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SANTRUMPOS IR SAVOKOS

AdIT — Ad spermatogonijy kiekis tubuléje

AR — androgeny receptorius

bp — baziy pora — vienetas, sudarytas i§ dviejy nukleobaziy
DNR — deoksiribonukleino rtigstis

Filtro pralaidumas klasteriams — angl. Clusters Passing Filter, klasteriy
procentas, kuris praeina pro filtrg (% PF), parodo signalo i$
kiekvieno klasterio Svaruma

FC — absoliutus raiskos pokytis Kartais (angl. fold-change)

FDR — kriterijaus reik§mingumo lygmuo (angl. false discovery rate)

GCNIS - germinaciniy lasteliy neoplazija in situ (angl. germ cell
neoplasia in situ)

GnRH - gonadotropinus atpalaiduojantis hormonas

GnRHa - gonadotropinus atpalaiduojan¢io hormono analogas

GnRHR - gonadotropinus atpalaiduojan¢io hormono receptorius

HCA — hierarchiné klasteriné analizé (angl. hierarchical cluster
analysis)

HIR — didelé nevaisingumo rizika (angl. hight infertility risk)

HPG asis — pagumburio-hipofizés-lytiniy liauky asis (angl. HPG axis)

LH — liuteinizuojantis hormonas

LHRHa - liuteinizuojancio hormono atpalaiduojancio hormono analogas

LIR — maza nevaisingumo rizika (angl. low infertility risk)

log:FC  — absoliutaus raiskos pokyc¢io Kartais binarinis logaritmas

M — molinés koncentracijos matavimo vienetas, moliarumas

(molekuliy arba molekuliy moliy skaicius tiirio vienete
(moliai/litre); uM — mikro moliarumas (1 x 10 moliy litre),
nM — nano moliarumas (1 x 10° moliy litre), pM — piko
moliarumas (1 x 102 moliy litre)

MAD — vidutinis absoliutus nuokrypis (angl. median absolute deviation)

Md — mediana

NAT — nattiralus antiprasminis transkriptas (angl. natural antisense
transcript)

PCA — pagrindinio komponento analizé (angl. principal component
analysis)

RNR — ribonukleino riigstis:

- ainkRNR — antiprasminé ilga nekoduojanti RNR (angl.
antisense long non-coding RNA, AS-IncRNA)
iiNkRNR - ilga intergeniné nekoduojanti RNR (angl. long
intergenic non-coding RNA, lincRNA)
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inkRNR - ilga nekoduojanti RNR (angl. long non-coding
RNA, IncRNA)
- MRNR - informaciné¢ RNR
- NKRNR - nekoduojanti RNR
RPKM  —fragmenty skaiCius kilobazéje i§ milijjono kartografuoty
fragmenty (angl. reads per kilo base per million mapped reads)
SIT — spermatogonijy kiekis tubuléje
TFI — tubuliy fertilumo indeksas
VUL SK - Vilniaus universiteto ligoniné Santaros klinikos



IVADAS
1. Tiriamoji problema

Nenusileidusios  séklidés yra dazniausias jgimtas  sutrikimas,
diagnozuojamas naujagimiams berniukams. Lietuvoje kriptorchizmo daznis
tarp naujagimiy siekia 5,7% (1). NeisneSiotiems naujagimiams
nenusileidusios séklidés diagnozuojamos dazniau, iki 18,1 % atvejy (1). Per
pirmuosius gyvenimo metus daliai berniuky séklidés savaime nusileidzia |
kapselj, todél kriptorchizmo daZnis tarp vieneriy mety amziaus vaiky
sumazéja ir yra 1,4 % (1). Tai yra glaudziai susij¢ su problema teisingai
nustatant diagnoze¢ maziems berniukams. Pasaulyje nenusileidusiy séklidziy
daznis svyruoja tarp 2—9 %, 0 tarp neiSneSioty naujagimiy siekia iki 45,3 %
(2-4). 30% berniuky diagnozuojamas abipusis kriptorchizmas (5).
Kriptorchizmo i$sivystymui turi jtakos anatominiai, hormoniniai, genetiniai,
aplinkos veiksniai, t.y. ligos etiologija yra daugiaveiksmé. Si liga gali
pasireiksti kaip atskiras, nepriklausomas sutrikimas, vadinamasis izoliuotas
kriptorchizmas, arba buti kity ligy, sindromy ar btikliy dalimi — sindrominis
kriptorchizmas (pvz., Prader-Willi, Kallmann sindromai, lytinio vystymosi
sutrikimai) (6, 7). Iki Siol daugelio nenusileidusiy séklidziy atvejy etiologija
yra nezinoma. Yra nustatyta, kad mazas gimimo svoris, motinos rikymas ir
gestacinis diabetas, nutukimas iki pastojimo yra kriptorchizmo rizikos
veiksniai (1, 8-10). Pastaruoju metu literatiroje hipogonadotropinis
hipogonadizmas nurodomas kaip viena i§ pagrindiniy kriptorchizmo
priezas¢iy (11-13). 70 % atvejy nenusileidusiose séklidése aptinkama
pakitimy, budingy hipogonadotropiniam hipogonadizmui: germinaciniy
lasteliy stoka, jvairaus laipsnio gonocity i Ad spermatogonijas virsmo
sutrikimai, Leydig lasteliy atrofija (11, 14). Kriptorchizmas siejamas su vyry
nevaisingumu ir iki 5-10 karty padidéjusia séklidZiy véZio i$sivystymo rizika
(15-19). Nenusileidusios séklidés yra viena i§ pagrindiniy vyry
neobstrukcinés azoospermijos priezaséiy (20). Siuolaiking kriptorchizmo
gydymo taktika yra operacija — séklidés (-iy) nuleidimas pirmaisiais
gyvenimo metais (geriausia 6-9 ménesiy amziuje) (21-24). Tadiau vien
operacinis gydymas negarantuoja vyry neobstrukcinio nevaisingumo dél
nenusileidusiy séklidziy iSgydymo (17, 18, 25-27). Sumazéjes vaisingumo
potencialas siejamas su endokrininés sistemos pazeidimais, kuriuos lemia
geny, valdanéiy pagumburio-hipofizés-lytiniy liauky (HPG) asj ir geny,
dalyvaujanciy lytiniy lasteliy vystymesi, raiSkos sumazéjimas ar iSnykimas
(28-36). Tarp 30-0s ir 90-0s dienos po gimimo yra aktyvuojama HPG asis.
Tai lemia trumpalaikj gonadotropiny ir testosterono kiekiy padidéjima
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kraujyje (37, 38). Sis laikotarpis vadinamas mazuoju lytiniu brendimu (angl.
mini-puberty). Jj pirma kartg 1973 m. aprasé Forest ir kt. (39). Mazojo lytinio
brendimo metu gonocitai virsta ] Ad spermatogonijas — spermatogenezés
kamienines lasteles. Si transformacija priklauso nuo testosterono
koncentracijos (40). Kriptorchizmo atveju testosterono koncentracijos
padidéjimas mazojo lytinio brendimo metu yra sutrikes (13, 41-43). Tai lemia
sutrikusj gonocity virsmg j Ad spermatogonijas ir, galiausiai, vyry
nevaisinguma (40, 44). Siy vystymosi pakitimy séklidése svarba maZojo
lytinio brendimo metu buvo nustatyta atlikus ilgalaikj prospektyvinj tyrima.
Tyrimas parodé, kad po sékmingos séklidziy nuleidimo operacijos
vaisingumo atkiirimas priklauso nuo normalaus mazojo lytinio brendimo ir
Ad spermatogonijy buvimo (11).

2. Darbo aktualumas

Mokslinéje literatiiroje yra apraSyta tyrimy apie mazojo lytinio brendimo
ir Ad spermatogonijy svarba vyry vaisingumui (11, 25, 26, 40, 45-48). Taip
pat yra atlikty tyrimy, atskleidzianéiy kriptorchizmo adjuvantinio hormoninio
gydymo reik§me atstatant vaisingumo potencialg, kai yra atkuriamas normalus
mazasis lytinis brendimas ir gonocity virsmas j Ad spermatogonijas (44, 49—
55). Taciau truksta prospektyviniy randomizuoty tyrimy, jrodanciy
hormoninio gydymo veiksminguma.

Siekiant nuodugniau iSsiaiSkinti  kriptorchizmo sukeliamo vyry
nevaisingumo prieZastis, pasaulyje pradéti vykdyti platiis genetiniai tyrimai
(56, 57). Lietuvoje kriptorchizmo genetiniy tyrimy iniciatoriumi,
bendradarbiaudamas bendrame Lietuvos mokslo tarybos (Europos socialinio
fondo) projekte, tapo prof. F. Hadziselimovi¢ (Listalis, Sveicarija) su
Kriptorchizmo tyrimo instituto mokslininky komanda (29, 30, 60, 61, 31—
36, 58, 59). Palyginus kriptorchizmo didelés (HIR) ir mazos (LIR)
nevaisingumo rizikos grupes, nustatyta, kad tarp jy yra nemazai geny raiskos
skirtumy, Kurie pabréZia nepazeistos HPG aSies svarbg vykstant normaliai
spermatogenezei (29, 31). HIR grupéje nustatyta sumazéjusi PROK2, CHD7,
FGFR1 ir SPRY4 geny raiska, kuri sukelia nepakankama liuteinizuojancio
hormono (LH) sekrecija, dél ko sutrinka mazasis lytinis brendimas ir i§sivysto
nevaisingumas (34). Kaip minéta, yra nustatyta, kad adjuvantinis hormoninis
gydymas padeda atstatyti vaisingumo potencialg. Be to, pastaruoju metu
atlikti tyrimai padeda atskleisti $io proceso molekulinius mechanizmus,
adjuvantinio hormoninio gydymo poveikj geny raiskai (58, 62). Taip pat tai
atveria duris naujoms mokslinéms kriptorchizmo etiologijos hipotezéms.
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3. Darbo tikslas

Nustatyti histologinj séklidziy atsaka j hormoninj gydyma ir jvertinti geny
raiSkos poky¢iy santykj su histologija.

4. Darbo uzdaviniai

1. Istirti kriptorchizmo adjuvantinio hormoninio gydymo gonadotropinus
atpalaiduojanc¢io hormono analogu (GnRHa) poveikj Ad spermatogonijy
atsiradimui.

2. Palyginti skirtingy nevaisingumo rizikos grupiy séklidziy histologinius
duomenis su geny raiska jose.

3. Apzvelgti geny, dalyvaujanc¢iy HPG aSies hormoniniame valdyme ir
vaisingume, raiskos pokycius priklausomai nuo nevaisingumo rizikos,
nustatytos histologiskai, bei taikant adjuvantinj hormoninj kriptorchizmo
gydyma.

4. Apzvelgti galimai  spermatogenezés reguliavime dalyvaujanciy
nekoduojan¢iy RNR (nkRNR) raiska skirtingose nevaisingumo rizikos
grupése ir jy atsaka j gydyma GnRHa.

5. Darbo naujumas ir praktiné reikSme

Mokslininkai iki S$iol diskutuoja dél kriptorchizmo adjuvantinio
hormoninio gydymo naudos. Nepaisant nemazai paskelbty darby apie
adjuvantinio hormoninio gydymo teigiama poveikj vaisingumo potencialo
atkarimui (44, 49-55), Siaurés $aliy konsensusas 2007 metais j kriptorchizmo
gydymo rekomendacijas hormoninio gydymo nejtrauké (21), o Europos
urology asociacijos ir Europos vaiky urology asociacijos gairés rekomenduoja
ji taikyti tik berniukams su abipus nenusileidusiomis séklidémis (22),
(https://uroweb.org/guideline/paediatric-urology/#3_2). 2010 m. Biers ir
Malone atliko publikuoty studijy, skirty hormoninio kriptorchizmo gydymo
jtakai vaisingumui, analize ir pri¢jo prie iSvados, kad adjuvantinis gydymas
gonadotropinus atpalaiduojan¢iu hormonu (GnRH) yra saugus ir veiksmingas,
ypa¢ berniukams su abipus nenusileidusiomis séklidémis (63). Atliktas

prospektyvinis randomizuotas tyrimas patvirtino mokslininky iSvadas. Tai
laikytina dar vienu argumentu ,uz“ tai, kad, siekiant sumazinti vyry
nevaisingumo rodiklius, adjuvantinj hormoninj kriptorchizmo gydyma reikéty
jtraukti j tarptautines kriptorchizmo gydymo gaires ir konsensusa. Vilniaus
universiteto ligoninés Santaros kliniky (VUL SK) Vaiky chirurgijos skyriuje
yra laikomasi tokios taktikos: tévus supazindinus ir jiems pasirasius sutikima,
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atlickamas nevaisingumo rizikos vertinimas remiantis Ad spermatogonijy
buvimu nenusileidusiy séklidziy biopsijose, o nustacius didele nevaisingumo
rizikg, ligoniui skiriamas adjuvantinis gydymas GnRHa. Tikslingi tolimesni
tyringjimai Sioje srityje keiciant chirurginio ir hormoninio gydymo skyrimo
gaires.

Vienas i§ vyry reprodukcinés biologijos srityje keliamy tiksly — iSsiaiskinti
kriptorchizmg grindZianéius molekulinius mechanizmus ir nustatyti efektyvy
jo sukeliamy ilgalaikiy padariniy gydyma. Remiantis mazojo lytinio brendimo
hipoteze, ekspozicija lytiniams hormonams, vykstanti anksti gyvenime, tam
tikru specifiniu lytiniams hormonams jautrumo laikotarpiu, suzadina lyties-
specifinius vystymosi procesus. Labai svarbu, kad po pradinio stimulo
transkripcijos pakitimai, sukelti iSoriniy ar vidiniy signaly, testysi, kad buty
iSsaugoti molekuliniai diferencijuoty lasteliy bruozai. Atliktas tyrimas,
vadovaujant prof. F. Hadziselimovi¢, rémési anksciau atliktais genetiniais
tyrimais, kuriuose nagrinéti molekuliniai mechanizmai, nulemiantys
nevaisinguma sergant kriptorchizmu (29, 31, 32, 34). Kriptorchizmo tyrimo
instituto (Listalis, Sveicarija) atlikti tyrimai taip pat analizavo nenusileidusiy
séklidziy adjuvantinio hormoninio gydymo molekulinius mechanizmus,
grindzian¢ius  vaisingumo  atkiirimg.  Skirtingy Saliy  mokslininky
bendradarbiavimas leido atlikti ne tik prospektyvinj histologinj jvertinima, bet
ir pasiaiskinti patologiniy radiniy molekulinius mechanizmus. Tyrimo metu
taip pat buvo pastebéta ilgy nekuoduojanéiy RNR (inkRNR) raiska, kurios
galimai dalyvauja formuojant vyry spermatogeneze ir vaisingumo potencialg.
Pateikti rezultatai suteikia informacijos tolimesnei funkcinei inkRNR analizei
nevaisingumo i$sivystymo srityje (60).

6. Disertacijos ginamieji teiginiai

1. Adjuvantinis hormoninis gydymas GnRHa turi teigiama poveikj vyry
vaisingumo potencialo atkiirimui, skatindamas gonocity virsma i Ad
spermatogonijas.

2. Geny raiska nenusileidusiose séklidése Kkoreliuoja su histologija: ji
reikSmingai skiriasi didelés ir mazos nevaisingumo rizikos grupiy
seéklidése.

3. Adjuvantinis hormoninis gydymas GnRHa gerina geny, dalyvaujanciy
HPG asies hormoniniame valdyme ir vaisingume, raiska.

4. Nekoduojan¢ios RNR atlieka svarby vaidmenj reguliuojant
spermatogeneze.

5. GnRHa teigiamai veikia nekoduojan¢iy RNR raiskg nenusileidusiose
seéklidése.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Kriptorchizmas

1.1.1. Epidemiologija

Nenusileidusios  séklidés yra  dazniausias jgimtas  sutrikimas,
diagnozuojamas naujagimiams berniukams. Lietuvoje tarp naujagimiy
bendras kriptorchizmo daznis siekia 5,7 % (1). Nenusileidusiy séklidziy daznj
veikia gestacinis amzius gimstant ir gimimo svoris bei susijusios patologijos.
Neisnesiotiems naujagimiams nenusileidusios séklidés nustatomos dazniau,
iki 18,1 % atvejy (1). Naujagimiams, gimimo metu sveriantiems iki 2 500 g,
kriptorchizmas diagnozuojamas 21,6-50 % atvejy (1). Berniukai, kuriems
diagnozuota kapselio hipoplazija, hipospadija, mikropenis, séklidés vandené,
kirkSnies iSvarza, taip pat dazniau gali turéti nenusileidusias séklides. Per
pirmuosius gyvenimo metus daliai berniuky séklidés savaime nusileidzia j
kapselj, todél tarp vieneriy mety vaiky kriptorchizmo daznis sumazéja ir yra
1,4 % (1). Sijstermans ir kt. atliko literatiros apzvalgg apie kriptorchizmo
paplitimg pasaulyje 1934-2006 metais. Mokslininkai nustaté, kad tarp
gimimo metu neiS$neSioty ir/ar sverian¢iy <2500¢g naujagimiy
nenusileidusios séklidés pasitaiko 1,1-45,3 % atvejy, o vieneriy mety amziuje
Sis daznis sumazéja iki 1,9-7,3 % (2). ISneSiotiems ir /arba sveriantiems
> 2 500 g naujagimiams kriptorchizmas diagnozuojamas 1-4,6 % atvejy tik
gimus, 0 vieneriy mety amziuje — 1-1,5% (2). Remiantis Siuo ir véliau
atliktais tyrimais, pasaulyje nenusileidusiy séklidziy daznis svyruoja nuo 2 iKi
9% (2-4), o tarp nei$nesioty naujagimiy siekia iki 45,3 % (2). Tre¢daliui
berniuky diagnozuojamas abipusis kriptorchizmas (5).

1.1.2. Etiologija

Kriptorchizmo etiologija yra daugiaveiksmé. Ligos i$sivystymui turi jtakos
anatominiai, hormoniniai, genetiniai ir aplinkos veiksniai. Ligos ir buklés,
kuriy metu yra sumazéjusi hormony, dalyvaujanciy séklidziy nusileidime,
koncentracija arba jy poveikis bei ligos, susijusios su anatominémis
malforacijomis, gali sukelti vadinamg sindrominj kriptorchizma (64, 65).
Nemazai genetiniy sutrikimy siejama su nenusileidusiomis séklidémis.
Kriptorchizmas diagnozuojamas ligoniams, turintiems tokius sindromus:
Klinefelter (27-37 %) (66, 67), Kallmann (38-69,6 %) (68, 69), Prader-Willi
(92,7 %) (70), Noonan (77 %) (71), esant lytinio vystymosi sutrikimams
(6, 7). Taciau dazniausiai laikoma, kad nenusileidusios séklidés — tai atskiras,
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nepriklausomas sutrikimas, vadinamasis izoliuotas kriptorchizmas (7, 72).
Taip pat yra nustatyta keletas geny, svarbiy séklidziy nusileidimui.
Kriptorchizmo atveju buvo nustatytos INSL3 bei RXFP2 mutacijos (73),
sumazéjusi FGFR1, RAF1 ir SOS1 raiska (30), AXIN1 vieno nukleotido
polimorfizmai (74). Kriptorchizmo rizikos veiksniams priskiriama: mazas
gimimo svoris, motinos rukymas ir gestacinis diabetas, nutukimas iki
pastojimo (1, 8-10). Nepaisant aktyviai vykdomy tyrimy, iki Siol daugelio
nenusileidusiy séklidziy atvejy etiologija yra nezinoma. Pastaruoju metu
literattiroje hipogonadotropinis hipogonadizmas nurodomas kaip viena i$
pagrindiniy  kriptorchizmo priezaséiy. Yra nustatyta, kad sergant
kriptorchizmu yra sumazéjusi gonadotropiny koncetracija (11-13). Taip pat
70 % atvejy nenusileidusiose séklidése aptinkama germinaciniy lasteliy stoka,
jvairaus laipsnio gonocity | Ad spermatogonijas virsmo sutrikimai, Leydig
lasteliy atrofija (11, 14). ISvardyti hormony ir Iasteliy pakitimai yra
hipogonadotropinio hipogonadizmo pozymiai. Endokrininés sistemos
pazeidimai siejami su sumazéjusiu vyry vaisingumo potencialu. Juos lemia
geny, valdanciy HPG asj, bei geny, dalyvaujanciy lytiniy lasteliy vystymesi,
raiSkos sumazéjimas ar iSnykimas (28-36). Pavyzdziui, nustatyta, kad
berniukams su nenusileidusiomis sé¢klidémis yra sumazéjusi PROK2, CHD?7,
FGFR1 ir SPRY4 geny raiska, todél vyksta nepakankama LH sekrecija ir
sutrinka mazasis lytinis brendimas, dél ko i$sivysto nevaisingumas (34).

1.2. Mazasis lytinis brendimas

Pirma kartg mazajj lytinj brendimg 1973 m. aprasé Forest ir kt. (39). Tai
yra laikotarpis, kai 30-90 dieny po gimimo yra aktyvuojama HPG aSis ir
trumpam kraujyje padidéja gonadotropiny (LH, FSH) bei testosterono kiekiai
(37, 38). Siuo laikotarpiu i§ gonocity formuojasi kamieninés spermatogenezés
lastelés — Ad spermatogonijos, kurios islieka iki gyvenimo pabaigos (75). Si
transformacija tiesiogiai priklauso nuo testosterono koncentracijos (40).
Berniukams su kriptorchizmu testosterono koncentracijos padidéjimas
mazojo lytinio brendimo metu yra sumazéjes, palyginti su berniukais, kuriy
séklidés yra nusileidusios (13, 41-43). Todél juy atveju yra stebimas sutrikes
gonocity virsmas j Ad spermatogonijas, kuris lemia nevaisinguma (40, 44).
Atliktas ilgalaikis prospektyvinis tyrimas parodé, kad 84 % atvejy yra
nustatomas normalus spermatozoidy skai¢ius, jeigu nuleidZiant séklides
abiejose yra randama Ad spermatogonijy (11). PrieSingai nei vienam
tiriamajam, kurio abi séklidés stokojo Ad spermatogonijy, lytiSkai subrendus
nebuvo nustatytas normalus spermatozoidy skaic¢ius (p < 0,001) (11). Tadiau
ligoniai su abipusiu kriptorchizmu, kuriems Ad spermatogonijos buvo rastos
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vienoje ar abiejose seklidése, lytiskai subrende 55 % atvejy turéjo normaly
spermatozoidy skaiciy (11). Atliktas tyrimas parodé, kad sékminga séklidziy
nuleidimo operacija néra vyry neobstrukcinio nevaisingumo isgydymo
garantas. Vaisingumo potencialo atkiirimas priklauso nuo normalaus mazojo
lytinio brendimo ir Ad spermatogonijy buvimo.

