieng visa
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nusiurbta terpé uzSaldoma -80 °C temperatiiros Saldiklyje tolesniems
tyrimams. Darbai atlikti KLU Reprodukcinés patofiziologijos laboratorijoje.

2.5.15. Folikuly klasifikacija pagal dydj

Folikuly diametras buvo matuojamas d0, d3 ir d7 in vitro folikuly brandinimo
kulttiros dienomis invertuotu mikroskopu, turin¢iu 0,01 mm tinklelj. Folikulai
buvo klasifikuojami pagal Lierman et al. (2015): uZuomazginiai (< 60 um),
pirminiai (nuo 61 pm iki 75 pm) ir antriniai (nuo 76 um iki 200 um). Antriniai
folikulai papildomai suskirstomi j ankstyvuosius / viduriniuosius (nuo 75 pm
iki 100 um), viduriniuosius / vélyvuosius (nuo 100 um iki 150 pm) ir
vélyvuosius (daugiau nei 150 um) (Kristensen ef al., 2011). Darbai atlikti
KLU Reprodukcinés patofiziologijos laboratorijoje.

2.5.16. Steroidogenezées dirbtiniy kiausidziy auginimo terpése jvertinimas

UZSaldytos auginimo terpés (folikuly, auginty ant kaSL monosluoksnio ar be
jo) buvo atSildomos estradiolio kiekio nustatymui panaudojant
imunofermentinj tyrimo metoda pagal gamintojo rekomendacijas. Paruosti
standartai, eksperimentiniai ir kontroliniai méginiai buvo supilstomi j 96-
Sulinéliy plokstele, kurioje buvo su biotinu konjuguoti estradioliui specifiski
antikiinai. Pridedama avidino, konjuguoto su krieny peroksidaze, ir
inkubuojama 1 val. 37 °C temperatiiroje. Po inkubacijos pridedama substrato.
Fermento-substrato reakcija pabaigiama pridedant sieros rugsties tirpalo.
Sugertis matuojama spektrofotometru ties 450 nm ilgio banga. Nustatymo
intervalas nuo 15,63 pg/ml iki 1000 pg/ml. Darbai atlikti KLU Reprodukcinés
patofiziologijos laboratorijoje.

2.5.17. Siaurés-Baltijos regiono $aliy vaiky onkologijos centry apklausa

Bendradarbiaujant su NOPHO, buvo i$siysti anoniminiai elektroniniai
klausimynai 23-ims didZiausiy vaiky onkologijos centry direktoriams Siaurés
ir Baltijos Salyse. Klausimynas buvo sudarytas kartu su vaiky onkologais bei
ginekologais, norint iSsiaiskinti vaiky iki pilnametystés vaisingumo
i$saugojimo galimybes Siose Salyse. Apklausoje buvo pateikti 22 klausimai,
kurie leido susipazinti su patvirtintomis gairémis, taikomomis vaisingumo
i$saugojimo galimybémis, klinikinémis indikacijomis ir konsultavimu (P8
lentelé). Visi apklausti vaiky onkologijos centrai priklausé universitetinéms
ligoninéms. Vaisingumo i$saugojimas paslaugos Siaurés-Baltijos regiono
Salyse yra daugiausiai finansuojamas sveikatos sistemos, taciau kai kuriais
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atvejais yra remiamos gydymo jstaigy programomis arba paciy pacienty,
nevyriausybiniy organizacijy ar paramos / labdaros fondy.

Klausimynai buvo uzpildyti vaiky onkology bendradarbiaujant su vaiky
onkologijos centro specialistais. Klausimynai buvo uzpildyti iki 2022 mety
pabaigos naudojant internetinj jrankj »Nettskjema*
(https://www.uio.no/english/services/it/adm-services/nettskjema/).

2.5.18. Statistiné¢ duomeny analizé

miRNR raiskos duomeny analizés buvo atlickamos panaudojant miScript
miRNA PCR Array Data Analysis arba Python v3.12 programas. Statistiskai
reikSmingi miRNR raiSkos skirtumai tarp tiriamosios grupes (atSildyty KA
meéginiy) ir kontroliniy grupiy (sveiko kraities ir navikinio audinio méginiy)
miRNR raiSkos buvo nustatomos taikant dviejy parametry Stjudento ¢
kriterijy. StatistiSkai reikSmingai pakitusia laikoma miRNR raiska, kai raiSkos
poky¢io reik§mé kartais buvo 2 kartai arba daugiau, o skirtumai laikomi
statistiSkai reikSmingais, kai p reik§me < 0,05.

Kity tyrimy statistiné duomeny analiz¢ atlickama panaudojant GraphPad
Prism, v9.1.2. Kiekybiniai duomenys pateikiami kaip vidurkis = SN
(standartinis nuokrypis), vidurkis + SEM (vidurkio standartin¢ paklaida, angl.
standard error of the mean) arba mediana + IKR (interkvartilinis regionas),
analizuota Stjudento ¢ kriterijumi, ANOVA su Tukey post-hoc kriterijumi
arba Mann-Whitney U testu, priklausomai ar duomeny pasiskirstymas
normalus ir dispersijos lygios. Kokybiniai duomenys analizuojami Chi-
kvadrato suderinamumo kriterijumi arba Fisherio tiksliuoju kriterijumi.
Skirtumai laikomi statistiSkai reikSmingais, kai p reikSmé < 0,05.

Apklausos rezultatai analizuoti su Microsofl Excel 365 panaudojant
aprasomajg statistika.
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3. REZULTATAI
3.1. AtSildyty kiausidés audiniy jvertinimas

Sio darbo metu buvo vertinamas audinio gyvybingumg i$saugancio léto
uzsaldymo protokolo (2.4.1.) / greito atSildymo (2.4.2.) poveikis KA. Dél
galimy pazaidy, uzSaldytuose / atSildytuose KA (n = 8) buvo jvertinamas
bendras audinio struktiros vientisumas (3.1 pav.), jungiamojo audinio
strukttros (3.2 pav.), lasteliy proliferacija (3.3 pav.) in vitro ir prigijimo
potencialas (3.4 pav. a—c) bei potencialiai metastazavusiy piktybiniy lasteliy
jvertinimas (3.4 pav. d-f) po 1éto uzsaldymo / greito atSildymo atliekant
ksenotransplantacija i imunodeficitines peles tyrimus. Buvo atliktas miRNR
raiSkos palyginimo tarp sveiko (n = 2), navikinio (n = 2) krities audinio ir KA
i§ motery, kurioms nustatytas krities vézys (n = 3), tyrimas, siekiant jvertinti
miRNR raiskos skirtumus. Buvo atrinktos reik§Smingai pakitusios raiskos
miRNR (pokytis kartais > 4, p <0,05) (3.5 pav.), nustatyti jy genai-taikiniai
in silico bei atlikta geny-taikiniy praturtinimo analizé (3.7 ir 3.8 pav.).

3.1.1. Strukttiros jvertinimas

Histologiniy preparaty nuotraukose (3.1 pav.) matome nepakitusia KA
struktiirg ir jos vientisumg. Lastelés ir jy branduoliai yra aiskiai iSreiksti,
audiniai tankis, be rySkiy belasteliniy audinio sri¢iy. Taip pat skirtinguose
audiniy pjuviuvose (3.1, 3.2 ir 3.3 pav.) matomi uzuomazginiai / tarpiniai
folikulai (rodyklés) pasizymé&jo normalia arba nezymiai atsitraukusia
citoplazma nuo GL, kurios svarbios uZztikrinti folikuly vystymasi, morfologija.

Nr. 22 Nr. 24 Nr. 26

3.1 pav. Histologinis struktiiros vientisumo jvertinimas kiausidés audiniuose (Nr. 22,
24, 26) po atSildymo. Dazymas su hematoksilinu ir eozinu: branduoliai — violeting;
lasteliy citoplazma — roziné spalva. Rodyklés rodo kiauSidés audinyje esancius
folikulus. Mastelis 100 um.

Dazant Masson trichromu rinkiniu nudazomi KA jungiamojo audinio
elementai, kolagenas bei raumeninés lastelés. Jungiamojo audinio elementy
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jvertinimas yra svarbus, nes gali parodyti fibrozines audinio vietas, kurios yra
gausios kolageno sankaupy bei sumazéjusio lgsteliskumo sritys. Tokios vietos
KA gali atsirasti dél uzsaldymo / atSildymo procesy arba dél nattiralios audiniy
struktiiros, jeigu audinys buvo gautas i§ vyresnio amziaus moters. Visi
audiniai, iSskyrus vieng (3.2 pav., Nr. 26), netur¢jo fibroziniam audiniui
bidingy elementy. ISanalizavus tris atsitiktinius nr. 26 KA pjuvius, nustatytas
tik 1 % fibrozinés audinio srities. Raumeninés lgstelés, kurios jprastai
i$sidésto aplink kraujagysles ir augancius folikulus, nebuvo aptiktos, kadangi
jos labiau buidingos KA Serdinei, o ne zZievinei daliai.

Nr. 22 Nr. 24 Nr. 26

o Qi i A NG Ve ’ 8 E RN R

3.2 pav. Jungiamojo audinio elementy jvertinimas kiausidés audiniuose (Nr. 22, 24,
26) po atSildymo. DaZzymas Masson trichromo rinkiniu: kolagenas — zalia;
branduoliai — violetiné; citoplazma — roziné spalva. Rodyklés rodo kiausidés audinyje
esancius folikulus. Mastelis 100 pm.

Toliau buvo vertinama proliferacijos zymens (Ki-67) raiska (3.3 pav.)
atSildytuose KA. Visuose audiniuose Ki-67 raiska buvo nustatyta mazesné nei
5 % (didesné raiska galéty rodyti proliferuojancias metastazavusiy navikiniy
lasteliy sankaupas). Nors proliferacijos zymuo buvo aptiktas keliose folikuly
kiausialgstése (3.3 pav., nr. 22, viduriné rodyklé), didzioji dalis aptikty
folikuly — tiek kiausialastés, tick GL — nepasizyméjo Sio baltymo raiska.

Nr. 22 Nr. 24 Nr. 26

e
'Apl'h’ i b

33 pav. beliferuoj ané'iq léételiu iVertinimas kiausidés audiniuose (Nr. 22, 24, 26) pb
atSildymo. Imunohistocheminis Ki-67 dazymas: branduoliai — violetin¢; Ki-67 — ruda.
Rodyklés rodo kiausidés audinyje esancius folikulus. Mastelis 100 pm.
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IS histologinio ir imunohistocheminio jvertinimo galime daryti iSvada,
jog audinio apdorojimas iki uzsaldymo, léto uzsaldymo ir greito atSildymo
protokolai nepazeidzia audiniy vientisumo, nesukelia jungiamojo audinio
elementy sankaupy ir lasteliy masinés aktyvacijos.

3.1.2. Audinio gyvybingumo, prigijimo ir piktybiniy transformacijy
jvertinimas

Atlikus audinio strukttiring analize, toliau buvo siekiama jsitikinti, jog Sio
biomedicininio tyrimo metu naudoti KA 1éto uzsaldymo / greito atSildymo
protokolai i$saugo ir jy gyvybinguma, ir gebéjima prigyti po transplantacijos
(3.4 pav.). Taip pat atliktas ir piktybiniy lgsteliy audinyje nustatymo tyrimas.

Tuo tikslu buvo atliktas pirmasis ksenotransplantacijos tyrimas (2.2 pav.).
a

3.4 pav. Histologinis audiniy ir imunohistocheminis proliferuojanciy lasteliy
ivertinimas po 35 dieny ksenotransplantacijos. (a ir d) Sviezias transplantuotas KA;
(b ir e) uzsaldytas / atsildytas transplantuotas KA; (¢ ir f) navikinis audinys. a— —
histologinis dazymas, d—f — imunohistocheminis Ki-67 daZymas (ruda spalva
teigiamai nusidaziusios lastelés). a“ — pelés oda; b‘ — pelés plauko folikulas; ¢ —
riebaly sankaupos; d° — tarpiné zona tarp KA ir pelés odos; e — Zzmogaus KA; f* —
kraujagyslé; g — iskiepyty véziniy lasteliy sankaupa. a, b, ¢, e ir f priartinimas x 40,
d priartinimas x 100. KA — kiausidés audinys.

Po uzsaldymo ir ne trumpiau nei 1 metai saugojimo laikotarpio, penkiy
pacienciy KA buvo atSildyti ir transplantuoti j imunodeficitiniy peliy pood;.
Stebésena truko 35 d. Makroskopiné analizé atskleidé audiniy gebéjima
prigyti po transplantacijos ir atkurti kraujotaka. Eksperimentinéje grupéje 4 i8
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5 atsildyty audiniy prigijo s€kmingai (80 %). Pirmojoje kontrolinéje grupéje
Sviezi KA transplantuoti ir prigijo sékmingai (100 %). Antrojoje kontrolinéje
grupéje spartus naviky augimas su stipriai iSvystyta de novo kraujagysliy
sistema buvo stebimas jau po 14 d. nuo eksperimento pradzios. Treciosios
kontrolinés grupés pelés isliko sveikos viso 35 d. eksperimento metu.

Histologiné analiz¢ (3.4 pav., a—c) parodé sékmingg KA ir naviko
transplantacijos procediirg ir prigijimg. KA méginiuose stebima tarpiné zona
i§ jungiamojo audinio (3.4 pav., d°), taip pat ir neovaskuliarizacijos elementai
(3.4 pav., f*) tarp pelés poodzio bei KA. Ki-67 dazymas (3.4 pav., d—f)
atskleidé mazesng¢ nei 5 % raiskg tiek Svieziuose, tiek atSildytuose
transplantuotuose KA, o kontrolinéje grupéje, kurioje buvo iskiepytos vézinés
lastelés, stebéta didesné nei 10 % Ki-67 baltymo raiska.

3.1.3. MiRNR raiskos jvertinimas ir analizé

Diferenciné miRNR raiskos analizé tarp sveiko (n = 2) bei navikinio kruties
(n= 2) audiniy buvo atlikta siekiant nustatyti miRNR, susijusiy su kriities
véziu, raiSkos skirtumus (P4 pav.) ir sudaryti kriities navikiniui audiniui
biidinga miRNR raiSkos profilj. Pagal §j profilj blity galima jvertinti, ar
motery, kurioms nustatytas Il stadijos kriities vézys, uzsaldytuose KA yra
metastazavusiy kriities navikiniy lgsteliy i§ pirminés vézio zidinio
lokalizacijos. Siy pacienéiy KA buvo uzSaldyti vaisingumo i$saugojimo
tikslais, todeél jvertinti KA potencialig infiltracijg piktybinémis lastelémis pries
retransplantacijg atgal | moters organizma yra biitina.

Human Breast Cancer miScript miRNA PGR gardelés sudarytos i$ 84
miRNR, kurios arba yra Zinomos dél savo vaidmens kriities vézio atveju, arba
nustatytos bioinformatiniais tyrimais kaip potencialiai dalyvaujancios geny,
susijusiy su kriities véZziu, reguliavimo procesuose. Zenkliai padidéjusi
miRNR raiska jprastai rodo, kad jos geny-taikiniy informacinés RNR raiska
bus slopinama, o sumazéjusi miRNR raiska — aktyvinama geny-taikiniy
informaciniy RNR transliacija. Sio tyrimo metu buvo nustatytos 39-ios
miRNR, kuriy raiSka statistiskai reikSmingai (p > 0,05) skyrési bent 2 kartus
navikiniame kriities audinyje palyginus su sveiku kriities audiniu (P4 pav.). I§
$iy 39-iy miRNR, 15-os raiskos pokytis buvo bent 4 kartai, tad, siekiant
sudaryti patikimesn] navikinio audinio miRNR raiSkos profili, buvo
pasirinktos biitent Sios miRNR (3.5 pav., a, P3 lentel¢).

Taip pat, buvo sudarytas ir sveikam krities audiniui bidingas miRNR
raiskos profilis (3.5 pav., b, P1 lentel¢), panaudojus tuos pacius parametrus —
statistiSkai reikSmingas raiSkos pokytis bent 4 kartai — kuris pasizyméjo
priesingomis miRNR raiskomis nei navikiniame kriities audinyje. Sis profilis
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buvo taipogi panaudotas lyginant ty paciy miRNR raiska KA, siekiant
patikrinti j kurio kriities audinio — navikinio ar sveiko — profilj yra panasesni
tirti KA (3.5 pav., b)

IS 3.4 pav. matome, kad palyginus krities sveiko ir naviko miRNR
raiSkos profilius su trijy skirtingy motery KA miRNR raiskos profiliais
(Nr. 22, 24, 26), buvo stebimi didesni raiskos skirtumai tarp navikinio kriities
audinio ir KA nei sveiko krities audinio ir KA. IS to buity galima daryti i§vada,
jog Siuose audiniuose néra aptikta metastazavusiy kriities navikiniy lasteliy.
Tai patvirtina ir anksCiau aprasyti makroskopiniai ir mikroskopiniai —
histologiniai ir imunohistocheminiai — transplantuoty audiniy tyrimai
(3.1 pav., 3.2 pav., 3.3 pav., 3.4 pav.).

Toliau buvo siekiama palyginti KA miRNR raiskos profilio skirtumus
tiek sveiko, tiek navikinio kriities audinio ir atlikti $iy miRNR in silico analizg.
KA buvo nustatytos 13 miRNR, kuriy raiskos pokytis statistiskai reikSmingai
(p < 0,05) skyrési bent du kartus nuo sveiko kriities audinio (P2 lentel¢). Taip
pat, buvo nustatytos ir 18 miRNR, kuriy raiskos pokytis statistiSkai
reikSmingai (p < 0,05) skyrési bent 2 kartus nuo navikinio kriities audinio (P3
lentelé). IS jy buvo atrinktos 5-ios miRNR, kuriy raiska > 2 kartus didesné —
hsa-miR-1-3p, hsa-miR-202-3p, hsa-miR-204-5p, hsa-miR-222-3p, hsa-miR-
495-3p ir 9-ios miRNR, kuriy raiska > 2 kartus mazesné — hsa-miR-15a-5p,
hsa-miR-182-5p, hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-200c-3p,
hsa-miR-205-5p, hsa-miR-31-5p, hsa-miR-429, hsa-miR-96-5p.

a b
hsa-let-7a-5p 7.86 -1.08 -1.38 -2.57 hsa-let-7a-5p+  -13.74 -6.22 -1.94 -14.79
hsa-let-7b-5p-  -7.94 -2.82 -1.88 117 hsa-let-7b-5p 913 150 226 3.61
hsa-let-7c-5p | -13.55 -5.41 -2.56 -1.18 hsa-let-7c-5p | 14.12 210 4.44 9.65
hsa-let-7d-5p-  -6.63 -3.44 243 -141 hsa-let-7d-5p  6.36 135 191 329
hsa-let-7e-5p -10,09 -4.27 -2.06 -1.03 I3° hsa-let-7e-5p- 6.7 1.49 3.10 6.19
hsa-let-7i-5p <1175 219 -1.20 153 20 hsa-let-7i-5p- 8,63 3.01 551 10.13
hsa-miR-100-5p  -5.78 326 232 -1.29 10 hsa-miR-100-5p 441 125 175 3.16
hsa-miR-107 -7.59 218 177 -1.07 o hsa-miR-107 1027 128 1.59 261
hsa-miR-10a-5p-  -7.67 -1.59 173 122 -10 hsa-miR-10a-5p 811 118 127 111
hsa-miR-10b-5p  -6.08 -6.32 -2.56 -1.05 -20 hsa-miR-10b-5p  6.45 229 5.66 13.74
hsa-miR-125b-5p-  -6.23 -2.98 177 115 I_30 hsa-miR-125b-5p-  4.72 2.54 4.28 8.67
hsa-mlR»1303-3pm -6.18 -3.39 -1.25 hsa-miR-130a-3p 235 4.28 11.60
hsa-miR-140-5p -5.91 278 -1.06 hsa-miR-140-5p 1.98 420 11.00
hsa-miR-155-5p- 6.9 -2.01 -1.70 121 hsa-miR-155-5p-  6.73 127 151 2.12
hsa-miR-181b-5p- 472 4.26 263 145 hsa-miR-181b-5p-  -4.17 -1.16 -1.89 341
Navikinis audinys  Nr. 22 Nr. 24 Nr. 26 Sveikas audinys  Nr. 22 Nr.. 24 Nr. 26
Méginiai Meginiai

3.5 pav. miRNR raiskos pokyc¢iy profiliai. (a) navikinio kruties audinio miRNR
raiskos profilis ir jo palyginimas su tiriamyjy kiauSidés audiniy miRNR profiliais. (b)
sveiko kriities audinio miRNR raiSkos profilis ir jo palyginimas su tiriamyjy kiausidés
audiniy miRNR profiliais. Naudotos miRNR, kuriy raiska statistiskai reikSmingai
(p < 0,05) pakitusi bent 4 kartus.
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Atrinkus Sias miRNR (raiskos pokytis kartais > 2, p < 0,05), buvo
identifikuoti jy genai-taikiniai ir atlickama S$iy geny-taikiniy praturtinimo
analizeé, siekiant jvertinti, ar tai gali parodyti koki poveikj léto Saldymo ir
greito atSildymo protokolai daro KA. Geny-taikiniy paieska atlikta
naudojantis miRDB ir TargetScan duomeny bazémis. I§ nustatyty geny-
taikiniy duomeny bazése, atrinkti tik tie, kurie buvo rasti abiejose duomeny
bazése. Remiantis nubraizyta Veno diagrama, buvo atrinkti 172 genai-
taikiniai miRNR, kuriy raiSka didesné (3.6 pav., a) ir 235 genai-taikiniai
miRNR, kuriy raiska mazesné (3.6 pav., b).

miRDB
duomeny bazg

miRDB
duomeny bazé

TargetScan TargetScan
a duomeny bazé p duomeny bazé

3.6 pav. Veno diagramos, kurios rodo geny-taikiniy skaiciy, nustatyta miRDB ir
TargetScan duomeny bazése. (a) genai-taikiniai miRNR, kuriy raiska nustatyta
statistiSkai reikSmingai didesné (raiSkos pokytis > 2, p < 0,05); (b) genai-taikiniai
miRNR, kuriy raiska nustatyta statistiSkai reikSmingai mazesné (raiskos pokytis > 2,
p <0,05).

Siekiant detaliau iSsiaiskinti procesus, kuriuose dalyvauja Sie genai-
signaliniy keliy ir biologiniy procesy (geny ontologijos (GO) terminy)
praturtinimo analizé. Genai, kurie nustatyti kaip taikiniai miRNR, kuriy raiska
reikSmingai (p < 0,05) didesné (3.7 pav., P4 ir P5 lentelés) ar mazesne (3.8
pav., P6 ir P7 lentelés), buvo priskirti 10 signaliniy keliy bei biologiniy
procesy GO terminy.

a
Vystymosi reguliavimas -
Raumeny strukttros vystymasis { ——— Geny skaicius
Transferazés aktyvumo reg. { =——————————e : ig
Teigiamas vystymosi procesy reg. | =—————o ® 40
Lasteliniy baltymy apykaitos procesy reg. | =————@ : 28
Baltymy apykaitos proceso reg. | =——@
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(3.7 pav. tgsinys kitame puslapyje)
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3.7 pav. Kiausidziy audinyje nustatyty miRNR, kuriy raiska didesné¢ (raiskos
pokytis kartais >2, p < 0,05) lyginant su kontroliniais audiniais, epigenetinio
reguliavimo praturtinimo analiz¢é. (a) priskirty top 10 biologiniy procesy GO terminy;
(b) priskirty top 10 KEGG signaliniy keliy. Akt — baltymy kinazé B; FoxO — forkhead
box baltymas O; HIF1 — hipoksijos sukeltas veiksnys 1; GO — geny ontologija; KAD
— klaidingy atradimy daznis; KEGG — Kioto geny ir genomo enciklopedija; PI3K —
fosfatidilinozitol-3-kinaz¢; VEGF — kraujagysliy endotelio augimo veiksnys.

Buvo atskleista, jog miRNR, kuriy raiska didesné, epigenetiskai
reguliuoja tokius biologinius procesus (3.8 pav., a) kaip vystymosi
reguliavimas bei medZziagy apykaity procesai per tokius signalinius kelius kaip
VEGF ir HIF, PI3K-Akt, FoxO ir nuo progesterono priklausomas
kiausialgs¢iy brendimas, kurie yra susij¢ su angiogeneze ir oksidaciniu stresu,
folikuly bei kiausialgsc¢iy aktyvacija ar brendimu. Didesné $iy miRNR raiSka
rodo, jog Sie signaliniai keliai bei biologiniai procesai gali buti supresuojami.

Analizuojant miRNR, kuriy raiSka mazesné, parodyta, jog jos gali
epigenetiskai reguliuoti vystymosi bei diferenciacijos procesus, taip pat
baltymy fosforilinimo ir signaly perdavimo procesus per tokius signalinius
kelius kaip MAPK, glaudziyjy jungCiy, augimo hormony bei endokrininio ir
insulino rezistentiSkumo, kurie yra bitini kiausidziy funkcijoms atlikti,
tokioms kaip jautrumas hormonams, padidéjes metabolinis aktyvumas,
signaly perdavimas tarp folikulo lasteliy. Siy miRNR maZesné raiska labiau
atspindi KA skirtumus nuo kriities audinio nei uzsaldymo / atSildymo proceso
poveikio.

Sis  visapusiskas KA  histologinis (3.1 pav., 3.2 pav.),
imunohistocheminis (3.3 pav.), transplantato prigijimo (3.4 pav.) bei
molekulinis (3.5 pav. ir P4 pav.) jvertinimas rodo, jog miisy vertintas audiniy
uzsaldymo protokolas yra efektyvus ir saugus — KA iSsaugo gyvybingumg ir

60



audinio vientisumg, papildomy zalingy pazaidy audiniui nesukeliama. Toks
léto uzsaldymo / greito atSildymo protokolas gali biiti naudojamas ne tik
moksliniy tyrimy metu, bet ir klinikinéje vaisingumo i$saugojimo tikslais
praktikoje.
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3.8 pav. Kiau$idziy audinyje nustatyty miRNR, kuriy raiSka maZzesné (raiskos
pokytis kartais >2, p < 0,05) lyginant su kontroliniais audiniais, epigenetinio
reguliavimo praturtinimo analiz¢é. (a) priskirty top 10 biologiniy procesy GO terminy;
(b) priskirty top 10 KEGG signaliniy keliy. GO — geny ontologija; KAD — klaidingy
atradimy daznis; KEGG — Kioto geny ir genomo enciklopedija; MAPK — mitogenais
aktyvinama baltymy kinaz¢.

3.2. Kiausideés audiniy in vitro aktyvacijos pries ksenotransplantacija
jvertinimas

Toliau, remiantis gautais in silico analizeés rezultatais ir kity tyréjy atliktais
ksenotransplantacijos darbais (1.3.2. poskyris), buvo siekiama iSsiaiskinti,
kokj poveiki KA in vitro kulturai (audiniy aktyvacijai) turi augimo veiksnys
VEGF-A (V), antioksidantas rutinas (R) ar jy abiejy derinys (V+R) veikiant
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jais KA pries§ ksenotransplantacijg. Siekiant iSsirinkti geriausig terpés sudétj,
buvo atliktas in vitro citotoksiskumo bei hormono progesterono nustatymas.
Antrojo ksenotransplantacijos tyrimo metu buvo vertinama Siy komponenty
jtaka wvaskuliarizacijai bei geny, susijusiy su folikulogeneze, audinio
pazaidomis ir audinio strukttiros vientisumu, raiskai.