1.3. Séklidziy biopsija
1.3.1. Nenusileidusiy séklidziy histologija

Normali Zmogaus séklidé yra sudaryta i§ jvairiy vystymosi stadijy
germinaciniy lgsteliy, séklinivose kanaléliuose esanciy Sertoli lasteliy ir
peritubuliniame jungiamajame audinyje esanciy Leydig lasteliy. Kalbant apie
kriptorchizmo nulemtg vyry nevaisinguma, ypatingas démesys skiriamas
Ad spermatogonijoms — spermatogenezés kamieninéms lIgsteléms. Pirmag
kartg Siy germinaciniy lasteliy skiriamuosius bruozus 1974 m. aprasé Seguchi
ir Hadziselimovi¢ (75). Ad spermatogonijos yra ploks¢ios lgstelés su pailgu,
ovaliu branduoliu. Jy skiriamasis bruozas — branduolyje randamas
prasvieséjimas, vadinamoji praretéjimo zona. Taip pat, palyginus su
Ap spermatogonijomis ar embrioninémis kamieninémis Igstelémis,
Ad spermatogonijy citoplazma yra tamsesné (75).

Nenusileidusiose séklidése aptinkamas sumazéjes Ad spermatogonijy
skaiCius ar visiSkas jy nebuvimas, kuris nulemia sumazéjusj vyry vaisingumo
potencialg arba nevaisingumag (11, 25, 40, 45-48, 76). Be to, sergant
kriptorchizmu, yra nustatytas germinaciniy lgsteliy vystymosi sulétéjimas,
kuris gali nulemti naviky vystymasi (45, 76). Tiriant nenusileidusias séklides
nustatyta, kad jose yra sumazéjes Leydig ir Sertoli 1gsteliy skai¢ius. Nustatyti
ir sékliniy kanaléliy pakitimai: jy taris, diametras ir bendras ilgis, palyginti su
sveikomis séklidémis, irgi yra sumazéjes (77, 78). Sergant kriptorchizmu, be
séklidése nustatomo pakitusio lgsteliy skaic¢iaus, gali biiti paZeista ir jy
funkcija. Zivkovic ir kt. nustaté, kad dalis ligoniy su nenusileidusiomis
séklidémis turi sumazéjusig Leydig lasteliy ekskrecing galig. Tokios Leydig
lastelés turi blogesnj atsaka j hormoning stimuliacija ir i$skiria nepakankamai
testosterono. D¢l to séklidése susiformuoja maziau Ad spermatogonijy (44).

1.3.2. Preparaty paruo§imo metodo reik§mé tiriant
s¢klidziy biopsijas

Histologijoje auksiniu standartu, tiriant jvairius audinius ir navikinius
pakitimus, laikomi 5-um storio, hematoksilinu ir eozinu dazyti preparatai,
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pagaminti i§ biopsinés medziagos, kuri fiksuota 10 % formaline bei
impregnuota parafinu (79). Taciau tiriant séklidziy biopsijas, $is metodas turi
trikumy. Méginiams fiksuoti naudojamas formalinas sukelia sé¢klidés audinio
susitraukima, todél, preparatus tiriant mikroskopu, stebimi artefaktai ir kyla
sunkumy nustatyti jvairiy risiy germinacines Igsteles bei germinaciniy Igsteliy
neoplazijg in situ (angl. germ cell neoplasia in situ, GCNIS) (80). Todél, tiriant
séklidziy biopsing medziaga, méginiams fiksuoti rekomenduojama naudoti
Bouin arba gliutaraldehido tirpalg ir impregnuoti juos Epon derva (80).
Impregnavimas Epon derva leidZia pagaminti pusiau-plonus preparatus. Tokie
preparatai yra zymiai geresnés raiSkos ir leidzia nagrinéti lasteliy detales
Sviesiniu mikroskopu (81). 1974 m. Seguchi ir Hadziselimovi¢ aprasé
kriterijus, kurie leidZia geriau nustatyti Ad spermatogonijas bei GCNIS, kai
biopsiné medziaga yra fiksuota 3 % gliutaraldehido tirpale, véliau
impregnuota Epon derva ir i§ jos pagaminti 1-um storio (pusiau-ploni)
preparatai, dazyti toluidino méliu (75). Deja, Sis biopsinés medZiagos
paruo$imo metodas ne itin tinka atlikti imunohistochemija (80).

1.4. Genetiniai kriptorchizmo ir nevaisingumo tyrimai

Pasaulyje atlikti tyrimai parod¢, kad, taikant vien operacinj nenusileidusiy
séklidziy gydyma, vyrai néra iSgydomi nuo Kriptorchizmo sukeliamo
neobstrukcinio nevaisingumo (17, 18, 25-27). Todél siekiant i$siaiskinti
molekulines kriptorchizmo sukeliamo vyry nevaisingumo priezastis bei
gydymo galimybes, pradéta vykdyti genetinius tyrimus.

1.4.1. Platts genetiniai tyrimai

2012 m. Chalmel ir kt. atliko séklidziy geny analizg i§ 47 biopsijy, paimty
i§ berniuky su nenusileidusiomis séklidémis, nevaisingy suaugusiy vyry ir
sveiky, vaisingy kontroliy (56). Tyréjai sieké klasifikuoti nustatytus
transkriptus, remdamiesi didziausia jy koncentracija somatinése ir
germinacinése séklidziy lastelése pries ir po lytinio brendimo, kad galéty
lasteliy lygyje sukurti kuo platesnj Zmogaus séklidziy baltymus koduojantj
transkriptoma. Siekdami nustatyti transkriptus, kuriy raiska vyksta
spermatogonijy lasteliy populiacijoje prepubertatinése séklidése, tyréjai
(Chalmel ir kt.) papildomai jtrauké ligoniy, kuriy nenusileidusiose séklidése
nebuvo Ad spermatogonijy, méginius (52). Tokiu biidu mokslininkams
pavyko identifikuoti transkriptus, kuriy raiSka vyksta séklidése su Ad
spermatogonijomis ir kurie néra ekspresuojami séklidése be Ad
spermatogonijy. Nustatytos raiskos modelis taip pat buvo palygintas su
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suaugusiyjy germinaciniy lasteliy geny raiSka. Vienas i§ nustatyty geny,
turintis auks¢iau aprasyto pobudzio ekspresija, yra UTF1 (angl.
undifferentiated embryonic cell transcription factor 1). UTF1 raiska nustatyta
tik méginiuose su Ad spermatogonijomis. Geno koduojamas baltymas buvo
aptiktas spermatogonijy kamieninése lastelése ir iSkelta prielaida, kad jis yra
svarbus $iy lasteliy atsinaujinimui (82). Chalmel ir kt. gauti rezultatai aprasé
zmogaus séklidziy transkriptoma lgsteliy lygyje. Mokslininky sukaupta ir
apraSyta informacija sudaré galimybiy toliau ieSkoti genetiniy vyry
nevaisingumo priezaséiy ir identifikuoti naujus vézio / séklidziy genus,
kuriuos bty galima panaudoti kaip taikinius naviky imunoterapijoje (56).
Jan ir kt. 2017 m. atliko platy genetinj tyrima, nagrinéjantj zmogaus
spermatogenezés transkriptomo dinamika (57). Pagrindinis tyréjy iSkeltas
tikslas — sukurti visokeriopa ir kuo i§samesnj transkriptomo duomeny rinkinj
1§ gerai apibrézty ir skirtingy germinaciniy Igsteliy potipiy, randamy zmogaus
séklidése. Medziagai rinkti buvo panaudota atskiry Igsteliy i$skyrimo lazeriné
mikrodisekcija (angl. individual-cell laser capture microdissection, LCM).
Dél LCM tyréjams pavyko iSskirti SeSis specifinius germinaciniy lasteliy
potipius, tarp jy ir Ad spermatogonijas. Atliekant tyrimg, Ad ir Ap
spermatogonijos buvo pasirinktos kaip premejotinés fazés atstovai, trys
spermatocity potipiai (leptotena / zigotena, ankstyva pachitena ir vélyva
pachitena) — mejozés, apvalios spermatidés — postmejotinés fazés. Nustatyti
2 544 genai, kuriy raiSka skirtinga tarp premejotinés ir mejozés faziy, bei
4607 — tarp mejozés ir postmejotinés faziy. Taip pat buvo atlikta
germinaciniy lgsteliy potipiy analizé, palyginus besikei¢iancius transkriptomo
profilius tarp paeiliui besivystanciy germinaciniy lasteliy potipiy kiekvienos
dalijimosi fazés metu ir tarp kiekvienos spermatogenezés fazés. Nustatyta, kad
vykstant spermatogenezei, aptinkamy transkripty skai¢ius mazéja. Atskiri
transkripty klasteriai buvo identifikuoti Ad ir Ap spermatogonijoms,
leptotena / zigotena  spermatocitams, ankstyvos ir vélyvos pachitena
spermatocitams ir apvaliosioms spermatidéms. Tyréjai nenustaté statistiSkai
reik§mingy geny raiskos pokyciy tarp Ad ir Ap spermatogonijy. Tai reiskia,
kad, viena vertus, Ad spermatogonijos, esanCios ramybés biisenoje,
transkriptomo lygyje yra identiskos Ap spermatogonijoms ir gali greitai
pereiti j aktyvig biiseng, tuo pat metu palaikant tapacig geny raiSkos palete.
Kita vertus, Ad ir Ap spermatogonijy populiacijose stebéta geny raiskos
variacija buvo didesné nei Kkitose germinaciniy Igsteliy potipiuose.
Remdamiesi Siuo radiniu, tyréjai galéjo paaiskinti, kodél nebuvo aptikta geny
raiSkos skirtumy tarp Ad ir Ap spermatogonijy, ir iSkelti prielaida, kad
nediferencijuotos lastelés biologiskai yra labiau skirtingos nei jy diferencijuoti
atitikmenys. Taip pat tyrimo metu buvo aptikti nauji RNR prijungianciy
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baltymy genai. Nustatytos 137 inkRNR, kuriy raiska spermatogenezés metu
skiriasi. Vykdant tyrimg, buvo palyginti Zzmogaus ir pelés séklidziy
transkriptomai. Jan ir kt. gautas duomeny rinkinys yra laisvai prieinamas
mokslo bendruomenei. Jis sudaro pagrinda vykdyti tolimesnius tyrimus ir
bioinformatikos analizes, nagringjant spermatogeninio nepakankamumo
etiologijos, vyry kontraceptiky kiirimo, Zmogaus spermatogenezés pagrindy
klausimus (57).

1.4.2. Geny raiska nenusileidusiose s¢klidése

Geny  raiska  nenusileidusiose  séklidése  aktyviai  tyringja
prof. F. Hadziselimovi¢ su Kriptorchizmo tyrimo instituto mokslininky
komanda. Jis nustaté, kad geny raiska, palyginus berniuky, serganéiy
kriptorchizmu, skirtingas nevaisingumo rizikos grupes, skiriasi ir dazniausiai
HIR grupéje yra sumazéjusi arba iSnykusi (29, 31, 34). Tirti genai dalyvauja
valdant HPG asj ir vystantis germinacinéms lasteléms (34).

EGR4 (angl. early growth response 4) yra atsakingas uz LH sekrecijos
reguliacijag. Nustatyta, kad berniuky su HIR séklidése EGR4
neekspresuojamas, o LIR ir sveiky kontroliy séklidése Sio geno raiSka
nesiskiria (29). Tai leido iskelti prielaida, kad EGR4 — pagrindinis reguliacinis
genas, dalyvaujantis vystantis vaisingumui (29). Taip pat tiriamyjy HIR
grup¢je nustatyta sumazéjusi PROK2, CHD7, FGFRL ir SPRY4 geny raiska
(34). Ji sukelia nepakankamg LH sekrecijg, dél ko sutrinka mazasis lytinis
brendimas ir i$sivysto nevaisingumas (34). Be to, HIR grupéje nustatytas
pagrindiniy spermatogenezés reguliatoriy — CREM, DAZL, PIWILZ,
RHOXF1, RNF17, TAF7L, TEX14 —raiSkos sumaZzéjimas (29). Toliau tesdami
pradétus genetinius tyrimus, Hadziselimovi¢ ir kt. nustate, kad dél
kriptorchizmo iSsivyste azoospermija ir nevaisingumas priklauso nuo
sutrikusio mazojo lytinio brendimo, kurio reguliavime dalyvauja CDC20,
DAZ, DAZL, SYCP3, RBMY ir RBMY1A1 (31). Taip pat buvo nustatyta, kad
prepubertatinése séklidése, kuriose aptinkamos Ad spermatogonijos, vyksta
Sesiy geny raiska: FGFR3, DSG2, E3 ubikvitino ligazés c-CBL genas,
CTAG1A/B, UTF1 ir SNAP91 (31). Minéti genai yra sitilomi kaip specifiniai
suaugusiyjy spermatogonijy biomarkeriai (83). Séklidése be Ad
spermatogonijy keturiy i$ jy raiska yra sumazéjusi (CBL, SNAP91) arba
neaptinkama (FGFR3, UTF1) (31). Sis radinys parodo, kad kai Kurie
molekuliniai procesai, inicijuojantys séklidziy geny raiSkos programa lytinio
brendimo pradZioje, i$ tikryjy prasideda anksti, dar kadikiy séklidése, ir Si
programa berniuky su HIR yra paZeista. Azoospermijos iSsivystymui reikSmeés
turi sutrikusi geny DDX4, MAEL, MOV10L1, PIWIL2, PIWIL4, TDRD9 ir
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GTSF1, dalyvaujan¢iy piRNR-Piwi kelyje, raiska, kuri parodo genomo
nestabilumg, sukelta sutrikusio transpozony nutildymo (33,60). Yra
nustatyta, kad kriptorchizmu serganciy berniuky su HIR, kuriy HPG asis yra
pazeista, séklidése PIWIL4 bei dvylikos TDRD S$eimos geny, svarbiy
spermatogenezei, raiska yra sumazéjusi (31, 33). Kartu stebimas ir geny
DDX4 bei DDX25, priklausan¢iy nuo gonadotropiny ir testosterono
stimuliacijos, raiskos sumazéjimas (31). Sutrikusi Siy geny raiska kartu su L1
retrotranspozony slopinimu ir sumazéjusia PIWIL4 baltymo sinteze dalyvauja
vystantis  nevaisingumui, nulemtam kriptorchizmo (33). Taip pat
nevaisingumas gali biiti siejamas su nepakankama GTSF1 raiska HIR
séklidése, kuri sukelia padidéjusig L1 ekspresija (33).

Atlikti genetiniai tyrimai patvirtina teorija, kad, sergant kriptorchizmu,
sutrikes mazasis lytinis brendimas sukelia azoospermijg ir nevaisinguma.
Geny raiskos skirtumai, palyginus HIR ir LIR grupes, pabrézia nepazeistos
HPG aSies svarbg vystantis vaisingumui ir vykstant spermatogenezei.
Procesai, lemiantys sklandzig vaisingumo raida, prasideda zymiai ankséiau
negu lytinis brendimas. Taip pat vaisingumui yra svarbus genomo stabilumas.

1.4.3. Hormony poveikis geny raiskai

Yra nustatyta, kad adjuvantinis hormoninis gydymas padeda atstatyti
vaisingumo potencialg atkuriant normalyjj mazajj lytinj brendimg ir gonocity
virsma | Ad spermatogonijas (44, 49-55). Palyginus kriptorchizmo HIR ir
LIR grupes, nustatyta, kad tarp jy yra nemazai geny raiskos skirtumy. Todél
pradéti tyrimai, nagrinéjantys adjuvantinio hormoninio gydymo poveikj geny
raiSkali, siekiant iSgelbéti vyry, serganéiy kriptorchizmu, vaisinguma.

Tesdami savo genetinius tyrimus, Hadziselimovi¢ ir kt. iSnagrinéjo
atrinktus gonocity ir Ad spermatogonijy genus-zymenis, siekdami i$siaiskinti
molekulinius procesus, grindzianéius vyry germinaciniy lasteliy vystymasi ir
susitelkdami ] nuo testosterono priklausoma gonocity virsmg j Ad
spermatogonijas bei hormoninio gydymo poveikj. Palyginus HIR ir LIR
tirlamyjy  grupes, buvo nustatyta sumazéjusi DMRTC2, PAX7,
BRACHYURY/T ir TERT raiSka (35). GnRHa teigiamai paveiké $iy geny
raiska. Taip pat hormoninis gydymas i$ visy tiriamy geny stipriausiai paveiké
minétus genus. Atliktas tyrimas iSrySkino DMRTC2, PAX7, BRACHYURY/T
ir TERT svarbg Ad spermatogonijy vystymesi bei GnRHa gydomajj poveikj
(35).

PRDM S$eimos nariai valdo geny raiska, modifikuodami chromating geny-
taikiniy promoteriy vietoje. PRDM faktoriai veikia kaip tiesioginés histony
metiltransferazés arba pritraukia papildomus histonus modifikuojancius
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fermentus prie specifiniy promoteriy-taikiniy. Jie vienu metu veikia daugelyje
genomo viety ir jy aktyvumas priklauso nuo aplinkybiy konkreéiu laiku.
PRDM genai yra svarbis formuojantis ligoms ir jvairiems vystymosi
procesams (84, 85). HIR grupéje, palyginti su LIR, nustatyta reikSmingai
sumaz¢jusi penkiy PRDM geny raiska: PRDM1, PRDM6, PRDM9, PRDM13
ir PRDM14. Po gydymo GnRHa keturiy PRDM geny raiska reik$Smingai
padidéjo: PRDM7, PRDM9, PRDM12 ir PRDM16 (36). Tarp jy iSskiriamas
PRDM9, kuris yra esminis germinaciniy lasteliy vystymuisi ir vaisingumui.
Rezultatas parodé, kad chromating modifikuojantys fermentai dalyvauja
seklidziy leidimosi reguliavime ir yra susije su gydomuoju hormony poveikiu
(36).

Savo naujausiame darbe prof. F. Hadziselimovi¢ su komanda i$nagrinéjo
geny, svarbiy vystantis idiopatiniam hipogonadotropiniam hipogonadizmui ir
kriptorchizmui, raiska HIR ir LIR grupése bei jy atsaka j gydyma GnRHa.
Tarp 31 atrinkty geny buvo nustatyta sumazéjusi NHLH2 ekspresija HIR
grupéje, palyginti su LIR, kuri padidéjo po hormoninio gydymo (86). Tai leido
iSkelti prielaida, kad Sis genas kartu su kitais idiopatinio hipogonadotropinio
hipogonadizmo genais galimai atlieka naujus vaidmenis lytinése, Leydig ir
Sertoli Iastelése. GnRHa taip pat gali paveikti NHLH2 raiska ne tik séklidése,
bet ir neuronuose, veikdamas per transkripcijos faktorius, kurie randami
vyriSkose lytinése liaukose ir smegenyse. Tai galéty paaiskinti, kodél po
hormoninio gydymo yra atkuriama HPG asis (86).

1.5. llgos nekoduojancios RNR

TIlgos nekoduojan¢ios RNR — tai nekoduojanciy baltymy RNR molekuliy
klasé, kuriy transkriptai yra ilgesni nei 200 nukleotidy. InkRNR sudaro
zenklig zmogaus transkriptomo dalj (87). Branduolyje esancios inkRNR
reguliuoja geny raiskg bei genomo stabilumg (88). Taip pat jos atlieka
pagrindiniy reguliatoriy vaidmenj embriono vystymosi (89), DNR pazeidimy
atsako (90), paveldimy ligy (pvz., Prader-Willi sindromas) (91), navikiniuose
(92, 93) procesuose. Embrioninése kamieninése lastelése Siy RNR valdymas
genetiniame lygyje vyksta per transkripcijos faktorius, kurie prisijungia prie
inkRNR promoteriy. Pagrindiné inkRNR funkcija — specifinés geny raiskos
reguliavimas, kuris vyksta keliais etapais, jskaitant pamatinio transkripcijos
aparato sutelkimg ir ekspresija, potranskripcing modifikacijg ir epigenetika
(94). Taip pat buvo pasitlyta, kad inkRNR, prisijungdamos prie tam tikry
metiltransferaziy ir demetilaziy, nukreipia jas j specifines genomo vietas, t. V.
nurodo taikinius. Priklausomai nuo biologinio konteksto, kai kurie metilinimo
procesai yra stabiliai palaikomi (pvz., metilinimas, dalyvaujantis
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paveldimume, vykstant nutildytos biisenos chromatino mitozei). O Kiti turi
prisitaikyti prie vykstanéiy poky¢iy (pvz., kai lastelés dalijasi ar atsako |
aplinkos  pokyc¢ius) (95-98). Natiraliis antiprasminiai transkriptai
(angl. natural antisense transcripts, NATS) reguliuoja geny raiska, veikdami
transkripcija ir mRNR stabiluma (95-98). Beveik 80 % zinduoliy genomo yra
nurasoma ir daug genomo lokusy gamina RNR i§ abiejy DNR grandiniy
(87, 99), taciau daugumos $iy nuorasy funkciné svarba yra menkai apibtdinta.

XIST ir TSIX— tai du su X chromosoma susieti (angl. X-linked) ilgi
nekoduojantys genai, dalyvaujantys X chromosomos inaktyvacijos procese
(angl. X chromosome inactivation, XCI) zinduoliy moteriskos lyties individy
lastelése. Taip yra sukuriamas geny ekvivalentas tarp moteris§kos ir vyriskos
lyties organizmy (100). Sj procesa reguliuoja keli faktoriai, taip pat regionas
ant X chromosomos — vadinamasis X chromosomos inaktyvacijos centras
(angl. X chromosome inactivation center, XIC) (101). XIST dalyvauja
nutildant vieng i§ X chromosomy ir yra ekspresuojama tik neaktyvioje
X chromosomoje (102, 103). TSIX yra atvirkstineé XIST RNR. Ji yra
ekspresuojama abiejose X chromosomose iki vienos i§ X chromosomy
inaktyvacijos pradzios, o véliau— tik aktyvioje X chromosomoje,
apsaugodama jg nuo ektopinio nutildymo (104, 105). Savo tyrime Loos ir kt.
sukaré Xist ir Tsix peliy reporteriy (angl. reporter mouse) embrioniniy
kamieniniy lasteliy linijas, kad iStirty genetinj ir dinaminj Xist ir Tsix
reguliavimg diferenciacijos metu. Tyrimo rezultatai parodé, kad Xist ir Tsix
yra antagonistai vienas kitam, o Xic lokusas turi pusiau stabilias transkripcijos
biisenas, kurios numato XCI iSeitj (106). Dél $io proceso Zinduoliy moteriskos
ir vyriskos lyties individy lastelése yra vienodas aktyviy geny skaicius.

Pastaruoju metu mokslingje literatiiroje kalbama apie inkRNR vaidmenis
vézio patologijoje ir vystantis paveldimoms ligoms (91, 93, 107, 108). Tai
parodo, kad inkRNR valdo ne tik geny reguliavimo kelius normaliose lgstelése
bei audiniuose, bet ir naviky vystymosi metu. Vézio atsiradimas ir
progresavimas yra daugelio faktoriy sgveikos rezultatas. Palyginus su
baltymus koduojanciais genais, véziui specifiniy inkRNR raiskos pobiidis yra
labiau specifiskas audiniams ir vézio stadijai. Si inkRNR savybé leidzia
vystyti inKRNR kaip potencialius veiksmingus biomarkerius ir terapinius
taikinius (93, 108).

TINCR (angl. Terminal differentiation-induced non-coding RNA) — tai
inkRNR, reikalinga esminiy diferenciacijos geny indukcijai (109). Ji
dalyvauja tokiuose lasteliniuose procesuose kaip proliferacija, apoptoze,
autofagija, migracija, invazija ir metastazavimas (110-114). Neseniai atlikta
mokslinés  literatiros apZvalga atskleide, kad TINCR vaidmuo
kancerogenezéje yra labai svarbus, atkreipiant démes; j tai, kad §i inkRNR
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atlieka skirtingas funkcijas naviky patogenezéje (slopinimas arba
aktyvinimas), priklausomai nuo jy rasies (115).

23



2. DARBO METODOLOGUA

Tyrimas atliktas 2016-2020 metais VUL SK Vaiky chirurgijos,
ortopedijos ir traumatologijos centro Vaiky chirurgijos skyriuje. Buvo gautas
Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas
(Nr. 158200-16-883-390) ir papildymas (Nr. 158200-16-883-PP1-112) atlikti
biomedicininj tyrimg (Priedai Nr. 1 ir Nr. 2). Visi molekuliniai tyrimai buvo
atlikti Kriptorchizmo tyrimo institute (Cryptorchidism Research Institute,
Listalis, Sveicarija), bendradarbiaujant su Bazelio universiteto Molekulinés
gyvybés mokslo centru ,,Biozentrum* (Biozentrum, The Center for Molecular
Life Sciences, University of Basel, Bazelis, Sveicarija) ir Friedrich Miesner
biomedicininiy tyrimy institutu (Friedrich Miescher Institute for Biomedical
Research, Bazelis, Sveicarija). Tyrimui atlikti i§ tiriamyjy tévy arba globéjy
buvo gautas sutikimas ir pasirasyta Informuoto asmens sutikimo forma.
Tyrima sudaré penki etapai.

Naudoti ir analizuoti ligoniy su nenusileidusiomis séklidémis, kurie buvo
gydyti VUL SK Vaiky chirurgijos skyriuje 2012-2016 metais ir dalyvavo
randomizuotame  prospektyviniame  tyrime  (Vilniaus  regioninio
biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas Nr. 158200-580-PPI-17),
duomenys bei biopsiné medziaga.

Histologiniai biopsinés medziagos tyrimai atlikti Valstybiniame
patologijos centre, V§] VUL SK filiale. Vaizdy analizg ir apraSyma atliko
gydytojas patologas Darius Dasevi¢ius (DD), bendradarbiaudamas su prof.
Faruk Hadziselimovi¢ (FH) (Listalis, Sveicarija).

Molekulinius tyrimus atliko Philippe Demougin i§ Bazelio universiteto
Molekulinés gyvybés mokslo centro ,,Biozentrum* (Bazelis, Sveicarija).
Bioinformatikos tyrimus ir molekuliniy tyrimy statisting analize atliko
Michael B. Stadler i§ Friedrich Miesner biomedicininiy tyrimy instituto
(Bazelis, Sveicarija).

2.1. Tyrimo etapai

1. Tiriamyjy atranka ir duomeny rinkimas.

2. GnRHa poveikio Ad spermatogonijy atsiradimui nenusileidusiose
séklidése nustatymas, vertinant séklidziy biopsijas.

3. Geny, dalyvaujané¢iy HPG aSies hormoniniame valdyme ir vaisingume,
raiSkos pokyCiy nustatymas skirtingose kriptorchizmo nevaisingumo
rizikos grupése bei taikant skirtingas kriptorchizmo gydymo schemas (tik
chirurginis gydymas, chirurginis gydymas su adjuvantiniu hormoniniu
gydymu).
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4. NkRNR raiskos ir jos poky¢iy nustatymas nenusileidusiose s¢klidése,
taikant skirtingas Kkriptorchizmo gydymo schemas (tik chirurginis
gydymas, chirurginis gydymas su adjuvantiniu hormoniniu gydymu).

5. Duomeny analizé ir gauty rezultaty interpretavimas.

2.2. Tyrimo eiga

Tiriamyjy atranka: 2012-2016 metais dalyvauti tyrime buvo kvieciami
ligoniai, atvyke | VUL SK Konsultacing poliklinikg vaiky chirurgo arba vaiky
urologo konsultacijai, kuriems vizito metu buvo diagnozuotas vienpusis arba
abipusis kriptorchizmas ir kurie atitiko jtraukimo kriterijus bei buvo nukreipti
operaciniam gydymui j VUL SK Vaiky chirurgijos skyriy. Klinikinis
iStyrimas vykdytas remiantis STROBE kriterijais (116).

2.2.1 TJtraukimo kriterijai

e  Amvzius: iki 6 mety imtinai;

e  {mios ir/ ar létinés ligos simptomy nebuvimas;

e  sindromy, susijusiy anomalijy nebuvimas;

¢ nebuvo diagnozuotas hipogonadotropinis hipogonadizmas;

e sisteminiy ligy nebuvimas (pvz.,, hemochromatozé, sarkoidoze,
histiocitozé X);

e  hipofizés pazeidimo nebuvimas (navikai, granulioma, palinys);

e iki tyrimo nebuvo taikytas hormoninis gydymas;

e nebuvo nustatytos mobilios séklidés.

2.2.2 Nejtraukimo kriterijai

e \Vyresni nei 6 mety;

e  pasireiske Gimios ir / ar létinés ligos simptomai;

e diagnozuoti sindromai, susijusios anomalijos, hipogonadotropinis
hipogonadizmas;

e  sirgimas sisteminémis ligomis;

e hipofizés pazeidimas;

o iki tyrimo taikytas hormoninis gydymas;

e mobilios séklideés.
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Sutikimas dalyvauti tyrime: abu i tyrima planuojamy jtraukti ligoniy tévai
arba glob¢jai buvo supazindinami su tyrimu, gaunamas jy sutikimas bei
pasirasoma Informuoto asmens sutikimo forma.

Ligoniy istyrimas operacijos dieng:

1. Surinkta ligos ir gyvenimo anamnezé:
e kada buvo pastebéta, jog kapselyje néra séklidés (-iy);
e ar ligonis neserga endokrininémis ligomis, neturi sindromy;
e ar iki Siol nebuvo taikytas hormoninis gydymas.
2. Bendras Kklinikinis iStyrimas: iSmatuotas figis, svoris, jvertinti
iSoriniai lytiniai organai — kapselio ir varpos i§vaizda / i§sivystymas.

o Ligonis tirtas aukstielninkas, palpuojant Siltomis rankomis.

o Séklidziy padéties nustatymas: kapselyje, ties iSoriniu kirksnies
kanalo ziedu, kirk$nies kanale ar pilve (ne¢iuopiama (-08S)).

e Ciuopiamy séklidziy diferenciacija su mobiliomis séklidémis.
Mobilias s¢klides galima nutempti iki kapselio dugno ir ramybés
biisenoje jos kuriam laikui jame lieka. Nenusileidusiy séklidziy
nepavyksta nuvesti iki kapselio dugno, o nuvedus iki kapSelio
vidurio ir paleidus, jos iSkart grjzta j kirksnj.

o Pakartotinas séklidziy padéties vertinimas prie§ pat operacija,
bendroje nejautroje (svarbu pasirenkant operacijos taktikg —
atvira ar laparoskopiné operacija, kai nepavyksta uz¢iuopti
séklidés (-iy) bendro iStyrimo metu).

Tyrimo eiga

Tyrime dalyvauti buvo pakviesti 47 ligoniai, jie i$skirti j dvi tiriamyjy
grupes (1 pav.).

Pirmg grupe sudaré 31 (66 %) ligonis. Jie sirgo tiek vienpusiu, tiek
abipusiu kriptorchizmu. Po atrankos i§ tyrimo paSalinus asmenis, Kkurie
atsisake toliau dalyvauti ir nesilaiké tyrimo protokolo, kuriy atveju duomeny
bazéje nebuvo visiskai uzpildyti duomenys, tyrimas uzbaigtas dalyvaujant
15 (48 %) ligoniy. Orchiopeksijos metu buvo paimama séklidés biopsija
histologiniam ir molekuliniam iStyrimui. I§ kiekvieno tiriamojo buvo paimta
tik po vieng séklidés biopsija. Histologinj iStyrimag ir apraSyma atliko du
patologai (DD — pirminj vertinima, FH — antrinj vertinima ir tikrinima).
Remiantis  séklidziy  biopsijy  rezultatais (Ad  spermatogonijy
buvimas / nebuvimas), tiriamieji buvo suskirstyti j du pogrupius: HIR
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(7 (47 %)) — didelés nevaisingumo rizikos (be Ad spermatogonijy) ir LIR
(8 (53 %)) — mazos nevaisingumo rizikos (Su Ad spermatogonijomis).

Pirmos grupés tiriamyjy amzZiaus mediana buvo 15 mén. (7-55 mén.). Sios
grupés ligoniy Visos nenusileidusios séklidés buvo ¢Eiuopiamos kirk$niy
srityse.

Antra tiriamyjy grupé buvo sudaryta i§ 16 (34 %) ligoniy, serganciy
izoliuotu abipusiu kriptorchizmu. Pirmos orchiopeksijos metu buvo paimama
séklidés biopsija histologiniam ir molekuliniam iStyrimui. Biopsijos analize¢ ir
aprasymg atliko du patologai: pirma vertino DD, po to tikrino FH. Remiantis
histologiniais rezultatais, ligoniai buvo suskirstyti j du pogrupius: HIR (be Ad
spermatogonijy) ir LIR (su Ad spermatogonijomis). Penki ligoniai, kuriy
séklidziy biopsijoje aptiktos Ad spermatogonijos (LIR pogrupis), buvo
pasalinti i§ tolimesnio iStyrimo. Vieno berniuko, kuris priklausé HIR
pogrupiui, tévai dél asmeniniy priezasCiy atsisaké toliau dalyvauti tyrime.
Tyrimas sékmingai pabaigtas dalyvaujant 10 (62,5 %) tiriamyjy. Atsizvelgus
} adjuvantinio hormoninio gydymo skyrimo laika, tiriamieji atsitiktinai buvo
suskirstyti j du pogrupius, po penkis ligonius: 1HIR — antra orchiopeksija —>
hormoninis gydymas, 2HIR — hormoninis gydymas —> antra orchiopeksija.
Hormoniniam gydymui skirtas liuteinizuojan¢io hormono atpalaiduojancio
hormono analogo (LHRHa) purskalas j nosj, kurj tiriamieji vartojo po 10 pg
kas antrg dieng vakarais S$eSis ménesius. Preparato dozé buvo parinkta
remiantis farmakokinetikos tyrimo, atlikto Sandow ir kt., rezultatais (117).
Kitos operacijos metu (antra orchiopeksija) buvo paimama antros séklidés
biopsija. Histologiniy preparaty analizé ir apraSymo metodika buvo tokia pati,
kaip ir pirmos biopsijos atveju. Tiriamieji i§ IHIR pogrupio, kuriems antroje
biopsijoje neaptikta Ad spermatogonijy, gavo tokj patj adjuvantinj hormoninj
gydyma, kaip ir tiriamieji i§ 2HIR pogrupio prie§ antrg operacija Pirmos
operacijos metu randomizuoty ligoniy amzius buvo 7-55 mén., 0 antros
operacijos metu — 10-62 mén. Séklidziy padétys pateiktos 1 lenteléje.

RNR sekoskaita atlikta i§ méginiy, paimty i§ abiejy tiriamyjy grupiy.
Atlikta geny, dalyvaujan¢iy HPG asies hormoniniame valdyme ir vaisingume,
nkRNR raiskos analizg.
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47 LIGONIAI

1 GRUPE 2 GRUPE
31 (66%) 16 (34%)
Orchiopeksija + Séklidés Biopsija ‘ 1-a Orchiopeksija + Séklidés Biopsija
SKRININGAS HIR (Ad-): 10 (62.5%)
15 (48%) RANDOMIZACIIA
HIR pogrupis (Ad-) ' LIR pogrupis (Ad+) 1HIR pogrupis | | 2HIR pogrupis
7 (47%) 8 (53%) 5(50%) | 5(50%)
\\ ‘
\\ "
2-a Orchiopeksija Hormoninis Gydymas
Séklideés Biopsija 2-a Orchiopeksija
\ Hormoninis Gydymas Seklidés Biopsija
/ -////
_//
\ e

RNR sekoskaita

1 pav. Tyrimo eiga ir tiriamyjy charakteristika.

1 lentelé. Antros tiriamyjy grupés séklidziy padeétys operacijy metu.

SEKLIDZIU PADETIS
Pirma operacija Antra operacija
1HIR POGRUPIS
Pilvo ertmé Pilvo ertmé
Pilvo ertmé Kirksnies kanalas
Kirksnies kanalas Kirksnies kanalas
Pilvo ertmé Pilvo ertmé
Kirksnies kanalas, vir§utinis 1/3 Kirksnies kanalas

2HIR POGRUPIS

Kirksnies kanalas, prie iSorinio ziedo  Ektopiné padétis: tarpvieté

Kirksnies kanalas Kirksnies kanalas
Kirksnies kanalas, vir§utinis 1/3 Kirksnies kanalas, virSutinis 1/3
Kirksnies kanalas, virSutinis 1/3 Kirksnies kanalas

Kirksnies kanalas, prie iSorinio ziedo  Kirk$nies kanalas

28



Tiriant GnRHa poveiki vyry vaisingumo potencialo atktirimui, buvo
vertinti antros grupés randomizuoty tiriamyjy duomenys: lyginti 1HIR ir
2HIR pogrupiai. Abiejy operacijy metu 1HIR ir 2HIR pogrupiai buvo
lygiaverdiai tiriamyjy amziaus atzvilgiu ir statistiSkai nesiskyré (amziaus
medianos: pirmos operacijos: 20 ir 22 mén., p = 0,3173; antros operacijos:
27 ir 30 mén., p = 0,1797).

Siekiant nustatyti geny raiska nenusileidusiose sé¢klidése, analizuoti pirmos
tirilamyjy grupés séklidziy méginiai. Lyginti HIR ir LIR pogrupiy méginiai.
Dispersiné analizé (ANOVA) taikyta siekiant jvertinti galima ligoniy amziaus
jtaka tiriamyjy pogrupiams (HIR, LIR) ir geny raiskos skirtumams. Nustatyta,
kad amzius tarp tiriamyjy pogrupiy reikSmingai nesiskyré (vienfaktoré
ANOVA, p = 0,349). Todél amzius kaip veiksnys nebuvo jtrauktas j duomeny
analize (34).

Tiriant GnRHa poveikj geny raiSkai, lyginti 29 méginiai, surinkti is
22 ligoniy: 15 tiriamyjy priklausé pirmai grupei (15 méginiy), lik¢ septyni —
antrai grupei (14 méginiy) (1 pav.). Pradzioje i§ pirmos tiriamyjy grupés
méginiy buvo nustatyti geny raiskos skirtumai tarp HIR (7 méginiai) ir LIR
(8 méginiai) pogrupiy. Véliau analizuotas adjuvantinio hormoninio gydymo
poveikis nustatyty geny raiSkai, palyginus 1HIR (3 tiriamieji, 6 méginiai) ir
2HIR (4 tiriamieji, 8 méginiai) pogrupius (61).

Tiksliné nkRNR raiSkos analizé ir GnRHa poveikis raiSkai vertinti antros
tiriamyjy grupés séklidziy méginiuose (60).

2.3. Tiriamoji medziaga ir metodika
2.3.1 Séklidés biopsija: atlikimas ir histologinis iStyrimas

Seklideés biopsijos paémimas ir histologinis iStyrimas buvo atliekamas
pagal protokola, jsisavintg ir pritaikyta gydytojo V. Biliaus doktorantiiros
metu (118).

Orchiopeksijos metu virSutiniame sé¢klidés poliuje padaromas iki 5 mm
ilgio pjuvis ir paimamas apie ryzio grido dydzio séklidés parenchimos
fragmentas. Biopsiné¢ medziaga padalijama j dvi dalis: pusé fiksuojama 2 %
gliutaraldehido tirpalu, kita iskart panardinama ] stabilizavimo tirpala
RNAlater© (ThermoFisher Scientific, JAV) ir laikoma -25°C temperatiroje
iki tolimesnio apdorojimo (RNR isskyrimo ir sekvenavimo). Méginiai,
fiksuoti gliutaraldehidu, buvo perduodami j Valstybinj patologijos centrg
iStirti patologui. Séklidés fragmentai, panardinti | RNAlater© tirpala, buvo
siun¢iami j Kriptorchizmo tyrimo institutg (Listalis, Sveicarija)
prof. F. Hadziselimovig.
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Histologiniam iStyrimui paimti séklidziy audiniy fragmentai operacijos
metu dedami j 2 % gliutaraldehido tirpalg ir fiksuojami > 12 val. Fiksuoti
méginiai impregnuojami Epon derva. Véliau i§ jy atliekami pusiau ploni, 1 pm
storio, pjaviai ultramikrotomu Leica EM UC6 (Leica microsystems,
Vokietija). Jie dedami ant standartinio objektinio stiklelio ir dazomi 1 %
toluidino méliu. Gauti preparatai preliminariai tiriami (atliekamas pirminis
jvertinimas) $viesiniu mikroskopu Olympus BX40F4 (Olympus Optical Co
LTD, Japonija) 400-600 karty didinimu. Detali preparaty analizé atlickama
vertinant skaitmeninius biopsijy vaizdus. Atliekant histologinj vertinima,
nagrinéta ne maziau nei 50 tubuliy skerspjliviy vienoje biopsijoje. Ypatingas
demesys skirtas identifikuoti Ad spermatogonijas. Siy germinaciniy Igsteliy
skiriamuosius bruozus pirmg kartg aprasé 1974 m. Seguchi ir Hadziselimovi¢
(75). Ad spermatogonijy branduolyje randamas prasvieséjimas, vadinamoji
praretéjimo zona (2 pav.). Palyginus su Ap spermatogonijomis ar
embrioninémis kamieninémis lgstelémis, Ad spermatogonijy citoplazma yra
tamsesné. Remiantis Ad spermatogonijy buvimu / nebuvimu histologiniuose
s¢klidziy preparatuose, buvo nustatoma tiriamyjy nevaisingumo rizikos
grupé: LIR (Ad yra), HIR (Ad néra).

2 pav. Séklideés biopsijos histologinis vaizdas. Tubulés skerspjiivis su Ad
spermatogonija (raudona strélé¢). Dazymas: toluidino méliu, didinimas: 400x.
Autorius patologas D. Dasevicius.
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Histologiniuose séklidziy preparatuose nagrinéti parametrai:
1. tubuliy skerspjuviy kiekis histologiniame preparate;
tubuliy su spermatogonijomis kiekis histologiniame preparate;
spermatogonijy kiekis histologiname pjiivyje;
Ad spermatogonijy kiekis;

o~ w

tubuliy fertilumo indeksas (TFI) — tubuliy su spermatogonijomis

kiekio santykis su tubuliy skrespjiiviy kiekiu histologiniame

preparate;

6. Ad spermatogonijy kiekis tubuléje (Ad/T) — Ad spermatogonijy
kiekio santykis su tubuliy skerspjiiviy kiekiu histologiniame
preparate;

7. spermatogonijy kiekis tubul¢je (S/T)— spermatogonijy kiekio

santykis su tubuliy skerspjuviy kiekiu histologiniame preparate.

Taip pat vertinta tiriamyjy nenusileidusiy séklidziy architektiira: tubuliy
tankis séklidés parenchimoje (normalus / sumazéjes), tubuliy iSvaizda / forma
(taisyklingos / netaisyklingos) ir spindzio buvimas / nebuvimas.
Nenusileidusiose s¢klidése sékliniy kanaléliy tiiris, diametras ir bendras ilgis,
palyginti su sveikomis séklidémis, yra sumazéjes (77, 78). Be to, pastebimi
skirtumai palyginus LIR ir HIR vaizdus (3-5 pav.).