3.2.1. In vitro aktyvacijos sukelto audiniy citotoksiskumo ir steroidogenezés
atnaujinimo jvertinimas

Siame tyrime buvo matuojamas LDH aktyvumas ir progesterono kiekis KA
kultiiros terpése dviejuose laiko taskuose — 36 val. ir 72 val. Siais matavimais
buvo siekiama jvertinti KA gyvybinguma bei gebéjima gaminti ir sekretuoti
hormonus in vitro kultiirose su skirtingomis terpiy sudétimis po uzsaldymo /
atSildymo. Kontroliné terpé buvo standartineé KA in vitro kultGros terpé
(sudétis 2.5.3. poskyriuje), eksperimentinés terpés: standartiné KA in vitro
kulttros terpé praturtinta 1 pg/ml rutinu arba 50 ng/ml VEGF-A, arba
50 ng/ml VEGF-A ir 1 pg/ml rutino (V+R) deriniu.

* *
TR F T
| | —
= VEGF-A
X 50 .
P BEa Rutinas
£ ﬁl % W Rutinas+VEGF-A
-
% 0 +
(/]
4
8
i)
o '50- -
| — |
1 1
36 72
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3.9 pav. Kiausidés audinio gyvybingumo ijvertinimas in vitro kultiroje. LDH
aktyvumo palyginimas tarp skirtingai praturtinty in vitro kultiiros terpiy lyginant su
standartine in vitro kultiiros terpe (n = 8 visose grupése). Duomenys pateikti kaip
vidurkis = SEM. LDH - laktato dehidrogenazé; R — rutinas; SEM — standartiné
vidurkio paklaida; V — kraujagysliy endotelio augimo veiksnys A (VEGF-A).
StatistiSkai reikSmingi skirtumai pazyméti: * p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.

PaZeisty lasteliy iSskiriamy citoplazminiy fermenty aktyvumo matavimas
yra vertingas metodas audinio lasteliy Zui¢iai jvertinti. Siuo tikslu, siekiant
pademonstruoti audiniy gyvybinguma, buvo matuojamas LDH aktyvumas in
vitro kultiiros terpése. IS 3.9 pav. matome, jog abiejuose laiko taskuose KA

kultiirose tik su rutinu arba VEGF-A citotoksiskumas buvo stipresnis
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(teigiamos vertés) nei kontrolinéje (standartinéje) terpéje, o KA V+R in vitro
kultiiros terpéje, citotoksiskumas buvo silpnesnis (neigiamos vertés). Nors
rezultatai varijavo, potencialiai, dél audiniy heterogeniskumo, reik§Smingy
i$skir¢iy nenustatyta. Pavyzdziui, rutino grupéje 36 val. iSsibarstymas buvo
nuo -16 % iki 83 %, o 72 val. nuo -38 % iki 79 %, rezultatai pateikiami kaip
vidurkis = SEM.

Atliekant palyginimus tarp grupiy, buvo nustatyti statistiskai reikSmingi
skirtumai abiejuose laiko taSkuose tarp rutino ir V+R grupiy (36 val.
43 % 8% vs -6 % = 1 %, p=0,00006, 72 val. 38 % + 26 % vs -42 % + 12 %,
p = 0,006, atitinkamai) bei VEGF-A ir V4R grupiy (36 val. 27 % £ 12 % vs -
6%+ 1%, p=0,028, 72 val. 16 %+ 21 % vs -42 % = 12 %, p =0,039,
atitinkamai), taciau nenustatyti reik§mingi skirtumai tarp rutino bei VEGF-A
grupiy. Be to, tik V+R grupéje nustatytas statistiSkai reikSmingas
citotoksiSkumo sumazéjimas lyginant 36 val. bei 72 val. matavimus
(-6 % £ 1% vs -42 % + 12 %, p = 0,002, atitinkamai).
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3.10 pav. KiauSidés audinio steroidogenezés jvertinimas in vitro kultiiroje.
Progesterono koncentracijos palyginimas tarp skirtingai praturtinty in vitro kultiiros
terpiy. Duomenys pateikti kaip vidurkis £ SN. R — rutinas; SN — standartinis
nuokrypis; V — kraujagysliy endotelio augimo veiksnys A (VEGF-A). Statistiskai
reikSmingi skirtumai pazyméti: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <
0,0001.

GL ir TL aktyvumg galima jvertinti pagal jy gebéjima sintetinti ir
sekretuoti progesterong. IS 3.10 pav. matome, jog visose in vitro kultliros
terpése progesterono koncentracija didéjo su laiku bei abiejuose laiko
taskuose nustatytos didziausios $io hormono koncentracijos tendencijos
nekito ir i§sidésté taip: rutinas > V+R > kontroliné > VEGF-A grupé. Lyginant
hormono koncentracijas tarp visy grupiy po 36 val., buvo nustatyta
reikSmingai didesné koncentracija rutino grupéje lyginant su VEGF-A
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(13,7 ng/ml + 3,0 ng/ml vs 3,2 ng/ml+ 2,1 ng/ml, p =0,008), kontroline
(13,7 ng/ml £ 3,0 ng/ml vs 4,4 ng/ml+ 2,6 ng/ml, p =0,0001) ir V+R
(13,7 ng/ml £ 3,0 ng/ml vs 7,5 ng/ml + 4,2 ng/ml, p = 0,007) grupémis. Taip
pat, V+R grup¢je buvo nustatyta reikSmingai didesné progesterono
koncentracija lyginant su VEGF-A grupe (p = 0,034).

Po 72 val. vélgi rutino grupé pasizymejo statistiskai reikSmingai didesne
koncentracija uz VEGF-A (23,4 ng/ml £ 2,3 ng/ml vs 3,8 ng/ml + 1,4 ng/ml,
p =0,002, atitinkamai), kontroling (23,4 ng/ml+ 2,3 ng/ml vs 6,3 ng/ml +
2,6 ng/ml, p=0,001, atitinkamai) ir V+R (23,4ng/ml+ 2.3 ng/ml vs
12,8 ng/ml + 2,1 ng/ml, p =0,0005, atitinkamai) grupes, o V+R grupé
pranasesné buvo jau ne tik uz VEGF-A (12,8 ng/ml £+ 2,1 ng/ml vs 3,8 ng/ml +
1,4 ng/ml, p = 0,003, atitinkamai), bet ir kontroline (12,8 ng/ml £+ 2,1 ng/ml vs
6,3 ng/ml+ 2,6 ng/ml, p = 0,008, atitinkamai) grupes. Toliau vertinant
pokyc¢ius grupiy viduje skirtinguose laiko taskuose — 36 val. vs 72 val,,
statistiSkai reikSmingi skirtumai nustatyti rutino (13,7 ng/ml £+ 3,0 ng/ml vs
23,4ng/ml+ 23 ng/ml, p = 0,002) bei V+R (7,5 ng/ml+ 4,2 ng/ml vs
12,8 ng/ml + 2,1 ng/ml, p = 0,02) grupése, kuriose koncentracija reikSmingai
did¢jo.

Ivertinus gautuosius rezultatus, ksenotransplantacijos tyrimui buvo
pasirinktos standartiné KA in vitro kultiiros terpé (kontroliné grupé) bei
standarting terpé praturtinta 50 ng/ml VEGF-A ir 1 pg/ml rutinu (V+R) dél
pademonstruoto geriausio audinio gyvybingumo abiejuose laiko taskuose bei
atkurtos steroidogenezés. Kadangi Zenkliai padidéjusi progesterono
koncentracija gali buti ir prieSlaikinés auganciy folikuly Ziities pozymis, buvo
pasirinkta 36 val. KA in vitro kultira prie§ antrgjj ksenotransplantacijos
tyrima.

3.2.2. Kiausideés audinio in vitro aktyvacijos pries ksenotransplantacija
poveikis revaskuliarizacijai

Atsirinkus terpes, kurios toliau buvo naudojamos 36 val. KA aktyvacijai in
vitro pries ksenotransplantacija (3.3.1. poskyris), buvo atrinkti ir atSildyti 10
skirtingy motery reprodukciniai audiniai. Sie audiniai buvo padalinti pusiau ir
iskirstyti i dvi grupes (n = 10) in vitro kultiroms — standartinéje kulttros
terpéje ir praturtintoje V+R kultiiros terp¢je. Po 36 val. in vitro kultivacijos
KA buvo ksenotransplantuoti j 10 imunodeficitiniy peliy (po du KA
gabalélius | pelés poodj) 28 d. Visi transplantuoti KA sékmingai prigijo, o
iSpreparavus transplantatus, jie buvo panaudoti imunohistologiniam bei geny
raiSkos tyrimams.
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Po  ksenotransplantacijos, apie 1/3 audinio buvo skirta
imunohistologiniam Zzmogaus subrendusiy kraujagysliy — o-SMA —
jvertinimui (3.11 pav., b-c). Taip pat buvo a-SMA nudazyti ir kontroliniai
audiniai — tik atSildyti KA (3.11 pav., a). a-SMA teigiamos kraujagyslés buvo
suskaiciuotos audinio periferijoje norint jvertinti funkcionalaus ir subrendusio
kraujagysliy tinklo tarp transplantato ir Seimininko atklirimg. Nors i§
nuotrauky (3.11 pav., b-c) matome, jog abiejuose transplantuoty KA grupése
subrendusiy kraujagysliy periferijoje nusidazé nemazai, V+R grupéje jos
pasizymejo didesniu diametru (jvertinta tik vizualiai). Gauti duomenys buvo
placiai iSsibarste, bet reikSmingy iSskir€iy nerasta. Kontroliniuose
transplantuotuose KA kraujagysliy buvo aptinkama nuo 5 iki 28, o
transplantuotuose KA V+R nuo 5 iki 46, tod¢l duomenys pateikiami kaip
vidurkis =£ SEM. Lyginant suskaiCiuotas kraujagysles (3.11 pav., d),
statistiSkai reikSmingai daugiau jy buvo aptikta abiejose transplantuotose KA
grupése nei atSildytuose — atSildyti KA vs kontroliniai transplantuoti KA
(4£04 vs 14+2, p=0,003) ir atsildyti KA vs transplantuoti KA V+R
(4+04 vs 183, p<0,0001). StatistiSkai reikSmingy skirtumy tarp
transplantuoty KA grupiy nebuvo nustatyta (p = 0,289), taciau vidutiniskai
daugiau (18 vs 14) subrendusiy kraujagysliy buvo nustatyta V+R
transplantuoty KA grupéje.

Ksenotransplantacijos atveju reikéty nepamirsti, jog sékmingai atkurta
kraujagysliy sistema transplantate turi turéti ne tik Zmogaus, bet ir pelés
zymeny. Tad kitas jvertintas atkurtos vaskuliarizacijos Zymuo buvo pelés
Cd31 (3.11 pav., e), kitaip zinomas kaip trombocity endotelio lasteliy
adhezijos molekulé. Cd31 baltymas gali biiti aptinkamas tiek ankstyvosiose,
tiek subrendusiose kraujagyslése, todél §j baltyma koduojancio geno raiskos
jvertinimas KA parodo bendra Seimininko kraujagysliy invazijg i transplantatg
viso transplantacijos periodo metu.

3.11 pav., e grafike Cd31 geno raiska yra normalizuota (ACt) pagal pelés
Gapdh. Transplantuoty KA V+R grupéje buvo nustatyta zemesné ACt Cd31
geno raiskos verté — ACt mediana 2,3 ciklo, o kontrolin¢je transplantuoty KA
grupéje — 3,2 ciklo. Tai rodo, jog transplantuoty KA V+R grupéje beveik
vienu amplifikacijos ciklu anks¢iau nustatyta Cd3/ geno raiska, vadinasi,
Sioje grupéje yra daugiau Cd37 geno transkripty.

I§ $iy atkurtos hibridinés vaskuliarizacijos rezultaty galime daryti iSvada,
jog standartinés KA in vitro kultiiros praturtinimas VEGF-A bei rutinu, nors
ir neturé¢jo statistiSkai reikSmingos jtakos lyginant su standartine in vitro
kulttros terpe, pasizyméjo geresne vaskuliarizacija (nustatytas didesnis
skaiCius zmogaus subrendusiy kraujagysliy) (3.11 pav., d) ir didesniu pelés
Cd31 geno transkripty kiekiu (3.11 pav., e).
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3.11 pav. Vaskuliarizacijos kiausidés audiniuose (KA) po 28 dieny
ksenotransplantacijos jvertinimas. Reprezentacinés o-SMA dazyty kraujagysliy
nuotraukos (a) atSildytuose KA, (b) transplantuotuose ir in vitro kontrolinéje terpéje
aktyvuotuose KA (Transpl KA), (¢) transplantuotuose ir in vitro praturtintoje VEGF-
A su rutinu (Transpl KA V+R) terpéje aktyvuotuose KA. Nusidaziusios kraujagyslés
yra rudos spalvos. Priartinimas x 10; (d) kiekybinis a -SMA kraujagysliy audinio
periferijoje (0-500 pm) jvertinimas atSildytuose KA, transplantuotuose ir in vitro
kontrolingje terp¢je aktyvuotuose KA bei transplantuotuose ir in vitro praturtintoje
VAR terpéje aktyvuotuose KA. Kiekvieno audinio (n=15 atsildyty KA ir n=10
abiejose transplantuoty KA grupése) analizuoti trys atsitiktinai pasirinkti regos laukai.
Rezultatai pateikti kaip vidurkis + SEM; (e) pelés Cd3/ geno normalizuotos raiskos
(ACt) verciy palyginimas po ksenotransplantacijos. Rezultatai pateikti stac¢iakampe
diagrama, mediana = IKR, Gisai — maziausia ir didziausia verté. Ct — amplifikacijos
ciklas; IKR — interkvartilinis regionas; KA — kiausidés audiniai; R — rutinas; SEM —
standartiné vidurkio paklaida; V — kraujagysliy endotelio augimo veiksnys A (VEGF-
A). Statistiskai reikSmingi skirtumai pazymeéti: ** p < 0,01, **** p <0,0001.
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3.2.3. Kiausideés audinio in vitro aktyvacijos pries ksenotransplantacija
poveikis geny, susijusiy su folikulogeneze, audinio vientisumo islaikymu ir
pazaidomis, raiskai

Nustacius s¢kmingg hibridinio kraujagysliy tinklo atkiirimg abiejose
transplantuoty KA grupése (V+R grupéje nezZymiai geresnj), toliau buvo
sickiama nustatyti ar in vitro terpés prie$ ksenotransplantacija praturtinimas
V+R tur¢jo jtakos ir kitiems biologiniams procesams — audinio vientisumo
iSlaikymui, folikulogenezei ir audinio pazaidoms. D¢l gauty duomeny
heterogeniskumo, jie pateikiami kaip mediana [IKR] (interkvartilinis
regionas).

Sékmingas audinio vientisumo atkiirimas po transplantacijos yra esminis
veiksnys, po vaskuliarizacijos, leidZiantis iSsaugoti audinio funkcijas ir
brandinti folikulus. Statistiskai reikSmingy skirtumy tarp trijy analizuoty
struktiiriniy geny — kolageno VI, kolageno XVIII ir fibronektino 1 — raiskos
poky¢io mediany, po ilgalaikés ksenotransplantacijos, nustatyta nebuvo.
Kolagenas VI yra labiausiai paplites uzlgstelinio matrikso baltymas kiausidés
audinyje, tad $io geno raisSkos poky¢iai gali parodyti bendra KA vientisuma.
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3.12 pav. Kiausidés audinio vientisumo iSsaugojimo po 28 dieny
ksenotransplantacijos jvertinimas. Uzlasteliniy matrikso komponenty — (a) kolageno
VI (COL6AI), (b) kolageno XVIII (COL18AI) ir (¢) fibronektino (FNI) geny raiskos
transplantuotuose ir in vitro standartinéje terpéje aktyvuotuose KA (Transpl KA) bei
transplantuotuose ir in vitro praturtintoje V+R terpé¢je aktyvuotuose KA (Transpl KA
V+R). Rezultatai pateikti staciakampe diagrama, mediana + IKR, @isai — maziausia ir
didziausia verté. IKR — interkvartilinis regionas; KA — kiausidés audiniai; R — rutinas;
V —kraujagysliy endotelio augimo veiksnys A (VEGF-A).

Kaip matome i§ 3.12 pav., a, nustatyta sumazéjusi kolageno VI geno
raiSka abiejose transplantuoty KA grupése buvo -3,1 karto. Taip pat matome,
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jog kolageno XVIII (3.12 pav., b), kuris yra senstan¢iy kiausidziy Zymuo,
raiSkos pokycCiy skirtumas tarp abiejy transplantuoty KA grupiy nebuvo
didelis (-1,3 [-1,8 — -0,8] karto vs -1,6 [-3,0 — -0,8] karto) bei artimas Sio geno
raiSkai, nustatytai atSildytuose KA (atSildyty KA geny raiska naudota
transplantuoty KA geny raiskos normalizavimui, tad atSildyty KA raiska yra
lygi 1). Kitas zymuo, kuris galéty parodyti ar audinyje ivyko ilgalaikiai
uzlastelinio matrikso struktiiriniai poky¢iai — fibronektinas 1 (FN1). Sio geno
raiSkos reikSmingi skirtumai nebuvo nustatyti tarp kontroliniy transplantuoty
KA ir VAR KA grupiy (-2,6 [-3,5 — -1,4] karto vs -3,2 [-5,2 — -1,9] karto,
atitinkamai) (3.12 pav., c), o raiSkos sumazg¢jimas koreliuoja su kolageno VI
geno raiskos sumazéjimu, kuris galéty buti paaiSkinamas kaip nattiralus
audinio dydzio sumaZzéjimas transplantacijos metu.

Toliau buvo tikrinami pradinés vystymosi stadijos, pirminiy bei antriniy
folikuly Zymenys. FOXL2 yra budingas tik uzuomazginiams ir tarpiniams
folikulams, tad Sio geno raiSkos pokytis gali parodyti Siy folikuly kiekio
sumaz¢jimg lyginant tiek su kontroline transplantuoty KA grupe, tiek su
atSildytais KA. IS 3.13 pav., a matome, jog FOXL2 geno raiskos sumaz¢jimas
néra statistisSkai reikSmingas tarp transplantuoty KA grupiy — medianos -1,6
[-6,7 — -0,5] kartai vs -0,7 [-1,4 — -0,4] kartai (V+R KA vs kontroliniai KA,
atitinkamai), taciau V+R grupéje Sio geno raiSkos sumazéjimas nesiekia nei
2-jy karty, o kontroliniuose transplantuotuose KA maziau nei 3 kartus lyginant
su atSildytais KA, todél galima daryti i§vada, kad V+R grupéje yra iSsaugotas
didesnis skaiCius $iy pradinés vystymosi stadijos folikuly. Taip pat, V+R
grupéje §io geno raiSkos pokytis pasizyméjo mazesne variacija lyginant su
KA, aktyvuotuose standartinéje in vitro kultiiros terpéje, pries
ksenotransplantacija (maziausia — didziausia verté: -1,4 — -0,2 karto vs
-10 — -0,2 karto, atitinkamai).

Kiti du tirti genai — vystymosi j aukStesnés vystymosi stadijos folikulus
zymenys aromataze (CYP19A41) ir kamieniniy Igsteliy veiksnys (SCF). Abiejy
$iy geny raiSka nustatoma folikuly kuboidinése griidétose lastelése. SCF
dalyvauja uzuomazginiy folikuly aktyvacijoje, vystymosi iki pirminio
folikulo bei TL pritraukimo procesuose. Nustatytas SCF geno raiskos pokycio
skirtumas KA aktyvuotuose prie§ ksenotransplantacija standartinéje in vitro
terpéje -0,03 [-0,05 — -0,02] karto vs V+R KA grupés -0,3 [-0,4 —-0,05] karto
(p =0,02) yra statistiSkai reikSmingas, taCiau toks mazas, kad net baltymo
lygmeny skirtumai nebtty aptikti nei tarp transplantuoty KA grupiy, nei nuo
atSildyty KA (3.13 pav., b). Taip pat, buvo nustatytas CYPI941 geno,
aptinkamo  antriniuose  folikuluose, raiSkos sumaZzéjimas abiejose
transplantuoty KA grupése (3.13 pav., c), taiau V+R grupés KA pasizyméjo
stabilesne geno raiSkos variacija (maziausia — didZiausia verté: -2,2 — -0,1
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kartai vs -9,2 — -0,6 kartai), bei mazesniu jos sumazejimu (-0,8 [-1,3 — -0,4]
karto vs -2,5 [-7,6 — -1,0] karto, p = 0,078).

Sie folikuly geny raiskos rezultatai rodo, jog V+R praturtintoje in vitro
kultiiros terpéje aktyvuoti KA prie§ ksenotransplantacijg yra iSsaugotas nors
ir nereikSmingas, bet didesnis kiekis uzuomazginiy, tarpiniy (3.13 pav., a) ir
antriniy folikuly (3.13 pav., c).
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3.13 pav. Su folikulais ir jy vystymusi susijusiy geny raiskos jvertinimas po 28 dieny
ksenotransplantacijos. Uzuomazginiy folikuly — (a) transkripcijos veiksnys FOXL2 —
bei aukstesnés vystymosi stadijos folikuly — (b) kamieniniy lasteliy veiksnio (SCF) ir
(c) aromatazés (CYP19A1) geny raiskos transplantuotuose ir in vitro standartingje
terpéje aktyvuotuose KA (Transpl KA) bei transplantuotuose ir in vitro praturtintoje
VAR terpéje aktyvuotuose KA (Transpl KA V+R). Rezultatai pateikti staciakampe
diagrama, mediana + IKR, tisai — maziausia ir didziausia verté. IKR — interkvartilinis
regionas; KA — kiauSidés audiniai; R — rutinas; V — kraujagysliy endotelio augimo
veiksnys A (VEGF-A). Statistiskai reikSmingi skirtumai pazymeéti: * p <0,05.

Ksenotransplantaciniu periodu, iki kol atkuriama kraujotaka, taip pat
audinyje vyksta jvairlis pazaidy atsiradimai, kurie su laiku atsistato arba
audinyje palicka paZzaidas, kurios gali turéti jtakos audinio vientisumo
atstatymui bei folikuly iSgyvenamumui. Keliy tirty geny (CTGF ir LOX),
susijusiy su Hippo signaliniu keliu ir uZzlastelinio matrikso modifikavimu,
raiSkos pokyciai atskleidé Siy geny transkripcijos sumazéjimg abiejuose
transplantuoty KA grupése (3.14 pav., a-b), kurie koreliuoja ir su fibronektino
1 ir kolageno VI raiSkos sumazéjimais. Toliau buvo tiriamos kaspazés 34
(CASP3A), superoksido dismutazés 1 (SODI) it peroksiredoksino 1 (PRDX1I),
susijusiy su lgsteliy pazaidomis, raiskos.
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3.14 pav. KiauSidés audinio pazaidy po 28 dieny ksenotransplantacijos jvertinimas.
Audinio ir Igsteliy pazaidy — fibrozés ((a) jungiamojo audinio augimo veiksnio, CTGF
ir (b) lisiloksidazes, LOX)), apoptozés ((c¢) kaspazés 3A, CASP3A), uzdegiminiy
procesy ((d) angiopoetino, ANGPT2) ir oksidacinio streso ((e) superoksido
dismutazés, SOD! ir (f) peroksiredoksino, PRDXI) geny raiskos transplantuotuose ir
in vitro standartingje terpéje aktyvuotuose KA (Transpl KA) bei transplantuotuose ir
in vitro praturtintoje V4R terpéje aktyvuotuose KA (Transpl KA V+R). Rezultatai
pateikti staciakampe diagrama, mediana + IKR, Gisai — maziausia ir didziausia verté.
IKR — interkvartilinis regionas; KA — kiausidés audiniai; R — rutinas; V — kraujagysliy
endotelio augimo veiksnys A (VEGF-A). Statistiskai reikSmingi skirtumai pazymeti:
*HAE p < 0,0001.

Statistiskai reikSmingy skirtumy tarp transplantuoty KA grupiy nebuvo
nustatyta, taCiau jy raiSkos sumaz¢jimas, lyginant su atSildytais KA, buvo
didelis — CASP3A geno raiskos pokytis kartais kontrolingje transplantuoty KA
grupéje buvo apie 5 kartus, o V+R KA grupéje 8 kartai (3.14 pav., ¢), SODI
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9,8 [-22,6 —-4,7] karty vs 15,0 [-22,0 —-10,1] karty, atitinkamai (3.14 pav., €)
bei PRDXI geno raiSkos sumazéjimas buvo apie 9 kartus abiejose grupése
(3.14 pav., f). Vienintelis genas, kurio raiSkos pokytis buvo statistiskai
reikSmingas (p < 0,0001) tarp transplantuoty KA grupiy, buvo angiopoetinas
2 (ANGPT2). Angpt2 gali dalyvauti ankstyvojoje kraujagysliy invazijoje ir
susidaryme, hipoksijos, kraujagysliy destabilizacijos ir uzdegiminiuose
procesuose. Sio geno raiska kontrolinéje transplantuoty KA grupéje buvo net
27 kartus didesné lyginant su V+R KA grupe (3.14 pav., d).

Sie geny raiskos rezultatai rodo, jog in vitro kultiiros terpés praturtinimas
pries ksenotransplantacija neturi reikSmingos jtakos audiniams, taciau
demonstruoja nezymy pranasumga apsaugant audinio strukttirg (3.12 pav.) bei
jvairios vystymosi stadijos folikulus (3.13 pav.) nuo pazaidy (3.14 pav.).

3.3. Dirbtinés kiausidés modeliy konstravimas in vitro

IS anksCiau apraSyto poskyrio (1.2.3.) apie navikiniy lasteliy aptikimg KA
matome, jog KA yra uzSaldomi ne tik pacientéms, kurioms nustatyta maza
piktybiniy lasteliy infiltracijos rizika, bet ir didelés rizikos pacientéms
(hematologiniai navikai, neuroblastoma ir Juingo sarkoma), tad tokioms
pacientéms yra reikalinga tobulinti kitokias vaisingumo atkiirimo strategijas
(1.3.3. poskyris). Todé¢l Siame disertacijos darbe buvo atlieckamas 3D struktiiry
konstravimas — dirbtiniy kiausidziy modeliai.

3.3.1. Uzuomazginiy ir pirminiy folikuly i$skyrimas bei inkapsuliacija i
alginato laselius

Is 18 atsildyty KA zievés fragmenty buvo isskirti 407 uZuomazginiai bei
pirminiai folikulai i$ kuriy 382 panaudoti dirbtiniy kiausidziy konstravimui
(3.1 lentelé). Isskirty folikuly vidutinis diametras buvo 40,8 um £ 9,9 um.

3.1 lentelé. Eksperimento dizainas. Folikuly inkapsuliacija ir paskirstymas j in vitro

brandinimo grupes.

ISsky-  Folikuly Vid. Folikuly  ParuoSty AL/  Sulinéliai /

rimas skaicius* folikulu  skai¢ius AL skaidius Sulinélyje grupéje
dydis, pm AL

Nr. 1 60  447+11,6 10 6 3 1
Nr. 2 89 392+68 89 10 2-3 2
Nr. 3 40 44397 10 4 2 1
Nr. 4 18 42,1+132 9 2 1 1
Nr. 5 175 37,7+10,1 810 18 3 3

*inkapsuliuoty folikuly skaicius, kuris buvo panaudotas in vitro brandinimo
eksperimente (be 25-iy folikuly, kurie buvo panaudoti d0 gyvybingumo jvertinimui).
AL — alginato laselis.
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Didziaja dalj — 97 % — sudaré 30-50 um dydzio folikulai (370/382), o
likusius 3 % (12/382) sudaré pirminiai folikulai. Sie folikulai buvo padalinti j
grupes, auginimui ant kaSL monosluoksnio arbe be jo, ir inkapsuliuoti i
alginato laselius, taip sukonstruojant dirbtinés kiausidés 3D modelius.