3 pav. Normalios séklidés biopsijos histologinio vaizdo fragmentas.
Normalus tubuliy tankis, tubulés gan taisyklingos, be spindziy, su 8 Ad
spermatogonijomis (raudonas apskritimas) visame preparate. Zalias
apskritimas — spermatogonijos, geltona strélé — Sertoli lastelé. Dazymas:
toluidino méliu, didinimas: 250X. Autorius patologas D. Dasevicius.
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4 pav. Mazos nevaisingumo rizikos (LIR) séklidés biopsijos histologinio
vaizdo fragmentas. Tubuliy tankis difuziSkai nezymiai sumazéjes, tubulés gan
taisyklingos, be spindziy su 2 Ad spermatogonijomis (raudonas apskritimas)
visame preparate. Zalias apskritimas — spermatogonijos. Dazymas: toluidino
méliu, didinimas: 250x. Autorius patologas D. Dasevicius.

5 pav. Didelés nevaisingumo rizikos (HIR) séklidés biopsijos histologinio
vaizdo fragmentas. Tubuliy tankis difuziskai ryskiai sumazgjgs, tubulés gan
taisyklingos, be spindZiy, be Ad spermatogonijy. Zalias apskritimas —
spermatogonijos. Dazymas: toluidino méliu, didinimas: 200x. Autorius
patologas D. Dasevicius.
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2.3.2 RNR gryninimas (34)

Visuminé RNR buvo iSskirta i§ | RNAlater© tirpalg panardintos séklidziy
biopsinés medziagos. Biologinés medziagos homogenizacija atlikta prietaisu
TissueLyser Il (Qiagen, Vokietija): ant méginiy pilama 500 pL tirpalo
TRI-Reagent (Ambion, JAV) ir 2 min. veikiama 30 Hz dazniu. Véliau j
kiekvieng méginj buvo jpilta 500 uL absoliutaus etanolio, iSmaiSyta ir gauti
miSiniai perkelti j kolonéles Zymo-Spin IIC (Zymo Research, JAV). RNR
iSgryninimas testas naudojant rinkinj Direct-Zol (Zymo Research, JAV) su
deoksiribonukleaze 1, taip pasalinant galima tar$ag genomine DNR. I$grynintos
RNR koncentracija nustatyta spektrofometru NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific, JAV), kokybé patikrinta bioanalizatoriumi 2100 BioAnalyzer
(Agilent, JAV), naudojant lustus RNA 6000 Pico (Agilent, JAV).

2.3.3 RNR sekoskaitos biblioteky ruosimas (34)

RNR sekoskaitos bibliotekos buvo ruosiamos i§ 300 ng visuminés RNR,
naudojant rinkinj TruSeq Stranded Total RNA su Ribo-Zero Gold (Illumina,
JAV), taip pasalinant ribosoming RNR ir palengvinant koduojancios ir
nekoduojan¢ios RNR sekvenavimg bei specifiniy adapteriy priligavima.
Biblioteky kokybé buvo patikrinta analizatoriumi Fragment Analyzer,
naudojant rinkinj Standard Sensitivity NGS Fragment Analysis (viskas i$
Advanced Analytical, JAV). Gautos aukstos kokybés bibliotekos: nustatyta
vidutiné koncentracija 128 nmol/L, o vidutinis fragmento ilgis — 367 bp.
Paruos$tos sekoskaitos bibliotekos buvo sujungtos j du mi$inius, kuriuose
meéginiy skaiCius ir galutiné méginiy koncentracija buvo vienoda. Gauty
misiniy koncentracija ir kokybé buvo vertinama analizatoriumi Fragment
Analyzer.

2.3.4 RNR sekoskaita (34)

Gauti RNR biblioteky misiniai, kuriy koncentracija atitinkamai buvo 1,3 ir
1,4 pM, buvo panaudoti formuoti klasterius prietaisu NextSeq 500 (Illumina,
JAV). Siekiant padidinti fragmenty kopijy skaiCiy, kiekvienas i§ dviejy
méginiy miSiniy sekvenuotas dviejuose lustuose (angl. flow cell). Taip yra
padidinama geba aptikti zemos raiskos transkriptus ir nekoduojancias RNR.
Meéginiai sekvenuoti kaip 81 bazés dydzio fragmentai (angl. singlereads),
naudojant rinkinj NextSeq 500/550 High Output Kit v2 (75-y cikly) (Illumina,
JAV). Méginiy miSiniy nuskaitymas buvo 91-95 %, tai atitinka Illumina Q30
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kokybés jvertj. Pirminiy duomeny analiz¢ atlikta naudojant programing jrangg
Illumina RTA (Real Time Analysis) v.2.4.6 ir bcl2fastq v2.17.1.14.

2.3.5 RNR sekoskaitos duomeny analizé (34)

Fragmenty prilygiavimas atliktas genomo surinkimo platformoje UCSC
human genome browser hgl9 assembly (GRCh37), naudojant prilygiavimo
jrankj STAR v.2.5.0a. IS vieno méginio vidutini$kai kartografuota apie
60 milijony fragmenty. VidutiniSkai 96 % fragmenty kartografuota su maziau
nei 10 % daugialypiy fragmenty (angl. multimappers). Siekiant nustatyti
potencialiai terSianCig ribosoming RNR ar kity rGsiy nukleino ragstis,
atsitiktinis kiekvieno méginio fragmenty pogrupis buvo prilygiuotas prie
alternatyviy referentiniy seky. Visuose méginiuose aptiktos tik neribosominés
zmogaus sekos ir tik keli bakterinés kilmés fragmentai (paprastai E. coli,
~1 %). Neapdoroti duomenys jkelti j duomeny baze Database of Genotypes
and Phenotypes (dbGap) (phs001275.v1.pl).

2.3.6 RNR raiskos lygio kiekybinis jvertinimas (34)

Siekiant jvertinti kiekybine geny raiska, nuskaitymai skaiCiuoti atskirai
genui ir méginiui, naudojant paketa QuasR Bioconductor (119) su Zinomais
genais i$ lentelés UCsC knownGene
(TxDb.Hsapiens.UCSC.hg19.knownGene Bioconductor package) ir su
nekoduojan¢iomis RNR i§ lenteles UCSC  lincRNAsTranscripts
(TxDb.Hsapiens.UCSC.hg19.lincRNAsTranscripts Bioconductor package,
v.3.2.2). Siekiant pasalinti sistemines klaidas ir palyginti transkripty raiska
tarpusavyje, neapdoroti duomenys (kartografuoty fragmenty skaicius gene)
buvo normalizuoti pagal RNR ilgj bei visa nuskaityty fragmenty skaiciy ir
konvertuoti | RPKM dydj — fragmenty skaiciy kilobazéje i§ milijono
kartografuoty fragmenty (angl. reads per kilo base per million mapped reads,
RPKM):

RPKM = numReads / (geneLength/1000 * totalINumReads/1,000,000)

numReads — geno sekoje kartografuotas fragmenty skaicius
genelLength — geno sekos ilgis
totaINumReads — absoliutus kartografuoty fragmenty skaiéius méginyje (kb)

2.4. Statistiné analizé

Statistiné analizé atlikta naudojant Microsoft Excel ir atviro kodo R
programinius paketus. Kokybiniy kintamyjy apraSymui naudoti absoliutiis
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duomeny dydziai (n) ir jy procentiné iSraiska (%). Kiekybiniai kintamieji
aprasyti naudojant: vidurkj, mediang (Md), vidutinj absoliuty nuokrypj
(MAD). Kadangi imtis buvo maza, buvo taikomi neparametriniai statistiniai
metodai. Vilkoksono zenkly kriterijus (angl. Wilcoxon signed-rank test)
pasitelktas palyginti dviejy priklausomy iméiy medianas. Kategorinés
reikSmés palygintos tiksliuoju Fiserio testu (angl. Fisher's exact test).
Dispersiné analizé (ANOVA) taikyta palyginti tiriamyjy pogrupius ir geny
raiSkos skirtumus. Skirtumai buvo statistiskai reik§mingi, kai p < 0,05.

2.4.1 Duomeny ir diferenciné geny raiskos analizé

Nagrinéti normalizuoti visy méginiy duomenys (RPKM). Siekiant
identifikuoti skirtingus modelius (angl. patterns) duomeny rinkinyje bei
atskleisti panasumus ir skirtumus tarp méginiy, taikyta pagrindinio
komponento analizé (angl. Principal component analysis, PCA) ir hierarchiné
klasteriné analizé (angl. Hierarchical cluster analysis, HCA) (34).

Pagrindinio komponento analizé (PCA) — tai dideliy duomeny rinkiniy
dimensijos mazinimo metodas, kuris padidina jy interpretacijos galimybes ir
tuo pat metu mazina informacijos praradimg. Naudojant PCA, sukuriami
nauji  nekoreliuojantys kintamieji — pagrindiniai  komponentai (angl.
Principal components, PC). Dideliy duomeny rinkiniy kintamieji paveréiami
mazesniais, kurie vis tiek sutalpina dauguma informacijos is dideliy duomeny
rinkiniy. Mazinant kintamyjy skai¢iy, prarandamas tikslumas, 0 mazinant
dimensijg, prarandama labai nedaug tikslumo, bet jgyjama paprastumo —
mazesnius duomeny rinkinius lengviau tyrinéti ir vizualizuoti. MaSininio
mokymo algoritmuose (angl. machine learning algorithms) duomenys
paprasCiau ir greiiau analizuojami, kadangi nereikia apdoroti pasaliniy
kintamyjy. Taigi, pagrindinis PCA tikslas yra sumazinti duomeny rinkinio
kintamyjy skaiéiy iSsaugant kiek jmanoma daugiau informacijos (120)
(https://builtin.com/data-science/step-step-explanation-principal-
component-analysis).

Hierarchiné klasteriné analizé (HCA)— duomeny tiriamosios analizés
metodas, kurio tikslas yra sukurti klasteriy hierarchijg. PanaSts objektai,
sujungiami j grupes pasitelkus algoritmus, vadinami klasteriais. Baigtis yra
klasteriy rinkinys, kuriame kiekvienas klasteris skiriasi vienas nuo kito, o
kiekvieno klasterio objektai yra labiau panaSts vienas | kita, nei | kity
klasteriy objektus. Hierarchinis klasteriy formavimas atliekamas i$ atstumy
matricos (angl. distance matrix) arba neapdoroty duomeny, kuriems
programine jranga atstumy matrica paskaifiuojama automatiSkai.

Hierarchinio klasteriy suformavimo pradzioje kiekvienas objektas yra
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laikomas atskiru klasteriu. Po to yra kartojami du zingsniai: 1 — dviejy
arciausiai esanciy klasteriy atpazinimas, ir 2 — dviejy panasiausiy klasteriy
sujungimas. Sis interaktyvus procesas kartojamas tol, kol visi Klasteriai
sujungiami kartu. Grafiné HCA iSraiSka yra dendrograma (6 pav.)—
dvejetainis suliejimo medis, kuris parodo hierarchin;j rysj tarp klasteriy (121)
(https://www.displayr.com/what-is-hierarchical-clustering/).

6 pav. Dendrogramos pavyzdys.

Siekiant nustatyti genus, kuriy raiSka skiriasi HIR ir LIR tiriamyjy
pogrupiuose bei prie§ ir po taikomo hormoninio gydymo GnRHa, naudotas
atviro kodo R su edgeR programinis paketas (122), kiekvienam genui
pritaikant quasi-likelihood neigiamg binominj generalizuotg log-linijinj
modelj (123). ITeskant geny raiSkos poky¢iy, atsiradusiy dél hormoninio
gydymo, buvo sukurtas statistinis modelis su dviem papildomais
kategoriniais veiksniais: 1— ligonis — nustato to paties ligonio méginiy
matavimus prie§ ir po gydymo GnRHa bei kontroliuoja geny raiskos
skirtumus tarp individy; 2 — gydymas — modeliuoja geny raiSkos pokycius,
sukeltus GnHRa (61).

Analizuoti genai su bent vienu nuskaitytu fragmentu i§ milijono (angl. one
read per million) bent dviejuose méginiuose (34). Skirtingos raiskos genai
apibrézti kaip tie, kuriy kriterijaus reikSmingumo lygmuo (angl. false
discovery rate, FDR) < 0,05 ir bent dvigubai skiriasi absoliutus raiskos
pokytis kartais (angl. fold-change, FC) (34). Geny raiSkos poky¢iai
pateikiami kaip absoliutaus raiskos pokycio Kartais binarinis logaritmas
(logz2FC). Binarinis logaritmas (logz) pritaikomas, siekiant palyginti
sumazéjusios (angl. down-regulated) ir padidéjusios (angl. up-regulated)
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raiskos genus tarpusavyje. Pavyzdziui, santykiniai dydziai 2 ir 0,5,
parodantys dvigubg absoliuty raiskos pokytj (FC =2) tarp padidéjusios ir
sumazgjusios raiskos geny, skaléje atitinkamai tampa ,,+1° ir ,,—1.

FDR — statistinis metodas, taikomas kai hipotezé tikrinama kelis kartus.
Paprastai yra pasitelkiamas eksperimentuose, kuriuose taikomi didelio
nasumo metodai, Siekiant atmesti atsitiktinius jvykius, kurie klaidingai atrodo
reikSmingi. FDR apibréziamas kaip I rusies klaidos tikimybé, kai neteisingai
atmetama nuliné hipotezé ir gaunamas klaidingai teigiamas rezultatas.
Taikant FDR metoda, padidéja statistiné galia ir yra maziau I rasies klaidy.
FDR skai¢iuotas pagal Benjamini ir Hochberg metoda (124, 125)
(https://www.statisticshowto.com/false-discovery-rate/).

2.4.2 nkRNR duomeny analizé (60)

Nagrinéta ilgy intergeniniy nekoduojan¢iy RNR (iinkRNR) ir
antiprasminiy ilgy nekoduojan¢iy RNR (ainkRNR) raiska méginiuose
ligoniy, serganc¢iy kriptorchizmu, su HIR pries$ ir po gydymo GnRHa. |
analiz¢ jtrauktos visos iinkRNR ir ainkRNR, kuriy log,FC > 1,0. Taip pat
palyginta iinkRNR ir ainkRNR raiska tarp HIR ir LIR pogrupiy ir tos
inkRNR, kuriy raiska HIR pogrupyje rasta mazesné, buvo jtrauktos j analize.
linkRNR ir ainkRNR atrinktos atsizvelgiant j RNR-RNR sgveikas,
atskleidusias tas iinkRNR, ainkRNR ar mRNR (angl. messenger RNA,
koduoja baltymus), kurios daro jtakg spermatogenezei ar vaisingumui, ir
svarbias inkRNR bei mRNR, dalyvaujancias lasteléms dalijantis ir augant,
signaly perdavimo keliuose ir vystantis navikams. Taip pat jtrauktos
5 1inkRNR tiesiogiai susijusios su spermatogeneze, kuriy log.FC > 1,0.
Nustacius galimas ainkRNR kandidates, PubMed duomeny bazéje atlikta
literatiiros apie jas ir su jomis persidengian¢iy prasminiy mRNR / baltymy
analizé, renkantis pagal galimg jtaka spermatogenezei, vaisingumui, lasteliy
dalijimuisi ir augimui, naviky vystymuisi bei dalyvavima signaly perdavimo
keliuose (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). RNR anotacija buvo patvirtinta
naudojantis Ensembl duomeny baze (www.ensembl.org, 97 leidimas) (126).
linkRNR/mRNR  raiska interpretuota  naudojantis ~ GermOnline
(www.germonline.org, versija 4.0) (127), Human Protein Atlas
(www.proteinatlas.org,  wversija  18) (128, 129),  Genevestigator®
(www.genevestigator.com, versija 7.3.1) (130). Eksperimentais patvirtinty
RNR-RNR sgveiky duomenys paimti i§ RISE duomeny bazés
(http://rise.life.tsinghua.edu.cn, versija 1.0) (131).
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3. REZULTATAI

3.1. GnRHa poveikis vyry vaisingumo potencialo atk@irimui

Adjuvantinis hormoninis gydymas GnRHa (trukmé: 6 mén. laiko;
dozavimas: 10 ug kas antrg dieng vakare; vartojimo budas: jpurskimai j nosj),
kurj po pirmos séklidés nuleidimo operacijos gavo 2HIR pogrupio tiriamieji,
buvo gerai toleruojamas. Tik vienam ligoniui nepatiko jpurskimai j nosj dél
menamai jauc¢iamo deginimo. D¢l Sios priezasties hormoninis gydymas buvo
nutrauktas praéjus 1 ménesiui. Nepaisant sutrumpinto gydymo laiko, $is turéjo
teigiamg poveikj vaisingumo potencialui: S/T nuo 0,08 padid¢jo iki 0,13 ir
atsirado Ad spermatogonijos (2 lentelé).

Po pirmos operacijos S/T statistiSkai nesiskyré tarp abiejy pogrupiy
(p =0,67). 1HIR pogrupyje dviems tiriamiesiems S/T neZymiai padidéjo,
kitiems dviems sumazéjo ir tik vienam Zenkliai padidéjo (7 pav.). PrieSingai,
2HIR pogrupyje S/T mediana reikSmingai padidéjo nuo 0,11 ki
0,42 (p=0,03; porinis Vilkoksono testas, vienpusis) (8 pav.). Ad
spermatogonijos atsirado tik ligoniams, kurie prie§ antrg operacija gavo
adjuvantinj hormoninj gydyma (p = 0,008; dvipusis FiSerio testas) (2 lentelé).

2 lentele. Antros tiramyjy grupés séklidziy histologiniy tyrimy duomenys.

Amzius, mén. Ad/T1  Ad/T2 SIT1 SIT2 TFI1 TFI2
1HIR POGRUPIS
10 0 0 0,18 0,15 0,2428  0,1573
7 0 0 0,32 0,34 0,1346  0,3125
20 0 0 0,11 0,12 0,0833  0,1143
22 0 0 0,33 0,06 0,2367  0,0492
53 0 0 0,15 0,43 0,0413  0,6029
2HIR POGRUPIS
13 0 0,0085 0,08 0,13 0,0933  0,2479
32 0 0,0109 0,47 0,77 0,6136  0,7717
55 0 0,0056 0,07 0,42 0,0612  0,3966
22 0 0,005 0,11 0,40 0,1419  0,2475
10 0 0,0208 0,13 0,79 0,8947  0,7917

Ad/T1: Ad spermatogonijy kiekis tubuléje pirmoje sé¢klidés biopsijoje
Ad/T2: Ad spermatogonijy kiekis tubuléje antroje seklidés biopsijoje
S/T1: spermatogonijy kiekis tubuléje pirmoje séklidés biopsijoje
S/T2: spermatogonijy kiekis tubuléje antroje séklidés biopsijoje
TFI1: tubuliy fertilumo indeksas pirmoje sé¢klidés biopsijoje

TFI2: tubuliy fertilumo indeksas antroje séklidés biopsijoje
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8 pav. S/T pokyciai 2HIR pogrupyje. Kiekviena spalva vaizduoja vieng
ligonj.
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3.2. Geny raiska nenusileidusiose séklidése (34)

IS pirmos tiriamyjy grupés méginiy nustatyta 23 737 geny raiska.
2 033 geny raiska reikSmingai skyrési tarp HIR ir LIR pogrupiy (FDR < 0,05;
FC>2) (34). 97,7 % (1 986) geny raiska HIR pogrupyje buvo sumazéjusi ir
tik 2,3 % (47) — padidéjusi, palyginti su LIR pogrupiu (3 priedas, 1P lentel¢)
(61). Raiskos intensyvumg vaizduojanéiame grafike (angl. heatmap)
pavaizduota 1 000-¢io reik§mingiausiai besiskyrian¢iy geny raiska (9 pav.)
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9 pav. RNR raiskos profilis nenusileidusiy séklidziy audinyje. Grafikas
parodo log.FC 1 000-¢io reik§mingiausiy geny raiskos vertes tarp mazo (LIR) ir
didelio (HIR) nevaisingumo rizikos pogrupiy tiriamyjy. Tiriamyjy pogrupiai ir amzius
(mén.) yra uzkoduoti spalvomis ir pateikti grafiko virSuje. Skalé parodo raiskos
intensyvuma: raudona spalva — didelé, mélyna — maza raiska. Méginiai ir genai
surikiuoti pagal hierarchinius klasterius (dendrogramos virSuje ir kairéje, atitinkamai)
(34).

3.3. Hormoninio gydymo poveikis nenusileidusiy séklidziy
geny raiskai (61)

Antroje tiriamyjy grupéje i 2HIR pogrupio méginiy nustatyta 28 645 geny
raiSka. 6 469 geny raiska skyrési lyginant prie§ ir po hormoninio gydymo.
90 % atvejy geny raiska po gydymo GnRHa padidéjo (FDR < 0,05; FC > 2)
(61) (3 priedas, 1P lentelé).

Atlikta diferenciné 1 000-Cio statistiSkai reik§mingiausiai besiskirianc¢iy
geny raiskos analizé. Taikytas méginiy poravimas ir hierarchiné klasteriné
analizé. 1HIR pogrupyje suporuoti méginiai prie$ / po chirurginio gydymo
(Operacija 1/ Operacija 2), o 2HIR pogrupyje — pries/po adjuvantinio
hormoninio gydymo (GnRHa-/GnRHa+). Rezultatai pateikti raiSkos
intensyvumg vaizduojan¢iu grafiku su dendrograma (10 pav.). Analizé
parodé, kad vien chirurginis kriptorchizmo gydymas (1HIR pogrupis)
suzadina labai mazai reikSmingy geny raiSkos poky¢iy (10 pav., lyginti 1 su 3
ir 2 su 4 juostas). O adjuvantinis hormoninis gydymas GnRHa (2HIR
pogrupis) padidina daugelio geny raiska (10 pav., lyginti 5 su 7 ir 6 su 8
juostas).

Nagriné¢jant GnRHa poveikj geny raiskai, kuri HIR pogrupyje buvo
sumazéjusi, nustatyta, kad hormoninis gydymas ja padidina (3 priedas, 1P
lentelé) (61). Atsakas j gydyma GnRHa jtraukia lokusus, dalyvaujancius:

- geny raiSkos reguliavime: DLX3, DLX6, EGR2, FOXG1, ISL2,
NHLH2, OTX2, PAX7, POU3F2, POU6F2, RGS7, SOX1, SOX30;

- chromatino modifikacijoje: PRDM?9;

- signalo perdavime: NOSL1.

Analizuojant pirmos tiriamyjy grupés méginiy rezultatus, nustatyta, kad
dalies transkripty raiska tarp HIR ir LIR pogrupiy nesiskyré. Taciau
hormoninis gydymas vis vien padidino $iy geny raiska (3 priedas, 1P lentelé):

- DNR/chromatino prijungimo reguliatoriai, svarbis vystymuisi:
DLX1, EGR3, FGF5, LHX4, OTX1, PAX1, PAX2, PAX3, PAXA4,
PAX6, POU1F1, POU2AF1, POU2F2, POU2F3, POU4F2, PROPL,
RUNX2, SOX2;
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- epigenetiniai faktoriai, dalyvaujantys histony modifikacijoje:
PRDM12, PRDM16 (132-136).
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10 pav. RNR raiskos profilis didelés (HIR) nevaisingumo rizikos grupés
tiriamyjy nenusileidusiy séeklidZiy audinyje. Grafikas parodo log.FC 1 000-¢io
reik§mingiausiy ~ geny  raiskos  vertes  prie§/po  chirurginio  gydymo
(Operacija 1/ Operacija2) ir pries/po adjuvantinio hormoninio gydymo
(GnRHa- / GnRHa+) Tiriamyjy pogrupiai ir amzius (mén.) yra uzkoduoti spalvomis
ir pateikti grafiko virSuje. Skalé parodo raiskos intensyvuma: raudona spalva — didelé,
mélyna — maza raiSka. Genai surikiuoti pagal hierarchinius klasterius (dendrograma
kairéje) (61).

42



3.3.1 GnRHa poveikis geny, dalyvaujanciy testosterono sintezéje,
raiskai (61)

Po adjuvantinio gydymo GnRHa padidéjo G baltymo signalo perdavimo
reguliatoriaus 7 (angl. regulator of G protein signaling 7, RGS7), aldo-keto
reduktaziy 1 Seimos nario B15 (angl. aldo-keto reductase family 1 member
B15, AKR1B15) ir aldo-keto reduktaziy 1 Seimos nario D1 (angl. aldo-keto
reductase family 1 member D1, AKR1D1) geny raiska (3 priedas, 1P lentel¢;
3 lentelé) (61).

Palyginus pirmos tiriamyjy grupés méginiy rezultatus, nustatyta, kad dalies
geny, dalyvaujanciy ir reguliuojanciy testosterono sinteze, raiska tarp HIR ir
LIR pogrupiy nesiskyré. Vertinant ir analizuojant Siy geny raiska po gydymo
GnRHa, nustatyta, kad hormoninis gydymas padidino jy raiskg. Tokiems
genams priklauso: GPRC6A, FGF23 (3 priedas, 1P lentel¢) (61), HSD3B1,
HSD17B2, CYP19A1, CYP11B2, CYP11B1 (3 lentel¢) (61).

Taip pat buvo aptiktas keliy geny, dalyvaujanciy testosterono sintezéje,
raiskos sumazéjimas po gydymo GnRHa (CYP17A1, CYP11A1, CYPBS5B,
HSD17B1/B4/B11/B12) (3 lentel¢) (61).
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3 lentelé. Skirtinga geny, dalyvaujanciy testosterono sintezés kelyje, raiska nenusileidusiose séklidése (61).

Genas log,FCHIRILIR FDRHIRLIR GnRHa- GnRHa+ log,FCERHa*- FDRGnRHax-
AKR1B15 -1,04 0,05 0,13 0,82 1,63 0,00
AKR1C1 n.r. n.r 12,18 10,26 -0,75 0,00
AKR1D1 n.r. n.r. 0,16 0,82 1,89 0,00
CYB5B n.r. n.r. 11,25 10,03 -0,77 0,00
CYP11A1 n.r. n.r. 49,57 30,93 -1,13 0,00
CYP11B1 n.r. n.r. 0,04 0,61 3,44 0,00
CYP11B2 n.r. n.r. 0,04 0,41 2,59 0,00
CYP17A1 n.r. n.r. 10,77 4,97 -1,40 0,00
CYP19A1 n.r. n.r. 0,11 0,92 2,51 0,00
HSD3B1 n.r. n.r. 0,17 0,82 1,83 0,01
HSD3B2 n.r. n.r. 1,05 1,00 n.n. n.n.
HSD17B1 n.r. n.r. 0,92 1,26 -0,93 0,00
HSD17B2 n.r. n.r. 0,11 0,94 2,37 0,01
HSD17B3 n.r. n.r. 120,88 94,48 -0,91 0,00
HSD17B4 n.r. n.r. 19,75 13,96 -0,95 0,00
HSD17B6 n.r. n.r. 2,56 3,77 n.n. n.n.
HSD17B7 n.r. n.r. 7,20 7,44 n.n. n.n.
HSD17B8 n.r. n.r. 2,01 1,90 -0,57 0,02
HSD17B10 n.r. n.r. 20,62 18,68 -0,57 0,02
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Lentelés tesinys.

Genas log,FCHIRLIR EpRGELEE GnRHa- GnRHa+ log,FCCMRHa+- EDRCiEa
HSD17B11 n.r. n.r. 25,61 20,67 -0,89 0,00
HSD17B12 n.r. n.r. 34,91 23,34 -0,93 0,00
HSD17B13 n.r. n.r. 0,90 1,66 n.n. n.n.
HSD17B14 n.r. n.r. 1,22 1,00 n.n. n.n.
SRD5A1 n.r. n.r. 2,89 2,73 -0,57 0,03
SRD5A2 n.r. n.r. 0,64 1,03 n.n. n.n.
SRD5A3 -1,34 0,00 1,23 1,78 n.n. n.n.

Santrumpos: paryskinta — padidéjusi raiSka po gydymo GnRHa; HIR — didelés nevaisingumo rizikos pogrupio méginiai; LIR — mazos nevaisingumo

rizikos pogrupio méginiai; GnRHa — gonadotropinus atpalaiduojancio hormono analogas; ,,-“ — 2HIR pogrupio méginiai prie$ hormoninj gydyma,
T —po hormoninio gydymo; log2FC — absoliutaus raiskos poky¢io kartais binarinis logaritmas; FDR — kriterijaus reik§mingumo lygmuo; n.r. —
nereik§minga; n.n. — nenustatyta.
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3.4. nkRNR raiska nenusileidusiose seklidése, jy funkcijos ir GnRHa
poveikis jy raiskai (60, 61)

Atliekant diferencing geny raiSkos analiz¢, buvo pastebéta, kad
adjuvantinis gydymas GnRHa taip pat padidino kai kuriy antiprasminiy ir
nekoduojan¢iy RNR raiska (4 lentel¢) (61). Tai jdomus preliminarus
atradimas, kuris parodo potencialiai svarby inkRNR vaidmenj, vertinant jy
bendra atsaka i gydyma GnRHa séklidziy vystymosi prieSpubertatiniu
laikotarpiu.

GnRHa padidino inkRNR raiska, kurios dalyvauja:

- embriogenezéje: FENDRR (angl. FOXF1 adjacent non-coding
developmental regulatory RNA) (137, 138);

- X chromosomos inaktyvacijos procese (angl. X chromosome
inactivation, XCI): TSIX (XIST antiprasminé RNR) (100);

- histony modifikacijose: AIRN (angl. antisense of IGF2R non-protein
coding RNA), HOX transkripto antiprasminé RNR (angl. HOX
transcript antisense RNA, HOTAIR) (139, 140).

4 lentelé. SKirtinga geny, priklausanciy antiprasminiy ir nekoduojanciy
baltymy RNR Seimoms, raiska nenusileidusiose séklideése (61).

Genas |ngFcHIR/LIR FDRHIR/LIR |092FCenRHa+/— FDRGnRHa+/—
ADORA2A-AS1 -1,25263 0,01842 1,19387 0,01635
ADPGK-AS1 -1,06107 0,02694 1,17629 0,02663
AIRN n.r. n.r. 2,77998 0,00158
ALKBH3-AS1 n.r. n.r. 2,14374 0,00138
CDKN2B-AS1 n.r. n.r. 1,66151 0,00008
DDX11-AS1 n.r. n.r. -0,92499 0,01325
DLX6-AS1 -0,92209 0,04993 2,02703 0,00025
DLGAP2 -1,80691 0,00184 1,59393 0,00686
FAM225A -1,73613 0,00496 1,00796 0,02212
FAM225B -1,81635 0,00204 1,37314 0,00442
FENDRR n.r. n.r. 2,05852 0,00007
FZD10-AS1 -1,04454 0,03872 1,25925 0,01110
HAGLR -2,08504 0,00040 n.n. n.n.
HNRNPU 0,39289 0,01312 -0,89089 0,00046
HOTAIR -1,74593 0,00296 1,11601 0,03492
HOTTIP n.r. n.r. 2,22094 0,00410
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Lentelés tesinys.

Genas |ngFcHIR/LIR FDRHIR/LIR |Og2FCenRHa+/- FDRGnRHa+/-
HOXB-AS1 -2,92909 0,00110 n.n. n.n.
HOXB-AS3 -2,15764 0,00229 n.n. n.n.
IGF2-AS -1,05665 0,04738 n.n. n.n.
IGF2BP2-AS1 n.r. n.r. 3,69490 0,00024
INHBA-AS1 n.r. n.r. 2,01676 0,00043
LINC00221 -1,20557 0,00965 1,23541 0,03583
LINC00282 -1,40372 0,00970 0,91075 0,04652
LINCO00485 1,38444 0,03671 2,14570 0,00029
LINC00922 -1,47091 0,02234 1,41105 0,04728
LINC01249 -1,42369 0,01448 1,38636 0,01018
LINCO1277 1,09364 0,01533 1,78653 0,00187
LINCO01446 -1,21148 0,00428 1,14143 0,00317
LY86-AS1 -1,67054 0,00635 1,38562 0,00200
OTX2-AS1 n.r. n.r. 2,37636 0,00009
SLC7A11-AS1 -1,53838 0,00556 1,58589 0,00053
TINCR -1,07951 0,00522 n.r. n.r.
TSIX n.r. n.r. 2,31620 0,00018
XIST -2,17231 0,00188 n.r. n.r.

Santrumpos: HIR — didelés nevaisingumo rizikos pogrupio méginiai; LIR — mazos
nevaisingumo rizikos pogrupio méginiai; GnRHa — gonadotropinus atpalaiduojancio
hormono analogas; ,,-“ — 2HIR pogrupio méginiai prie$ hormoninj gydyma, ,,+“ — po
hormoninio gydymo; log,FC — absoliutaus raiSkos pokyCio Kkartais binarinis
logaritmas; FDR — kriterijaus reik§mingumo lygmuo; n.r. — nereik§minga; n.n. —
nenustatyta.

Remiantis gautais pirminiais diferencinés geny raiSkos analizés
duomenimis (4 lentelé) (61), buvo atlikta tiksliné inkRNR raiSkos analizé.
Pradzioje buvo nustatytos inkRNR, kuriy raiska reikSmingai skyrési pirmoje
tiriamyjy grupéje tarp HIR ir LIR pogrupiy méginiy. Véliau buvo palyginti
antros tiriamyjy grupés meéginiai: nustatyti geny raiskos pokyciai 1HIR
pogrupyje — prie§ (Operacija 1) ir po (Operacija 2) chirurginio gydymo, ir
2HIR pogrupyje — prie§ (GnRHa-) ir po (GnRHa+) adjuvantinio hormoninio
gydymo. Rezultatai pateikti raiskos intensyvuma vaizduojanciu grafiku su
dendrograma (11 pav.) (60). Gauti rezultatai parodo, kad GnRHa padidina
inkRNR raigkg (11 pav., 5-8 juostos) (60), o vien chirurginis gydymas neturi
reik§mingos jtakos jy raiskai (11 pav., 1-4 juostos) (60).
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11 pav. inkRNR raiskos profilis didelés nevaisingumo rizikos (HIR) grupés
tiriamyjy nenusileidusiy séklidziy audinyje. Grafikas parodo log,FC 1 000-¢io
reik§mingiausiy geny raiSkos vertes, palyginus keturias antros tiriamyjy grupés
séklidziy poras: 1HIR pogrupis — 1 ir 2 juostos — dviejy tiriamyjy méginiai pirmos
operacijos metu (Operacija 1), 3 ir 4 juostos — antros operacijos metu (Operacija 2);
2HIR pogrupis — 5 ir 6 juostos — dviejy tiriamyjy méginiai pirmos operacijos metu
prie§ hormoninj gydyma (GnRHa-), 7 ir 8 juostos — antros operacijos metu po
hormoninio gydymo (GnRHa+). Tiriamyjy pogrupiai ir amzius (mén.) yra uzkoduoti
spalvomis ir pateikti grafiko virSuje. Skalé parodo raiSkos intensyvumg: raudona
spalva — didelé, mélyna — maZa raiSka. Genai surikiuoti pagal hierarchinius klasterius
(dendrograma kairéje) (60).
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,»Volcano* diagramomis (angl. volcano plots) nustatyti genai, kuriy raiska
labiausiai (logzFC) ir reikSmingai (FDR) pasikeité palyginus HIR ir LIR
tirlamyjy pogrupius bei prie§ ir po hormoninio gydymo (2HIR pogrupis).
Nustatyta, kad 627 inkRNR raiska buvo sumazéjusi, palyginus HIR ir LIR
pogrupius, o 38 — padidéjusi (12A pav.) (60). Palyginus 2HIR pogrupio
méginiy duomenis, nustatytos 3 074 inkRNR, kuriy raiskg hormoninis
gydymas padidino, ir 53, kuriy — sumazino (12B pav.) (60).

FDR (-Iogm)

HIR-LIR (log,)

n=53 n=3074

FDR (-Ioglo)

GnRHa(+)-GnRHa(-) (log;)
tesinys kitame puslapyje
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12 pav. inkRNR raiskos profilis nenusileidusiose séklidése. A — tarp didelés
(HIR) ir mazos (LIR) nevaisingumo rizikos pogrupiy; B — 2HIR pogrupio pries§
(GnRHa(-)) ir po (GnRHa(+)) adjuvantinio hormoninio gydymo. Genai, kuriy raiska
nesiskiria tarp pogrupiy, atvaizduoti juoda spalva, genai, kuriy skiriasi, — raudona.
Genai, kuriy raiska didziausia ir maZiausia, yra pateikti atitinkamai diagramy desingje
ir kairéje. Genai, kuriy rai§kos pokytis reik§mingiausias, — diagramy virSuje (60).

Remiantis inkRNR vieta genome, rysiais su baltymus koduojanéiais genais
prasminése / antiprasminése porose, RNR-RNR saveikomis, literatliroje
pateiktais duomenimis, buvo nustatyti galimi inkRNR, atsakanc¢iy j GnRHa
poveikj, vaidmenys. I$ nustatyty 77 iinkRNR ir 46 ainkRNR atitinkamai buvo
atrinktos 11 ir 4, kuriy FC po gydymo GnRHa>2 (5 lentelé) (60). Siy
inkRNR raiskos pokyc¢io pobiudis leido iSkelti hipotezg, kad jos yra svarbios
Ad spermatogonijy vystymuisi, dalyvauja atsinaujinant kamieninéms
lasteléms, perduodant signalg ir diferencijuojantis lasteléms. Taip pat buvo
atrinktos 7 inkRNR, siejamos su vézio patologija ir Ad spermatogonijy
virsmu, kuriy raiSka HIR pogrupyje buvo sumazéjusi, palyginti su LIR
pogrupiu, o adjuvantinis hormoninis gydymas GnRHa ja padidino (6 ir 7
lentelés) (60).

5 lentele. Seklidziy iinkRNR ir ainkRNR, dalyvaujancios kamieniniy
lgsteliy atsinaujinime ir diferenciacijoje, kuriy raiska padidéja po gydymo
GnRHa (60).

Genas RPKM GnRHa- RPKM GnRHa+ IongCG“RHa*" p reik§meé FDR
Mediana / MAD Mediana/ MAD

LINC-ROR 0,044 /0,06 0,40/0,24 2,68 0,0004 0,002
LINCO00261 0,11/0,04 1,11/0,68 2,60 3,588E-08  4,35E-06
LINCO00293 0,05/0,04 0,66/0,49 2,80 0,0001 0,001
LINCO00303 0,22/0,07 1,25/0,45 2,57 0,0001 0,0008
LINCO00520 0,15/0,07 0,79/0,64 2,76 0,0002 0,001
LINC00898 0,04/0,03 0,35/0,25 2,72 0,0002 0,001
LINC00974 0,07 /0,04 0,48 /0,46 3,9 0,0008 0,003
LINC00994 0,20/0,10 1,41/0,81 2,73 5,773E-06 0,0001
LINC01016 0,15/0,03 1,32/0,70 3,36 2,078E-09  6,43E-07
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Lentelés tesinys.

Genas RPKM GnRHa- RPKM GnRHa+ log2FCC"RHa*- b reik§mé FDR
Mediana/ MAD Mediana / MAD

LINCO1121 0,25/0,04 1,84 /0,45 2,89 2,049E-09 6,43E-07
LINCO01553 0,09/0,06 1,26 /0,67 3,60 0,0002 0,001
EGFR-AS1 0,03/0,05 0,58/0,30 2,99 3,850E-07  2,28E-05
HOTTIP 0,04/0,03 0,47/0,37 2,22 0,0010 0,004
mTOR-AS1 0,21/0,19 1,90/1,33 4,96 6,67E-06 0,0001
OTX2-AS1 0,09/0,007 0,91/0,45 2,37 2,95E-06  8,83E-05

Santrumpos: iinkRNR — ilga intergeniné nekoduojanti RNR; ainkRNR — antiprasminé
ilga nekoduojanti RNR; RPKM — fragmenty skaicius kilobazéje i§ milijono
kartografuoty fragmenty; MAD — vidutinis absoliutus nuokrypis; GnRHa —
gonadotropinus atpalaiduojanc¢io hormono analogas; ,,-“— 2HIR pogrupio méginiai
prie$ hormoninj gydyma, ,,+“ — po hormoninio gydymo; log.FC — absoliutaus raiskos
poky¢io kartais binarinis logaritmas; FDR — kriterijaus reikSmingumo lygmuo.

6 lentelée. Séklidziy inkRNR, siejamos su veézZio patologija ir Ad
spermatogonijy virsmu, kuriy raiska yra sumazéjusi HIR pogrupyje,
palyginus su LIR pogrupiu (60).

Genas LIR (RPKM) HIR (RPKM)  logeFCHIRILIR p reik§mé  FDR
Mediana/ MAD Mediana/ MAD

LINCO00221 0,64/0,27 0,27/0,07 -1,20 0,0007 0,008
LINCO0701 0,29/0,03 0,11/0,06 -0,84 0,002 0,02
LINC00922 0,47/0,17 0,10/0,07 -1,47 0,002 0,01
LINC01249 0,43/0,28 0,15/0,08 -1,42 0,001 0,01
LINC01446 0,57/0,09 0,31/0,08 -1,21 0,0002 0,003
HOTAIR 0,49/0,23 0,13/0,09 -1,74 0,0001 0,002
DLX6-AS1 0,42 /0,09 0,20/0,06 -0,92 0,006 0,003

Santrumpos: inkRNR — ilgos nekoduojanc¢ios RNR; LIR — maZa nevaisingumo rizika;
HIR — didelé nevaisingumo rizika; RPKM — fragmenty skaicius kilobazéje i§ milijono
kartografuoty fragmenty; MAD — vidutinis absoliutus nuokrypis; log.FC —
absoliutaus raiSkos poky¢io kartais binarinis logaritmas; FDR — Kriterijaus
reik§mingumo lygmuo.
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7 lentele. Seklidziy inkRNR, siejamos su veéZio patologija ir Ad
spermatogonijy virsmu, kuriy raiSka yra sumazéjusi HIR pogrupyje ir
padidéja po gydymo GnRHa (60).

Genas RPKM GnRHa- RPKM GnRHa+ IongCG“RHa"" p reikimé FDR
Mediana / MAD Mediana / MAD

LINC00221 0,27 /0,07 1,12/0,42 1,23 0,01 0,03
LINC00701 0,11/0,06 0,72/0,48 1,28 0,0009 0,003
LINC00922 0,10/0,07 0,85/0,40 1,41 0,02 0,04
LINCO01249 0,15/0,08 0,92/0,56 1,38 0,003 0,01
LINCO1446 0,31/0,08 1,49/ 0,82 1,14 0,0007 0,003
HOTAIR 0,13/0,09 1,04 /0,87 1,14 0,01 0,03
DLX6-AS1 0,20/0,06 1,13/0,81 2,02 1,55E-05 10,0002

Santrumpos: inkRNR — ilgos nekoduojanéios RNR; RPKM — fragmenty skaiéius
kilobazéje i§ milijono kartografuoty fragmenty; MAD — vidutinis absoliutus
nuokrypis; GnRHa — gonadotropinus atpalaiduojan¢io hormono analogas; ,,-“ — 2HIR
pogrupio méginiai prie§ hormoninj gydyma, ,,+ — po hormoninio gydymo; log.FC —
absoliutaus raiskos pokyc¢io kartais binarinis logaritmas; FDR — Kkriterijaus
reik§mingumo lygmuo.
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Taip pat buvo nustatyta, kad HIR séklidése, palyginti su LIR, TINCR (angl.
Terminal differentiation-induced non-coding RNA) raiSka yra sumazéjusi
(4 lentelé: log2FC =-1,07; FDR =0,002) (61), o adjuvantinis gydymas
GnRHa reikSmingai jos nepadidina. AtvirkS¢iai yra su epigenetiniais
modifikatoriais, kurie prijungia TINCR (131): nustatyti septyni, kuriy raiska
HIR pogrupyje buvo padidéjusi, o po hormoninio gydymo — sumazgéjo
(8 lentelé) (60).