3.3.2. Folikuly gyvybingumo jvertinimas dirbtinés kiausidés modeliuose

Folikuly gyvybingumas po isskyrimo (d0) sieké 96 % (24/25) (3.2 lentel¢).
Taip pat buvo jvertintas 87-iy (47 ant kaSL ir 40 be kaSL) jvairios stadijos
folikuly gyvybingumas po 7 kultivavimo dieny (d7) in vitro kulturoje (3.2
lentelé). [Sanalizavus fluorescuojanciais dazais nudazytus folikulus (2.3 pav.),
skirtinguose dirbtinés kiausidés modeliuose, buvo nustatyta, kad reikSmingy
skirtumy tarp modeliy — auginty ant ar be kaSL monosluoksnio —
gyvybingumo néra (p = 0,265).

3.2 lentelé. Folikuly gyvybingumo pasiskirstymas dirbtinés kiauSidés modeliuose.
Gyvybingumas jvertintas prie§ in vitro kultira (dO) bei 7-3 dieng (d7). V1/V2:
gyvybingi/gyvybingi, minimaliai pazeisti folikulai; V3/V4: vidutiniSkai pazeisti/Zuve
folikulai. kaSL — kiausidés audinio stromos lasteliy monosluoksnis.

Folikuly klasifikacija do d7
Ant kaSL Be kaSL
Gyvybingi (V1+V2) 96 % 87 % 77 %*
(24/25) (41/47) (31/40)
Pazeisti/Zuve (V3+V4) 4% 13% 23 %*
(1/25) (6/47) (9/40)

*nurodo statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp d0 ir d7 (p < 0,05).

Toliau, palyginus su dO folikulais, nustatyta, jog gyvybingy ir Zuvusiy
folikuly pasiskirstymas dirbtinés kiausidés modelyje be kaSL buvo statistiskai
reikSmingai (p = 0,043) pakitgs — Zenkliai padidéjusi pazeisty / zuvusiy ir
sumazgjusi gyvybingy folikuly dalis, taciau folikulai, auginti ant kaSL
monosluoksnio, tokio Zenklaus gyvybingy folikuly sumazéjimo nepatyré
(p =0,225) (3.2 lentelé).

Atliekant folikuly pasiskirstymo atskirose V1, V2, V3 ir V4
gyvybingumo kategorijose (2.3 pav.) analize, buvo nustatyti reikSmingi
skirtumai (p =0,03) po 7 dieny kultivavimo in vitro tarp abiejy dirbtinés
kiausidés modeliy (3.15 pav.). Auksc¢iausios — V1 — gyvybingumo kategorijos
folikuly buvo aptikta net 1,8 karto daugiau, o V4 — Zuvusiy — kategorijos
folikuly 2 kartus maziau dirbtinés kiausidés modelyje ant kaSL
monosluoksnio.
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3.15 pav. Skirtingy folikuly gyvybingumo kategorijy pasiskirstymas dirbtinés
kiausidés modelivose po 7 dieny kultivavimo in vitro. V1 — gyvybingi, V2 —
gyvybingi, minimaliai pazeisti folikulai, V3 — vidutini$kai pazeisti, V4 — Zuve
folikulai. kaSL — kiausidés audinio stromos lastelés.

3.3.3. Folikuly vystymosi jvertinimas dirbtinés kiausidés modeliuose

Siekiant jrodyti vieno ar kito dirbtinés kiausidés modelio pranasumg, buvo
jvertintas modelio gebéjimas inicijuoti uzuomazginiy folikuly vystymasi j
aukstesnés stadijos folikulus. Tai galima atlikti keliais skirtingais jvertinimo
blidais — iSmatuojant folikuly diametro pokycius ir priskiriant j skirtingos
brandos stadijos folikulus bei jvertinant jy funkcionaluma.

Isskirty ir 7-ias dienas in vitro brandinty folikuly vystymasis panaudojus
skirtingus  dirbtinés kiausidés modelius buvo jvertintas invertuotu
mikroskopu. Eksperimento pradzioje, 184 folikulai buvo inkapsuliuoti }
alginato laselius ir auginti ant kaSL monosluoksnio, kiti 186 folikulai auginti
alginato laseliuose be kaSL.

100+ *
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3.16 pav. Folikuly diametro augimas dirbtinés kiausidés modelivose per 7-ias
kultivavimo in vitro dienas. kaSL — kiauSidés audinio stromos lastelés. Statistiskai
reik§mingi skirtumai pazymeéti: * p < 0,05, ** p < 0,001, *** p <0,0001.
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Per 7-iy dieny laikotarpj, abiejose grupése, buvo stebimas reikSmingas
folikuly augimas visomis vertinimo dienomis, i§skyrus perioda tarp d0 ir d3
dirbtinés kiausidés modelyje be kaSL (3.16 pav.). Septinta eksperimento diena
folikuly, auginty ant kaSL. monosluoksnio, diametras buvo 80,65 um + 10,98
um, kai folikuly, be kaSL, diametras sieké 67,30 um £ 7,19 pm, taciau
statistiskai reik§mingo skirtumo tarp diametry dydzio nebuvo (p = 0,07).

3.3 lentelé. Aktyviy ir neaktyviy folikuly pasiskirstymas pries ir po kultivavimo in
vitro. Neaktyviis folikulai yra ramybés blisenos uzuomazginiai folikulai, o aktyvis
yra augantys ir pradéj¢ vystysis (pirminiai/antriniai). kaSL — kiauSidés audinio
stromos lastelés.

do d3 d7
Neaktyviis Aktyviis Neaktyviis Aktyviis Neaktyvis Aktyvis
Ant kaSL 96 % 4% 70 % 30 %' 355% 64,5 %>
monosl. | (184/191) (7/191) (124/177) (53/177) (51/144)  (93/144)
Be kaSL 97 % 3% 81 % 19 %" 56 % 44 %>

monosl. | (186/191) (5/191) (141/175) (34/175) (84/149)  (65/149)
Statistiskai reikSmingi folikuly (neaktyviy/aktyviy) pasiskirstymo skirtumai grupése
tam tikromis dienomis paZzyméti: **p < 0,05, “!p < 0,001, o grupés viduje tam tikromis
dienomis pazyméti: 'd0 vs d3, 2d0 vs d7, *d3 vs d7, kai p < 0,0001.

Toliau buvo palygintas uzuomazginiy/tarpiniy (neaktyviy) bei pradéjusiy
aktyviai vystytis folikuly pasiskirstymas per 7-ias in vitro dienas (3.3 lentele).
Visomis vertinimo dienomis aktyviy folikuly skaicius augo abiejy grupiy
viduje ir buvo nustatyti reik§mingi folikuly (neaktyviy/aktyviy) pasiskirstymo
skirtumai (p < 0,0001). Negana to, reikSmingai daugiau aktyviai auganciy
folikuly buvo stebéta tiek po 3-jy (p < 0,05), tiek po 7-iy dieny (p < 0,001) in
vitro kulttiros dirbtinés kiausidés modelyje ant kaSL (3.3 lentelé).

Tai rodo, kad didesnis skai¢ius uzuomazginiy / tarpiniy folikuly pradéjo
vystytis | pirminés ar antrinés stadijos folikulus (3.4 lentel¢). Trecig in vitro
kulttiros dieng, buvo pastebéta, kad net 23 i§ 28 antriniy folikuly, auginty ant
kaSL monosluoksnio, buvo ankstyvos / vidurinés stadijos (3.17 pav., a ir e,
kairiame kampe), o like 5 buvo vidurinés / vélyvos stadijos (3.17 pav., b, d ir
f). Palyginimui, visi 13 antriniy folikuly, auginty be kaSL monosluoksnio,
buvo ankstyvos / vidurinés stadijos. Septintg in vitro kultliros diena, 48
folikulai, auginti ant kaSL. monosluoksnio, buvo ankstyvos / vidurinés, 16
vidurinés / vélyvos bei 2 vélyvos stadijos (170 pm ir 200 pm) antriniai
folikulai (3.17 pav., c), o auginty be kaSL, buvo nustatyta 36 ankstyvos /
vidurings, 7 vidurinés / vélyvos ir vienas vélyvos stadijos (170 um) antrinis
folikulas.
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3.4 lentelé. Neaktyviy, pirminiy ir antriniy folikuly pasiskirstymas prie§ ir po
kultivavimo in vitro. Neaktyvis folikulai yra ramybés blisenos uzZuomazginiai
folikulai. kaSL — kiau$idés audinio stromos lastelés.

do Neaktyvils Pirminiai Antriniai
Ant kaSL monosl. (1 32/(1)/; 1 (7‘;1?1) o/ 1_ 91)
Be kaSL monosl. (12?67/(1)/;1) (53;1?1) (0/1_91)
d3
Ant kaSL monosl. (1272/(1)/;7) (215‘;1(?7) (2186/ :/;;)
Be kaSL monosl. (1211 /(1)/; 5) (211%1(?5) (1;/?]; 5)
d7
Ant kaSL monosl. (2?;51 Z:) (229(/)1?4) éz,/sl :1/;)1;
Be kaSL monosl. (8331(?9) (211‘;1(?9) (243;/401)

Statistiskai reikSmingi skirtumai tarp uzuomazginiy, pirminiy ir antriniy folikuly
pasiskirstymo grupése tam tikromis dienomis pazyméti: “°p < 0,05, “%p < 0,001.

kultiiros dieng: uzuomazginis (a deSinéje; 60 pm), antrinis ankstyvosios/vidurinés
stadijos (a ir e kair¢je; abu 90 um), antrinis vidurinés/vélyvosios stadijos (b, d, e
desinéje ir f; 150 um, 110 pm, 130 um ir 100 pm, atitinkamai) ir antrinis vélyvosios
stadijos folikulas (¢; 170 um). Mastelis 200 um. kaSL — kiauSidés audinio stromos
lasteles.
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Besivystan¢iy folikuly funkcionalumas jvertintas pagal jy gebéjimg
gaminti ir sekretuoti hormonus. Vienas jy, pradedamas sekretuoti griiddétyjy
lgsteliy jau pirminio folikulo stadijoje, yra estradiolis. Tam buvo surinktos
abiejy grupiy d7 kultivavimo in vitro dienos terpés ir iSmatuota joje esanti $io
hormono koncentracija. Nustatyta, kad reikSmingai daugiau (p = 0,006)
estradiolio buvo nustatyta terpéje folikuly, auginty ant kaSL monosluoksnio,
palyginus su auginty be kaSL monosluoksnio (54,1 + 14,2 pg/ml vs
29,9 + 4,0 pg/ml).

Sio tyrimo gauti rezultatai demonstruoja, jog kaSL ne tik padeda
i$saugoti daugiau gyvybingy (3.14 pav.), ypac¢ auksCiausios gyvybingumo
kategorijos folikuly (3.15 pav.), bet ir folikulai, auginti ant kaSL
monosluoksnio, sparCiau auga (3.16 pav.) bei vystosi j funkcionalius
pirminius ar antrinius folikulus (3.4 lentel¢).

3.4. Siaurés ir Baltijos Saliy vaiky vaisingumo i$saugojimo situacijos
jvertinimas

Matant, jog tiek pasaulyje (1.3 skyrius), tiek Lietuvoje (aukSciau aprasyti Sio
darbo rezultatai) yra plétojami tyrimai su KA jvairioms vaisingumo
i§saugojimo strategijoms jdiegti tiek klinikiniame, tiek eksperimentiniame
lygmenyse, buvo siekiama iSsiaiSkinti kokiomis tarptautinémis /
nacionalinémis gairémis remiantis pacientai ir jy tévai yra konsultuojami
vaisingumo i$saugojimo tema prie§ ar po gydymo, kokie jtraukimo kriterijai
bei kokios strategijos yra taikomos Siaurés-Baltijos regiono 3alyse. Sios
apklausos dar vienas potencialus tikslas — nustacius skirtumus, harmonizuoti
kliniking praktika ir standartizuoti gaires, siekiant teikti veiksmingas
vaisingumo i$saugojimo paslaugas Siame regione. Bendradarbiaujant su
NOPHO, buvo apklausti 23 didziausi vaiky onkologijos centrai Siaurés ir
Baltijos Salyse, i§ kuriy 17 (74 %) pateiké atsakymus (3.5 lentel¢).
Vidutiniskai apklausoje dalyvave gydytojai onkologai turéjo 17 mety
kliniking patirtj (intervalas: 3—-32 mety).

Apklausoje buvo pateikti klausimai, kurie leido susipaZzinti su
patvirtintomis gairémis, taikomomis vaisingumo i$saugojimo strategijomis,
klinikinémis indikacijomis ir vaiky iki 18 mety konsultavimo principais
vaisingumo i$saugojimo tema. Pagrindiniai rezultatai yra pateikti 3.6, 3.7 ir
3.8 lentelése. Apklausos metu (vykdyta 2022 mety pabaigoje), vienintelés
vieSai pasiekiamos angly kalba gairés buvo Siaurés Saliy tinklo
rekomendacijos (Recommendations, 2015a ir 2015b).
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3.5 lentelé. Apklausty ir pateikusiy atsakymus didziausiy vaiky onkologijos centry
skaiCius Siaurés-Baltijos regione 2022 metais.

Salis Pateike atsakymus / visi centrai
Danija 2/4

Estija 1/1

Suomija 3/5

Islandija 1/1

Latvija 1/1

Lietuva 2/2

Norvegija 3/4

Svedija 4/5

Viso 17/23

3.4.1. Vaisingumo i$saugojimo ir konsultavimo gairés

Net 65 % respondenty patvirtino, jog juy Salyje yra patvirtintos nacionalinés
vaisingumo i$saugojimo onkologiniams pacientams gairés (3.6 lentel¢).
Taciau pazitréjus atidziau, galima pastebéti, jog tose Salyse, kuriose vieni
centrai atsaké turintys patvirtintas nacionalines gaires, kiti tos Salies centrai
atsaké nezinantys apie jas (pvz., Norvegijoje ir Svedijoje) arba jy neturintys
(pvz., Suomija). Taip pat, trys Salys — Estija, Islandija ir Latvija — teige
neturincios patvirtinty nacionaliniy vaisingumo i$saugojimo gairiy.

3.6 lentelé. Apklausty centry atsakymai apie patvirtintas nacionalines gaires jy Salyje
2022 metais.

Salis Yra NeZinau Néra _ Visi centrai
Danija 2 - - 2
Estija - - 1 1
Suomija 2 - 1 3
Islandija - - 1 1
Latvija - - 1 1
Lietuva 2 - - 2
Norvegija 2 1 - 3
Svedija 3 1 - 4
Viso 11 2 4 17

Nepaisant to, 65 % centry turi patvirtintas gaires bent vienai ar daugiau
vaisingumo i$saugojimo strategijy, kurios, pasak respondenty, remiasi
pacientui skirtu gydymu, paciento amziumi ar kitais kriterijais, taCiau
pastebétas konsensusas, jog visuose centruose spermos bei kiauSialasCiy
uzsaldymas sitilomas remiantis paciento lytinés brandos stadija (P9 ir P10
lentelés). Vienas vaiky onkologijos centras nurodé¢, kad séklidziy audinio
uzSaldymas yra sitlomas pirmiausiai berniukams iki lytinés brandos, o
jaunesniy nei 16 mety mergaiciy KA saldomi tik moksliniy tyrimy tikslais (P9
lentel¢). Nors atsakymai variavo, dauguma centry patvirtino, jog vaisingumo
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i§saugojimas atlickamas prie§ pradedant gonadotoksinj gydyma, jskaitant
hematopoetiniy kamieniniy lgsteliy transplantacija (HKLT) ir radiacing
apSvita reprodukciniy audiniy srityje, o netgi trys centrai prane$¢ skiriantys
pries dideliy doziy alkilinanciy preparaty gavimg (P9 lentel¢). Taip pat visi
centrai nurodé bendradarbiaujantys su kitais paslaugy tiekéjais dél
vaisingumo i$saugojimo strategijy pritaikymo (3.7 lentel¢).

Paklausus apie pacienty diagnozes, kurias nustacius, centruose taikomi
lytiniy lasteliy ar reprodukciniy audiniy uzSaldymai, buvo gauti jvairts
atsakymai. Dauguma centry sitilo vaisingumo iSsaugojimo strategijas
pacientams, kuriems diagnozuota Hodzkino limfoma (88 %), ne HodZzkino
limfoma (82 %), Juingo / minkstyjy audiniy sarkoma (82 %), osteosarkoma
(82 %) ir pacientai, kuriems taikoma HKLT (88 %) (3.7 lentel¢). Maziau nei
puseé centry siiilo vaisingumo iSsaugojima pacientams, kuriems diagnozuota
miné limfoblastiné leukemija (45 %), tminé mieloidiné leukemija (45 %),
Vilmso navikas (35 %) ir lytiniy lasteliy navikai (35 %). Be to, du vaiky
onkologijos centrai pabréze, kad pacientams, sergantiems hematologiniais
navikais Sios paslaugos néra taikomos arba tokias atvejais turi buti skirtas
ypatingas démesys dél galimos reprodukciniy audiniy infiltracijos
piktybinémis lgstelémis.

3.7 lentelé. Gairiy, teisés akty ir klinikinés praktikos rezultaty apzvalga.

Klausimas % (centry
skaicius / viso)

Teisés aktai/Gaireés

Pasirinkite, kurios vyry vaisingumo iSsaugojimo strategijos yra taikomos jusy salyje:

Spermos uzSaldymas 100 (17/17)
Spermos donorysté 76 (13/17)
Reprodukciniy audiniy ekranavimas 65 (11/17)
Séklidziy audinio Saldymas iki lytinés brandos 47 (8/17)
Isivaikinimas 35 (6/17)
TESA / PESA 29 (5/17)
Séklidziy audinio Saldymas po lytinés brandos 18 (3/17)

Pasirinkite, kurios motery vaisingumo iSsaugojimo strategijos yra taikomos jusy
Salyje:

Kiausialgs¢iy uzsaldymas 88 (15/17)
Kiausidziy audinio Saldymas iki lytinés brandos 82 (14/17)
Kiausidziy audinio Saldymas po lytinés brandos 82 (14/17)
Reprodukciniy audiniy ekranavimas/transpozicija 71 (12/17)
KiausSialgstés donorysté 53 (9/17)
GnRH antagonisty terapija 41 (7/17)
Isivaikinimas 35 (6/17)
Embriony Saldymas 29 (5/17)
In vitro brandinimas 24 (4/17)
Embriono donorysté 12 (2/17)
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Ar jiisy centras turi gaires del:

Spermos surinkimos ir uz§aldymo? 65 (11/17)
Kiaus$idés zievinio audinio surinkimo ir uzsaldymo? 65 (11/17)
Seéklidziy audinio surinkimo ir uzsaldymo? 59 (10/17)
Kiausidziy stimuliacijos ir kiauSialgs¢iy uzsaldymo? 53 (9/17)
Neturime jokiy gairiy 29 (5/17)
Praktika

Pasirinkite vaisingumo i$saugojimo strategijas, taikomas jisy centre:

Spermos surinkimas ir uzsaldymas 82 (14/17)
Kiaus$idés zievinio audinio surinkimas ir uzsaldymas 65 (11/17)
Kiausidziy stimuliacija ir kiauSialgs¢iy uzsaldymas 59 (10/17)
Seklidziy audinio surinkimas ir uzSaldymas 41 (7/17)
Vaisingumo i§saugojimo procediira vyksta kitame centre 24 (4/17)
Ar jiisy centras naudoja kity teikiamas paslaugas:

Spermos surinkimui ir uzsaldymui? 82 (14/17)
Kiaus$idés zievinio audinio surinkimui ir uzsaldymui? 71 (12/17)
Seéklidziy audinio surinkimui ir uzsaldymui? 65 (11/17)
Kiausidziy stimuliacijai ir kiauSialgs¢iy uzsaldymui? 59 (10/17)

Ar naudojate spermos / séklidziy audinio / kiauSidziy audinio / kiausialasciy Saldyma
pacientams su Siomis diagnozémis?

Hodzkino limfoma 88 (15/17)
Prie§ kamieniniy lgsteliy transplantacija 88 (15/17)
Ne Hodzkino limfoma 82 (14/17)
Juingo / mink$tyjy audiniy sarkoma 82 (14/17)
Osteosarkoma 82 (14/17)
Uminé limfoblastiné leukemija, diagnozés metu 47 (8/17)
Uminé mieloidiné leukemija, diagnozés metu 47 (8/17)
Vilmso navikas 35 (6/17)
Lytiniy lasteliy navikai 35 (6/17)
CNS navikai 29 (5/17)
Kiti 12 (2/17)
Ar juisy centre vyksta pacienty ir jy tévy konsultacijos vaisingumo iS§saugojimo tema?
Taip, tiems, kurie atitinka vaisingumo iSsaugojimo indikacijas 76 (13/17)
Taip, visiems 12 (2/17)
Taip, kai kuriems 12 (2/17)

Ar juisy centre yra teikiama informacija apie vaisingumo iSsaugojima pacientams ir
jy tévams pries ir po gydymo?

Taip 41 (7/17)
Informacija ruo§iama 29 (5/17)
Ne 24 (4/17)
NeZinau 6 (1/17)
Jei taip, kokiu buidu yra pateikiama §i informacija?

Leidiniais / lankstinukais / skrajutémis 41 (7/17)
Internetinéje svetainéje 24 (4/17)
Kita 6 (1/17)

Ar jusy centre vyksta pacienty ir jy tévy konsultacijos su vaisingumo problemomis
susijusia tema?

Taip, visus pacientus ir jy tévus 47 (8/17)
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Taip, kai kuriems 41 (7/17)

Ne 12 2/17)
Kodél ne visiems pacientams ir jy tévams yra siiloma konsultacija?

Misy centras nesitilo konsultacijos visiems pacientams ir jy 35 (6/17)
tévams

Amzius (per jaunas / senas) 35 (6/17)
Kalbos barjeras 29 (5/17)
Truksta laiko iki gydymo pradzios 24 (4/17)
Svarbis kiti klausimas 18 (3/17)
Pacienty / tévy nedomina ar gédijasi kalbéti 12 (2/17)
Kas atsakingas uz vaisingumo konsultacijg?

Onkologas 88 (15/17)
Ginekologas 65 (11/17)
Endokrinologas 18 (3/17)
Onkologijos slaugytoja 12 (2/17)
Kiti 12 2/17)
Andrologas 6 (1/17)

GnRH — gonadotroping atpalaiduojantis hormonas (angl. gonadotropin releasing
hormone), TESA — spermatozoidy i$ s¢klidziy aspiravimo procediira (angl. testicular
sperm aspiration procedure), PESA — perkutaniné spermatozoidy aspiracija i$
séklidés prielipo (angl. percutaneous epididymal sperm aspiration).

Nors didZiojoje dalyje (88 %) centry yra konsultuojama apie galimus
vaisingumo sutrikimus po gydymo, ne visi pacientai gauna $ig paslauga. Pasak
respondenty, kai kuriems pacientams konsultacijos su vaisingumo
problemomis susijusi tema néra suteikiamos dél pacienty amziaus (35 %),
kalbos barjero (29 %), laiko trikumo konsultacijai iki gydymo pradzios
(24 %) arba pacienty ar jy tévy gédijimosi kalbéti Sia tema (12 %). Taip pat,
visi apklausti centrai atsaké turintys galimybe teikti konsultacijas apie
vaisingumo i$saugojimo galimybes pacientams ir jy tévams prie§ gydyma,
taiau 76 % jy konsultuoja tik tuos, kurie atitinka tos Salies vaisingumo
i$saugojimo kriterijus. Maziau nei pusé centry (41 %) nurodé teikiantys
pacientams ir jy tévams patvirtintg vieSai prieinamg informacija, pavyzdZziui,
leidinius / lankstinukus / skrajutes (41 %) ar paskelbta informacijg internete
(24 %). Daugelyje vaiky onkologijos centry konsultacijas teikia onkologai
(88 %) arba ginekologai (65 %). Like respondentai nurode, jog pacientai ir jy
tévai yra nukreipiami pas specialistus arba onkologijos slaugytojas (3.7
lentele).

3.4.2. Berniuky ir mergaiciy vaisingumo iSsaugojimo strategijos

I§ apklausos rezultaty matome, jog visuose centruose yra sitilomas spermos
uzSaldymas (3.7 lentel¢), taciau ar Sia vaisingumo i§saugojimo strategija galés
pacientas pasinaudoti, priklauso nuo lytinés brandos stadijos. Lytin¢ branda
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nustatoma diskusijy su pacientais ir jy tévais metu, jvertinant brandos stadija
pagal Tanerj bei jvertinant se¢klidziy iSsivystyma (3.8 ir P10 lentel¢).

3.8 lentelé. Berniukams ir mergaitéms taikomy vaisingumo i$saugojimo strategijy
rezultaty apzvalga.
Klausimas % (centry
skaicius / viso)

Berniuky vaisingumo iSsaugojimas
Kas atsakingas uz spermos surinkimg?

Onkologijos slaugytoja 94 (16/17)
Onkologas 12 (2/17)
Ginekologas 12 (2/17)
Andrologas 6 (1/17)

Pagal ka nusprendziate, kad berniukas yra pakankamai subrendgs spermos
surinkimui?

Brandos stadija 100 (17/17)
Kur yra produkuojamas spermos méginys?

Spermos tyrimy laboratorijoje 100 (17/17)
Paciento namuose 41 (7/17)
Paciento ligoninés palatoje 6 (1/17)
Kitur 6 (1/17)
Ka darote, jeigu pacientas negali produkuoti spermos méginio? PraSome nurodyti.
Nieko 47 (8/17)
Seklidziy audinio Saldymas 18 (3/17)
TESA / PESA 18 (3/17)
Elektroejakuliacija 18 (3/17)
Dar karta méginti ejakuliacijg (masturbacija) 12 (2/17)
Ar jisy centras sitilo spermos / séklidziy audinio Saldyma po gydymo?

Ne 59 (10/17)
Taip, kai kuriems 41 (7/17)

Mergaiciy vaisingumo iSsaugojimas
Ar jusy centras sitlo kiau$idziy zievinio audinio ir / ar kiauSialas¢iy Saldyma po
gydymo?

Taip, kai kurioms 47 (8/17)
Ne 47 (8/17)
Taip, visoms 6 (1/17)

Ar jisy centre yra jprastiné gydymo praktika mergaitéms, kurioms atsistaté
kiausidés audinio funkcijos po kiausidziy nepakankamumo?

Jokios iprastinés praktikos 65 (11/17)
Konsultacija su ginekologu 35 (6/17)
Konsultacija su endokrinologu 12 (2/17)

TESA — spermatozoidy aspiravimo i§ s¢klidziy procediira (angl. testicular sperm
aspiration procedure), PESA — perkutaniné spermatozoidy aspiracija i§ s¢klidés
prielipo (angl. percutaneous epididymal sperm aspiration).