8 lentelé. Epigenetiniy modifikatoriy, kurie prijungia TINCR, raiska
nenusileidusiose séklidése (60).

Genas |ngFcHIR/LIR FDRHIR/LIR |ngFcGnRHa+/- FDRGnRHa+/—
ARID4B +0,18 0,041 -0,63 0,008
ARID5B +0,35 0,004 -0,49 0,003
BPTF +0,19 0,055 -0,61 0,01
CHD6 +0,21 0,040 -0,54 0,03
KDM6A +0,20 0,017 -0,81 0,0009
MBD2 +0,23 0,029 -0,68 0,004
SETD7 +0,22 0,042 -0,85 0,0006

Santrumpos: HIR — didelés nevaisingumo rizikos pogrupio méginiai; LIR — mazos
nevaisingumo rizikos pogrupio méginiai; GnRHa — gonadotropinus atpalaiduojancio
hormono analogas; ,,-* — 2HIR pogrupio méginiai prie§ hormoninj gydyma, ,,+“ — po
hormoninio gydymo; log.FC — absoliutaus raiskos pokycio Kkartais binarinis
logaritmas; FDR — kriterijaus reik§mingumo lygmuo.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Séklidziy biopsijos atlikimo technika tobulinta deSimtmeciais, taciau iki
Siol daznai diskutuojama apie galimag séklidés pazeidimg jos metu. Atlikti
tyrimai nustaté, kad séklidés biopsijos paémimas prepubertatiniu laikotarpiu
nepazeidzia besivystancios lytinés liaukos, o atvirks¢iai — gali biiti naudinga
nustatant didelio nevaisingumo rizika ir aptinkant GCNIS (141, 142).

Imtis yra svarbi tyrimo sudedamoji dalis, ypac¢ atliekant duomeny, gauty i§
zmogaus audiniy ar lgsteliy méginiy, analiz¢. Kalbant apie geny raiskos
tyrimus, gautas fragmenty kopijy skaiéius paveikia statistinio reik§mingumo
lygi. Taip pat méginiams buidinga jvairové (angl. variability), kuri reikalauja
kontrolés ir duomeny suvienodinimo. Tiriant GnRHa poveikj gonocity j Ad
spermatogonijas virsmui bei RNR raiskai, j tyrima nuosekliai buvo jtraukti 10
ligoniy (antra tiriamyjy grupé), kurie kriptorchizmo gydymo variantg (1 — tik
chirurginis gydymas; 2 — chirurginis gydymas su gydymu GnRHa) gavo
remiantis atsitiktiniu paskirstymu. Todél sprendimas skirti ar ne adjuvantinj
hormoninj gydyma buvo neSaliSkas ir jo nepaveiké jokie Kiti parametrai,
iSskyrus nenusileidusias séklides. Nepaisant mazo méginiy skaiéiaus, jo
pakako nustatyti statistiSkai reik§mingus skirtumus. Taip pat mazos imties
uzteko pradiniam transkriptomo tyrimui. Padidinus tiriamyjy skaiéiy,
rezultatai galimai keistysi, kadangi kriptorchizmo etiologija yra
daugiaveiksmé ir jo sukeliamo nevaisingumo mechanizmai néra nuodugniai
istirti. Pastaruoju metu mokslinéje literatiiroje kalbama apie HPG aSies ir ja
valdanciy geny bei geny, dalyvaujanciy vystantis lytinéms lasteléms, svarbg
vaisingumui (28-36). Iki $iol atlikti genetiniai tyrimai nustaté daug $iai grupei
priklausanéiy geny, kuriy raiska reik§mingai skiriasi, palyginus didelio ir
mazo nevaisingumo rizikos grupes. Taip pat buvo aptiktos ir nkRNR su
skirtinga raiSka nevaisingumo rizikos grupése (60). Taiau néra nustatyta
konkretaus vieno ar keliy svarbiausiy geny, kuriy raiSkos sumazéjimas arba
iSnykimas neginéytinai sukelty nevaisingumg. Atlikti tyrimai parodé, kad
adjuvantinis hormoninis gydymas GnRHa turi teigiamag poveikj geny raiskai,
taip pat ir nkRNR. Kalbant apie nkRNR, labai daug tyrimy vykdoma naviky
srityje (108, 115, 151, 152, 143-150). Informacijos apie séklidziy nkRNR yra
nedaug ir ji irgi daugiau susijusi su vézio patologija (153). Todél, vykdant
tolimesnius NKkRNR tyrimus ir pasitelkus didesne imtj, yra tikimybé aptikti
kity nkRNR su skirtinga raiska, lyginant nevaisingumo rizikos grupes.
Padidinus tiriamyjy skai¢iy, galimai biity nustatyti nauji genai su skirtinga
raiSka jvairiose nevaisingumo rizikos grupése bei jy atsakas i skirtingus
gydymo metodus (vien chirurginis, chirurginis su adjuvantiniu hormoniniu).
Taip pat tikétina, kad biity gauta statistiskai reikSmingy geny raiskos skirtumy
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arba atvirksciai — $iuo metu nustatytas reikSmingas geno ekspresijos skirtumas
tapty nereikSmingas (p >0,05). Todél ateityje rekomenduojama atlikti
ilgalaikj randomizuota prospektyvinj tyrima, kuriame papildomai bty
palyginti spermos méginiai, ir didesnés apimties tyrima su skirtingomis
adjuvantinio hormoninio gydymo schemomis.

Vertinant nenusileidusiy séklidziy histologijos ir geny raiskos koreliacija,
palyginta diferenciné geny raiska tarp didelio ir mazo nevaisingumo rizikos
pogrupiy,  kurie  nustatyti  histologiskai  (Ad  spermatogonijy
buvimas / nebuvimas) (34). Toks koreliacijos nustatymas / interpretavimas
turi trukumy, kadangi buvo vertinta tik transkripty raiSka, bet nebuvo
nustatoma jy koduojamy baltymy ekspresija tiriamyjy séklidziy biopsijose,
t.y. nevertinta, kuriose lgstelése ar intersticiniame audinyje ji vyksta.
Remiantis Kitais ankstesniais tyrimais, kai kartu atlikta séklidziy biopsijy
imunohistochemija, galima suformuluoti tvirta hipoteze, kad transkripty ir jy
koduojamy baltymy raiska seklidése turi tiesioging koreliacija (30, 31).
Nustatyta sumazéjusi PIWIL4, GTSF1, PRDM9, EGR4 raiska HIR grupéje,
palyginus su LIR, atsispindi ir atliktoje imunohistochemijoje: HIR tiriamyjy
séklidziy preparatuose nustatyta silpnesné Siy geny koduojamy baltymy
ekspresija biitent germinacinése lgstelése (29, 33, 36). Norint patvirtinti
hipotezes, biitini tolimesni tyrimai, ta¢iau sunku tikétis rimtesniy i§vady vien
i§ sekoskaitos, neturint aiskios histologijos ir tiriamyjy lasteliy identifikavimo.

4.1. GnRHa atkuria vyry vaisingumo potenciala

Atliktas tyrimas parodé, kad GnRHa padidino germinaciniy lasteliy kiekj
nenusileidusiose  séklidése bei suzadino gonocity virsma | Ad
spermatogonijas — spermatogenezés kamienines lasteles. Tai reiskia, kad
skirtas adjuvantinis hormoninis gydymas pakankamai stimuliavo HPG agj,
kad suzadinty Ad spermatogonijy vystymasi. Gauti rezultatai sutampa su
anksciau literatiiroje pateiktais stebéjimais ir pritaria hipotezei, kad GnRHa
gali padidinti testosterono koncentracijg kraujyje ir iSgelbéti fiziologine
mazojo lytinio brendimo funkcija (40, 44). Anksciau atliktas tyrimas parodé,
kad 86 % ligoniy su didele nevaisingumo rizika (be Ad spermatogonijy
séklidziy biopsijose) po taikyto gydymo LHRHa buvo nustatytas normalus
spermatozoidy skaicius (52). Toks rezultatas reiskia, kad hormoninio gydymo
poveikis isliko iki lytinio subrendimo. Atlikus Kitus tyrimus, buvo paskelbti
rezultatai, kad germinaciniy lasteliy proliferacijg taip pat skatina natyvinis
LHRH (51, 53) ir nafarelinas (55). Viename tyrime nustatyta, kad gydymas
nafarelinu padidino bendra germinaciniy Igsteliy skaiciy 75 % nenusileidusiy
séklidziy ir 83 % kontralateralinése nusileidusiose séklidése (55). Biers ir
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Malone atliko publikuoty studijy, skirty hormoninio kriptorchizmo gydymo
jtakai vaisingumui, analiz¢ ir prié¢jo prie i§vados, kad adjuvantinis gydymas
GnRH yra saugus ir veiksmingas, ypa¢ berniukams su abipus
nenusileidusiomis séklidémis (63). Atliktas prospektyvinis randomizuotas
tyrimas patvirtino mokslininky padarytas iS§vadas.

Europos urology asociacijos ir Europos vaiky urology asociacijos gairése
rekomenduojama taikyti adjuvantinj hormoninj gydyma tik berniukams su
abipus nenusileidusiomis séklidémis (24,
https://uroweb.org/quideline/paediatric-urology/#3_2). Gauti tyrimo
rezultatai patvirtina $j pasitilyma. Jrodymai yra pakankamai stipras, kad bty

galima rekomenduoti pakeisti iki $iol nusistovéjusig kriptorchizmo gydymo
taktikg (vien chirurginj gydyma) (21), siekiant sumazinti vyry nevaisingumo
rodiklius, nulemtus nenusileidusiy séklidZiy.

4.2. GnRHa padidina geny, dalyvaujan¢iy centrinés nervy Sistemos
vystymesi ir LH sekrecijoje, raiska

Nustatyta, kad adjuvantinis hormoninis gydymas GnRHa padidino geny,
dalyvaujanéiy centrinés nervy sistemos, taip pat ir hipofizés, vystymesi bei
LH sekrecijoje. GhnRHa padidino ne tik geny, kuriy raiska HIR pogrupyje
buvo mazesné, palyginti su LIR pogrupiu, raiska, bet ir ty, kuriy raiska
pogrupiuose nesiskyre (3 priedas, 1P lentel¢) (61).

Literatiroje pateikiama prielaida, kad FOXG1 (angl. forkhead box G1)
dalyvauja neurony, sekretuojan¢iy GnRH, vystymesi (154, 155) panasiai kaip
DLX3 (angl. distal-less homeobox 3), kuris yra gonadotropinus
atpalaiduojan¢io hormono receptoriaus (GnRHR) ir o glikoproteino
subvieneto (aGSU) geny transkripcijos aktyvatorius (156). Be to, GnRHa
padidino ISL2 (angl. ISL LIM homeobox 2) ir OTX2 (angl. orthodenticle
homeobox 2) geny raiska (61). ISL2 — tai genas, dalyvaujantis nerviniy
kamieniniy lasteliy diferenciacijoje ir jy specifiniy zymeny (angl. lineage-
specific markers) susiformavimo procese (157, 158). LHX4 (angl. LIM
homeobox 4), kurio raiska po hormoninio gydymo irgi padidéjo (61), yra
svarbus ISL2 paralogas. Jis priklauso LIM-homeodézutés geny Seimai ir
atlicka svarby vaidmenj motoriniy neurony vystymesi (159). LHX4
koduojamas transkripcijos faktorius dalyvauja ankstyvame hipofizés
vystymesi (160). OTX2, homeodomeno baltymo, raiska vyksta peliy
neuronuose, sekretuojandiuose GnNRH. Siy neurony vystymosi laikotarpiu
padidéja OTX2 raiska ir, atitinkamai, OTX2 gamyba. Sis baltymas yra
atsakingas uz GnRH promotoriaus aktyvumo padidéjima GnRH neurony
lasteliy linijoje bei uztikrina reprodukcing kompetencija (161). Hormoninis
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gydymas taip pat padidino neuregulino 1 (angl. neuregulin 1, NRG1) ir
NR4A2 (angl. nuclear receptor subfamily 4 group A member 2) geny raiska
(3 priedas, 1P lentelé¢) (61). Abu genai yra svarbiis neurony diferenciacijoje ir
reguliuojant transkripcija (162).

SRY-dézutés transkripcijos faktorius 2 (angl. SRY-box transcription factor
2, SOX2) atlieka svarby vaidmenj nerviniy lasteliy prekursoriy proliferacijoje
ir juos palaikant (163). Ziurkiy hipofizéje SOX2 ekspresuojanciose
kamieninése / pirmtakinése lastelése kartu nuosekliai vyksta PROP1 (angl.
PROP paired-like homeobox 1) raiska (164). Buvo nustatyta, kad SOX2 gali
moduliuoti PROP1 raiskg. PROP1 yra hipofizei specifinis transkripcijos
faktorius, atliekantis svarby vaidmenj hipofizés organogenezéje ir hormonus
gaminanéiy lgsteliy diferenciacijoje (165). GnRHa padidino abiejy geny,
SOX2 ir PROP1, raiska (61). SOX2 taip pat turi rysj su PR/SET domena (angl.
PR/SET domain, PRDM) turin¢iais baltymais PRDM14 ir PRDM16.
Nustatyta, kad gydymas GnRHa padidino keturiy PRDM geny raiska:
PRDM7/9/12/16 (3 priedas, 1P lentelé) (61). Prdm14 tarpininkauja jgyjant
germinaciniy lgsteliy pliuripotencija, i§ dalies padidindamas Sox2 raiska
(166). Todél galima kalbéti apie potencialia Prdml14 ir Prdm16 sgsaja.
Vykstant neurogenezei, PRDM Seimos baltymai dalyvauja nervinés
sistemos modeliavime bei neurony pirmtaky proliferacijos ir diferenciacijos
moduliacijoje (167).

EGR4 (angl. early growth response 4) — pagrindinis genas (angl. master
gene), atsakingas uz vaisingumo vystymasi (29). Nustatyta, kad didelio
nevaisingumo rizikos grupéje jis nebuvo ekspresuojamas (29), 0 hormoninis
gydymas nepadidino jo raiskos (61). Galima iSkelti prielaidg, kad LH
sekrecija — tai alternatyvaus kelio per EGR2 ir EGR3 kartu su PROP1, kuriy
raiska po gydymo GnRHa padidéjo (61), stimuliacijos rezultatas, kadangi
buvo stebétas LH koncentracijos padidéjimas po 6 ménesiy trukusio
hormoninio gydymo (168). Tachikinino prekursoriaus 1 genas (angl.
tachykinin precursor 1, TAC1), dalyvaujantis GnRH impulso generatoriaus
valdyme, taigi ir LH sekrecijoje, atliecka svarby vaidmenj reguliuojant
reprodukcija per neuroendokrining sistema (169, 170). Stebéta padidéjusi
TACL ir TAC3 raiska po gydymo GnRHa parodo, kad jy koduojami
baltyminiai produktai kartu su EGR $eimos nariais ir PROP1 dalyvauja LH
sekrecijos reguliavime (3 priedas, 1P lentel¢) (61).

57



4.3. GnRHa nenusileidusiose s¢klidése suzadina genus, dalyvaujanc¢ius
testosterono sintezéje

GnRHa poveikis geny, dalyvaujanciy testosterono sintez¢je, raiskai buvo
skirtingas (3 lentelé; 3 priedas, 1P lentelé¢) (61). Adjuvantinis hormoninis
gydymas padidino dviejy geny su nustatyta sumazéjusia raiSka HIR pogrupyje
ekspresija: RGS7 (angl. regulator of G protein signaling 7) ir AKR1B15
(angl. aldo-keto reductase family 1 member B15). RGS7 yra su G baltymu
susieto receptoriaus signalo perdavimo kaskady reguliatorius ir dalyvauja
hormony atpalaidavimo bei endokrininiy funkcijy valdyme (171). Jo raiska
HIR pogrupyje buvo reikSmingai sumazéjusi (logFC = -1,6375;
FDR =0,00178) (61), o gydymas GnRHa ja padidino (log,FC = 0,75082;
FDR =0,04581) (61). AKR1B15 yra naujas aldo-keto reduktaziy (AKR)
superSeimos narys. Jo baltymas galimai dalyvauja steroidy metabolizmo,
mitochondrijy funkcijy reguliavimo ir senéjimo procesuose (172). AKR1B15,
vienintelio i§ AKR superSeimos nariy, kurie buvo tirti, raiSka HIR pogrupyje
buvo sumazéjusi (log.FC = -1,04; FDR = 0,05) (61).

Daugelio tirty geny raiska reikSmingai nesiskyre, palyginus HIR ir LIR
tiriamyjy pogrupius, taciau stebétas teigiamas atsakas j gydyma GnRHa —
hormoninis gydymas reikSmingai padidino jy raiskg. Tarp jy buvo genai,
koduojantys fermentus, dalyvaujantys neklasikiniame testosterono kelyje bei
neklasikiniame androgeny signaly perdavimo kelyje. AKR1D1 (angl. aldo-
keto reductase family 1 member D1) koduojama 5B-reduktazé efektyviai
katalizuoja progesterono, androstenediono, 17a-hidroksiprogesterono ir
testosterono redukcijg iki 5p-redukuoty metabolity (173). Stebétas HSD3B1
(angl. hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-
isomerase 1) raiSkos padidéjimas po gydymo GnRHa (3 lentelé) (61) rodo
padidéjusig testosterono sintez¢: GnRHa stimuliuoja LH sekrecija, kuri savo
ruoztu stimuliuoja Leydig lgsteles ir jos iSskiria testosterong bei jose yra
stebima padidéjusi steroidogeninio fermento 3B-hidroksisteroidehidrogenazés
1 (HSD3B) raiska (174). 2 tipo 17p-hidroksisteroidehidrogenazé (17p-HSD)
vienodai efektyviai katalizuoja androgeny ir estrogeny oksidacija. JOS
aktyvumg skatina padidéjusi HSD17B2 (angl. hydroxysteroid 17-beta
dehydrogenase 2) raiska. O CYP19Al1l (angl. cytochrome P450 family
19 subfamily A member 1) koduoja CYP19Al aromataze, katalizuojancia
androgeny aromatizacijg j estrogenus. GPRC6A (angl. G protein-coupled
receptor class C group 6 member A) dalyvauja neklasikiniame testosterono
kelyje. Jo koduojamas baltymas GPRC6A — tai su G baltymu susietas
receptorius, kuris prijungia amino rtigstis, kalcj ir osteokalcina, bei perduoda
negenominj androgeny poveikj (175, 176). Nors GPRC6A raiska reikSmingai
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nesiskyré tarp HIR ir LIR pogrupiy, GnRHa ja reikSmingai padidino
(logFC =1,90743, FDR =0,0034) (61). Fibroblasty augimo faktoriaus
23 (angl. fibroblast growth factor 23, FGF23) genas dalyvauja
neklasikiniame androgeny signaly perdavimo kelyje, o jo fiziologinis poveikis
apsiriboja organais (pvz., hipofizé), kurie kartu ekspresuoja FGRR/a-Klotho
kompleksus (176, 177). Adjuvantinis hormoninis gydymas padidino FGF23
raiska (log.FC = 2,68731, FDR = 0,00009) (61).

Apibendrinant galima teigti, kad GnRHa stimuliuoja genus,
dalyvaujancius testosterono sintezés ir metabolizmo bei signalo perdavimo
procesuose. Kai kurie i$ jy dalyvauja neklasikiniuose keliuvose (FGR23) ir
negenominiame testosterono poveikyje (GPRCG6A).

4.4. GnRHa nenusileidusiose séklidése suzadina alternatyvius kelius
ir geny Seimas

Palyginus geny raiSkos skirtumus tarp pirmos ir antros tiriamyjy grupiy,
buvo nustatyta, kad daugelyje atvejy GnRHa padidindavo geny, kuriy raiska
HIR pogrupyje, palyginti su LIR pogrupiu, buvo sumazéjusi, raiskg. Duomeny
analizé parodé, kad hormoninis gydymas taip pat suzadindavo alternatyvius
kelius, visus geny Seimy rinkinius ar jy homologus (61).

Kauly morfogenetiniai baltymai (angl. bone morphogenetic protein, BMP)
priklauso transformuojanéiy augimo faktoriy B (angl. transforming growth
factor g, TGF-B) Seimai. BMP atlicka svarby vaidmenj daugelyje procesy
vystantis embrionui ir palaikant suaugusiyjy homeostaze, reguliuodami
lasteliy linijy vystymasi, morfogenezg, jvairiy lasteliy diferenciacija,
proliferacijg ir apoptozg. Taip pat BMP perduodami signalai yra reikSmingi
palaikant pliuripotentiniy kamieniniy lasteliy kiekj bei dalyvauja jy
diferenciacijoje (178, 179). Remiantis literatiiroje pateiktais jrodymais, iskelta
prielaida, kad BMP signalai i$skirtinai reik§Smingi vystantis ir progresuojant
véziui —moduliuoja vézines Igsteles ir naviko mikroaplinkg. Priklausomai nuo
konteksto, BMP gali veikti tiek kaip vézio supresoriai, tiek kaip promotoriai
(180). HIR pogrupyje rasta sumazéjusi BMP6, BMP7 ir BMP8A raiska, kuri
po gydymo GnRHa nepakito. Taciau po hormoninio gydymo 2-4 kartus
padidéjo kity — BMP3, BMP5 ir BMP10 — raiska (3 priedas, 1P lentelé) (61).