Séklidés audinio uzsaldymas lytinés brandos nesulaukusiems pacientams
tiek pries, tiek po gonadotoksinio gydymo yra sitlomas tik 18 %, o po
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gydymo — 41 % vaiky onkologijos centry. Daugumoje centry (94 %) uz
spermos méginiy paémimg yra atsakingi vaiky onkologai, nors kai kuriuose
centruose tai gali atlikti endokrinologai (12 %), onkologijos slaugytojos (12
%) ar andrologai (6 %) (3.8 lentelé). Nors visi respondentai nurodé, kad
dazniausiai spermos méginys paimamas laboratorijoje, kai kurie centrai taip
pat leidzia tai atlikti paciento namuose (6 %), specialiai skirtame kabinete
ligoninéje (47 %) arba kitose vietose (6 %).

Tik 9 onkologijos centrai (53 %) pateike atsakymus apie alternatyvius
spermos surinkimo metodus tais atvejais, kai lytiSkai subrend¢ berniukai
negali produkuoti ejakuliuoty spermos méginiy. Tokiu atveju Sie centrai siiilo
jvairius pagalbinius metodus, jskaitant elektroejakuliacija, spermatozoidy
aspiracijg i§ seklidziy spermos, perkutaning spermatozoidy aspiracijg i$
séklidés prielipo ir s¢klidés audinio uzsaldyma (3.8 lentelé).

Daugumoje Siaurés ir Baltijos 3aliy centry pagrindinés vaisingumo
i$saugojimo strategijos lytinés brandos sulaukusioms mergaitéms yra
kiausialgsciy uzsaldymas (88 %), KA uzSaldymas (82 %) ir reprodukciniy
audiniy ekranavimas / transpozicija (71 %) (3.7 lentel¢). Hormoninj gydyma,
potencialiai apsaugant] kiausides nuo chemoterapijos, taiko tik 41 %
onkologijos centry. Be to, KA uzsaldymas lytinés brandos nesulaukusioms
mergaitéms sitilomas net 82 % vaiky onkologijos centry.

Po gonadotoksinio gydymo, 53 % vaiky onkologijos centry gali pasitlyti
kiausialasciy ar KA uzsaldyma bei 47 % centry yra parenge protokolus, skirtus
pacientéms, kurioms atsistaté kiausidziy funkcija, gydyti (3.8 lentel¢).
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4. REZULTATU APTARIMAS

Naujausi vézio gydymo pasiekimai prailgina pacienty iSgyvenamumo
rodiklius, todél daug démesio skiriama iSgyvenusiy asmeny gyvenimo
kokybes gerinimui. Vienas i$ tokiy aspekty, kuriam skiriama daug démesio,
yra vaisingumas bei jo iSsaugojimas, kuris yra svarbus fiziologinis,
psichologinis ir socialinis veiksnys. Yra zinoma, kad chemoterapija ir
radioterapija sukelia prieslaikinj kiausSidziy nepakankamuma, sukeldami
folikuly atrezija (Wallace et al., 2010). Kadangi dalinis ar pilnas
nevaisingumas yra viena jautriausiy vézj iSgyvenusiy pacienty problema, pries
pradedant onkologinj gydymga bitina nukreipti pacientus pas vaisingumo
specialistus konsultacijai. Nemazai pasaulio Saliy yra pasitvirtinusios
nacionalines ar adaptavusios tarptautines gaires bei rekomendacijas, skirtas
onkologiniy pacienty vaisingumo iSsaugojimui, kurios pagrinde skirtos
solidiniais navikais sergantiems pacientams (Oktay et al., 2018; von Wolff et
al., 2019, The ESHRE Guideline Group on Female Fertility Preservation et
al, 2020). Siose rekomendacijose nustatytas embriony, kiausialas¢iy ir KA
Saldymas, siekiant spresti prieslaikinio kiauSidziy iSsekimo problema. Ypac
pastaruoju deSimtmecCiu KA uzSaldymas tampa patrauklia vaisingumo
iSsaugojimo strategija dél galimybés ja taikyti ir lytinés brandos
nesulaukusioms pacientéms (Loren et al., 2013).

I§ atlikty literattiros apzvalgy, yra zinoma, jog KA uzSaldymas gali
sukelti didziulg rizika audinio strukturos, lasteliy bei folikuly pazaidy
atsiradimui, tad geriausio metodo parinkimas yra svarbus zingsnis (Rivas
Leonel et al., 2019), norint iSsaugoti KA potencialg atkurti vaisinguma bei
endokrininés sistemos veiklg po autotransplantacijos. Tiesa, Sio darbo metu
buvo naudota pasyvi léto uzSaldymo technologija, o ne automatiné
kontroliuojamos aplinkos aparatiira, kas gal¢jo turéti neigiamos jtakos KA
kokybei. Tyréjai teikia, kad taikant §j metoda, priklausomai nuo temperatiiros
kritimo greicio stabilumo, gali nekontroliuojamai formuotis ledo kristalai ir
tokiu biidu paZzeisti audinius (Zhang et al., 2011), ar sukelti audinio lasteliy,
folikuly zatj, fibroze¢ ir ROS lygio iSaugimg (Asadi et al., 2024). Taciau yra ir
priestaraujanciy tyrimy, tokiy kaip neseniai iSspausdintas ikiklinikinis
tyrimas, kurio metu buvo pademonstruota, kad nors pasyvus létas uzsaldymas
sukelia didesn¢ uzuomazginiy folikuly aktyvacija — fibrozinio audinio,
apoptotiniy ar proliferuojanciy folikuly kiekis reikSmingai nesiskyré tarp KA,
uzsaldyty taikant abu léto uzSaldymo metodus, tad pasyvus létas uzsaldymo
metodas jvertintas kaip mazos audinio pazaidy / degradacijos rizikos
technologija. Be to, 2016 metais buvo parodytas pasyvaus léto uzsaldymo
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metodo efektyvumas, kai po 10-ies mety uzsaldymo buvo autotransplantuotas
KA ir atkurtos jo funkcijos (Povoa et al., 2016).

Pirmiausiai darbo metu buvo jvertinti létai uzsaldyti / greitai atSildyti KA
naudojant histologinius, imunohistocheminius bei molekulinius tyrimo
metodus, siekiant jsitikinti, jog $ie taikyti protokolai vaisingumo i§saugojimo
tikslais nesukelia reprodukciniam audiniui Zalingo poveikio. Gauti rezultatai
koreliuoja su kity tyréjy atliktais darbais, kuriuose jvertintas 1éto uzsaldymo
ir / ar vitrifikacijos poveikis audiniy integralumui (Rodrigues ef al., 2021; Gu
et al., 2023; Candelaria et al., 2024). Lyginant audiniy morfologijas,
vitrifikuoti KA pasizymi sumazéjusiu stromos lasteliy tankiu (Gu et al., 2023)
ir didesniu apoptotiniy lgsteliy skai¢iumi lyginant su Svieziais KA (Gu et al.,
2023; Candelaria et al., 2024), o Sio darbo metu iSanalizuoty KA struktiira,
taikant histologinius tyrimo metodus, buvo panasesné j Sviezio audinio
struktiirg, panaSus buvo ir stromos Iasteliy tanki, o tai sutampa su Rodrigues
ir bendraautoriy (2021) atliktu tyrimu, jrodanciu, jog po léto uzSaldymo /
greito atSildymo stromos Igsteliy uzimamas plotas nesiskiria nuo $viezio KA.
Be to, didele jtaka stromos lgsteliy gyvybingumui, folikuly vystymuisi bei jy
tarpusavio bendravimui turi audinio uzlgstelinis matriksas (Ouni ef al., 2021;
Ouni et al., 2022; Grosbois et al., 2023). KA uZlgstelinio matrikso
dominuojantis komponentas yra kolagenas (Ouni et al., 2022), tad jis yra
daznai naudojamas, siekiant jvertinti KA vientisuma. Pavyzdziui, Ramos su
bendraautoriais (2022) pademonstravo vitrifikacijos pranaSuma pries léta
uzSaldyma sukeliant maZesnes struktiirinio vientisumo pazaidas KA, nors
véliau kita tyréjy grupé parode, jog nepriklausomai nuo KA uzSaldymo
metodo, struktiira ir bendras kolageno kiekis audinyje nekinta (Candelaria et
al., 2024). Kadangi musy atliktoje KA jungiamojo audinio analizéje pakitusiy
uzlgstelinio matrikso elementy — fibroziniy viety ar struktiiriniy pazaidy —
nebuvo nustatyta, tikétina, kad audiniuose dé¢l transportavimo, uzsaldymo ir
atSildymo procesy nejvyko jo aktyvacija. Tai patvirtina ir musy atliktas Ki-67
raiskos tyrimas. Iprastai sveiko KA stromos Iastelés yra ramybés biisenoje,
aktyvi proliferacija stebima tik tam tikry fiziologiniy procesy, tokiy kaip
folikuly vystymasis (Funayama et al., 1996; Candelaria et al., 2024) ar audinio
remodeliavimas dél stresiniy salygy (Onions et al., 2008; Azevedo et al.,
2022) metu. Taip pat nebuvo nustatyty ir aktyviai proliferuojanciy lasteliy
sankaupy, kurios galéty liudyti apie metastazavusias i§ pirminio naviko
lokalizacijos piktybines lgsteles (Eijkenboom ef al., 2021). Toks morfologinis
jvertinimas leidzia daryti iSvada, kad miisy tyrime 1étai uzsaldytas / greitai
atSildytas KA islaiko savo struktiirinj vientisuma, o tuo paciu ir gera audinio
kokybe.
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Sio darbo metu atlikti pirmieji sékmingi Zzmogaus létai uzsaldyty / greitai
atSildyty ir Svieziy KA ksenotransplantacijos tyrimai Lietuvoje, kuriy metu
parodyta, jog léto uzSaldymo / greito atSildymo protokolas yra patikimas
metodas, kur] taikant iSsaugojamas KA gyvybingumas bei funkcijos
(Gudlevicien¢ et al., 2020). Iki Siol pagrindiniy ksenotransplantacijos tyrimy
kryptys yra susijusios su kiauSidziy biologine funkcija, KA uZzsaldymo,
atSildymo  bei  transplantacijos  vietos  protokoly  optimizavimu,
revaskuliarizacijos ir piktybiniy lasteliy identifikavimo eksperimentais bei
etikos klausimais dél gyviiny panaudojimo (Thuwanut ef al., 2025).

Miisy pirmojo ksenotransplantacijos tyrimo rezultatai pademonstravo
pakankamai efektyvy (80 %) audiniy gebéjima prigyti po 1éto uzsaldymo /
greito atSildymo, patvirtindami kity tyréjy atliktus tyrimus (Lierman et al.,
2021). Lierman su bendraautoriais (2021) atskleidé, jog létas uzsaldymas yra
efektyvi bei nedaug kainuojanti alternatyva kontroliuojamos temperatiiros
létam uZzSaldymui, tad Sio KA uZzSaldymo protokolo pasirinkimas taikyti
klinikinéje praktikoje galéty biiti naudingas. Taip pat, KA fragmentuose buvo
identifikuotas ne tik kraujagysliy tinklo tarp Seimininko ir transplantato
atktrimas, kuris yra svarbus sékmingos transplantacijos rodiklis (Rahimi et
al., 2010; Komatsu et al., 2020), bet ir morfologiskai nepazeisti folikulai.
Gauti rezultatai sutampa kity mokslininky atlikty tyrimy rezultatais, kai buvo
vertinamas folikuly iSgyvenamumas po skirtingy KA uzSaldymo protokoly
panaudojimo (Herraiz et al., 2014; Lee et al., 2019). Sio tyrimo metu KA
ksenotransplantacijos efektyvumo rezultaty patvirtinimui buvo panaudota
Sviezio KA kontrolé, kuri patvirtino, jog uzsaldyti / atSildyti KA gali taip pat
sékmingai transplantuotis. Taigi, §is tyrimas patvirtina, jos pasirinkta
metodika, skirta motery vaisingumo atklirimo autotransplantacijos biidu
ateityje, patikimai iSsaugo KA gyvybinguma ir po daugiau nei 5-iy mety
uzSaldymo.

Analizuotuose transplantatuose taip pat nebuvo nustatyty metastazavusiy
piktybiniy lasteliy, kurios gebéty sukelti ligos atsinaujinimg. Pasaulyje yra
aktyviai plétojami in vivo krypties tyrimai, kadangi KA autotransplantacija
yra aktuali tiek mazos, tiek ir vidutinés metastazavimo rizikos navikais
sergancioms pacientéms (Shapira ef al., 2018; Grubliauskaite et al., 2023a;
Thuwanut et al., 2025). Nors Sio darbo metu po ksenotransplantacijos nebuvo
atlikti molekuliniai transplantaty tyrimai, toks visapusiSkas atSildyto KA
jvertinimas uztikrino jo saugumo jvertinimg. Kiti tyréjai bando pasitelkti ne
gyviny modelius, siekiant iSsiaiSkinti piktybiniy lasteliy buvima KA, o in
vitro molekulinius metodus — tiriant specifiniy zymeny raiSkg pries
autotransplantacijg (Fabbi et al., 2024). Nors kriities vézys yra vidutinés
metastazavimo rizikos j KA grupéje (Grubliauskaité ef al., 2023a), pastaruoju
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metu kyla vis daugiau diskusijy ar KA uzSaldymas turéty biiti sitilomas
pacientéms, sergancioms $ia liga (Macklon ir De Vos, 2024; Andersen ef al.,
2025). Nepaisant to, KA uzsaldymas yra taikomas visose pasaulio Salyse,
kurios taiko $ig vaisingumo i$saugojimo strategija, kriities véziu sergancioms
pacientéms, tad transplantacijos saugumo ir Zymeny tyrimai islieka aktualis.
Pirmiausia, $io darbo metu buvo sukurti kriities navikiniy bei sveiky audiniy
miRNR raiskos profiliai, su kuriais lyginti motery, sirgusiy kriities véziu, KA
miRNR profiliai. Sudarytas navikinio audinio profilis pasiZyméjo jau seniau
identifikuotomis sumazéjusia (let-7 Seima, miRNR-10b (Kasinski ir Sack,
2011; Al-Harbi et al., 2018), miRNR-100 (Xie et al., 2021), miRNR-107 (Li
et al., 2014), miRNR-125b (Banzhaf-Strathmann ir Edbauer, 2014)) arba
padidéjusia (miRNR-181b (Yan et al., 2008)) raiska pasizyminciomis miRNR
kriities vézio atveju, tad juo buvo pasitikéta lyginant KA miRNR profilius
ieskant metastazavusiy krities vézio Zymeny. Sio tyrimo trikumas — naudota
maza imtis tiek navikiniy audiniy, tick KA, tad preliminar@s rezultatai turéty
biti toliau validuojami ir atlikti didesnés apimties darbe. Taciau, kaip buvo ir
tiketasi, KA miRNR profiliai buvo panaSesni j sveiko kriities audinio profilj,
kadangi moterims, kurioms buvo sitiloma vaisingumo i$saugojimo programa,
nebuvo nustatyta metastatiné liga j kitus organus. Sis kriities navikinio audinio
miRNR raisSkos profilis ateityje turéty biiti iStirtas panaudojant KA, kurie
specialiai jskiepyti kriities véZio lastelémis, siekiant patvirtinti jo
specifiSkuma.

Siuo metu lyginamieji $vieziy ar skirtingomis salygomis uzsaldyty /
atSildyty KA transkriptomikos tyrimai dar néra placiai paplitg, taciau neseniai
atliktos diferentinés geny raiSkos analizés (Gu ef al., 2023; Kong et al., 2024)
atskleide kelis svarbius procesus, kurie turi jtakos audinio funkcijoms ir
gyvybingumui po atSildymo, bei koreliuoja su miisy gautais rezultatais. Kong
su bendraautoriais (2024) nustaté, jog po 1éto atSildymo KA pasikeicia net
3000 geny raiska. Keli svarbiausi nustatyti genai, kuriy raiska iSauga del
uzsaldymo ir atSildymo, dalyvauja lgsteliy proliferacijos, apoptozés, atsako |
stresa bei uzdegimg procesuose (Kong et al., 2024). MAPK signalinio kelio
aktyvacija jrodyta ne tik miisy darbo metu, bet yra patvirtinta ir kity tyréjy (Gu
et al., 2023). Taip pat miisy darbe nustatyti aktyvuoti endokrininio atsparumo
bei insulino signaliniai keliai, kurie galéty byloti apie audinio hormony
receptoriy patirtas pazaidas ir medziagy apykaitos sutrikima, kurie gali turéti
jtakos atsakui hormony poveikiui, folikuly vystymuisi bei i§gyvenamumui
(Webb ir Brunet, 2014; Das ir Arur, 2017). Pagrindiniai genai, kuriy nustatyta
sumazéjusi raiska, dalyvauja kiausidés steroidogenezés procesuose (Kong et
al., 2024). Misy miRNR geny-taikiniy praturtinimo analizéje buvo nustatyti
slopinami signaliniai keliai tokie kaip progesterono sukeltas kiausialgsciy
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brendimas bei FoxO signalinis kelias, kurie dalyvauja pagrindiniiy KA
funkcijy — folikuly brendimo ir hormony sintezés — procesuose (Webb ir
Brunet, 2014; Grosbois ir Demeestere, 2018; Li et al., 2021). Negano to, Kong
su bendraautoriais atliktoje analizéje nustatyti nuslopinti lizosomy ir
kortizolio sintezés keliai, kurie dalyvauja formuojantis atsakui  stresa, dél ko
lasteléese gali pradéti kauptis toksinés medziagos, tokios kaip ROS,
sukelianCios lastelés ziit] (Tan et al., 2022; Pellegrini et al., 2023) bei
uzlgstelinio matrikso receptoriy sgveikos ir PI3K-Akt signaliniai keliai, kuriy
abiejy nuslopinimas turi jtakos folikuly aktyvacijai, lasteliy gyvybingumui,
proliferacijai, migracijai bei apoptozés iniciacijai (Maidarti et al., 2020).
Masy atlikoje analizé¢je buvo nustatyti HIF-1 signalinio kelio aktyvumo
sumazgjimas kartu su VEGF signalinio kelio aktyvumo sumazéjimu galéty
nurodyti kenksmingg uzsaldymo / atSildymo poveikj angiogenezei, kurie abu
gali buti reguliuojami per PI3K-Akt kelio uzslopinima, tad biity aktualu
patikrinti / padidinti angiogeniniy veiksniy raiskg po transplantacijos.

Yra parodyta, jog atsirinkus tinkamiausius audinio uZzSaldymo /
atSildymo protokolus, KA transplantacija yra procesas, sukeliantis reikSminga
folikuly atrezija (Rodrigues et al., 2021). Rodrigues su bendraautoriais atlikto
tyrimo metu buvo palygintas transplantacijos poveikis tiek Svieziems, tiek
létai uzsaldytiems / greitai atSildytiems KA ir nustatytas 10-ies karty folikuly
skaiiaus bei jy uzimamo audinio ploto sumazéjimas lyginant su
kontroliniais — netransplantuotais Svieziais ir uzSaldytais/ atSildytais KA.
Nors statistiskai reikSmingy pokyc€iy tarp netransplantuoty grupiy nebuvo
nustatyta, taciau buvo aptikta Siy parametry maz¢jimo tendencija. Taip pat
buvo parodyta, jog ksenotransplantacijos pirmajg savaite KA patiria hipoksija
ir oksidacinj stresa, iki kol atkuriamas revaskuliarizacijos procesas (van Eyck
et al., 2009 ir 2010). Siuo periodu daugiausiai iSaugusios raiskos geny
funkcijos buvo susijusios su audiniy pertvarkymu, lasteliy adhezija, migracija
ir vaskuliarizacija (van Langendonckt et al., 2014), todél vis daugéja tyrimy,
kuriy metu KA prie§ ksenotransplantacijg yra aktyvuojami fragmentacijos ar
inkapsuliacijos biidu, ar tiesiog praturtinant in vitro kultliros terp¢ jvairias
augimo veiksniais, hormonais, antioksidantais bei kitais komponentais,
kuriais siekiama sumazinti hipoksijos, oksidacinio streso ir kity veiksniy
sukeliamy pazaidy audiniuose bei folikuluose (Cacciottola ef al., 2021).

Galimai Sio darbo ksenotransplantacijos tyrimy apribojimas tas, jog
naudoti KA i§ vyresnio amZziaus pacienciy (33 £ 5 metai), kas galéty turéti
jtakos tyrimo rezultatams dé¢l nattiraliai mazesnio folikuly skaiciaus. Jprastai,
KA uzsaldymas rekomenduojamas iki 35-36-iy mety (Wallace et al., 2014;
The ESHRE Guideline Group on Female Fertility Preservation et al, 2020),
taiau kai kurios Salys §j amziy yra pavélinusios. Tyrimy metu
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pademonstruota, jog ir vyresnéms nei 35-eri metai moterims sékmingai gali
bati atkurta kiausidziy funkcija dél ko pacientés gali susilaukti vaiky (Patel et
al., 2024). Sio tyrimo KA prie$ ksenotransplantacija 36 val. buvo aktyvuojami
in vitro su skirtingy sudéciy in vitro kulttiros terpémis. Didziausig pranasuma,
iSlaikant gyvybinguma bei progesterono gamyba, prie§ KA standartinéje
terpéje, pademonstravo KA terpéje, papildytoje 50 ng/ml VEGF-A ir 1 pg/mL
rutino deriniu. Miisy Ziniomis, tai yra pirmasis tokios in vitro kultliros terpés
derinys bei rutino tyrimai su zmogaus KA. Yra parodyta, jog aviy KA
atSildymas reikSmingai sumazina in vitro kultiiros metu sekretuojamy su
steroidogeneze susijusiy miRNR raiska, estradiolio bei progesterono gamyba
bei padidina miRNR-24 raiska, kuri veikia lasteliy apoptoze (Islam et al.,
2019). Rutinas yra natiiralus antioksidantas, pasizymintis prieSuzdegiminémis
ir antiapoptotinémis savybémis (Gegotek et al., 2017; Lins et al., 2021; Zhang
et al., 2024), kurio papildymas i in vitro kultliros terpe galéty sumazinti
uzSaldymo / atSildymo metu sukeltus hipoksijos, oksidacinio streso ir
apoptozés procesus, o VEGF, augimo veiksnys, kuris stimuliuoja kraujagysliy
endotelio lgsteliy proliferacijg, migracijg ir iSgyvenamumg (Araujo et al.,
2013) ir galéty paskatinti revaskuliarizacijos procesg ksenotransplantacijos
metu. Miisy atliktas in vitro aktyvacijos tyrimas atskleid¢ didziausig zalg KA,
kai rutinas naudojamas pavieniui, kas koreliuoja su kito tyrimo rezultatais,
jrodanciais rutino proapoptotinj, neigiamg poveikj kiauliy kiausidziy lasteliy
gyvybingumui bei iSaugusig progesterono gamyba, kai naudojama 10 karty
didesné koncentracija (Lins et al., 2021; Sirotkin et al., 2021), taciau
papildzius aviy KA in vitro kultiros terpe 1 ug/mL rutinu buvo nustatytas
didziausias teigiamas poveikis uzuomazginiy folikuly aktyvacijai ir augimui
bei maziausias apoptozés mastas veikiant per PI3K-Akt signalinj kelig (Lins
et al., 2021). Tad, siekiant atskleisti, kokj poveikj turi rutinas zmogaus
audiniui, reikeéty iSsamesniy KA tyrimy po in vitro aktyvacijos. TaCiau gautas
jdomus rezultatas papildzius in vitro mitybing terpe¢ VEGF-A — KA
gyvybingumas buvo didziausias, o progesterono gamyba — sumazéjusi, kas i8
dalies galéty atskleisti VEGF-A ir rutino antagonistinj poveikj (Luo et al.,
2008) progesterono gamybai, bet sinerginj poveiki gyvybingumui, kuris dar
niekada iki Siol nebuvo pademonstruotas. Yra pademonstruota, jog ne tik
rutinas gali veikti antiapoptotiSkai (Araujo et al., 2013), bet ir VEGF, kuris
padeda iSvengti dél uzSaldymo proceso patiriamos grudétyjy lasteliy
apoptozés (Shin et al., 2008), o tai paaiskinty Zemg citotoksiskumg.

Antrojo ksenotransplantacijos tyrimo rezultatai pademonstravo skirtingg
hibridinio kraujagysliy tinklo atk@irimo potencialg tarp KA, kurie buvo in vitro
aktyvuoti terpéje su VEGF-A ir rutinu, ir be. V4R grupéje buvo stebimas tiek
didesnis funkcionaliy ir subrendusiy (zmogaus o-SMA teigiamai
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nusidaziusiy) kraujagysliy skaicius bei jas ir kapiliarus sudaranciy pelés
endoteliniy, Cd3! Zymenimi pasiZyminciy, lasteliy raiska. AtSildytuose ir
ksenotransplantuotuose KA su tik VEGF 165 buvo pagerinta angiogenezé jau
po 3-jy dieny transplantacijos, skatinant kraujagysliy brendimag ir
sutrumpinant hipoksijos perioda (Herny et al., 2015). Sie rezultatai atskleidZia
tendencijg, jog V+R derinys skatina kraujagysliy brendimg ir stabilizavima,
todél kraujagysliy tinklas tampa stabilesnis. Taip pat, esant VEGF, ANGPT2
dalyvauja tik ankstyvosiose kraujagysliy invazijos stadijose, kuomet yra
pakei¢iamas ANGPT1, kuris dalyvauja kraujagysliy brendimo ir
stabilizavimo procesuose (Youm et al., 2016; Olesen et al., 2023), o tai galéty
paremti gautus a-SMA ir Cd3[ rezultatus. Kontraversalu, bet deguonies
tiekimo atnaujinimas sukelia uzuomazginiy folikuly aktyvacija zievinéje KA
dalyje, dél ko bendrai iSemijos-reperfuzijos periodu prarandama iki 80 %
kiausidziy rezervo (Gavish et al., 2018; Komatsu et al., 2020), tac¢iau kuo
efektyvesnis kraujotakos sistemos atkiirimas yra butinas s¢kmingai KA
transplantacijai.

Jau anksciau buvo aptarta, jog KA uzsaldymo / atSildymo procesas
nesukelia reikSmingy audinio komponenty pokyciy, taciau KA in vitro
kulttiros metu — mazéja kolageno, kuris yra pakeiciamas kitomis uzlgstelinio
matrikso komponenty dalimis (Grosbois et al., 2023; Candelaria et al., 2024).
Grosbois su bendraautoriais (2023) atliktame tyrime buvo nustatyta, jog
pirmieji audinio kompozicijos ir architektiiriniai poky¢iai jvyksta jau po 2-jy
dieny in vitro kultiiros, kurie nepriklauso nuo pacienciy amziaus. Be kolageno
sumaz¢&jimo, buvo nustatytas elastino padidéjimas, o fibronektino ir laminino
kiekis ~ visomis in  vitro kultiros dienomis  iSliko  stabilus.
Ksenotransplantacijos metu audinyje taip pat vyksta reikSmingos uzlgstelinio
matrikso permainos (Gavish et al., 2015; Chiti et al., 2023), kas koreliuoja su
miusy gautais COLL6, COLLIS ir FNI geny raiskos rezultatais abejose
ksenotransplantuotose KA grupése. Kolagenas VI sudaro didziausig dalj KA
uzlgstelinio matrikso (Ouni et al., 2022) ir su fibronektinu yra svarbiis audinio
integralumui, folikuly vystymuisi bei lasteliy sgveikai su uzlgsteliniu matriksu
(Vasse et al., 2024). Siy komponenty sumazéjimas galéty atskleisti jvykusj
adaptyvy atsakg i sukeltg stresg, teikiant pirmenybe¢ audinio gyvybingumo
iSlaikymui, o ne uzlastelinio matrikso strukttiros palaikymui (Chiti et al.,
2023). Kolageno XVIII iSaugusi raiSka yra budinga menopauziniam KA
(Ouni et al., 2022), kuriame jis atlicka angiogenezes bei endoteliniy lasteliy
migracijos slopinimg (Marneros ir Olsen, 2005), o tai prieSinga misy
gautiems revaskuliarizacijos rezultatams ir patvirtina, kad KA transplantavosi
sékmingai dél atkurto kraujagyslinio tinklo. Taip pat tai koreliuoja ir su
folikuly tirtais Zymenimis. Nors uzuomazginiy / tarpiniy (FOXL2) bei
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aukstesnés vystymosi stadijos (SCF ir CYP19A41) folikuly geny raiSkos buvo
sumazgjusios, pilnas folikuly iSsekimas — atrezija — nejvyko, vadinasi, po
ksenotransplantacijos KA netapo menopauziniais. Kaip buvo minéta, KA,
kurie buvo naudoti Siam tyrimui, buvo gauti i§ vyresnio amziaus pacienciy, o
nustatytos folikuly Zymeny raiskos suteikia vilciy, jog taikant §j pasyvy KA
uzsaldymo metoda, iSsaugomas bent minimalus folikuly rezervas.

FOXL2 yra nesubrendusiy GL Zymuo, uztikrinantis kiausSialasCiy
ramybés biiseng (Reddy et al., 2010), o aromatazé CYP19A1 yra aptinkama
tik aktyviose GL, kurios dalyvauja folikulogenezéje vykdydamos estrogeny
sintezg (Simpson et al., 2002).

Tiriant oksidacinio streso (PRDX ir SODI) ir apoptozés (CASP3A4)
zymeny raiSkg, buvo nustatytas jy raiSkos sumazgjimas po
ksenotransplantacijos lyginant su uzSaldytu / atSildytu KA. Yra zinoma, jog
uzSaldymo / atSildymo procesai sukelia ne tik mitochondrijy disfunkcijg, ROS
kaupimasi bei gradétyjy lasteliy zutj (Zhang et al., 2013; Sun et al., 2020;
Rodrigues et al., 2021), bet ir SOD, kuri neutralizuoja laisvus superoksido
radikalus, aktyvumo sumazgjima (Zhang et al., 2013). SOD aktyvumo
sumazéjimas palieka lastelg neapsaugota nuo tolimesniy oksidacinio streso
pazaidy. Antioksidanty jtraukimo j uzSaldymo terp¢ ir panaudojimo pries
transplantacijg nauda mitochondrijy funkcijy atnaujinimui po atSildymo yra
parodyta ne viename tyrime (Sun et al., 2020; Zhang et al., 2024). Be to,
mokslininkai pademonstravo, jog ANGPT2 (Cho et al., 2018), CTGF bei
LOX (Nagashima et al., 2011; Ji et al., 2013; Ouni et al., 2021) raiskos iSauga
esant hipoksijos, ankstyvosios transplantacijos, bei uzlgstelinio matrikso
pertvarkymo metu, o $j principg taikant miisy gautiems rezultatams, galime
daryti iSvadg, jog po 28 dieny transplantacijos abiejose KA grupése buvo
atkurtos KA fiziologinés salygos, kuriose hipoksijos, oksidacinio streso ir
fibrozés sukelty zymeny nebeaptinkama.

Sis tyrimas atskleidé, jog 36 val. in vitro KA aktyvacija, mitybine terpe
papildzius rutinu bei VEGF-A, i§saugojo gyvybinguma bei atnaujino audinio
steroidogenezés funkcija, ilgalaikés ksenotransplantacijos eksperimente
reikSmingy geny, susijusiy su folikulogeneze, pazaidomis ir audinio
integralumu, raiskos skirtumy nebuvo nustatyta, taciau pastebéta stabilesnio
atkurto kraujagysliy tinklo formavimosi tendencija. Taciau yra ir panasiy
tyrimy, kai potencialios molekulés ar technologijos nejrodo savo reikSmingo
pranasumo ksenotransplantacijos metu lyginant su kontroline grupe (Dolmans
et al., 2019; Lee et al., 2021; Shiroma et al., 2021; Azevedo et al., 2022;
Olesen et al., 2023), tad kyla klausimas ar i$ tiesy tokios manipuliacijos pries
transplantacijg kada nors bus jdiegtos i kasdien¢ kliniking praktikg. Nors yra
publikuoty tyrimy su Zzmogaus KA in vitro aktyvacija ir autotransplantacija
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(Wang et al., 2021), vis tik dar néra aisku, ar bus pasilickama prie §iuo metu
s¢kmingai taikomos transplantacijos po atSildymo procediiros.

Svarbus S§io disertacinio darbo pasiekimas konstruojant dirbtine
kiauside — pademonstruotas Zmogaus uzuomazginiy / tarpiniy folikuly
vystymasis iki antriniy folikuly per pakankamai trumpa — vos vienos
savaités — laikotarpj 3D in vitro kulturoje. Pastaraisiais metais taip pat
atlickama daug tyrimy, kuriy metu vertinamos jvairios sglygos, skirtos
folikuly brandinimui in vitro, taciau dazniausiai jos paremtos KA in vitro
kulttiromis (Laronda et al., 2014; Xiao et al., 2015; Younis et al., 2017, Wu
et al., 2021; Schallmoser et al., 2022). Lyginant su pastarosiomis, kuriose
naudojamos kiau$idziy Zievinés dalys su jose esanciais jvairiausio brandumo
stadijos folikulais, 3D modeliuose yra Zymiai lengviau stebéti ir nustatyti
momenta, kada buvo aktyvuoti uZuomazginiai folikulai. Vis délto, Sis darbas
turi ir ribotumy — folikuly vystymasis (augimas) buvo vertinamas naudojant
tik mikroskopg, o uzuomazginiai ir tarpiniai folikulai buvo sugrupuoti j vieng
grup¢, remiantis kity mokslininky pasiiilytomis folikuly vystymosi stadijy
klasifikavimo sistemomis (Griffin et al., 2006; Lierman et al., 2015),
neatlickant iSsamesnio morfologinio iStyrimo. Pasak Gougeon su
bendraautoriais (Gougeon ef al.,1994), Sios abi — uzuomazginiy ir tarpiniy —
folikuly stadijos yra priskiriamos prie neauganciy / neaktyviy folikuly. Nors
dirbtinés kiausidés kokultiiros sistema neleido individualiai stebéti kiekvieno
folikulo augimo, iSmatuoti folikuly skersmens dydziai eksperimento pradzioje
ir pabaigoje jrodo jy potencialg vystytis ir pasiekti aukStesnes brendimo
stadijas.

Be to, $io tyrimo iSskirtinumas yra tai, jog jame tiriama folikuly kokulttira
su maitinamuoju kaSL monosluoksniu. Intriguojantis $io tyrimo aspektas yra
tai, kad naudojamos kaSL, iSskirtos i§ menopauzés sulaukusiy motery KA.
Toks kaSL pasirinkimas leidZia panaudoti lasteliy populiacija, kuri tiksliau
atspindéty gonadotoksinj gydyma gavusiy pacienciy KA lasteliy populiacijas.
Pacientéms, serganCioms véziu, dirbtinés kiauSidés konstravimas,
panaudojant pradinés vystymosi stadijos folikulus, iSskirtus i§ jy uzSaldyto
KA pries vézio gydyma, kartu su kiausidziy stromos lastelémis, iSskirtomis i8
ty paciy pacienciy KA remisijos metu, yra labai perspektyvus. Tiksliau, §i
naujoviSka metodika gali biiti panaudojama ir jaunoms moterims, ir
mergaitéms iki lytinés brandos, kurioms nustatyta didelé piktybiniy lasteliy
metastazavimo ] kiauSides rizika (Grubliauskaité et al., 2023a). Negana to, $i
vaisingumo atkiirimo technologija galéty biiti naudinga ir pacientéms,
kurioms dél autoimuniniy ligy taikomas gonadotoksinis gydymas (Marder et
al., 2012). Toks klinikinis pritaikymas padidina $io tyrimo rezultaty svarba,
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pabrézdamas galimg platesnj vaisingumo i$saugojimo strategijy panaudojimag
ateityje ir kitomis ligomis serganc¢ioms pacienciy grupéms.

Yra Zinoma, jog reprodukcinio amziaus motery reprodukcinio audinio
stromg sudaro jvairiy tipy lastelés, tokios kaip kiauSialgstés, grudétosios
lastelés, imuninés sistemos lgstelés, endotelio, perivaskulinés lastelés ir
stromos lgstelés, kurios vis dar néra pilnai charakterizuotos (Fan et al., 2019;
Kinnear et al., 2020; Wagner et al., 2020). Sulaukus menopauzés, §i lasteliy
populiacijy dinamika keiciasi — aptinkama daugiau endoteliniy, imuninés
sistemos, limfinés endotelio, perivaskulinés, lygiyjy raumeny ir pilnai
charakterizuoty stromos lgsteliy (Lengyel et al., 2022). Be to, senstan¢ioms
kiausidéms biidinga uzdegiminé aplinka, kuri prisideda prie folikuly Zities
(Ansere et al., 2021; Lliberos et al., 2021; Ouni et al., 2022), o tai rodo, kad
tokios kiauSidés nebéra palankios folikulogenezés proceso palaikymui. Taciau
lastelése, iSskirtose i§ menopauzinio audinio stromos, buvo jrodytas jy
plastiskumas in vitro, ty. stebimas jy gebéjimas iSgyventi, augti,
diferencijuoti, i$skirti j aplinka hormonus ir sintetinti uzlastelinj matriksg
(Asiabi et al., 2020; Maruhashi et al., 2020; Dadashzadeh ef al., 2022). Siame
disertacijos darbe jrodéme, jog galima sékmingai iSskirti didelj skaiciy tokiy
lasteliy 1§ atSildyto menopauzinio KA, o jy iSgyvenamumas ir geb¢jimas
proliferuoti jrodytas suformuojant pilng monosluoksnj per kelias in vitro
kulttiros dienas. Nors eksperimento pabaigoje nebuvo atliktas monosluoksnj
suformavusiy lasteliy gyvybingumo jvertinimas, visy pacienciy kaSL per 7-iy
dieny in vitro kokulturos auginimo laikotarpj ilaikeé tiek tipiska morfologija,
tieck vientisa monosluoksnj. Teigiamas lasteliy monosluoksniy poveikis
pradinés vystymosi stadijos folikuly gyvybingumui ir (arba) jy augimui in
vitro kultiirose yra jrodytas peliy (Tingen et al., 2011; Itami et al., 2011;
Tagler et al., 2012; Sarabadani et al., 2021), karviy (Itoh ir Hoshi, 2000) ir
zmoniy modelivose (Wu et al., 2021). Jprastai tokiuose eksperimentuose
naudojami jvairios kilmeés fibroblastai, pavyzdZziui, i$skirti i§ peliy embriony
(Tagler et al., 2012), odos (Itoh ir Hoshi, 2000) ir zmogaus dermos (Wu et al.,
2021) arba specifiskai i§ KA isskirtos lgstelés, tokios kaip mezenchiminés
kilmés lastelés (Itoh ir Hoshi, 2000), intersticinés Iastelés (Itami ef al., 2011),
makrofagai su teka lgstelémis (Tingen et al., 2011).

Nors Siame tyrime nebuvo atliktas lgsteliy populiacijy charakterizavimas
po i8skyrimo (d0) ar tyrimo pabaigoje (d7), anks¢iau miisy atliktoje analizé¢je
nustatéme, kad didzioji dalis lasteliy, iSskirty i§ menopauzés sulaukusiy
motery kiauSidés Zievinés dalies, yra fibroblastai, mezenchiminés kilmés
Iastelés ir endotelinés lastelés (Dadashzadeh et al., 2022). Sios stromos
lastelés i$skiria daugybe augimo veiksniy j aplinka, kurie, kaip Zinoma, per
parakrininius signalinius kelius daro didel¢ jtakag uzuomazginiy folikuly
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aktyvavimui ir (arba) antrinés stadijos nesulaukusiy folikuly brendimui. Sie
jau seniai identifikuoti augimo veiksniai yra hepatocity augimo veiksnys
(Parrott et al., 1994), transformuojantis alfa augimo veiksnys (Scurry et al.,
1994), bazinis fibroblasty augimo veiksnys (Almeida et al., 2012), epidermio
augimo veiksnys (Scurry et al., 1994, | insuling panaSaus augimo veiksnys
(Monget et al., 1996), naviko nekrozés veiksnys alfa (Kaipia et al., 1996),
interleukinas-6 (Maeda et al., 2007) ir kraujagysliy endotelio augimo veiksnys
(Danforth et al., 2003). Tokie tyrimai rodo svarbig lasteliy ir folikuly sgaveika
per sekretuojamus citokinus, augimo veiksnius ir hormonus, todél yra biitina
nustatyti tiek konkreCias lasteliy populiacijas, tiek specifinius jy
sekretuojamus veiksnius, prisidedancius prie in vitro kokultiiros sistemos
dinamikos. Siekiant nustatyti kaSL ir folikuly sgveika per sekretuojamas
bioaktyvias molekules, buty galima atlikti in vitro kultliros terpés sudéties
pokyCiy analiz¢ panaudojant imunofermentinius tyrimus arba skysCiy
chromatografija su masiy spektrometrija (Chiswick et al., 2012; Nakashima
et al., 2018). Taciau nustatyti lasteliy populiacijas gali biiti sudétingesné
uzduotis, nes net patys pazangiausi metodai, tokie kaip vienos lagstelés RNR
sekoskaita, iki Siol nepad¢jo pilnai charakterizuoti atskiry lasteliy
subpopuliacijy zmogaus KA stromoje (Fan et al., 2019; Wagner et al., 2020).

Tokiy ateities vaisingumo iSsaugojimo technologijy vystymai ir jy
taikymas kelia klausima ar jau Siuo metu onkologijos centrai ir jy gydytojai
ruosiasi tokiam progresui. Tam jvertinti, buvo atlikta Baltijos-Siaurés regiono
Saliy vaiky onkologijos centry apklausa, siekiant jvertinti juose esancias
patvirtintas gaires dél onkologiniy pacienty vaisingumo i$saugojimo paslaugy
— ar pacientai informuojami apie prieSvézinio gydymo padarinius
vaisingumui, kokios vaisingumo iSsaugojimo strategijos taikomas ir kokiems
pacientams jos taikomos.

Gauti apklausos rezultatai leido i§samiai apibendrinti Siaurés-Baltijos
Saliy situacija. Buvo atskleista, jog visame regione yra aktyviai teikiamos
vaiky iki 18 mety vaisingumo iSsaugojimo paslaugos. Kiausialgsciy ir KA
Saldymas yra sitiloma vaisingumo iSsaugojimo strategija 80 % centry,
spermos Saldymas — visuose centruose, o séklidés audinio Saldymas teikiamas
tik 40 % centry. Taip pat pastebéti skirtumai tarp vaisingumo i$saugojimo
atrankos kriterijy bei Ziniy apie patvirtintas gaires. Tokie rezultatai atskleidzia
nevienodg nacionaliniy gairiy sklaidg pacioje mediky visuomengje ir gydytojy
informuotumg apie jas Salies viduje, todél yra bitina stiprinti komunikacija
onkologijos centruose.

Dauguma  apklausty centry remiasi Siaurés 3aliy  tinklo
rekomendacijomis, skirtomis vaisingumo iSsaugojimui vaikams iki lytinés
brandos ir jos sulaukus (Recommendations, 2015a ir 2015b). Taciau neseniai
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buvo paskelbtas tyrimas, kuriame buvo nurodyta, jog Lietuvoje bent vienas i$
apklausty vaiky onkologijos centry prad¢jo vadovautis PanCareLIFE
konsorciumo ir The International Late Effects of Childhood Cancer Guideline
Harmonization Group rekomendacijomis (Stukaite-Ruibiene et al., 2023).
Duomeny apie vaisingumo gairiy pokycius Latvijoje ir Estijoje nebuvo gauta.
Siaurés $aliy tinklo rekomendacijose yra pateikiamos bendros rekomendacijos
dél pacienty jtraukimo j vaisingumo iS$saugojimo programas ir strategijy
taikymo pagal lyting brandg. Remiantis Siomis rekomendacijomis, vaikai iki
lytinés brandos, kurie gauna gonadotoksinj gydyma, priskiriami labai didelés
rizikos dél nevaisingumo grupei, todél jiems yra siilomos eksperimentinéje
stadijoje esancios reprodukcinio audinio (kiauSidés ar séklidés) Saldymo
procediiros, o lytinés brandos sulaukusiems pacientams yra pritaikomos
suaugusiyjy indikacijos. Yra tarptautinis sutarimas, kad kauly ciulpy
transplantacija ir tiesioginé dubens srities radioterapija sukelia didele
nevaisingumo rizika, todél Siems pacientams turéty biti sillomos vaisingumo
i$saugojimo strategijos bei konsultacijos (Mulder ef al., 2021a ir 2021b). Sios
apklausos rezultatai rodo, jog onkologijos centruose Sie gydymo biidai taip pat
yra jtraukti | vaisingumo iSsaugojimo indikacijas.

Lyginant su kitomis tarptautinémis vaisingumo i$saugojimo gairémis,
Siaurés Saliy tinklo rekomendacijose néra nustatyta griety jtraukimo kriterijy
priklausomai nuo gaunamos alkilinanCiy preparaty dozés. Europos
PanCareLIFE konsorciumo rekomendacijose pateikiamos vidutinio
pagristumo gairés dél vaisingumo iSsaugojimo paslaugy lytinés brandos
nesulaukusioms pacientéms, kurios gauna > 6000 - 8000 mg/m’ bendra
ciklofosfamido ekvivalenting doz¢ (CED) (Mulder et al., 2021a) ir lytinés
brandos nesulaukusiems berniukams, kuriems paskirta > 4000 mg/m? CED
(Mulder et al., 2021b). Miisy apklausoje vienas centras Norvegijoje nurodé
bitent tokias stratifikavimo ribas. PanaSias rekomendacijas galima matyti ir
American Oncofertility konsorciumo gairése: gaunama didesné nei 4000
mg/m?> CED berniukams, didesné nei 12000 mg/m?> CED lytinés brandos
nesulaukusioms mergaitéms ir didesné nei 8000 mg/m? CED lytinés brandos
sulaukusioms mergaitéms, yra susijusi su didele nevaisingumo ar
reprodukciniy audiniy funkcijos nepakankamumo rizika ateityje (Meacham et
al., 2020). Svedijos nacionalinése vaisingumo i$saugojimo rekomendacijose
(Recommendations, 2015a ir 2015b) nurodoma, jog jeigu dél gaunamos
chemoterapijos dozés pacientas priskiriamas didelés rizikos dél nevaisingumo
grupei, jis automatiskai atitinka vaisingumo i$saugojimo kriterijus, o
Suomijos nacionalinése rekomendacijose i§ viso jokiy stratifikavimo riby
pagal gaunamg chemoterapijos doz¢ néra (Pampanini ef al., 2024). Tai rodo
standartizuoty vaisingumo iSsaugojimo indikacijy ir nevaisingumo rizikos
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stratifikavimo butinybe, siekiant harmonizuoti jy panaudojima klinikinéje
praktikoje. DidZiausi sunkumai kuriant tokj rizikos stratifikavimo modelj —
stoka patikimy klinikiniy jrodymy, kurie apibrézty sterilizuojancig CED vaiky
amziaus pacientams, bei pilnos CED vertinimo sistemos — néra jtraukiami visi
alkilinantys preparatai, kurie jprastai naudojami vaiky onkologijoje.

Nors yra sutariama, jog konsultavimas yra neatsiejama onkologiniy
pacienty vaisingumo iSsaugojimo dalis, apklausos tiek pasaulyje, tiek
Lietuvoje rodo, jog pacienty ar jy tévy nepasiekia naujausia ir reikalinga
informacija arba jos nepakanka, kad biity duodamas sutikimas tokioms
procediiroms atlikti (Sullivan-Pyke et al., 2018; Anazodo et al., 2019; Omani-
Samani et al., 2021; Zobielaité et al., 2022; Stukaite-Ruibiene et al., 2023;
Pampanini et al., 2024). Pateikiant raSyting informacija apie vaisingumo
i§saugojimo galimybes, gali biiti naudinga ne tik pacientams ar jy tévams, bet
ir gydytojams, nes diagnozés metu gauta informacija apie onkologing liga
daznai pribloskia pacientus ir jy artimuosius, dél ko kita (pvz. vaisingumo
i§saugojimo) informacija néra jsisavinama. Tai patvirtina ankstesniy tyrimy
rezultatai, kurie atskleidé, jog net 45 % pacienty nepamena gave informacijos
apie vaisingumg ir galimus jo iSsaugojimo budus (Clasen et al., 2024), o tik
41 % miusy tyrime apklaustyjy patvirtino, jog pacientai ir jy tévai gali rasti
leidinukus jy centruose. I§ apklausos matome, jog dazniausios to prieZastys
yra paciento amzius, kalbos barjeras, laiko trikumas ar tévy susidomejimo
stoka, taciau kity mokslininky atlikti tyrimai rodo, jog ir gydytojai susiduria
su informacijos stoka, ypac¢ kai yra kalbama apie jautrig pacienty grupg —
vaikus (Terenziani et al., 2014; Covelli et al., 2019). Kylantys nesutarimai
paciy mokslininky ir mediky bendruomenése dél vaisingumo iSsaugojimo
indikacijy ir rekomendacijy daznai turi reik§més ir nedideliam skaiciui tokiy
konsultacijy ir po jy sekanciy procediiry.

Pagrindinis vaisingumo i$saugojimo strategijy, tokiy kaip reprodukciniy
audiniy uzsaldymas, trukumas — potencialiy piktybiniy Igsteliy audinyje
autotransplantacija (Grubliauskaite et al., 2023a). Daugumos solidiniy naviky
metastazavimo | KA tikimybé yra mazesné lyginant su hematologiniais
navikais. Apklausos metu iSsiaiskinome, jog net 50 % centry siiilo
reprodukciniy audiniy uzsaldyma pacientams, sergantiems leukemija, taciau
aiSkus informacijos pateikimas ir konsultavimas yra itin svarbls siekiant
supazindinti pacientus ir jy tévus apie Sig eksperimenting vaisingumo
i§saugojimo strategija ir su ja susijusias rizikas. Tiek pasaulyje, tiek Sio
disertacinio darbo metu buvo stengiamasi sukurtu naujas strategijas, kaip
atkurti vaisingumg jautriausioms pacienty grupéms, taciau jy tolesnis
validavimas ir tyrimai yra labai svarbiis ir reikalingi, siekiant platesnio jy
pritaikymo klinikinéje praktikoje.
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ISVADOS

1. Sio tyrimo metu vertintas kiaugidés audinio léto uz8aldymo / greito
atSildymo protokolas yra efektyvus ir saugus — atlikty histologiniy,
imunohistocheminiy, molekuliniy ir ksenotransplantacijos tyrimy
rezultatai neparodé¢ audiniy vientisumo ir uZlgstelinio matrikso
komponenty pazaidy, nesukélé masinés audinio stromos ir folikulo
lasteliy aktyvacijos bei neformavo piktybiniy naviky. Kiausidés audiniai
i§saugo gyvybinguma bei geb¢jima saugiai prigyti transplantacijos metu.

2. In vitro kiauSidés audiniy kultiry mitybinés terpés praturtinimas
skirtingais komponentai ir jy deriniais pagerina kiauSidés audiniy
atsistatymo po uzsaldymo / atSildymo rezultatus:

a. mitybinés terpés papildymas VEGF-A 165 ir rutino deriniu
reikSmingai sumazina in vitro kultiiros citotoksiSkumg ir sékmingai
atkuria progesterono sekrecijg tieck po 36 val., tiek po 72 val
Inkubacijos.

b. standartinés mitybinés terpés papildymas VEGF-A 165 ir rutino
deriniu prie§ ksenotransplantacija neturi reikSmingos jtakos
kiausidés audiniy transplantacijai, taciau tokiu biidu paveikti audiniai
pasizymi geresne hibridine vaskuliarizacija bei demonstruoja
nezymy pranasumg apsaugant audinio struktirg (COL6A4],
COL18A41, FNI) bei jvairios vystymosi stadijos folikulus (FOXL2,
CYP19A41) nuo pazaidy (CTFG, LOX, CASP34, SODI), lyginant su
standartinés mitybinés terpés poveikiu.

3. Dirbtinés kiauSidés konstravimas in vitro yra efektyvi alternatyva
kiausidés audiniy transplantacijai:

a. kiausidés audinio stromos lgsteliy jtraukimas j dirbtinés kiausidés
modelj, reikSmingai pagerina uzuomazginiy ir tarpiniy folikuly
augimg bei gyvybinguma: folikulai ant kiauSidés audinio stromos
lasteliy monosluoksnio iSlaiko ~2 kartus didesnj skaiciy
auksciausios gyvybingumo kategorijos folikuly bei jy Ziiva 2 kartus
maziau, lyginant su dirbtinés kiausidés modeliu be stromos lasteliy.

b. dirbtinés kiausidés modelyje ant kiausidés audinio stromos lasteliy
monosluoksnio vystosi reikSmingai didesnis uzuomazginiy / tarpiniy
folikuly skaiCius j aukStesnés — pirminés ir antrinés — vystymosi
stadijos folikulus, kurie pasizymi didesne hormony sekrecija in vitro.
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4. Atliktos apklausos rezultatai parodé, kad Siaurés 3aliy pediatrinés
hematologijos ir onkologijos draugijos narése skiriasi onkologiniy
pacienty vaisingumo priezilira ir / ar patvirtintos vaisingumo i$saugojimo
klinikinés praktikos gairés, indikacijos ir taikomos strategijos, bitinas jy
standartizavimas, siekiant jvesti nuosekly pacienty konsultavima,
vieningg standartizuotg sistema nevaisingumo rizikai jvertinti ir siekiant
stiprinti tarptautinj bendradarbiavima.
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REKOMENDACIJOS

Taikytas léto uzSaldymo / greito atSildymo protokolas, iSsaugojantis
kiausSidziy audinio struktiirg, gyvybinguma, funkcionalumg bei folikuly
vystymosi potencialg, atkuriant steroidogeneze in vitro, gali buti
naudojamas motery vaisingumo i$saugojimo tikslais.

Metastazavusiy kriities audinio navikiniy lasteliy paieskai kiausidziy
audinyje rekomenduotina taikyti greitesnj ir etiSkai priimtinesnj metoda —
specifinio miRNR profilio, i§ 15-ios reikSmingai (p <0,05, pokytis
kartais > 4) pakitusios raiSkos miRNR identifikavima.
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04-25 Nr. B5-4143 Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro Biochemijos instituto paraiskos del
bandymo su gyviinais procediiry projekto ,.Onkologiniy pacienty reprodukciniy audiniy, skirty vaising
atkiirimui, aktyvacijos ir saugumo tyrimai®,

leidZziam asiam iikio subjektui (-ams) atlikti bandymo su gyviinais projekta:

duomenys apie @ikio subjekta (-us):

pavadinimas Vilniaus universitetas,

adresas Saulétekio al. 7, Vilnius,

kodas Juridiniy asmeny registre 211950810:

duomenys apie bandymo su gy’ vunals projektg:

pavadinimas logini ient
aktyvacijos ir saugumo tyrimai*,

vadovas Monika Grubliauskaité,

naudojami gyviinai 10 peliy;

duomenys apie bandymo su gyviinais projekto atlikimo vieta:

pavadinimas Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centras,

adresas: Saulétekio al. 7. Vilnius.