Panasiy pakitimy aptikta chemokiny ligandy ir receptoriy Seimose (CXCL,
CXCR). Chemokinai atlieka svarby vaidmenj vystymosi, homeostazés,
imuninivose ir uzdegiminiuose procesuose, taisant/atkuriant audinius,
jgimtame ir jgytame imunitete (181). Taip pat nustatyta, kad chemokinai
dalyvauja angiogenezgje Ir yra ekspresuojami centrinéje nervy sistemoje,
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kurioje galimai dalyvauja uzdegimo procesuose bei  vystantis
neurodegeneracinéms ligoms (182, 183).

CXCL9 ir CXCR4 raiska HIR pogrupyje buvo sumazéjusi, palyginti su LIR
pogrupiu, 0 GnRHa nepadidino jy raiskos (3 priedas, 1P lentelé) (61). Tacdiau
hormoninis gydymas padidino kity — CXCL3/5/6/8/11/13 ir CXCR1/2/5/6 —
raiska, kuri nesiskyré tarp HIR ir LIR pogrupiy (3 priedas, 1P lentelé) (61).
Remiantis gautais rezultatais, galima iskelti prielaida, kad CXCL ir CXCR
dalyvauja Ad spermatogonijy diferenciacijoje.

Kai kuriais atvejais hormoninis gydymas padidino ne tik HIR pogrupyje
aptikty geny su sumazéjusia raiska ekspresija, bet ir jy Seimos nariy, kuriy
raiska, palyginus HIR ir LIR pogrupius, nesiskyré, ekspresija. DLX (angl.
distal-less homeobox) seimoje DLX1 raiska nesiskyre, palyginus HIR ir LIR
pogrupius, 0 DLX3 ir DLX6 — skyrési: HIR pogrupyje ji buvo mazesné
(atitinkamai: log.FC =-2,07726, FDR =0,00661 ir log.FC =-2,19564,
FDR =0,00030) (61). GnRHa padidino visy trijy nariy raiska (atitinkamai:
log.FC = 1,40060, FDR =0,01565; log.FC = 1,43846, FDR =0,01841 ir
log.FC = 1,10459, FDR =0,04308) (61). Tokio pobudzio geny raiskos
pakitimai taip pat stebéti EGR $eimoje (EGR2 ir EGR3), OTX seimoje (OTX1
ir OTX2), tarp POU klasés Seimos nariy, PR domeng turinéiy geny, RUNX
Seimoje (RUNX1 ir RUNX2), SIX seimoje (SIX2 ir SIX3), PAX ir SOX seimose
(3 priedas, 1P lentelé) (61).

4.5. nkRNR raiska nenusileidusiose séklidése

4.5.1. GnRHa veikia nkRNR, dalyvaujan¢ias X chromosomos
inaktyvacijos procese

Palyginus pirmos tiriamyjy grupés méginius, TSIX (XIST antiprasminé
RNR) raiska tarp HIR ir LIR pogrupiy reik§mingai nesiskyré (4 lentelé) (61).
Adjuvantinis hormoninis gydymas padidino Sios antiprasminés RNR raiska
(log2FC = 2,3162, FDR = 0,00018) (61). Nagrin¢jant XIST (angl. X inactive
specific transcript) raiSka, aptiktas atvirkstinis variantas — HIR pogrupyije,
palyginus su LIR, jos raiSka buvo reik§mingai mazesné (log.FC =-2,17231,
FDR =0,00188) (61), o GnRHa gydymas reikSmingai nepadidino Sios
inkRNR raiSkos. XIST ir TSIX— tai du su X chromosoma susieti (angl.
X-linked) ilgi nekoduojantys genai, dalyvaujantys X chromosomos
inaktyvacijos procese (angl. X chromosome inactivation, XCI) (100). D¢l §io
proceso zinduoliy moteriskos ir vyriskos lyties individy Igstelése yra vienodas
aktyviy geny skaicius.
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4.5.2. GnRHa veikia signaly perdavimo kelius

Taikant GnRHa gydyma, padidéjusi LH ir testosterono sekrecija paskatino
gonocity ir nediferencijuoty spermatogonijy virsmg j Ad spermatogonijas.
LINC-ROR (angl. long intergenic non-protein coding RNA, regulator of
reprogramming) raiska po gydymo GnRHa padidéjo 6,5 karto (5 lentelé) (60).
Si inkRNR kontroliuoja kamieniniy lasteliy atsinaujinimg ir veikia kaip
miRNR kempiné (MiR-138 ir miR-145) per geny nutildyma (angl. silencing)
bei aktyvuodama kanoninj ir nekanoninj WNT/B-katenino signalo perdavimo
kelius (184-186). Tai parodo, jog pats transkriptas atlieka biologinj vaidmen;.
Nustatyta, kad mTOR (angl. mechanistic target of rapamycin kinase), esminio
spermatogenezés reguliatoriaus (187), raiska HIR pogrupyje yra sumazéjusi
(logoFC =-0,42; FDR = 0,03) (60), palyginti su LIR pogrupiu, ir adjuvantinis
hormoninis gydymas jos nepadidina (log.FC =-0,53; FDR =0,02) (60).
Svarbu, kad padidéjusi mTOR-AS1 (angl. mammalian target of rapamycin
antisense RNA 1) raiska po gydymo GnRHa (log.FC = 4,96; FDR = 0,0001)
(60) galéjo slopinti mTOR aktyvuma, taip leisdama spermatogenezés
kamieninéms lgsteléms atsinaujinti. Literatiiroje kol kas néra duomeny, kokia
funkcija atliecka MTOR-ASL.

WNT sgveikauja su mTOR perdavimo keliu, kad bity paveiktas véziniy
lasteliy augimas ir naviky metabolizmas (188) bei spermatozoidy
formavimasis (187). Remiantis anks¢iau atliktu tyrimu, pateiktas sitilymas,
kad WNT3 (angl. Wnt family member 3) yra signalo perdavimo komponentas,
reguliuojantis ankstyva Brachyury (T) raiska (189) — mezodermos faktoriy,
kuris yra zinomas kaip nulemiantis Ad spermatogonijy likima (60). T — tai
klasikinis ir konservatyvus mezodermos faktorius, kuris yra esminis
gemalinés lgsteliy linijos determinan¢iy PRDM1 ir PRDM14 aktyvatorius
(190). T tiesiogiai suzadina Siuos genus. Tokiu btudu yra apibréziama Zemiau
nurodoma pirmtakiniy germinaciniy lasteliy programa. Bmp4 neturinciose
pelése-mutantuose (angl. mutant mice) WNT3 suzadinta programa neleidzia T
aktyvuoti geny PRDM1 ir PRDM14. Tai parodo, kad pirmtakiniy
germinaciniy lasteliy specifikacijoje Bmp4 atlieka leidzianéiojo (angl.
permissive) vaidmenj (190). Nustatyta, kad DMRTC2, PAX7, T ir TERT raiska
yra sumazéjusi séklidése su pazeistu mazuoju lytiniu brendimu ir turi teigiama
atsaka | gydyma GnRHa (35). Taip pat PRDM9 ir PRDM14 raiska yra
sumazéjusi HIR tiriamyjy pogrupyje, palyginus su LIR pogrupiu, o gydymas
GnRHa reikSmingai padidina PRDM7, PRDM9, PRDM12 ir PRDM16
ekspresijg (3 priedas, 1P lentelé) (61). Taigi Ad spermatogonijy specifikacijai,
be BMP4, gydymas GnRHa suzadina alternatyvy PRDM9 stimuliacijos kelia,
padidindamas BMP5 raiskg (log.FC =2,31; FDR =0,0001) (36, 59).
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LINCO01121 raiska vyksta virs SIX2 (angl. SIX homeobox 2) ir todél galimai
gali paveikti jo proksimalinius promoterio regionus bei ekspresijg. SIX2 ir
WNT reguliuoja nefrony pirmtaky atsinaujinimg ir jsipareigojima (angl.
commitment), veikdami per bendrus geny reguliacijos tinklus (191-193). SIX2
taip pat aktyvuoja GDNF (angl. glial cell derived neurotrophic factor) raiska
bei dalyvauja lasteliy proliferacijoje ir migracijoje. Berniuky su HIR séklidése
SIX2 raiska buvo sumazéjusi, palyginti su LIR pogrupiu (log.FC = -1,76;
FDR =0,0008) (61). Gydymas GnRHa padidino SIX2 (log.FC =1,61;
FDR =0,014) ir GDNF (logz.FC = 1,46; FDR = 0,003) raiska (61). Be to, SIX2
sgveikauja su TCF7L2 (angl. transcription factor 7 like 2) ir OSR1 (angl.
odd-skipped related transcription factor 1) kanoniniame WNT signalo
perdavimo kelyje ir neleidZia metanefrogeninéje uzuomazgoje, sudarytoje i$
metanefrinés mezenchimos (angl. cap mesenchyme), vykti diferenciacijos
geny, tokiy kaip WNT4 (angl. Wnt family member 4) transkripcijai (191-193).

Apibendrinant teigtina, kad gauti rezultatai patvirtina idé¢ja, kad LINC-
ROR ir mTOR dalyvauja Ad spermatogonijy vystymesi ir specifikacijoje per
WNT signalo perdavimo kelia.

4.5.3. GnRHa veikia epigenetinius faktorius

GnRHa padidino FENDRR (angl. FOXF1 adjacent non-coding
developmental regulatory RNA) raiska (log-FC = 2,05852, FDR = 0,00007)
(61). Remiantis prielaida, kad skirtingai nuraSomus genus gali sieti jy
atliekamos funkcijos (137, 194), Grote ir kt. (194) iskélé prielaida, kad Fendrr
reguliuoja Foxal (angl. forkhead box Al) ir kity geny raiska, veikdamas per
epigenetinius mechanizmus, priklausomus nuo Polikombo (angl. Polycomb).
FENDRR - tai pirma nustatyta inkRNR, kuri yra biitina vykstant zinduoliy
embriogenezei (137, 138).

LINC00261 raiska vyksta PAX1 (angl. paired box 1) ir FOXA2 (angl.
forkhead box A2) geny 3' regionuose, kurie koduoja transkripcijos faktorius.
Tai yra centriné (angl. hub) RNR, kuri prijungia mRNR ir inkRNR, jskaitant
HOTAIR (angl. HOX transcript antisense RNA). LINC00261 stimuliuoja
HOTAIR ir HOTTIP (angl. HOXA distal transcript antisense RNA) raiska, kad
§i0s stabilizuoty androgeny receptorius (AR) kartu su FOXAL (angl. forkhead
box Al) (195). FOXAZ2 taip pat dalyvauja AR reguliavime (196-198). GnRHa
padidino jos raiska (logoFC = 1,69, FDR = 0,0004) (60). Be to, LINC00261
yra epigenetiskai reguliuojamas tumoro supresorius, Kuris yra esminis
aktyvuojant DNR pazaidy reparacijos atsaka (blokuoja lasteliy proliferacija)
(151).
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Adjuvantinis hormoninis gydymas taip pat padidino AIRN (angl. antisense
of IGF2R non-protein coding RNA) (log.FC = 2,77998, FDR = 0,00158) ir
HOTAIR (log.FC =1,11601, FDR =0,03492) raiska (61). Sios abi
nekoduojanéios RNR dalyvauja histony modifikacijose (139, 140). Airn — tai
makro nkRNR, kuri yra pagrindinis imprintingo raiskos reguliacijos genas
(angl. master regulator gene) j insuling panasaus augimo faktoriaus
receptoriaus (angl. insulin like growth factor 2 receptor, 1gf2r) imprintingo
geno klasteryje, kuriame ji slopina tris $alia esancius (angl. flanking) genus
cis (199, 200). Be to, Airn apsaugo téviska imprintingo kontrolés elemento
(angl. imprint control element, ICE) kopija nuo de novo metilinimo (200).
HOTAIR yra inkRNR, kurios veikla dera su chromating modifikuojanciais
fermentais. Taip pat ji reguliuoja geny slopinimg. Nustatyta, kad HOTAIR,
kuri yra nurasoma i§ HOXC geny klasterio, turi represinj poveiki HOXD
lokuse, saveikaudama su Polikombo slopinanc¢iu kompleksu 2 (angl.
Polycomb repressive complex, PRC2) (201, 202).

HOTAIR promotorius turi dauginius funkcinius estrogeny atsako
elementus (angl. estrogen response elements, EREs). HOTAIR tarpininkauja
sutelkiant H3K27 metiltransferaze ir H3K4 demetilazg. Tai sukelia
veiksmingg tam tikry lokusy represijg. Veikiant estradioliui, HOTAIR
promotoriaus vietoje padidéja histony H3 lizino-4 trimetilinimo, acetilinimo
ir RNR polimerazés II kiekiai. Estrogeny receptoriy iSjungimas (angl. knock-
down) sumazina nuo estradiolio priklausomg HOTAIR ekspresija. Taigi,
estradiolio suzadinama antiprasminiy RNR transkripcija vyksta tokiu pat
bidu, Kaip ir baltymus koduojanéiy geny (203-207). HIR ligoniy séklidése
nustatyta sumazé&jusi HOTAIR raiska, kurig padidino GnRHa (60). Taigi LH,
testosteronas ir / ar konvertuotas estradiolis turi teigiama poveikj HOTAIR,
vadinasi, ir Ad spermatogonjy diferenciacijai. Be to, anks¢iau buvo nustatyta,
kad HOTAIR tarpininkauja vystantis veéziui, pritraukdama EZH2 (angl.
enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit) (149). Tai yra
jdomu, kadangi GnRHa indukuoja HOTAIR raiska ir sumazina EZH2 raiska
(logo,FC =-0,6; FDR =0,01) (60) bei paveikia HOTTIP transkripcijos
reguliavima, kuri savo ruoztu transkripcijos biidu reguliuvoja HOXA klasterj.
D¢l to padidéja HOXA2 (log.FC =2,38; FDR =0,007), HOXA3
(log.FC = 1,68; FDR =0,007), HOXA11 (log.FC =1,77; FDR =0,02) ir
HOXA-AS3 (log.FC = 2,68; FDR = 0,0001) raiska (60).

Vaisiaus vystymosi laikotarpiu gama aminobutyriné ragstis (GABA)
atlieka svarby vaidmenj, dalyvaudama GnRH neurony migracijoje i$ uoslés
plokstelés (angl. olfactory placode) j priekines smegenis (208), 0 geny DLX3
(angl. distal-less homeobox 3) ir PAX6 (angl. paired box 6) koekspresija
koreliuoja su uoslés plokstelés likimo apsprendimu (209). Be to, nustatyta,
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kad GABA-A receptoriai ir GABA pernesé¢jas 1 (GAT1) dalyvauja Leydig
lasteliy proliferacijoje, testosterno gamyboje ir spermatogenezéje (210).
GABRAS3 (angl. gamma-aminobutyric acid type A receptor subunit alpha3)
(logoFC =-2,49; FDR =0,0001) ir GABR5 (log:FC =-2,59; FDR = 0,0006)
raiSka buvo sumazéjusi HIR séklidése (60). Po gydymo GnRHa stebétas
DLX3, PAX6 ir TP63 (log.FC = 0,91; FDR = 0,002) raiskos padidéjimas (61).
TP63 raiska HIR buvo sumazéjusi (logoFC =-1,58; FDR = 0,001). Berghoff
ir kt. pasitlé modelj, kuriame DLX6-AS1 slopina ultrakonservatyvy DNR
metilinimo zZymenj, esantj DLX5/6, taip palengvindama antagonisting saveika
tarp slopinancio ir aktyvuojancio transkripcijos faktoriy MECP2 ir DLX1/2
(209). Nustatyta sumazéjusi DLX6-AS1 raiska HIR pogrupyje (log.FC = -
0,92; FDR =0,03) su teigiamu atsaku j gydyma GnRHa (log.FC = 2,02;
FDR =0,0002) (60). DLX2, DLX3, DLX5 ir DLX6 raiska HIR méginiuose
buvo labai sumazéjusi arba neaptinkama (61). DLX1/2 praradimas padidina
ultrakonservatyvaus DLX5/6 stiprintuvo vietai-specifinj (angl. site-specific)
metilinima (209). Tp63 reguliuoja DLX5 ir DLX6 transkripcija. Procesas bent
jau dalinai vyksta per cis-veikiantj reguliavimg promotoriaus lygmenyje
(211). Sios saveikos per bendrus DNR reguliavimo elementus leidzia valdyti
Salia esanéiy geny diferenciacijg (212). Taip pat atliekant tyrimus su pelémis,
buvo parodyta, kad DIX5 ir DIx6 delecijos rezultatas — sumazéjes testosterono
kiekis ir nenormalios maskulinizacijos fenotipo vystymasis, t.y. Sie genai
dalyvauja steroidogenezés kontroléje (213).

Apibendrintina, kad berniukams su HIR mazojo lytinio brendimo metu
sutrikusi steroidogenezé gali biti dél paveikto GABRA-A receptoriaus
signalo, uzslopintos DLX6 raiSkos bei androgeny ir estrogeny receptoriy
destabilizavimo.

4.5.4. GnRHa veikia genus, susijusius su normaliu ir patologiniu
lasteliy dalijimusi

GnRHa padidino LH ir testosterono sekrecija bei HOTAIR raiska
(logoFC =1,11601; FDR =0,03492) (61) ir, tikriausiai, jos susitelkima
chromatine. O MALAT1 (angl. metastasis associated lung adenocarcinoma
transcript 1) raiska po hormoninio gydymo sumazéjo (log.FC =-0,6;
FDR = 0,03) (60). Gautas rezultatas leidzia iskelti prielaida, kad normalaus
séklidés vystymosi metu $ios inkRNR veikia priesingai. LINC-ROR skatina
kepeny vézio kamieniniy lasteliy augima, suzadindama atvirkstinés
telomerazés transkriptazés (angl. telomerase reverse transcriptase, TERT) ir
protoonkogeno C-MYC genus (152). Gydymas GnRHa padidino TERT raiska
(logoFC =1,5623; FDR =0,0155), kuri HIR pogrupyje buvo sumazéjusi
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(logoFC =-2,2152; FDR =0,0006) (35) ir sumazino C-MYC signalo
perdavima (logoFC = -0,58; FDR = 0,01) (60).

IinkRNR raiskos svyravimai gali buti siejami su véZio progresavimu.
Pavyzdziui, LINC00261, kuri yra reikSminga vystantis skrandzio véziui, yra
stimuliuojama GnRHa ir veikia kaip tumoro supresorius, slopindama epitelio
virsmg j mezenchimg ir taip sumazindama véziniy lgsteliy invazijg (150).
Plauciy adenokarcinomoje LINC00261 blokuoja véziniy lgsteliy proliferacija,
aktyvuodama DNR pazaidy reparacijos signalo perdavimo kelig (151).

Epidermio augimo faktoriaus receptoriaus antiprasminé RNR 1 (angl.
epidermal growth factor receptor antisense RNA 1, EGFR-AS1) saveikauja su
neuraminidazés 3, NEU3, mRNR. NEU3 veikla padidina EGFR aktyvuma,
bet nepaveikia pacios EGFR raiskos (214). Toks veikimo budas galéty reiksti,
jog reguliavimo mechanizmas turi griztamajj ryS$j. Suaugusiyjy séklidése
EGFR-ASL1 raiska yra silpna, o kepenyse ir kepeny navikuose — stipri. Taikant
imuninj dazyma nustatyta, kad EGFR nusidazymo intensyvumas yra
didziausias tuose séklidziy méginiuose, kurie paimti i§ vyry, kuriy auksta FSH
koncentracija kraujyje ir méginiuose, paimtuose i$ ligoniy, gydyty FSH. Gauti
rezultatai palaiko prielaida apie galimg gonadotropiny vaidmenj moduliuojant
EGFR raiska (215). GnRHa gydymas padidino EGFR-AS1 raiska
(log2FC =2,99; FDR =2,28E-05), bet sumazino EGFR raiska (logoFC =
-0,58; FDR = 0,01) (60). Taip pat EGFR signalo perdavimas siejamas su odos
ploks¢ialgstelinés karcinomos patogeneze. LINC00520 veikla, tikslingai
nukreipta j jo inhibicija, gali sukelti PI3K/Akt kelio inaktyvacija ir tokiu badu
slopinti vézio vystymasi (216).

HOTTIP (angl. HOXA distal transcript antisense RNA) yra pagrindinis
HOXA Seimos geny lokuso kontrolés ir distalinés tapatybés (angl. distal
identity) elementas. HOTTIP iinkRNR, sgveikaudama su WDR5-MLL
kompleksais, pritraukia H3K4me3 ir taip yra aktyvinama transkripcija
5" HOXA lokuse. Tarp HOTTIP ir WDRS5 yra abipusé tarpusavio
priklausomybg, todél susiformuoja teigiamas grjztamasis rysis (angl. positive
feedback loop), dél kurio palaikoma aktyvi (angl. ,,on*) 5> HOXA lokuso
busena (217). HOTTIP yra antiprasminé HOXA13 (angl. homeobox A13)
atzvilgiu ir moduliuoja kamieniniy véziniy lasteliy savybes Zzmogaus kasos
navikuose, reguliuodama HOXA9 (angl. homeobox A9) (149, 203).

LINC00221 prijungia mRNR, koduojan¢ia DCBLD2 (angl. discoidin,
CUB and LCCL domain containing 2). Aiskéjant DCBLD2 vaidmenims,
nustatyta, kad jis dalyvauja vystymosi, homeostazés ir véziniuose procesuose
(218). DCBLD2 ekspresuojamas vaisiaus ir suaugusiyjy audiniuose, tadiau
didZiausia raiSka yra aptinkama suaugusiyjy séklidése (148). Priklausomai
nuo naviko riisies, jo raiSka vézinése lastelése gali biti tiek padidéjusi, tiek
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sumazéjusi, palyginti su sveikaisiais audiniais. Pavyzdziui, DCBLD2 raiska
seéklidziy germinaciniy lasteliy navikuose yra mazesné (10g2(TPM+1) = 3,17)
negu sveikajame séklidés audinyje (log2(TPM+1) = 4,46) (153). Nustatytas
reik§mingas DCBLD?2 raiskos sumazéjimas po GnRHa gydymo (logzFC =
-1,0; FDR = 0,0002) (60).