Duomenys apie veterinarinius vaistus, vaistinius preparatus ar kitas medziagas (toliau — vaistai),

kurie bus naudojami vykdant bandymo su gyviinais projekta®:

I Kickis, reikalingas |
~ Vaisto pavadinimas Gamintojas Vaisting forma vykdant bandyme su
r. Ryvanais projekty
1 Rycarfa, 50 mg/ml KRKA (Slovenia) Injekcinis tirpalas 1 fasvote
5 Isoflunn, 1000 mg/g CHEMICAL IBERICA PV, S L. [kvepiamie)s garsi, skystis | 50 ml
- I
3 Pavirdinsa odos kljm LiquiBand® Advanced Medical Soluons Limited Klijas 2 faswotes
8. 0.5g (Jungtine Karalysic)
34 Artelac, gelis akims NIGHTTIME, Bausch & Lomb (Vokietija) Gelis 1 fasuote
10g
Leidimas a <4 yitfossu gy vilnais projekig (toliau — leidimas) galioja nuo 2022-07-01 iki 2022-
11-01.

% -~ Deividas Kliu¢inskas

* — Nurodomi naudojirg Jﬁ}_ $to-f2u) pavadinimas (-ai). gamintojas (-ai), vaistiné (-s) forma (-os), kickis, reikalingas

vykdsm bandymo su gy\-\mms Projekta. Jei vykdant bandymo su gyvanais projekta vaistai gyviinams nenaudojami, leidime
Zodis .\

P4 pav. Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas atlikti bandymo su
gyviinais projekta Nr. G2-214.
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PS pav. Navikinio ir sveiko kriities audinio miRNR raiskos skirtumai. Raudona linija
rodo miRNR raiskos pokytj bent 2 kartus, raudoni taskai rodo statistiskai reikSmingus
poky¢ius (p < 0,05), mélyni — nereikSmingus.
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P1 lentelé. MiRNR sarasas, kuriy raiSkos pokytis yra reikSmingas (pokytis
kartais > 4, p < 0,05), lyginant navikinj krities audinj su sveiku kriities audiniy ir
atvirksciai.

. Pokytis kartais Pokytis kartais Tt
miRNR (navikinis vs sveikas) (sveikas vs navikinis) D

_ -3

hsa-let-7a-5p 7,86 13,73 > 10

7

hsa-let-7b-5p 27,94 9,12 14910
hsa-let-7c-5p -13,54 14,12 1,05 x 107
hsa-let-7d-5p -6,63 6,36 1,72 x 1073

hsa-let-7e-5p -10,09 6,77 1 x103

hsa-let-7i-5p -11,75 8,63 4 %10+

hsa-miR-100-5p -5,77 4.4 1x1073
hsa-miR-107 -7,59 10,26 7,21 x 107
hsa-miR-10a-5p -7,67 8,11 8,16 x 1078
hsa-miR-10b-5p -6,08 6,45 9,04 x 107

hsa-miR-125b-5p -6,23 4,72 1 x1073
hsa-miR-130a-3p -21,03 16,91 7,16 x 1073
hsa-miR-140-5p -16,97 17,5 1,57 x 107
hsa-miR-155-5p -6,98 6,72 1,39 x 10°°
hsa-miR-181b-5p 472 4,16 1,08 x 107

P2 lentelé. Kiausidés audinyje nustatyty miRNR sarasas, kuriy raiskos pokytis yra
reik$mingas (pokytis kartais > 2, p <0,05), lyginant su sveiko kriities audinio kontrole.

miRNR Pokytis kartais Pokytis reguliavimo* p-reikSmé
hsa-miR-1-3p 18,98 18,98 0,03
hsa-miR-202-3p 27,66 27,66 2x1073
hsa-miR-204-5p 6,57 6,57 0,02
hsa-miR-222-3p 7,94 7,94 0,05
hsa-miR-495-3p 6,53 6,53 0,04
hsa-miR-15a-5p 0,34 -2,96 0,02
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hsa-miR-182-5p 4,93 x 103 -202,76 2,886 x 107!
hsa-miR-200a-3p 1,66 x 107 -600,61 1,909 x 107
hsa-miR-200b-3p 2,84 x 107 -351,8 6,356 x 107
hsa-miR-200c-3p 1,38 x 1073 -722.,55 1,688 x 10°14
hsa-miR-205-5p 5,16 x 10°° -19375,48 1,355 x 107
hsa-miR-31-5p 0,04 -24.74 0,01
hsa-miR-429 0,01 -83,49 7 %1073

*perskaiciuota panaudojus formule 1/—pokytis kartais, siekiant atspindéti biologing
prasme (kai pokycio kartais reikSmé > 1).

P3 lentelé. Kiausidés audinyje nustatyty miRNR sarasas, kuriy raiSkos pokytis yra
reikSmingas (pokytis kartais > 2 kartai, p <0,05), lyginant su navikinio kriities audinio

kontrole.

miRNR Pokytis kartais  Pokytis reguliavimo* p-reikSmeé
hsa-miR-1-3p 22,39 22,39 0,02
hsa-miR-202-3p 4,16 4,16 8 x 107
hsa-miR-204-5p 5,17 5,17 0,02
hsa-miR-222-3p 9,35 9,35 0,04
hsa-miR-495-3p 3,51 3,51 0,05
hsa-miR-15a-5p 0,20 -4,91 3,47 x 10*
hsa-miR-181a-5p 0,39 -2,53 0,05
hsa-miR-182-5p 2,57 x 1073 -388,55 1,67 x 10°¢
hsa-miR-200a-3p 8,31 x 10 -1202,6 1,65 x 10°¢
hsa-miR-200b-3p 5,48 x 10 -1824,91 1,65 x 10°¢
hsa-miR-200c-3p 3,41 x 10* -2933 .91 1,64 x 10
hsa-miR-203a-3p 0,24 -4,18 422 x 103
hsa-miR-205-5p 4,47 x 10 -22489,2 1,64 x 106
hsa-miR-206 0,38 -2,64 0,02
hsa-miR-31-5p 0,09 -10,93 4,59 x 107
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hsa-miR-429 9,34 x 107 -107,04 1,8 x 10
hsa-miR-7-5p 0,18 -5,68 4,41 x 10

hsa-miR-96-5p 0,01 -81,97 1,85 x 10°¢

*perskaiciuota panaudojus formule 1/—pokytis kartais, siekiant atspindéti biologing
prasme (kai pokycio kartais reikSmé > 1).

P4 lentelé. Nustatyty miRNR, kuriy raiska (raiSkos pokytis > 2, p < 0,05) didesné,
geny-taikiniy biologiniy procesy GO terminy praturtinimo analizé. KAD — klaidingy
atradimy daZznis.

KAD Praturtinimo  Biologinio proceso Geny-taikiniy skaicius
pokytis kartais GO terminas
1,7 x 10 5,5 Vystymosi reguliavimas 14
1,84 x 10 3.8 Raumeny strukturos 20
vystymasis
122 x 10 34 Transferaz.es gktyvumo 25
reguliavimas
2.14 x 10 2.7 Teigiamas Vystym051 30
procesy reguliavimas
Lasteliniy baltymy
4,67 x 103 2,4 apykaitos procesy 47
reguliavimas
1,44 x 10* 2,2 Baltymy apykaitos 47
procesy reguliavimas
2,14 x 10* 2,2 Baltymy lokalizacija 44

Teigiamas azoto
1,22 x 10* 2,1 junginiy apykaitos 54
proceso reguliavimas
Teigiamas lasteliy

1,7 x10* 2,0 medziagy apykaitos 55
proceso reguliavimas
2,14 x 10 1,8 Transportas 66

PS lentelé. Nustatyty miRNR, kuriy raiska (raiskos pokytis > 2, p < 0,05) didesné,
geny-taikiniy KEGG signaliniy keliy praturtinimo analizé. KAD — klaidingy atradimy
daZznis.

Praturtinimo Signalinis kelias Genai
pokytis kartais
. . . NFATC2 PIK3CB PIK3RI1
0,02 9,3 VEGEF signalinis kelias PPP3RI
0.02 6.7 Progesterqno suke}tas CPEB2 CPEB3 IGF1
’ ’ kiausSialgs¢iy brendimas PIK3CB PIK3R1
0.02 6.6 T-lasteliy receptoriy IL10 NFATC2 PIK3CB
’ ’ signalinis kelias PIK3R1 PPP3R1
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C-tipo lektino IL10 NFATC2 PIK3CB

0,02 6,6 receptonaug signalinis PIK3RI PPP3RI
kelias
. .. . CDKNI1B EDNI1 IGF1
0,02 6,3 HIF-1 signalinis kelias PIK3CB PIK3R1
. .. . CDKNI1B IGF1 IL10
0,02 6,3 FoxO signalinis kelias PIK3CB PIK3R1 CCND2
CDKNI1B TRIM71 PIK3CB
0,02 6 miRNR vézio atveju PIK3R1 SOX4 TIMP3
CCND2
Pakites transkripcijos DKNI1B DDXS5 IGF1
0,02 5,7 reguliavimas vézio MYCN PAX3 PAX7
atveju CDK14 CCND2
.. NFATC2 PIK3CB PIK3RI1
0,02 5,3 Lastelinis senéjimas PPP3R1 ZFP36L1 CCND2
. .. CDKNI1B ERBB4 GHR
0,02 3,5 PBK“Lﬁgﬁzf“ahms IGF1 KIT PIK3CB PIK3R1

BDNF CCND2

P6 lentelé. Nustatyty miRNR, kuriy raiska (raiskos pokytis > 2, p < 0,05) mazesné,
geny-taikiniy biologiniy procesy GO terminy praturtinimo analizé. KAD — klaidingy
atradimy daznis.
Praturtinimo  Biologinio proceso Genuy-taikiniy skaicius
pokytis kartais GO terminas

4,0 x 107 28 Baltymy fosforilinimas 53

3,47 x 107 2,7 Fosforilinimas 59

1,87 x 107 2,6 Tarplastelinis 51
signalinimas

4,54 x 101! 2.5 Anatominiy strul.<turq 78
morfogenezé

1,8 x 10 23 Vidulasteliniy ﬁlgnalq 1
transdukcija

7,13 x 107 2.0 Molekulu.nq.funkcuq 74
reguliavimas

3,92 x 107 2,0 Signaly perdavimo -
reguliavimas

5,44 x 107 2.0 Lasteles kqmgmkacuos 78
reguliavimas

4,05 x 107 1,8 Lasteliy diferenciacija 92

4,67 x 107 1.8 Lasteliy vystymosi 0

procesai
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P7 lentelé. Nustatyty miRNR, kuriy raiska (raiSkos pokytis > 2, p < 0,05) maZzesné,
geny-taikiniy KEGG signaliniy keliy praturtinimo analizé. KAD — klaidingy atradimy

daznis.
Praturtinimo
pokytis kartais
4,0 x 103 8,2
0,03 5,7
0,03 5,3
0,01 5,3
8,0 x 1073 5,1
0,04 4.8
0,04 4.5
0,03 43
0,04 3,1
0,03 2,6

Signalinis kelias

Epiteliniy lasteliy
bakterin¢ invazija

Endokrininis
atsparumas

Melanogenezé

Insulino signalinis
kelias

miRNR vézio atveju

Glutamaterginé sinapsé

Augimo hormony
sinteze, sekrecija ir
veikimas

Glaudziosios jungtys

MAPK signalinis kelias

Signaliniai keliai vézio
atveju

Genai

ACTR2 SEPTIN9 CLTC
CRKL CTTN CD2AP
SHC4
ADCY6 HBEGF MTOR
DLL1 SHC4 PRKACB
DCY6 EDNRB GNAQ
MITF PRKACB FZD3
FLOT1 SORBS1 CRKL
MTOR SHC4 PRKACB
PRKARIA PRKAR2A
CRKL MTOR SHC4
MARCKS PRKCE ZEBI1
FZD3 RECK ZEB2
ADCY6 GNAQ PPP3R1
PRKACB SLCIA1
SLC1A2

ADCY6 CRKL MTOR
GNAQ SHC4 PRKACB

ACTR2 CTTN MSN
CLDNI11 PRKACB
PRKCE RAP2C
ARHGEF2
CRKL FGF7 NTF3
PPP3R1 PRKACB
RASA1 RASA2
RPS6KA3 CACNA2DI1
CACNB4
ADCY6 EGLN3 CRKL
EDNRB EPASI1 FGF7
MTOR GNAQ DLL1
MITF PMAIP1 EGLNI1

PRKACB PTGER3 FZD3

P8 lentelé. Klausimynas, skirtas atnaujinti informacija apie vaisingumo iSsaugojimo
galimybes Siaurés ir Baltijos Salyse.

Bendrieji klausimai

Salis

Darbo vaiky onkologijoje patirtis (metai)

Teisés aktai/Gaireés

Ar yra nacionalinés onkologiniy pacienty vaisingumo iSsaugojimo gairés?

Taip

Ne

Vietinés gairés yra prieinamos
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Bus paruoStos

Nezinau

Pasirinkite, kurios vyry vaisingumo iSsaugojimo strategijos yra taikomos jusy Salyje
(galimi keli atsakymo variantai):

Séklidziy audinio Saldymas iki lytinés brandos

Séklidziy audinio Saldymas po lytinés brandos

Spermos uzSaldymas

TESA / PESA

Reprodukciniy audiniy ekranavimas

Spermos donorysté

Surogacija

Isivaikinimas

Pasirinkite, kurios motery vaisingumo iSsaugojimo strategijos yra taikomos jlsy
Salyje (galimi keli atsakymo variantai):

Kiausidziy audinio Saldymas iki lytinés brandos

Kiausidziy audinio Saldymas po lytinés brandos

In vitro brandinimas

GnRH antagonisty terapija

Kiausialgs¢iy uzsaldymas

Embriony Saldymas

Reprodukciniy audiniy ekranavimas/transpozicija

Kiausialgstés Saldymas

Embriony donorysté

Surogacija

Isivaikinimas

Ar jiisy centras turi gaires del (galimi keli atsakymo variantai):

Spermos surinkimos ir uzSaldymo?

Seéklidziy audinio surinkimo ir uzsaldymo?

Kiausidés zievinio audinio surinkimo ir uzSaldymo?

Kiausidziy stimuliacijos ir kiauSialags¢iy uzsaldymo?

Neturime jokiy gairiy

Bus paruoStos

Jei j bent vieng klausimg atsakéte ‘taip®, ar turite patvirtintas vaisingumo iSsaugojimo
gaires pagal gaunama gydyma, amziy ar kokj kitg kriterijy? Jeigu taip, kokias?

A) Terapiniai junginiai (pvz. kiausidés zievinio audinio uzSaldymas pries HKLT, jei
mergaité néra sulaukusi lytinés brandos)

B) Paciento amzius (pvz. spermos uzSaldymas, jei berniukui daugiau nei 15 mety)
C) Kiti kriterijai

Praktika

Pasirinkite vaisingumo iSsaugojimo strategijas, taikomas jusy centre (galimi keli
atsakymo variantai):

Spermos surinkimas ir uz§aldymas

Seklidziy audinio surinkimas ir uzSaldymas

Kiausidés zievinio audinio surinkimas ir uz§aldymas

Kiausidziy stimuliacija ir kiauSialas¢iy uzsaldymas

Netaikome jokiy vaisingumo i$saugojimo strategijy

Vaisingumo iSsaugojimas procediira vyksta kitame centre

Ar jiisy centras naudoja kity teikiamas paslaugas (galimi keli atsakymo variantai):
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Spermos surinkimui ir uzsaldymui?

Séklidziy audinio surinkimui ir uzsaldymui?

Kiausidés zievinio audinio surinkimui ir uzsaldymui?

Kiausidziy stimuliacijai ir kiauSialgs¢iy uzsaldymui?

Ruosiamas bendradarbiavimas.

Nebendradarbiaujame.

Ar naudojate spermos / séklidziy audinio / kiauSidziy audinio / kiausialgsciy Saldyma
pacientams su Siomis diagnozémis? (galimi keli atsakymo variantai)

Hodzkino limfoma

Ne Hodzkino limfoma

Umin¢ limfoblastin¢ leukemija, diagnozés metu

Uminé mieloidiné leukemija, diagnozés metu

Vilmso navikas

Juingo / minkstyjy audiniy sarkoma

Osteosarkoma

CNS navikai

Lytiniy lasteliy navikai

Prie§ kamieniniy lasteliy transplantacija

Kiti

Ar prisimenate paskutinio paciento, kuriam sitléte spermos / séklidziy audinio /
kiausidziy zievinio audinio / kiauSialgsCiy Saldyma, amziy, lyti ir diagnoze?
Nurodykite, kada tai jvyko.

Ar juisy centre vyksta pacienty ir jy tévy konsultacijos vaisingumo iS§saugojimo tema?

Taip, visiems

Taip, kai kuriems

Taip, tiems, kurie atitinka vaisingumo iSsaugojimo indikacijas

Ne

Nezinau

Jei taip, kada jisy centre vyksta pacienty ir jy tévy konsultacijos vaisingumo
iSsaugojimo tema?

Ar juisy centre yra teikiama informacija apie vaisingumo i$saugojoma pacientams ir
jy tévams pries ir po gydymo?

Taip

Ne

Informacija ruoSiama

Nezinau

Turéty biiti aptariama centro viduje Siuo klausimu

Jei taip, kokiu buidu yra teikiama §i informacija? (galimi keli atsakymo variantai)

Internetinéje svetainéje

Leidinukais

Knygomis

Visomis i§vardintomis

Kita

Ar jusy centre vyksta pacienty ir jy tévy konsultacijos su vaisingumo problemomis
susijusia tema?

Taip, visus pacientus ir jy tévus

Taip, kai kuriems

Ne
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Nezinau

Jei taip, kada jusy centre vyksta pacienty ir jy tévy konsultacijos su vaisingumo
problemomis susijusia tema?

Kodél ne visiems pacientams ir jy tévams yra sitiloma konsultacija? (galimi keli
atsakymo variantai)

Miisy centras nesitilo konsultacijos visiems pacientams ir jy tévams

Truksta laiko iki gydymo pradzios

Kalbos / bendravimo barjeras

Pacienty / tévy nedomina ar gédijasi kalbéti

Amzius (per jaunas / senas)

Religiniai / kuliiriniai aspektas

Seksualin¢ orientacija

Svarbus kiti klausimas

Informacija nepateikta

Kas atsakingas uz vaisingumo konsultacija? (galimi keli atsakymo variantai)

Onkologijos slaugytoja

Onkologas

Ginekologas

Andrologas

Endokrinologas

Kiti

Konsultacija neteikiama

Vyru vaisingumo i§saugojimas

Kas atsakingas uz spermos surinkima? (galimi keli atsakymo variantai)

Onkologas

Onkologijos slaugytoja

Endokrinologas

Andrologas

Ginekologas

Kiti

Pagal ka nusprendziate, kad berniukas yra pakankamai subrendgs spermos
surinkimui?

Kur yra produkuojamas spermos méginys? (galimi keli atsakymo variantai)

Spermos laboratorijoje

Paciento namuose

Paciento ligoninés palatoje

Kitur

K3 darote, jeigu pacientas negali produkuoti spermos méginio? PraSome nurodyti.

Ar jisy centras sitilo spermos / séklidziy audinio Saldyma po gydymo?

Taip, visiems

Taip, kai kuriems

Ne

Nezinau

Motery vaisingumo i§saugojimas

Ar jiisy centras sitlo kiauSidziy zievinio audinio ir / ar kiauSialas¢iy Saldyma po
gydymo?

Taip, viso

Taip, kai kurioms
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Ne

Nezinau

Ar jusy centre yra jprastiné gydymo praktika mergaitéms, kurios atsigavo po
kiausidziy nepakankamumo? Prasome nurodyti.

Kita

Ar yra kas nors, su kuo negalite sutikti véziu serganciy pacienty vaisingumo
i§saugojimo srityje?

Ar turite daugiau informacijos ar pasitilymy?

GnRH — gonadotroping atpalaiduojantis hormonas (angl. gonadotropin releasing
hormone), HKLT — hematopoetiniy kamieniniy lgsteliy transplantacija, TESA —
séklidziy spermos aspiravimo procedira (angl. testicular sperm aspiration
procedure), PESA — perkutaniné spermos aspiracija (angl. percutaneous epididymal
sperm aspiration).

P9 lentelé. Apklausos atsakymai j klausimg ,,Ar turite patvirtintas vaisingumo
iSsaugojimo gaires pagal gaunama gydyma, amziy ar kokj kita kriterijy?*

Salis Terapiniai junginiai  Paciento amZius Kiti Kkriterijai

Danija KA uzSaldymas pries Spermos uzsaldymas N/A
HKLT ir ifosfamido sulaukusiems lytinés

aukstos dozés brandos pacientams
Danija N/A Spermos uzSaldymas N/A
sulaukusiems lytinés
brandos pacientams
Estija NA NA N/A
Islandija  Ne Vertina  pagal lyting N/A
branda
Latvija N/A N/A N/A
Lietuva N/A N/A N/A
Lietuva N/A Spermos uzsaldymas N/A
vyresniems nei 14 mety
ir lytinés  brandos
sulaukusiems pacientams
Norvegija Priklauso nuo Sulaukus lytinés brandos  N/A
gaunamo gydymo
Norvegija N/A N/A Tarptautinés
gairées + Oslo
gairés audiniy
uzSaldymui
Norvegija KA uzSaldymas, kai Néra amziaus limito Individualus
gauna  alkilinanCiy mergaitéms; spermos  sprendimas;
medziagy > 6 g/m?> uzSaldymas lytinés netaikoma
dozg ir kiauSidziy brandos  sulaukusiems leukemija
radiacija;  spermos berniukams sergantiems
uzsaldymas, kai pacientams

gauna  alkilinanciy
medziagy >4 g/m?
dozg ir seklidziy
radiacija
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Suomija  Pries HKLT ar Mergaittms > 16 mety, Atskirai aptariami
reprodukciniy audiniy  taiko KA  uzSaldyma hematologiniai
radiacija, ar aukSty (tyrimy  tikslais) ir piktybiniai
doziy alkilinancios kiauSialas¢iy uzSaldyma; navikai
medziagos spermos uzsaldymas 3 st.

ar  didesnés  lytinés
brandos  sulaukusiems
berniukams

Suomija  N/A N/A N/A

Suomija  Kiausialgs¢iy kartu su  Sulaukusiems lytinés  Kiausialasciy
KA uzSaldymas prie§ brandos pacientams kartu su KA
HKLT ir kiauSidziy uzsaldymas prie§
radiacija;  spermos HKLT ir
uzSaldymas prie§ bet kiausidziy
koki gydyma radiacija; spermos

uzsaldymas prie§
bet kokj gydyma

Svedija  N/A N/A N/A

Svedija Auksta nevaisingumo  Sé¢klidziy audinio N/A
rizika (pries HKLT wuzSaldymas beveik
ir/ar aukSty doziy visiems lytinés brandos
chemoterapija) nesulaukusiems

berniukams

Svedija  N/A N/A N/A

Svedija Pagal protokola Vertina  pagal lyting N/A

branda

HKLT — hematopoetiniy kamieniniy lasteliy transplantacija, KA — kiausidés audinys,
N/A — nepateiktas atsakymas.

P10 lentelé. Apklausos atsakymai j klausima ,,Pagal ka nusprendziate, kad berniukas
yra pakankamai subrendes spermos surinkimui?

Salis Atsakymai

Danija Apklausiant pacientg

Danija Apklausiant pacientg

Estija Diskusijy su pacientu ir Seima metu

Islandija  Klinikinis jvertinimas ir apklausiant pacienta

Latvija Ivertinant brendimo stadija pagal Tanerj

Lietuva Ivertinant lytinés brandos stadija

Lietuva Jeigu berniukui > 14 mety, visada sitilomas spermos surinkimas
Norvegija ]vertinant lytinés brandos stadija

Norvegija Atsakymas nepateiktas

Norvegija Diskusijy su pacientu ir Seima metu

Suomija  Jvertinant brendimo stadijg pagal Tanerj, jeigu s¢klidés > 10-12 ml
Suomija  Jvertinant brendimo stadijg pagal Tanerj, jeigu s¢klidés > 10-12 ml
Suomija  Jvertinant brendimo stadijg pagal Tanerj

Svedija Fizinio i$sivystymo jvertinimas ir diskusijy su pacientu ir Seima metu
Svedija Apklausiant pacientg ir klinikinis jvertinimas

Svedija Ivertinant brendimo stadija pagal Tanerj

Svedija Diskusijy su pacientu ir Seima metu
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SUMMARY

The number of young people with cancer has been gradually increasing since
the 1950s. An average of 1,300,000 adolescent and young adults are diagnosed
worldwide each year (Hughes et al., 2024) with survival rate of 85 % (Keegan
et al., 2024). Cancer treatment includes medical, radiation, surgical and bone
marrow transplantation (Kim et al., 2018) however these treatments often
damage or destroy not only cancerous cells but also healthy tissue cells. The
survival rate of these patients is increasing thanks to the latest cancer
treatments (Silber et al., 2016; Gertosio et al., 2018; Kim et al., 2018) but
often reproductive tissues remain damaged due to the effects of chemotherapy
or radiation (Gertosio et al., 2018), thus individuals who have had cancer at a
young age often become partially or completely infertile (Stukaite-Ruibiene
et al., 2021) with deteriorating quality of life due to persistent psychological
stress and feelings of inferiority (Logan et al., 2019). It is important to inform
patients or their parents about the consequences of cancer therapy on fertility
before administering gonadotoxic therapy and allowing them to make
independent decisions about their own or their children's reproductive future
(Sullivan-Pyke et al., 2018; Anazodo et al., 2019; Zobielaité et al., 2022).
During counselling with reproductive medicine specialists’ fertility-
preserving technologies should be discussed (Oktay et al., 2018; Logan et al.,
2019).

Depending on the age of the patient, the type of disease and the likelihood
of relapse different fertility preservation (FP) methods are approved and
recommended worldwide (Gertosio ef a/., 2018). Shielding or transposition of
the gonads is used for patients who have not yet reached sexual maturity
(Oktay et al., 2018), while egg or embryo freezing is used for sexually
maturated patients. However, these methods require delaying of cancer
treatment for at least a few weeks until the eggs have matured through
hormonal stimulation which is a contraindication for some cancer patients
(Muiioz et al., 2016). While freezing of ovarian tissue (OT) does not require
a delay in treatment and has been an approved FP technology worldwide only
for sexually mature adults in 2019 (Practice Committee of the American
Society for Reproductive Medicine, 2019), the first experimental trial of
frozen-thawed OTs in Lithuania was initiated that year (Gudleviciené et. al.,
2020). However, the use of freezing OTs for FP in patients who have not
reached sexual maturity is at an experimental stage worldwide (Mulder et al.,
2021).

The first experiment of human frozen-thawed OT transplantation was
performed more than two decades ago (Oktay et al., 2000). OT
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autotransplantation during remission is a well-established treatment in
numerous countries worldwide for women with solid tumors, such as breast
cancer (Bastings et al., 2013). Research supports that the risk of
retransplanting metastasized tumour cells within the frozen OT is moderate
for this cancer type (Grubliauskaité et al., 2023a), thus reliable biomarkers are
needed to assess the presence of malignant cells in the tissue. However,
malignant cells from hematological tumours can infiltrate reproductive tissues
even more easily, consequently, retransplantation carries a high risk of relapse
(Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine,
2019; Grubliauskaité et al., 2023a). Retransplantation of OT is not
recommended for these women, therefore, they could benefit from other
fertility restoration approaches, such as in vitro maturation (IVM) of thawed
OT and its components or artificial ovary construction (Mufioz et al., 2016;
Oktay et al., 2018).

Relevance

In 2020, the European Committee has announced the European Horizon
mission — CANCER. The European Cancer Plan aims to save more than 3
million people with cancer, extend their life expectancy and improve their
quality of life by 2030 (https://europoshorizontas.lt/). Reproductive
potential — fertility — is an integral indicator of quality of life during remission.

Survivors face reduction in their physiological, social, psychological and
spiritual well-being, those have been shown to be influenced by fertility,
physical health, hopes of starting a family and romantic relationships (Mufioz
et al., 2008). However, surveys of patients or parents of children show that
they are not sufficiently counselled about FP options and face a lack of
knowledge (Omani-Samani et al., 2021; Zobielaité et al., 2022). Incorporation
of harmonized FP guidelines into clinical practice, including counselling,
infertility risk stratification and recommendations for FP strategies, could
address these issues and ease the burden of counselling on clinicians (Mulder
et al., 2021, Asadi-Azarbaijani et al., 2024).

After cancer diagnosis, FP becomes an urgent issue — there is the lack of
time before starting gonadotoxic treatment and the risks associated with
hormonal stimulation. Nonetheless, the oocytes matured during stimulation
are not especially resistant to low temperatures (Gertosio et al., 2018). Embryo
freezing represents another FP strategy, however, FP is also relevant for young
women, adolescents and girls, who may not yet have a life partner (Oktay et
al., 2018). Research suggests that freezing reproductive tissue may help to
address this issue. The tissue is obtained during the same surgical procedure
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in which the tumor is excised. This employs a freezing technique that targets
the immature follicles and oocytes within the ovary, thereby eliminating the
necessity for hormonal stimulation and ensuring that no time is lost in the
process (Mufioz ef al., 2016). In addition, immature follicles and oocytes
within the tissue are more resistant to the effects of low temperatures. Once
needed, the tissue can be thawed and retransplanted back into the women or
used for follicle isolation and construction of artificial ovaries, or for in vitro
maturation. The most recent strategies for FP still require optimization of the
protocols for OT transplantation and isolation of follicles, which includes a
more thorough understanding of follicular development and ovarian
processes. Despite the apparent clarity of the procedures, there are numerous
safety questions, thus reproduction researchers from all around the globe
gather to address them.

Aim and objectives

This aim of this study was to develop safe fertility restoration strategies by
employing in vivo ovarian tissue transplantation, in vitro activation and
artificial ovary construction models.

Objectives:

1. To assess the viability and structural integrity of reproductive tissues
frozen and stored for over 5 years using xenotransplantation and molecular
assays;

2. To determine the effect of in vitro ovarian tissue culture and
supplementation with vascular endothelial growth factor A and antioxidant
rutin for in vivo engraftment and gene, related to tissue integrity,
folliculogenesis and tissue damage expression changes;

3. To assess in vitro the potential of low developmental stage (primordial
and intermediate) follicles and their maturation to higher developmental stage
follicles in different artificial ovary models;

4. To assess fertility care and FP methods in the Nordic-Baltic region for
cancer patients before and after sexual maturity through a survey.

SCIENTIFIC NOVELTY

The novelty of this work lies in the development and implementation of
biotechnologies for the freezing of reproductive tissues, transplantation,
molecular testing, in vitro maturation of follicles and the construction of
artificial ovaries in Lithuania. In addition, this work evaluated and
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summarized the state of FP guidelines and strategies in Nordic and Baltic
oncology centers.

Within the framework of this PhD thesis, a biomedical study was carried
out to test an OT slow freezing protocol, which according to the literature and
the first tissue freezing studies at the beginning of 2014, can preserve viability
of the reproductive tissue. Therefore, the aim of this study was to assess the
viability, overall quality and safety of the first-ever slowly frozen / rapidly
thawed human OTs collected in Lithuania for future retransplantation using
modern biotechnological testing methods. Our results showed that slow
freezing is an effective method of freezing OTs that does not cause harmful
tissue damage. We have shown that the 35 days of tissue xenotransplantation
study in immunodeficient mice could be replaced by time-dependent
histological, immunohistochemical or molecular studies.

Moreover, molecular miRNA expression studies have allowed the
identification of a breast tumour tissue miRNA expression profile, which
could be used to make assumptions about whether an OT from a woman with
breast cancer is safe for retransplantation. Although further validation studies
are still needed to demonstrate the reliability of this approach by analyzing a
larger amount of breast tumours and OTs using this miRNA expression
profile. The initial results suggest that such an approach could be successfully
applied in clinical practice in the future prior to OT retransplantation.

Furthermore, our study is the first to test the in vitro activation of human
OT by supplementing the culture medium with VEGF-A 165 and the
antioxidant rutin prior to xenotransplantation, in order to improve the tissue
revascularization process, to reduce structural changes and oxidative stress
damage, and to preserve the maximum number of follicles. However, initial
results showed that the addition of these components did not have a substantial
positive effect on long-term xenotransplantation.

Freezing and retransplantation of OTs are not used for patients at high risk
of tumour metastasis due to the potential disease recurrence. One possible
strategy to address this problem is the construction of a 3D artificial ovary,
e.g. isolation of ovarian follicles with somatic cells from OT and embedding
them into a scaffold. The results of this study proved that even the inclusion
of somatic cells from menopausal OT in the artificial ovary had a positive
effect on the growth, quality, development and hormone secretion of
primordial and intermediate follicles in vitro. These successful results on the
activation and maturation of the low developmental stage follicles to
secondary follicles, published for the first time, suggest that this technique
may be effective in improving assisted reproduction techniques and FP
strategies for oncology patients.
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All these studies on slow freezing and rapidly thawing of OT, their
xenotransplantation, in vitro follicle maturation and the assessment of the
safety, reliability and potential risks of these procedures will lead to the
development of technologies that will allow the launch of a new field of
regenerative medicine for reproductive tissues in Lithuania. Currently, slow
freezing protocol of OT is already used not only at the National Cancer Centre
but also at Vilnius University Hospital Santaros Clinics to preserve fertility
for oncology patients. The safety of OT slow freezing / rapid thawing and
retransplantation technologies will also help to achieve another important
goal — the implement the FP guidelines, in line with international
recommendations, which will be applied throughout Lithuania. A survey of
pediatric oncology centers in the Nordic-Baltic region revealed that not all
countries had approved national guidelines for FP (including Lithuania) in
2022. There was also determined need to update the existing guidelines to
standardize fertility care and to improve the quality of life for patients.

The findings of this study offer both theoretical insights and practical
evidence supporting the feasibility of implementing the slow freezing method
of OT in clinical settings. The major benefit of this work lies in the
introduction of this technology to children and adolescent girls who have not
yet reached sexual maturity.

In the future, OT technologies for freezing, long-term storage,
retransplantation and in vitro maturation of follicles have the potential to be
used not only for cancer patients but also for individuals who have suffered
from complex injuries, such as spinal injuries, and for those who wish to have
children at an older age or to delay the onset of menopause.

THE STATEMENTS OF DEFENCE

1. Slow freezing of ovarian tissue and long-term storage at low
temperature is an effective strategy to preserve fertility for reproductive age
oncology patients.

2. In vitro activation of ovarian tissue (enrichment of standard culture
medium with a combination of growth factor VEGF-A 165 and antioxidant
rutin) prior to xenotransplantation slightly improves tissue revascularization,
reduces tissue structural changes and oxidative stress damage, preserving a
greater number of primordial and developing follicles.

3. Incorporation of ovarian stromal cells into an artificial ovary model
helps to mature low developmental stage follicles to secondary follicles,
increases their viability, quality and steroidogenesis in vitro.
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4. The criteria for fertility preservation screening and counselling in
Nordic Society of Pediatric Hematology and Oncology member countries vary
according to the age and maturity of the patient, the planned treatment and the
method of fertility preservation.

METHODS

All materials are listed in Section 2.1 (page 36).

The biomedical study "Fertility preservation programme for oncology
patients" conducted at the National Cancer Institute (NCI) was approved by
the Vilnius Regional Biomedical Research Ethics Committee (2014-07-08,
No. 158200-14-743-260) (Fig. P1). The authorization to collect patients'
biological material and to perform research was valid until 31-12-2019. All
women signed Informed Consent forms. An Addendum of the study till 31-
12-2023 was approved (Addendum No.1, No. 2019-LP-53) (Fig. P2).

Two approvals from the State Food and Veterinary Service were obtained
for experimental studies with laboratory animals at Vilnius University Life
Sciences Centre (VU LSC): 23-04-2019, No. G2-107 (Fig. P3) and 10-06-
2022, No. G2-214 (Fig. P4).

Control breast tissues (healthy and tumour) were obtained from the
Biobank of NCI, after signing standardized Biobank Informed Consent Form.
The Biobank consent form was approved by the Lithuanian Bioethics
Committee, the State Service for Accreditation of Healthcare Activities and
the Director of the NCI.

Donor OTs from post-menopausal women were also used in the study. The
use of these tissues was based on the approval of the Review Board of the
Université Catholique de Louvain (KLU) (Belgium) 2012/23MAR/125.

Ovarian tissue

Thirty-six women with oncological disease were enrolled to the biomedical
study of "Fertility Preservation Programme for Oncology Patients" until 2022.
The mean age of the patients was 31 £ 5 years. The diagnosis was breast
(22/36), ovarian (6/36), cervical (6/36), rectal (1/36) and vulvar (1/36) cancer.
Three patients with bordeline tumours were included while the rest of the
cancers were stage I-11I with different degrees of cellular differentiation (G1,
G2, G3). None of the included patients had metastasis to other organs. Ten of
them are deceased (data updated in the NCI Cancer Registry database).

Study design
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This thesis can be divided into five parts: (1) in vitro evaluation of slowly
frozen / rapidly thawed OTs; (2) ability of OTs to engraft after thawing; (3)
ability of OTs to engraft after 36 h of in vitro culture; (4) construction of
artificial ovary and (5) a survey of Nordic and Baltic countries oncology
centres on FP guidelines and FP strategies in these countries.

Ovarian tissue collection, cryopreservation and thawing

On a day of operation, the transporting medium consisting of 199 Earl’s
Medium enriched with 5% v/v of Human Serum Albumin (HSA), and 1% v/v
penicillin/streptomycin/amphotericin B solution was prepared.

Directly after the transportation to the Biobank, the OT was cut into small
pieces ~0,5 x 0,5 cm. Cryopreservation of the pieces was performed using
slow freezing according to Herraiz et al. protocol (2014). The freezing
medium consisted of M199 media enriched with 5% v/v HSA, 1% v/v
penicillin/streptomycin/amphotericin B solution and 10% v/v
dimethylsulfoxide. Tissue pieces were transferred to the cryotubes with
cryoprotective solution, placed to the Mr. Frosty Cryobox, transferred
immediately to —80 °C freezer and kept overnight. The next day, the cryotubes
were placed in a —150 °C freezer for long term storage.

Cryotubes with OT pieces were removed from the ultra—low temperature
freezer and transferred on the ice. In the laboratory, cryotubes were immersed
in a water bath at 37 °C for several minutes until they started melting. The
cryoprotective solution was diluted 1:1 with thawing solution and kept for 5
min at room temperature 2 times. A thawing solution consisted of M199 media
supplemented with 5% v/Iv HSA and 1% v/v
penicillin/streptomycin/amphotericin B solution.

Preparation of OT for xenotransplantation

First xenotransplantation experiment is described in detail in Gudlevicien¢ et
al., 2020. Xenotransplantation was performed subcutaneously, dorsolateral
near the vertebral column of NOD.SCID female immunodeficient mice
(n=13). OTs from 5 women were thawed for xenotransplantation — an
experimental group. First control group was five pieces of fresh OT from one
woman who had her OT frozen. Two mice in second control group had human
breast cancer cells (MCF 7) injected under the skin. One mouse was a healthy
control. Animals from experimental, 1* control, and 3™ control groups were
killed by cervical dislocation at the end of the 35-day post-xenotransplantation
and 2™ control group animals were sacrificed after 14 days post-
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xenotransplantation due to rapid growth of tumors and signs of distress. OT
grafts were collected for pathological evaluation.

Before second xenotransplantation, OT were cultured in vitro for
cytotoxicity (lactate dehydrogenase, LDH) and steroidogenesis (progesterone
secretion) evaluation. OTs (n = 16) were thawed using a rapid tissue thawing
method, cut in half and divided into 4 groups. The OTs were cultured for 72
h in standard and experimental in vitro culture medium. The control medium
consisted of McCoy's medium supplemented with 3 mM glutamine, 0.1 %
HSA, 2.5 pg/ml transferrin, 4 ng/ml selenium, 50 pg/ml ascorbic acid,
30 pg/ml penicillin G, 50 pg/ml streptomycin, 10 ng/ml human insulin and
1 ng/ml FSH, while experimental medium was enriched with 50 ng/ml of
VEGF-A 165 (VEGF-A), 1 pg/ml rutin (R) or combination of both (V+R).

For second xenotransplantation, 10 NMRI-Foxn1™ immunodeficient mice
were used. OTs cultured were either in standard medium (n = 10) or enriched
with V+R (n = 10) and grafted as described above except two pieces per mice
were transplanted. After 28 days, OT grafts were collected and divided for
pathological and gene expression evaluation.

For histological and immunohistochemical staining, KA were fixed in
formalin and embedded in paraffin. Staining of hematoxylin and eosin, Ki-67
or alfa-smooth muscle actin (¢-SMA) was performed at the UAB Pathology
Diagnostics (first xenotransplantation study) and at the State Pathology
Centre, a branch of the Vilnius University Hospital, Santaros Clinics (second
xenotransplantation study).

miRNA and gene expression analysis

Total RNA from OTs was isolated using Qiazol solution. For total RNA
isolation miRNeasy Mini and RNase-free DNase Set kits were used according
to manufacturer’s recommendations.

Copy DNA (cDNA) for Human Breast Cancer miScript miRNA arrays was
synthesized using miScript II RT and miScript HiSpec Buffer kits. Real time
PCR (RT-PCR) was performed using miScript SYBR Green PCR Kit in
Rotor-Gene Q thermocycler according to manufacturer’s recommendations.
cDNA for gene expression analysis was synthesized using High-Capacity
cDNA Reverse Transcription with RNase Inhibitor kit. TagMan™ probes
(listed in 2.1 section, page 37) along with TagMan™ Fast Advanced Master
Mix kit were used for gene expression in QuantStudio™ 5 thermocycler
according to manufacturer’s recommendations.

The relative expression of each miRNA and gene in the samples was
assessed by AACT and normalized by endogenous controls. The relative fold
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change in experimental sample was compared to controls and calculated
according to the formula: fold change (compared to controls) = 244,

Target-genes of miRNAs with significant change in expression (fold
change > 2, p < 0.05) were identified using miRDB (www.mirdb.org) and
TargetScan 7.2 (www.targetscan.org/vert_72) databases. Target-genes with a
target score > 90 were selected from the miRDB database and targets with a
cumulative weighted context score (CWCS) < -0.4 from the TargetScan
database. Enrichment analysis of signaling pathways from Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) was performed using the
ShinyGO v0.08 (http://bioinformatics.sdstate.edu/go/) online tool with a false
discovery rate (FDR) of < 0.05.

Artificial ovary construction

Construction of different artificial ovary models is described in detail in
Grubliauskaite et al., 2023b. Shortly, ovarian stromal cells (0SCs) were
isolated from 5 menopausal patients and allowed to grow in vitro to form a
confluent monolayer. Preantral follicles were isolated from frozen-thawed
biopsies from 6 patients collected at NCI. Both isolations were performed
using mechanical and enzymatic digestions. Pre-antral follicles (primordial
and intermediate developmental stage) were embedded in 1 % alginate matrix.
The models were in vitro cultured for 7 days, either with or without the feeder
layer of OSCs in culture medium containing DMEM/F12 supplemented with
10 % FBS, 1 % Anti-Anti, 1 % ITS (insulin, transferrin, selenium), 50 mg/ml
pyruvic acid, 0.2 % Menopur and 30 ng/ml recombinant human basic
fibroblast growth factor (bFGF), 50 ng/ml insulin-like growth factor 1 (IGF1),
30 ng/ml epidermal growth factor (EGF), 40 ng/ml growth differentiation
factor 9 (GDF-9), 100 ng/ml stem cell factor (SCF). Follicle viability was
measured by staining with calcein AM and ethidium homodimer-1. The
follicles were classified into four categories (V1 to V4) depending on oocyte
and granulosa cell (GC) viability according to Martinez-Madrid et al., 2004.
Follicle growth was measured at days 0, 3 and 7 and classified according to
Lierman et al. (2015) as primordial, primary, and secondary. Secondary
follicles were further classified into early/mid (75 < x < 100 pm), mid/late
(100 < x < 150 um) and late stages (150 < x um) (Kristensen et al., 2011).
Estradiol hormone production was measurements using ELISA assay.

Survey of paediatric oncology centres in the Nordic-Baltic region
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In collaboration with NOPHO, an anonymous questionnaire was distributed
electronically to the heads of 23 major paediatric oncology centres in the
Nordic and Baltic countries. The questionnaire consists of 22 multiple-choice
and open-ended questions covering topics such as guidelines, possible FP
options, clinical indications, implementation of fertility presentation in
practice and counselling, as described in Grubliauskaite et al., 2025. The data
were collected anonymously and electronically in 2022 using the online
questionnaire Nettskjema, which is contracted to the University of Oslo
(https://www.uio.no/english/services/it /adm-services/nettskjema/).

Statistical analysis

Analysis of miRNA expression data was performed using miScript miRNA
PCR Array Data Analysis or Python v3.12. Statistically significant differences
in miRNA expression between the treatment group (frozen-thawed OT
samples) and the control groups (healthy breast and tumourous tissue samples)
were determined using the two-way Student's t test. A statistically significant
change in miRNA expression was considered when the fold change in
expression was more than 2-fold and differences were considered statistically
significant when the p-value < 0.05.

Statistical analysis of the other analyses was performed using GraphPad
Prism, v9.1.2. Quantitative data presented as mean = SD (standard deviation),
mean = SEM (standard error of the mean) or median + IQR (interquartile
range) and analyzed using Student's t test, ANOVA with Tukey post-hoc
criterion or Mann-Whitney U test. Qualitative data was analyzed by Chi-
square goodness of fit or Fisher's exact criterion. Differences were considered
statistically significant when the p-value < 0.05.

The results of the survey were analyzed with Microsoft Excel 365 using
descriptive statistics.

RESULTS

Assessment of tissue structure, viability, engrafiment and presence of
malignant cells

The histological evaluation (Fig. 1) showed an unchanged OT structure and
integrity. The cells and their nuclei are clearly defined, the tissue is dense
without distinct areas of cell-free areas. Visible primordial / intermediate
follicles (arrows in Fig. 1, 2 and 3) showed normal or slightly receding
cytoplasm from the granulosa cells.
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No. 22 No. 24 No. 26

Figure 1. Histological assessment of structural integrity in ovarian tissues (No. 22,
24, 26) after slow freezing / rapid thawing. Staining with hematoxylin and eosin:
nuclei, violet; cell cytoplasm, pink. Arrows indicate follicles. Scale bar 100 um.

The Masson trichrome staining can reveal connective tissue elements
which is important as it can show fibrotic areas that are rich in collagen
deposits and areas of reduced cellularity. Only one of the evaluated tissues
(Fig. 2, No. 26) had some fibrotic features. Analysis of three random sections
of No. 26 OT showed only 1 % of fibrotic area.

In all analyzed OTs Ki-67 expression (Fig. 3) was found to be less than
5 % (higher expression could indicate proliferation of metastatic cancerous
cells). Although the proliferation marker was detected in a few follicles
(Fig. 3, No. 22, middle arrow), most of the follicles detected did not express
this proliferation marker.

No. 22 No. 24 No. 26

after slow freezing / rapid thawing. Masson's trichrome staining: collagen, green;
nuclei, purple; cytoplasm, pink. Arrows indicate follicles. Scale bar 100 um.

Histological and immunohistochemical evaluation suggests that pre-
freezing processes, slow freezing and rapid thawing protocols did not
compromise tissue integrity, did not lead to accumulation of connective tissue
elements and did not cause mass activation of primordial follicles.
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Flgure 3. Evaluatlon of prohferatmg cells in ovarian tlssues (No 22 24 26) after
slow freezing / rapid thawing. Immunohistochemical staining for Ki-67: nuclei,
purple; Ki-67, brown. Arrows indicate follicles. Scale bar 100 um.

Following the structural analysis of the tissue, the next step was to verify
whether the slow freezing / rapid thawing protocols used preserve viability
and ability of the OTs to engraft (Fig. 4). Macroscopic analysis revealed the
ability of the tissues to engraft and to restore blood flow. In the experimental
group, 4 out of 5 frozen-thawed tissues successfully engrafted (80 %) while
the control group of fresh OTs engrafted 100 % successfully. In control group
of mice with injected cancer cells grew rapidly and developed high vascular
system after 14 days thus were sacrificed.

Histological analysis (Fig. 4, a—c) showed a successful transplantation of
OTs and cancer cells. In the OT samples, an intermediate zone of connective
tissue was observed (Fig. 4, d'), as well as neovascularization elements (Fig.
4, f') between the mouse and OTs.

Figure 4. Histological evaluation of ovarian tissues after 35 days of
xenotransplantation. (a) fresh grafted ovarian tissue; (b) slowly frozen / rapidly
thawed grafted ovarian tissue; (¢) tumourous tissue. a' - mouse skin; b' - mouse hair
follicle; ¢' - fatty deposits; d' - intermediate zone between ovarian tissue and mouse
skin; ¢' - human ovarian tissue; f' - blood vessel; g' - formed tumour tissue. Zoom x
40.

An assay to identify presence of malignant cells (Ki-67) revealed an
expression of less than 5 % in both fresh and frozen-thawed transplanted OTs,
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showing no abnormal cell proliferation, whereas in the control group of cancer
cells, an expression of more than 10 % Ki-67 protein was observed (figures
not shown).

miRNA expression assessment and in silico analysis

A differential analysis of miRNA expression was conducted between healthy
(n = 2) and tumor breast (n = 2) tissues to create a tissue-specific miRNA
expression profile for breast tumors. This profile could help determine if the
frozen OTs of women with stage III breast cancer contain metastatic cells from
the primary tumor. Using a Human Breast Cancer miScript miRNA PCR
array, 39 miRNAs showed significant expression differences (at least 2-fold)
in tumor tissue compared to healthy tissue. Of these, 15 miRNAs had at least
a 4-fold change and were selected to build the tumor tissue miRNA profile
(Fig. 5, a).

A similar profile was created for healthy breast tissue. The analysis
revealed larger differences in miRNA expression between tumor tissue and
the OTs (Fig. 5, b), suggesting that metastatic cells were not present in the
OTs. This conclusion was further supported by macroscopic, microscopic,
histological, and immunohistochemical examinations of the transplanted
tissues (Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3, Fig. 4)
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Figure 5. miRNA expression profiles. (a) miRNA expression profile of breast cancer
tissue and its comparison with the miRNA profiles of the frozen-thawed ovarian
tissues; (b) miRNA expression profile of healthy breast tissue and its comparison with
the miRNA profiles of the ovarian tissues. The miRNAs with a statistically significant
(p < 0.05) change in expression by at least 4-fold were used.

Next, we aimed to compare the miRNA expression profiles of OTs to both
healthy and cancerous breast tissue, identifying 13 miRNAs with a significant
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(p < 0.05) 2-fold change in expression compared to healthy tissue and 18
miRNAs with 2-fold change in expression compared to cancerous tissue.
Among these, 5 miRNAs — hsa-miR-1-3p, hsa-miR-202-3p, hsa-miR-204-5p,
hsa-miR-222-3p, hsa-miR-495-3p — were upregulated, and 9 miRNAs — hsa-
miR-15a-5p, hsa-miR-182-5p, hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-
200c-3p, hsa-miR-205-5p, hsa-miR-31-5p, hsa-miR-429 and
hsa-miR-96-5p — were downregulated. /n silico analysis of their target-genes
resulted in 172 target genes for upregulated miRNAs and 235 for
downregulated miRNAs. An enrichment analysis of KEGG signaling
pathways was conducted to investigate the mechanisms of these target-genes,
helping to assess the impact of the slow freezing and rapid thawing protocols
on OTs.

The enrichment analysis of upregulated miRNA target-genes has shown
regulation through signaling pathways such as VEGF and HIF, PI3K-Akt,
FoxO, and progesterone-dependent oocyte maturation, which are linked to
angiogenesis and oxidative stress, follicle and oocyte activation or maturation
(Fig. 6). The upregulation of these miRNAs suggests that these signaling
pathways and biological processes may be suppressed.

The enrichment analysis of downregulated miRNA target-genes has shown
regulation through signaling pathways such as MAPK, tight junction, growth
hormone, endocrine and insulin resistance, which are essential for ovarian
functions such as hormone sensitivity, increased metabolic activity, and signal
transduction between follicle cells (Fig. 7).
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Figure 6. Top 10 identified KEGG signaling pathways after enrichment analysis of
target-genes of upregulated miRNAs (fold change > 2, p < 0.05). Akt, protein kinase
B; FoxO, forkhead box protein O; HIF1, hypoxia-inducible factor 1; FDR, false
discovery rate; KEGG, Kyoto Encyclopaedia of Genes and the Genome; PI3K,
phosphatidylinositol 3-kinase; VEGF, vascular endothelial growth factor.
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This comprehensive histological (Fig. 1, Fig. 2), immunohistochemical
(Fig. 3), engraftment (Fig. 4) and molecular (Fig. 5, Fig. 6, Fig. 7) evaluation
of OTs suggests that the tissue slow freezing / rapid thawing protocols we
evaluated are effective and safe. The viability and integrity of the tissues were
preserved without causing any tissue harm.
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Figure 7. Top 10 identified KEGG signaling pathways after enrichment analysis of
target-genes of downregulated miRNAs (fold change > 2, p < 0.05). FDR, false
discovery rate; KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome; MAPK, mitogen-
activated protein kinase.

Assessment of in vitro culture of OTs prior to xenotransplantation

Based on the results of in silico and literature analysis, investigation on the
effects of vascular endothelial growth factor A (VEGF-A, V), antioxidant
rutin (R) or a combination of both to the in vitro culture of OTs.
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Figure 8. Assessment of ovarian tissue (OTs) cytotoxicity and steroidogenesis in in
vitro culture. (a) viability of OTs cultured in different supplementation medium; (b)
progesterone secretion of OTs cultured in different supplementation medium.
Reference — OTs in standard in vitro culture medium (n = 8 in all groups). LDH,
lactate dehydrogenase; OT, ovarian tissue; R, rutin; V, vascular endothelial growth
factor A (VEGF-A). Significant differences indicated as follow: * p < 0.05, ** p <
0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001.
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Cytotoxicity, LDH activity, and progesterone secretion assays were
performed to identify the optimal medium for xenotransplantation, evaluating
OT viability and steroidogenesis after thawing. The control medium was
standard while experimental mediums included rutin, VEGF-A, or both
(V+R). Cytotoxicity was the highest in OTs in medium with rutin or VEGF-
A alone, while in V+R medium showed the lowest cytotoxicity (Fig. 8, a).
Statistically significant differences were observed between rutin and V+R
groups (36 h 43 % £8 % vs -6 %+ 1 %, p =0.0006, 72 h 38 % =26 % vs
-42 % + 12 %, p = 0.006, accordingly) and between VEGF-A and V+R groups
36 h 27%=+ 12% vs 6%+ 1%, p =0.028, 72 h 16%+ 21 % vs
-42 % + 12 %, p =0.039, accordingly) at both time points. No significant
differences were found between rutin and VEGF-A. Only V+R group showed
a significant reduction in cytotoxicity from 36 to 72 hours (p = 0.002).

Granulosa and theca cell activity, assessed by progesterone secretion,
showed that progesterone concentration increased over time in all in vitro
culture groups, following the trend: rutin > V4R > control > VEGF-A (Fig. 8,
b). After 36 hours, OTs in rutin group had significantly higher progesterone
concentration than OTs in VEGF-A, control, and V+R groups. OTs in V+R
group also produced significantly more progesterone than OTs in VEGF-A
group (p = 0.034). After 72 hours, OTs in rutin group produced significantly
more progesterone than OTs in VEGF-A, control, and V+R groups, with V+R
group outperforming OTs in both VEGF-A and control groups. Significant
differences in progesterone concentration were observed within rutin
(13.7 ng/ml £ 3.0 ng/ml vs 23.4 ng/ml £+ 2.3 ng/ml, p = 0.002) and V+R
(7.5 ng/ml + 4.2 ng/ml vs 12.8 ng/ml £+ 2.1 ng/ml, p=0.02) groups between
the two time points.

After evaluation of these results, standard OT in vitro culture medium
(control group) and standard medium enriched with 50 ng/ml VEGF-A and
1 pg/ml rutin (V+R) were chosen for the second xenotransplantation study.

Effect of in vitro activation of OTs before xenotransplantation on
revascularization and expression of genes related to folliculogenesis,
maintenance of tissue integrity and damage

After 28 days of xenotransplantation, grafts were evaluated for human mature
blood vessels using a-SMA staining. Non-grafted OTs served as controls. The
number of a-SMA-positive vessels in the periphery of the tissues was counted
to assess vascular network reconstitution between the graft and the host.
Grafted OTs (both control and V+R) had significantly more mature blood
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vessels than non-grafted OTs. OTs in V+R group showed an average of 18
mature vessels compared to 14 in the control grafted group, though no
significant differences were found (p = 0.289) (Fig. 9, a). Additionally, moue
Cd31 gene expression, which indicates host vascular endothelial cell invasion,
was assessed. V+R OT grafts had a lower ACt value (2.3 cycles), indicating
earlier and higher expression of Cd31 gene, suggesting better vascularization
compared to control grafted OTs (ACt of 3.2 cycles) (Fig. 9, b).
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Figure 9. Assessment of vascularization in ovarian tissues (OTs) after 28 days of
xenotransplantation. (a) quantification of a-SMA in the periphery (0-500 pm) of OTs.
Three randomly selected fields of views were analyzed for each OT; (b) comparison
of normalized expression (ACt) values of mouse Cd31 gene after xenotransplantation.
Results are shown median + IQR, whiskers represent the minimum and maximum
value. Ct, amplification cycle; IQR, interquartile region; OT, ovarian tissue; R, rutin;
V, vascular endothelial growth factor A (VEGF-A). Significant differences indicated
as follow: ** p <0.01, **** p <0.0001.

After 28 days of xenotransplantation, the impact of enriching the in vitro
medium with V4R prior to grafting was analyzed for tissue integrity,
folliculogenesis, and tissue damage in OT grafts. While no significant
differences were observed in the expression of structural genes like collagen
6, collagen 18 and fibronectin 1 between grafted groups, both showed a
downregulation compared to non-grafted OTs.

When assessing follicular development, the V+R group showed a smaller
downregulation in the expression of FOXL2 (a marker for primordial and
intermediate follicles) and CYPI941 (a marker for secondary follicles),
suggesting that the V+R group preserved more follicles. Furthermore, the
V+R group had less variation in gene expression, indicating more stable
follicular preservation.

156



COL6A1 COL18A1 FN1
D_ ................................. o_. ................................. D_ .................................
: p =8 =
=) 1) =)
f= = =
2 2 2
S 57 S 57 S 57
=] =y =y
2 L L2
[ ] [}
2 10 2 10 2 10
c K £
[} [] [T
[+ 4 3 [+ 4
AS————T—— AS————— 17— AS————
& & &
S G & &
& K& & &2 & K&
& O & O & O
& Q@b ) & & Q@b
& & &
(<) () ©
d e f
FOXL2 CYP19A1 ANGPT2
Hekkk
54 59
© ® p =0,078 © ?
g 0 % o_% ..... % -10-]
S S S
=] =y =]
o -5— S -5 S -20 4
[} [} @
2 > 2
5 104 5 104 5 -30 Q
@ [} []
4 o o
AS—T———— T AS————— 17— AT T —
& & &
& & & & & &
O 0&9 & 0&6 & o«e
0 > N > <2 >
(& o (<) o () P
<& " <
Q@ [ ()
g h i
CASP3A SOD1 PRDX1
D_ ................................. o_ ................................. D_ ................................
[} (3] [
=3 > =)
s g % S -10 S 10 ‘ %
= = =
[%3 o [%3
=4 =y =
8 10— K] -20 - o -20—
(3 [ (3
2 2 2
= 5 30 B 30
[ [} [
[+4 o [+4
20— 11— 40— T AT
@ < & > ) >
RS ¥ & RS
& K2 P &2 & K2
& © & O & O
o o ) o o o
& & &
() () ()

Figure 10. Evaluation of gene expression between grafted ovarian tissues after 28
days of xenotransplantation. Genes related to tissue integrity ((a) COL6A41, (b)
COL18A1 and (¢) FNI), folliculogenesis ((d) FOXL2 and (e) CYP19A1) and damage
() ANGPT2, (g) CASP34, (h) SODI and (i) PRDXI). OT, ovarian tissue; R, rutin;
V, vascular endothelial growth factor A (VEGF-A). Significant differences indicated
as follow: **** p <(0.0001.
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In terms of tissue damage, genes associated with cell damage (CASP34,
SOD1, PRDXI) were downregulated in both grafted groups, with the V+R
group showing a slightly greater downregulation in expression, which could
imply better protection against damage. Additionally, in V+R group 27-fold
lower expression of angiopoietin 2, a gene linked to vascular instability and
inflammation, was detected (p < 0.0001), suggesting reduced inflammation.

Overall, while there were no major statistical differences between the
grafted groups, the results suggest that the V+R-enriched medium prior to
transplantation potentially helped preserve tissue integrity and follicles more
efficiently with less tissue damage and inflammation.

Influence of ovarian stromal cells on human follicle growth
A total of 382 follicles were isolated from 18 ovarian tissue fragments. Most

follicles were primordial (97 %; 370/382) while only 3 % were at the primary
stage (12/382). Immediately after isolation, 96 % of the follicles were viable.
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Figure 11. Viability and growth of follicles through in vitro culture on oSC monolayer
or no without. (a) distribution of the follicles into viability classes on day 7 of in vitro
culture: V1: viable follicle; V2: viable follicle with minimal damage < 10 % of dead
granulosa cells; V3: moderate damaged follicle with 10-50 % of dead granulosa cells;
V4: dead follicle with > 50 % of granulosa cells and/or dead oocyte; (b) follicle
diameter growth on days 0, 3 and 7 of in vitro culture. Significant differences indicated
as follow: * p <0.05, ** p <0.001, *** p <0.0001.

After 7 days of in vitro culture viability assay was performed once more.
The analysis showed no significant difference in the proportion of viable
(V1+ V2) and damaged (V3 + V4) follicles between the two groups.
However, when compared to day 0, we observed a significant decrease in the
viability of the follicles grown without 0SC monolayer (96 %/ 13 % vs 77 % /
23 %, p = 0.043), while those grown on 0SC monolayer did not experience
significant damage (p = 0.232). Interestingly, there was a significant
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difference in the distribution pattern of V1, V2, V3 and V4 follicles between
the two groups on day 7 (Fig. 11, a).

During culture, a significant increase in the mean diameter of the follicles
was observed within both groups on different days of in vitro culture (Fig. 11,
b). On day 7, follicles on the 0SC monolayer tended to grow faster and larger
(80.65+10.98 pm) compared to those without the oSC monolayer
(67.30+7.19 pum). However, no significant difference was observed
(p =0.07). Throughout the 7 days of in vitro culture, we found a significantly
higher number of growing follicles after 3 and 7 days of in vitro culture on
oSC monolayer compared to the group without oSC (Table 1).

Table 1. Primordial/intermediate, primary, and secondary follicle distribution before
and after in vitro culture. oSC — ovarian stromal cells.
Primordial /

Day 0 intermediate Primordial Secondary
96 % 4% -
ith I
With oSC monolayer (184/191) (7/191) (0/191)
Without oSC 97 % 3% -
monolayer (186/191) (5/191) (0/191)
Day 3
70 % 14 % 16 %"
ith I
With oSC monolayer (124/177) (25/177) (28/177)
Without 0SC 81 % 12 % 7 %®
monolayer (141/175) (21/175) (13/175)
Day 7
35,5 % 20 % 45,5 %"
ith I ’ :
With oSC monolayer (51/144) (29/144) (64/144)
Without 0SC 56 % 14 % 30 %¢
monolayer (84/149) (21/149) (44/144)

Distributions (primordial/intermediate, primary and secondary) with different
superscripts differ significantly between the groups on the exact day (*°p < 0.05;
¢dp <0.001).

This indicates that more primordial follicles developed into primary and
secondary follicles in the group with oSC monolayer after 3 and 7 days of in
vitro culture (Table 1). On day 3, we observed that 23 of the 28 secondary
follicles grown on the 0SC monolayer group, were at the early/mid-stage and
5 were at the mid/late stage. In contrast, all 13 secondary follicles in the group
without oSC were at the early/mid-stage during the same period. On day 7, we
found 46 early/mid, 16 mid/late, and 2 late (170 um and 200 pm) secondary
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follicles after culture on the oSC monolayer, whereas 36 early/mid, 7 mid/late
and one late (170 um) secondary follicle grew without oSC.

The measurement of estradiol in spent medium on day 7 revealed that
follicles cultured on 0SC monolayer secreted a significantly higher amount of
this hormone compared to those cultured without oSC (54.1 + 14.2 pg/ml vs
29.9 + 4.0 pg/ml; p = 0.006).

A survey of guidelines, counselling practices and FP on the Nordic-Baltic
region

A total of 17 pediatric oncology centers responded to the questionnaire,
yielding a response rate of 74%. More than half of the respondents (65%)
indicated that their country has established national guidelines on FP for
cancer patients. While some centers reported the existence of approved
national guidelines, others within the same country were either unaware of
them (e.g., Norway and Sweden) or indicated their absence (e.g., Finland).
Additionally, three countries — Estonia, Iceland, and Latvia — reported the
absence of approved national FP guidelines.

Altogether, 65 % of centers reported having guidelines for one or more FP
options based on therapeutic agents, patient age or other criteria, there was
clear consensus regarding guidelines for offering sperm and oocyte
cryopreservation based on pubertal maturation.

Most centers stated that FP is performed before high gonadotoxic
treatments, such as hematopoietic stem cell transplantation (HSCT), gonad-
exposing radiation, and in some cases, high-dose alkylating agents. The
majority offer FP for patients with Hodgkin’s disease (88 %), non-Hodgkin
lymphoma (82 %), Ewing’s sarcoma/soft tissue sarcoma (82 %),
osteosarcoma (82 %), and those undergoing stem cell transplantation (88 %).
However, fewer than half provide FP for patients with leukemias (45 %),
Wilms’ tumor (35 %), or germ cell tumors (35 %).

While majority (88 %) of centers offer counseling on fertility issues, some
patients and parents lack access due to factors like age (35 %), language
barriers (29 %) or time constraints (24 %). Counseling is mostly provided by
pediatric oncologists (88 %) or gynecologists (65 %).

Predominantly, sperm cryopreservation is offered across all centers for
pubertal boys, while testicular tissue cryopreservation is provided at 41 % of
pediatric oncology centers for pre-pubertal boys. Oocyte cryopreservation is
offered to pubertal girls at 88 % of the centers, and ovarian tissue
cryopreservation is offered to prepubertal and pubertal girls at 82 % of the
questioned centers.
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DISCUSSION

Advancements in cancer treatment have significantly increased patient
survival rates, leading to a growing focus on improving post-treatment quality
of life, particularly FP. As chemotherapy and radiotherapy are known to cause
premature ovarian failure, preserving fertility is a critical concern for cancer
survivors (Wallace et al., 2010). Various international guidelines recommend
embryo, oocyte and OT cryopreservation as key FP strategies (Oktay et al.,
2018; von Wolff et al., 2019; The ESHRE Guideline Group on Female
Fertility Preservation et al, 2020). However, while these methods have shown
promise, further validation is needed to ensure their effectiveness and safety
in clinical practice.

This study evaluated the impact of passive slow freezing and rapid
thawing on OT, aiming to determine whether this method preserves OT
integrity and functionality. Though passive slow freezing is not a common
slow freezing method, recent pre-clinical study revealed it being a cheaper and
low-risk alternative to a controlled environment slow freezing using freezing
machines (Asadi et al., 2024), while some time ago a autotransplantation of
OT frozen using passive slow freezing showed a successful tissue engraftment
and functionality (Povoa et al., 2016). However, the risk of uncontrolled ice
forming remains (Zhang et al., 2011). Histological and molecular analyses
confirmed that slow freezing maintains tissue structure and stromal cell
viability, aligning with findings from previous studies (Rodrigues et al., 2021;
Ouni et al., 2022; Grosbois et al., 2023; Candelaria et al., 2024). Importantly,
no evidence of malignant cell contamination was found, reinforcing the safety
of this approach for cancer patients. Furthermore, xenotransplantation
experiments conducted for the first time in Lithuania (Gudleviciené et al.,
2020) demonstrated high tissue viability (80 %) and successful vascular
network restoration post-transplantation, supporting the potential clinical
application of this method (Lierman et al., 2021).

Despite these promising results, molecular analyses revealed changes in
miRNA expression related to stress response, apoptosis, and hormonal
signaling. These alterations could influence follicular development and
hormone regulation after transplantation (Das and Arur, 2017; Li et al., 2021;
Kong et al., 2024), highlighting the need for further research. Specifically, the
observed downregulation of angiogenic pathways suggests potential
challenges in restoring OT blood supply, which may impact long-term tissue
survival and functionality (Maidarti et al., 2020). Overall, this study supports
slow freezing as a cost-effective and reliable method for FP, particularly for
cancer patients at risk of ovarian failure.
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The study highlights the critical challenge of hypoxia and oxidative stress
during the first week after OT xenotransplantation, which persists until
revascularization is restored (van Eyck et al., 2009 and 2010). Gene
expression analysis has shown that upregulated genes during this phase are
linked to tissue remodeling, adhesion, migration, and vascularization (van
Langendonckt et al., 2014). Consequently, researchers have increasingly
focused on pre-activating OT before transplantation using fragmentation,
encapsulation, or culture medium enrichment with growth factors, hormones,
and antioxidants to minimize damage (Cacciottola et al., 2021).

In this study, OT was activated in vitro for 36 hours using various culture
medium compositions. The combination of 50 ng/mL VEGF-A and 1 pg/mL
rutin yielded the best results in maintaining OT viability and progesterone
production compared to standard culture conditions. While previous research
indicated that rutin alone in high concentrations can have pro-apoptotic effects
(Lins et al., 2021; Sirotkin et al., 2021), the results of this study align with
other research (Araujo et al., 2013; Zhang et al., 2024) that when used at the
right concentration, it promoted primordial follicle activation and growth
while minimizing apoptosis through the PI3K-Akt signaling pathway. On the
other hand, VEGF-A plays a crucial role in reducing hypoxia and apoptosis of
the cells (Shin et al., 2008). Interestingly, the results suggest a potential
antagonistic relationship between VEGF-A and rutin (Luo et al., 2008) in
progesterone synthesis, but a synergistic effect in improving OT viability,
which had not been demonstrated before.

The second part of the study investigated the impact of V+R on vascular
network restoration post-xenotransplantation. The OT pre-treated with V+R
exhibited enhanced vascularization, with a greater number of functional and
mature blood vessels compared to untreated OT. The presence of VEGF-A
appeared to promote early angiogenesis, while its interaction with
angiopoietin-1 contributed to vessel maturation and stabilization (Youm et a/.,
2016; Olesen et al., 2023). This suggests that the V+R combination not only
accelerates revascularization but also ensures the formation of a more stable
vascular network, which is critical for successful transplantation outcomes.

Furthermore, previous studies have confirmed that freezing / thawing
does not significantly alter OT, but in vitro culture does by reducing collagen
levels, triggering extracellular matrix remodeling (Grosbois et al., 2023;
Candelaria et al., 2024). Xenotransplantation also induces extracellular matrix
changes, with alterations in collagen VI, XVIII, and fibronectin expression,
suggesting an adaptive response prioritizing tissue viability over structure
(Gavish et al., 2015; Chiti et al., 2023) which correlates with the results in this
study. Successful revascularization was achieved, and follicular depletion did
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not occur, indicating OTs remained functional post-transplantation. Oxidative
stress and apoptosis markers decreased post-xenotransplantation compared to
frozen / thawed OTs, highlighting the benefits of antioxidants in mitigating
ROS-related damage (Sun et al., 2020; Zhang et al., 2024). Decreased
expression of angiopoietin-2, CTGF, and LOX can suggest restored
physiological conditions (Nagashima et al., 2011; Ji et al., 2013; Ouni ef al.,
2021) within 28 days.

In vitro OT activation with V+R preserved viability and steroidogenesis,
with xenotransplantation showing a trend toward a more stable vascular
network. However, some studies question the clinical relevance of pre-
transplant manipulations (Dolmans et al., 2019; Lee et al., 2021; Shiroma et
al., 2021; Azevedo et al., 2022; Olesen et al., 2023), leaving uncertainty about
whether such techniques will replace standard thawed OT transplantation.

Another achievement of this study was demonstrated rapid development
of human ovarian primordial and intermediate follicles into secondary
follicles within just one week using a 3D in vitro co-culture system. This
approach presents a significant improvement over traditional ovarian cortex
cultures (Laronda et al., 2014; Younis et al., 2017; Wu et al., 2021;
Schallmoser et al., 2022), which contain a heterogeneous mix of preantral
follicles, making it difficult to track the precise activation of primordial
follicles.

A key aspect of this research was the use of 0SCs derived from post-
menopausal women as a feeder layer, an approach that more accurately
reflects the ovarian environment of cancer patients who have undergone
treatment. The study highlights the potential for developing an artificial ovary
using preantral follicles isolated from cryopreserved OT before cancer
treatment and oSCs obtained from patients in remission. This method may
provide fertility restoration options for young girls and women affected by
hematological malignancies and other cancer with high-risk of ovarian
metastasis (Grubliauskaité et al., 2023a) and those undergoing gonadotoxic
treatments for autoimmune diseases (Marder ef al., 2012).

It is known that cellular composition of the ovarian stroma from post-
menopausal ovarian tissue primarily consists of endothelial, immune,
lymphatic endothelial, perivascular, smooth muscle and stromal cells
(Lengyel et al., 2022), with an inflammatory environment that may contribute
to follicle depletion (Ansere et al., 2021; Lliberos et al., 2021; Ouni ef al.,
2022). However, cells isolated from post-menopausal ovaries demonstrated
remarkable plasticity in vitro, showing the ability to survive, proliferate, and
secrete extracellular matrix components (Asiabi et al., 2020; Maruhashi et al.,
2020). While this study did not fully characterize the isolated cell populations,
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our previous research (Dadashzadeh et al., 2022) suggests that most of these
cells are fibroblasts and mesenchymal cells.

Although the study found that oSCs did not directly enhance follicle
growth, the oSC feeder layer appeared to support follicular development,
likely by enriching the culture medium with growth factors and cytokines.
This led to a higher survival rate and an increased transition of non-growing
follicles into actively developing follicles over the 7-day culture period. The
findings align with previous research demonstrating the beneficial effects of
feeder layers on preantral follicle survival and growth in mice (Tingen et al.,
2011; Itami et al., 2011; Tagler et al., 2012; Sarabadani et al., 2021), cows
(Itoh and Hoshi, 2000) and humans (Wu et al., 2021), emphasizing the
importance of cell-cell interactions in folliculogenesis.

Future research will focus on identifying specific bioactive factors and
signaling pathways involved in follicle development. Advanced techniques
such as single-cell RNA sequencing (Fan et al., 2019; Wagner et al., 2020)
and proteomic analyses of spent culture media (Chiswick et al, 2012;
Nakashima et al., 2018) could help clarify the mechanisms by which 0SCs
influence follicle survival and growth. These findings have important
implications for assisted reproductive technologies and FP strategies,
particularly for cancer patients and individuals undergoing treatments that
impact ovarian function.

With advancements in FP technologies, pediatric oncology centers must
ensure they are adequately prepared to offer these services. A survey of Baltic-
Nordic pediatric oncology centers assessed the availability of FP strategies,
patient counseling, and adherence to guidelines. The results showed that while
sperm freezing is available in all centers, oocyte and OT freezing is offered
by 80% while testicular tissue freezing by only 40%. These differences
suggest an uneven implementation of FP strategies across the region.

A major challenge lies in the variation of national guidelines and
physician awareness. While most centers follow Nordic Network
recommendations (Recommendations, 2015a and 2015b), some have begun
to adopt alternative guidelines such as those from the PanCareLIFE
consortium (Stukaite-Ruibiene et al., 2023). However, inconsistencies remain
in risk stratification, particularly regarding chemotherapy doses. Unlike
European (Mulder et al., 2021a and 2021b) and American guidelines
(Meacham et al., 2020) that set specific dosage thresholds, the Nordic
guidelines take a more generalized approach, leading to disparities in patient
eligibility criteria (Recommendations, 2015a and 2015b). Additionally,
patient and parent education remain a significant barrier. Studies indicate that
many families do not receive comprehensive information about fertility risks,
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and even when they do, the emotional stress of a cancer diagnosis often
prevents full comprehension (Sullivan-Pyke et al., 2018; Anazodo et al.,
2019; Omani-Samani et al., 2021; Zobielaité et al., 2022; Stukaite-Ruibiene
et al.,2023; Pampanini et al., 2024). Only 41% of surveyed centers confirmed
they provide written materials to patients, and factors such as young patient
age, language barriers, and time constraints further limit effective counseling.

In conclusion, addressing the discrepancies in FP services requires better
standardization of guidelines, improved physician education, and more
effective patient communication. Strengthening collaboration among pediatric
oncology centers will be crucial in ensuring that all young cancer patients have
equal access to FP options. Both globally and in this dissertation, efforts have
been made to develop new strategies for restoring fertility in the most
vulnerable patient groups. However, further validation and research are
essential to enable their broader application in clinical practice.

CONCLUSIONS

1. The ovarian tissue slow freezing / rapid thawing protocol evaluated in this
study is effective and safe method: histological, immunohistochemical,
molecular, and xenotransplantation studies showed no damage to tissue
integrity and extracellular matrix components, no massive activation of
stromal and follicular cells, and no malignancy. Ovarian tissues retain viability
and ability to safely engraft during transplantation.

2. In vitro culture of ovarian tissues using different medium components and
combinations thereof improves the recovery of ovarian tissues after freezing /
thawing:

a. Enrichment of standard culture medium with VEGF-A 165 and rutin
combination significantly reduces in vitro culture cytotoxicity and
successfully restores progesterone secretion after both 36 h and 72 h of
cultivation.

b. Enrichment of standard culture medium with VEGF-A 165 and rutin
prior to xenotransplantation has no significant effect on ovarian tissue
transplantation, yet ovarian tissues treated with VEGF-A 165 and rutin exhibit
improved hybrid vascularization and show a slight advantage in protecting
tissue structure (COL6A1, COLI841, FNI) and follicles at different
developmental stages (FOXL2, CYPI9A4I) from damage (CTFG, LOX,
CASP3A4, SODI) when compared to the effects of standard culture medium.
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3. In vitro construction of artificial ovary is an effective alternative to ovarian
tissue transplantation:

a. Incorporation of ovarian stromal cells into the artificial ovary model
significantly improves growth and viability of primordial and intermediate
follicles: follicles on ovarian stromal cells monolayer retain ~2-fold higher
numbers of the highest viability category follicles and are found dead at a rate
2-fold lower than in artificial ovary model without ovarian stromal cells.

b. Primordial and intermediate follicles in the artificial ovary model on
ovarian stromal cells monolayer develops a significantly higher number of
follicles of higher — primary and secondary — developmental stage, which are
characterized by higher hormone secretion in vitro.

4. The results of the survey showed that fertility care for oncology patients
and / or approved fertility preservation clinical practice guidelines, indications
and strategies vary between Nordic Society of Pediatric Hematology and
Oncology member countries and need to be standardized to introduce
consistent patient counselling, a unified standardized system for fertility risk
assessment and to strengthen international cooperation.

RECOMMENDATIONS

1. A slow freezing / rapid thawing protocol can be used to preserve female
fertility by preserving structure, viability, functionality, follicular
development and restoring steroidogenesis in vitro.

2. A faster and ethically acceptable method for searching for metastatic breast
tumour cells in ovarian tissue is recommended: identification of a specific
miRNA profile, out of 15 miRNAs significantly (p < 0.05, fold change > 4)
altered in expression.
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PADEKA

Dékoju visiems, kurie nors kruopelyte prisidéjo prie Sio darbo jgyvendinimo.

Dékoju ir iSreiSkiu didziausiag pagarbg vadovei. Dékoju uz suteikta
galimybe prisidéti prie vaisingumo i$saugojimo projekto, situacijos Lietuvoje
gerinimo, ilgos ir labai naudingos komandiruotés bei laisvés pléstis uz
laboratorijos riby. Dékoju uz riipest], pasitikéjimg ir uztikrintg iSleidimg |
mokslininkés gyvenima.

Dékoju Nacionalinio vézio instituto Biobanko darbuotojoms, studentéms
ir kolegoms i§ kity moksliniy padaliniy, institucijy — Vilniaus universiteto,
VUL Santaros kliniky, Siaurés 3aliy pediatrinés hematologijos ir onkologijos
draugijai bei Katalikiskojo Liuveno universiteto — uz pagalba, patarimus,
diskusijas ir problemy sprendimus visu disertacijos rengimo periodu.

Dékoju TREL projekto kolegoms uz supazindinimg ir jtraukima j didelés
reikSmés turint] projekta. Be jo nebiity susipazinta su bendraminciais
mokslininkais bei gydytojais i§ kity Europos Saliy, kurie padeda atvesti
naujoves | Lietuva.

Dékoju Seimai. Jusy supratingumas, palaikymas ir riipestis leido man
pilnai atsiduoti $iai kelionei ir jg i§pildyti. Si patirtis leido augti ne tik kaip
mokslininkei, bet ir asmenybei.

Bet didziausiag padéka skiriu “Onkologiniy pacienty vaisingumo
i$saugojimo programos“ dalyvéms, kurios sutiko dalyvauti Siame
biomedicininiame tyrime ir leido dalj kiausidés audiniy panaudoti mokslui.
Be jy nebity Sio disertacijos darbo ir nebtity priartéta prie galimybés iSsaugoti
vaisingumg uZzSaldant kiausidés audinj kitoms pacientéms. Be jy noro bei
motyvacijos nebiity artéjama prie retransplantacijos jgyvendinimo Lietuvoje,
kuris bus $io darbo pratgsimas.
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