LINC01016 priklauso centrinéms (angl. hub) RNR. Si inkRNR yra
estrogeno receptoriaus transkripcijos taikiniu (147). Nustatyta, kad ligoniy,
serganciy krities véziu, ligos iSeitis yra geresné, jeigu navikinése lastelése
LINC01016 ir LINCO0160 raiska yra didesné. Taigi, remiantis jy raiSkos
intensyvumu, galima prognozuoti iSgyvenamuma ir atrinkti kandidatus
hormoninei vézio terapijai (147). LINC01016 prijungia daug mRNR, kurios
koduoja epigenetinius reguliatorius ir transkripcijos faktorius, bei iinkRNR,
iskaitant XIST. Savo ruoztu XIST dalyvauja daugelyje karcinogenezés
procesy: naviko prasidéjimas, invazija, metastazavimas, atsparumo vaistams
vystymasis (145). Sios inkRNR poveikis yra dvejopas: ji gali veikti kaip
tumoro supresorius (pvz., prostatos, kriities véZys) arba onkogenas (pvz.,
plauciy, skrandzio vézys). Taip pat, pvz., kalbant apie hepatoceliuline
karcinomg, mokslinéje literatiiroje yra paskelbta prieStaraujanciy tyrimy:
vieni skelbia, kad XIST dalyvauja kaip tumoro supresorius, Kiti — kaip
onkogenas (145).

4.5.5. TINCR raiska ir jos rySys su epigenetiniy modifikatoriy raiska
nenusileidusiose séklidése

Nustatyta, kad HIR séklidése, palyginti su LIR, TINCR raiska yra
sumazéjusi (4 lentelé: log.FC = -1,07; FDR = 0,002), o adjuvantinis gydymas
GnRHa reikSmingai jos nepadidina (60). PrieSingas epigenetiniy
modifikatoriy, kurie prijungia TINCR (131), atvejis: nustatyti septyni, kuriy
raiSka HIR pogrupyje buvo padidéjusi, o po hormoninio gydymo sumazéjo
(8 lentelé) (60).

ARID4B (angl. AT-rich interaction domain 4B) ir ARID5B (angl. AT-rich
interaction domain 5B) priklauso ARID (angl. AT-rich interaction domain)
baltymy Seimai. ARID Seimos nariai dalyvauja reguliuojant transkripcija,
lasteliy diferenciacijoje ir proliferacijoje bei navikiniuose procesuose
(219, 220). Ryski ARIDA4B raiska aptinkama kriity, plauciy, gaubtinés zarnos,
kasos ir kiauSidziy vézinése lgstelése ir sveiky séklidziy audinyje. Kituose
audiniuose Sio geno raiska yra ribota (221). ARID4B kartu su ARID4A
dalyvauja spermatogenezéje, kurioje veikia kaip AR transkripcijos
koaktyvatorius ir padidina geny, reikalingy spermos brendimui, raiska (222).
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BPTF (angl. bromodomain PHD finger transcription factor) raiska vyksta
daugelyje audiniy ir organy. Nustatyta, kad séklidése Sio geno ekspresija yra
viena rySkiausiy (223). BPTF koduojamas baltymas yra svarbus c-MYC
protoonkogeno kofaktorius, biitinas uztikrinti jo biologinj aktyvuma, taip pat
ir naviky vystymosi procesuose (224).

CHDG6 koduojamas baltymas CHDG6 (angl. chromodomain helicase DNA
binding protein 6) dalyvauja atsake j oksidacinio streso sukeltas DNR
pazaidas: skatina antioksidanty ekspresijg ir chromatino tankinima, kurie
kartu moduliuoja DNR pazaidy indukcija ir tvarumg, DNR paZeidimo signalo
perdavima ir lasteliy ciklo kontrolinio tasko (angl. cell cycle checkpoint)
jautruma, kad buity galima padéti lasteléms augti ir jos iSlikty veikiamos
Gmaus ar létinio oksidacinio streso (225). Taip pat CHD6 yra zinomas vézio
vystymosi komponentas, kurio padidéjusi raiSka aptinkama navikuose,
kylanc¢iuose i§ audiniy, paveikty oksidacinio streso (226, 227). CHD6 skatina
lasteliy augima nepalankiomis salygomis ir tai paaiskina CHDG6 raiskos
padidéjima navikuose, kurie daznai biina kil¢ i$ oksidacinio streso paveikty
audiniy (225).

KDMBG6A koduoja fermentg lizino demetilaze 6A (angl. lysine demethylase
6A). Sis fermentas yra itin svarbus embrioniniy kamieniniy lasteliy
diferenciacijai, ankstyvam vaisiaus ir specifiniy audiniy vystymuisi. Taip pat
buvo nustatytos KDMG6A mutacijos daugybés raiSiy navikuose. Lizino
demetilazés 6A vaidmuo navikiniuose procesuose yra priestaringas: nepaisant
daugelio atlikty tyrimy i$vady, jog Sis fermentas yra tumoro supresorius,
esama tyrimy, kuriuose keliama prielaida, kad KDM6A yra proonkogenas
(143).

MBD?2 koduoja baltymg MBD?2 (angl. methyl-CpG binding domain protein
2), kuris prisijungia prie metilintos DNR. MBD2 veikia kaip transkripcijos
represorius ir dalyvauja slopinant genus. Jo raiSka aptinkama daugelyje
organy, taciau yra zenkliai sumazéjusi embrioninése kamieninése lgstelése
(228). MBD2 atliekamos funkcijos néra iki galo istirtos. Aprasyta, kad jis
dalyvauja jvairiy lasteliy linijy (pliuripotentiniy, kamieniniy ir imuninés
sistemos) vystymosi ir diferenciacijos procesuose (229). Padidéjusi MBD2
raiska skatina naviky vystymasi (229-231).

SETD7 (angl. SET domain containing 7, histone lysine methyltransferase)
reguliuoja AR. SETD7 prijungia TINCR ir gali tarpininkauti formuojant su
AR susijusiy koaktyvatoriy kompleksus (232).

Apibendrinus 4.5.4. ir 4.5.5. skyrius, rezultatai rodo, kad berniuky su HIR
ir pazeistu mazuoju lytiniu brendimu nenusileidusios séklidés ekspresuoja
kelis vézio genus. Gydymas GnRHa gali apsaugoti nuo séklidziy naviky
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vystymosi, slopindamas onkogeny (pvz. MALAT1, C-MYC) raiska bei
leisdamas vykti normaliam germinaciniy lasteliy vystymuisi.

4.6. GnRHa suzadina genus, dalyvaujancius Iasteliy diferenciacijoje,
morfogenezéje ir palaikan¢ius genomo stabiluma

Zemyn nuo LINC-ROR yra i$sidéestes BOD1L2 (angl. biorientation of
chromosomes in cell division 1 like 2) — specifinis séklidziy genas, kurj
transkripcijos budu gali reguliuoti iINkRNR. BOD1L2 dalyvauja chromosomy
biorientacijoje mitozinése verpstése, aptikdamas arba koreguodamas
sintelines jungtis (233, 234). Taikytas hormoninis gydymas padidino
BOD1L2 raiska (logoFC =1,72; FDR =0,003) (60). Remiantis gautu
rezultatu, buvo iskelta prielaida, kad BOD1L2 dalyvauja Ad spermatogonijy
diferenciacijoje (60).

LINCO00303 raiska vyksta vir§ SOX13 (angl. SRY-box transcription factor
13), koduojancio SOX13 vystymosi faktoriy, ekspresuojama peliy Leydig ir
germinacinése lastelése (235). Taigi LINC00303 galimai dalyvauja
reguliuojant SOX13. Hormoninis gydymas reikSmingai padidino $io geno
raiska (log.FC = 2,57; FDR = 0,0008) (60).

LINC00221 ir LINCO00701, kuriy raiska HIR tiriamyjy pogrupyje buvo
sumazéjusi, o gydymas GnRHa ja paskatino, dalyvauja lasteliy apykaitos
procesuose. LINC00221 saveikauja su VPS53 (angl. VPS53 subunit of GARP
complex) mRNR, kurios koduojamas baltymas yra GARP komplekso (angl.
Golgi-associated retrograde protein comlex) komponentas. GARP
kompleksas dalyvauja retrogradiniame transportavime nuo ankstyvy ir vélyvy
endosomy iki trans-Goldzio tinklo (236). Séklidése LINCO0701 raiska yra
specifi§ka ir priklauso nuo vystymosi stadijos bei yra susijusi su SLC25A37
(angl. solute carrier family 25 member 37). SLC25A37 koduoja tirpyjj
pernes¢ja, kuris yra vidinéje mitochondrijos membranoje. Koduojamas
baltymas veikia kaip esminis geleZies, butinos mitochondrinio hemo sintezei
ir gelezies-sieros junginiams susidaryti, perneséjas (237).

LINC00922 raiska vyksta vir§ 5 (CDH5) ir 11 (CDH11) kadheriny geny.
CDH11 koduoja nuo kalcio priklausoma lasteliy sukibimo baltyma, kuris
galimai dalyvauja formuojant séklidziy architektiirg (238, 239). Kadherinai
taip pat yra itin svarbs embriono vystymosi laikotarpiu vykstant centrinés
nervy sistemos morfogenezei. Jie dalyvauja neurony diferenciacijoje ir
sinaptogenezéje — procesuose, kurie, tikétina, yra psichiniy ligy vystymosi
pagrindas (239). Taip pat nustatyta, kad LINC00922 raiska yra padidéjusi
plauciy vézinése lastelése. Ji paspartina plauciy véziniy lgsteliy dauginimasi,
migracija ir invazija, veikdama per mMIRNA-204/CXCR4 asj kaip
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konkuruojanti endogeniné RNR (angl. competing endogenous RNA, ceRNA)
ir padidindama CXCR4 (angl. C-X-C motif chemokine receptor 4) raiska
(144). Padidéjusi CXCR4 raiska taip pat aptinkama séklidziy germinaciniy
lasteliy navikuose (240).

LINCO01249 ekspresuojama vir§ SOX11 (angl. SRY-box transcription
factor 11), kuris yra svarbus embriono neurogenezei ir audiniy formavimuisi.
Vaisiaus ir naujagimio audiniuose SOX11 raiska yra intensyvi ir ilgainiui
mazéja arba visai iSnyksta. Pavyzdziui, vaisiaus ir naujagimio smegeny,
inksty audiniuose jo raiSka yra ryski, suaugusiyjy— labai sumazéjusi, o
séklidése visai iSnyksta (241, 242). Nustatyta, kad SOX11 raiska, palyginti
HIR ir LIR pogrupius, nesiskiria, ta¢iau adjuvantinis gydymas GnRHa jo
raiskg padidina (log.FC = 0,75; FDR = 0,006) (61). Galvojama, kad vaisiaus
séklidése SOX11 kartu su SOX4 galimai veikia kaip transkripcijos represorius
ir taip prisideda prie tikslaus SRY ir SOX9 reguliavimo (235).

OTX2-AS1 yra natuirali antiprasminé transkripcijos (angl. natural antisense
transcript, NAT) RNR, kuri reikSminga akies vystymuisi. Peliy ir Zzmoniy
OTX2-AS1 yra komplementari prasminio geno OTX2 (angl. orthodenticle
homeobox 2) egzono sekai (243). Daugiausia OTX2-AS1 ekspresuojama
tinklaingje. MaZesné jos raiSka nustatyta smegenyse (243). HIR tiriamyjy
pogrupyje OTX2 raiska yra sumazéjusi (log.FC = -1,74; FDR =0,03) (61),
palyginti su LIR tiriamyjy pogrupio méginiais, 0 adjuvantinis hormoninis
gydymas GnRHa ja padidina (log.FC = 1,24; FDR =0,04) (61). Nors néra
nustatyta, kokia funkcija OTX2-AS1 atlieka, jos prasminio geno OTX1 delecija
buvo aptikta SeSiems ligoniams, kuriems nustatyti urogenitalinés sistemos
defektai, trims i§ jy buvo diagnozuotas kriptorchizmas (244). NAT yra
biologiskai svarbiis endogeninés mazos interferencinés RNR (angl.
endogenous small interfering RNA, endo-siRNA) istekliai. Taip pat tai yra
esminiai komponentai, jeinantys j reguliavimo tinkla, biitini kontroliuoti
mutagening nastg, kylan¢ig nukleino riugséiy lygmenyje, nesukeliant
tiesioginiy padariniy baltymy raiskai (245).

LINCO00293 raiska vyksta virs SPIDR (angl. scaffold protein involved in
DNA repair), kuris dalyvauja taisant dvigrandzius ltzius ir palaikant genomo
vientisuma bei jungiasi prie dviejy TTTY tipo séklidéms-specifiniy inkRNR.
Keliy inkRNR, dalyvaujanéiy taisant DNR, raiSka po hormoninio gydymo
padidéjo: LINC00994 (ekspresuojama virs PSMD6), LINC00898 (prijungia
mRNR koduojantj USP1). Taip pat padidéjo LINC01553, kuri yra séklidéms
specifiska, raiska. Ji sgveikauja su mRNR, kuri koduoja TIMELESS (angl.
timeless circadian regulator). TIMELESS yra svarbus DNR replikacijos
kontrolei, genono stabilumo palaikymui ir cirkadinio laikrodzio (angl.
circadian clock) reguliavimui (246, 247).
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Atliktas tyrimas yra pirmasis prospektyvinis randomizuotas, kuriuo
patvirtintas teigiamas GnRHa gydymo poveikis, iStaisant sutrikusj gonocity
virsmg | Ad spermatogonijas, taip atkuriant vaisingumo potencialg. Atlikta
RNR raiskos analizé nenusileidusiose séklidése parod¢, kad gydymas GnRHa
suzadina transkripcijos atsaka, kuriame dalyvauja genai, valdantys HPG asj,
reprodukcijg bei testosterono sintezg per klasikinius ir alternatyvius kelius. Be
to, nustatyta nkRNR raiska, kurios dalyvauja epigenetiniame programavime
ir turi atsaka j hormoninj gydymg. PrieSingai, vien chirurginis kriptorchizmo
gydymas netur¢jo jtakos geny raiskai. Tai pabrézia gydymo GnRHa svarba,
atkuriant vyry vaisingumo potencialg. Geny raiSkos tyrimai zmogaus
séklidése yra sudétingi, nes vyriska lytiné liauka susideda i§ jvairiose
mejotinio vystymosi stadijose esanciy germinaciniy lasteliy bei palaikomyjy
lasteliy (angl. nurse cells), apripinanc¢iy hormonais ir maistingomis
medziagomis, blitinomis vykti normaliai spermatogenezei. Nepaisant kliti¢iy,
atlikti genetiniai tyrimai parodé, kad séklidziy geny raiSkos tyrimai yra
informatyvis (29, 31, 34, 56, 58, 59). Pateikti rezultatai suteikia informacijos
tolimesnei funkcinei nkRNR analizei nevaisingumo issivystymo srityje (60).
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ISVADOS

. Adjuvantinis hormoninis gydymas GnRHa skatina gonocity virsma j Ad
spermatogonijas.

. Diferenciné geny raiSkos analizé nenusileidusiose séklidése skiriasi,
palyginus didelio ir maZzo nevaisingumo rizikos grupes: daugelio atvejy
geny raiSka HIR grupéje yra sumazéjusi.

. Adjuvantinis hormoninis gydymas GnRHa stimuliuoja geny su
sumazéjusia raiska HIR séklidése, palyginti su LIR, dalyvaujanc¢iy HPG
aSies hormoniniame valdyme bei vaisingume, raiska, veikia lokusus,
dalyvaujancius kanoniniuose ir alternatyviuose testosterono gamybos
keliuose. Taip pat GnRHa turi teigiama poveikj geny, kuriy raiska HIR ir
LIR pogrupiuose nesiskiria, ekspresijai — dalis jy yra suZzadinama.

. Nustatytos nekoduojanc¢ios RNR atlieka svarby vaidmenj reguliuojant
spermatogenezg, veikdamos ankstyvose spermatogonijy kamieniniy
lasteliy vystymosi stadijose. Jy raiSka reikSmingai skiriasi, palyginus
didelio ir maZo nevaisingumo rizikos grupes: HIR ji yra sumazéjusi.
NKRNR reaguoja i GnRHa stimuliacija— jy ekspresija reikSmingai
padidéja.
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REKOMENDACIJOS

1. Sergant kriptorchizmu, tikslingas histologinis nevaisingumo rizikos
jvertinimas: atliekant orchiopeksija, paimti séklidés biopsija ir jvertinti Ad
spermatogonijy kiekj, TFI.

2. Nustacius didele nevaisingumo rizika (Ad spermatogonijy nebuvima
seéklidés biopsijoje), rekomenduojamas adjuvantinis hormoninis gydymas
GnRHa.

3. Tolimesniy prospektyviniy tyrimy vykdymas, skiriant gydyma GnRH
berniukams su kriptorchizmu mazojo lytinio brendimo laikotarpiu iki
operacijos, ir séklidziy biopsijy sekoskaitos bei imunohistocheminiy
tyrimy vykdymas, siekiant patvirtinti hipotezes.
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3 priedas. 1P lentelé. Skirtinga geny, dalyvaujanciy germinaciniy lasteliy
ir neurologiniame vystymesi, raiska nenusileidusiose séklidése (61).

Genas |ongcHlR/LIR FDRHIR/LIR |ogz|:cGnRHa+/- FDRGnRHa+/—
ALDH1A2 -2,36946 0,00017 n.n. n.n.
AMPH -1,51873 0,00089 n.n. n.n.
ART3 -1,87087 0,00152 n.n. n.n.
ARID3B -1,44965 0,00017 n.n. n.n.
ATF3 -0,96099 0,00954 n.n. n.n.
AXIN2 -1,28981 0,00028 -0,50907 0,03134
BMP3 n.r. n.r. 0,92211 0,00394
BMP5 n.r. n.r. 2,31201 0,00020
BMP6 -0,76124 0,02666 n.n. n.n.
BMP7 -1,58963 0,00144 n.n. n.n.
BMPS8A -0,86631 0,03160 n.n. n.n.
BMP10 n.r. n.r. 2,13774 0,00475
BMPR1B -2,56530 0,00018 n.n. n.n.
CACNA2D2 -1,87634 0,00024 n.n. n.n.
CBL -1,28185 0,00070 -0,51759 0,03785
CDC20 -2,58840 0,00015 n.n. n.n.
CHD7 -0,72742 0,00152 n.n. n.n.
CLGN -1,04018 0,01404 n.n. n.n.
CLOCK -0,46419 0,01024 -0,86342 0,00069
CSRP2 -1,79674 0,00026 -1,28153 0,00041
CXCL3 n.r. n.r. 1,61585 0,00974
CXCL5 n.r. n.r. 1,90972 0,00007
CXCL6 n.r. n.r. 2,04525 0,00206
CXCLS8 n.r. n.r. 1,78386 0,01270
CXCL9 -1,98042 0,00121 n.n. n.n.
CXCL11 n.r. n.r. 1,94361 0,00893
CXCL13 n.r. n.r. 3,12194 0,00138
CXCR1 n.r. n.r. 2,41284 0,00403
CXCR2 n.r. n.r. 1,73513 0,00137
CXCR4 -0,80011 0,01059 -0,59637 0,02908
CXCR5 n.r. n.r. 1,93683 0,02545
CXCR6 n.r. n.r. 1,96231 0,00461
DAZ1 -2,08964 0,00410 n.n. n.n.
DAZL -1,30306 0,00726 n.n. n.n.
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Lentelés tesinys.

Genas |ongcHlR/LIR FDRHIR/LIR |ogz|:cGnRHa+/- FDRGnRHa+/-
DDX4 -2,86159 0,00022 n.n. n.n.
DDX25 -0,97862 0,00353 n.n. n.n.
DLX1 n.r. n.r. 1,40060 0,01565
DLX2 -2,60142 0,00389 n.n. n.n.
DLX3 -2,07726 0,00661 1,43846 0,01841
DLX5 -1,92109 0,00407 n.n. n.n.
DLX6 -2,19564 0,00030 1,10459 0,04308
DMRTB1 -3,26495 0,00015 n.n. n.n.
DPYSL4 -1,09804 0,02908 n.n. n.n.
DTL -1,51525 0,00036 -0,57214 0,02598
DUSP4 -1,73444 0,00015 n.r. n.r.
DUSP5 -2,14862 0,00027 -0,61025 0,02746
EBF1 n.r. n.r. -0,57109 0,01699
EBF2 n.r. n.r. 1,76714 0,00002
EBF3 -1,94656 0,00022 n.n. n.n.
EGR2 -1,17858 0,00133 1,23098 0,00217
EGR3 n.r. n.r. 1,59588 0,00035
EGRA4 -3,35225 0,00032 n.n. n.n.
ESX1 -3,34104 0,00015 n.n. n.n.
FGF5 n.r. n.r. 2,42937 0,00002
FGF9 -1,06052 0,00163 n.n. n.n.
FGF14 -1,23942 0,02081 n.n. n.n.
FGF23 n.r. n.r. 2,68731 0,00009
FGFR1 -0,49372 0,02425 n.n. n.n.
FGFR2 -1,25292 0,00052 -0,57325 0,01389
FGFR3 -3,32791 0,00015 n.n. n.n.
FGFRL1 -0,97919 0,01059 n.n. n.n.
FOXG1 -1,60584 0,00440 1,25464 0,01479
FST -1,99538 0,00062 n.n. n.n.
GAGE1 -1,79238 0,00728 n.n. n.n.
GATA?2 -1,52714 0,00034 n.n. n.n.
GATA3 n.r. n.r. 1,24379 0,01532
GPRC6A n.r. n.r. 1,90743 0,00340
GTSF1 -2,96989 0,00015 n.n. n.n.
ID4 -1,53417 0,00110 -0,55121 0,03220
IGF2BP1 -2,61007 0,00019 n.n. n.n.
IGF2BP2 -1,56639 0,00173 n.n. n.n.
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Lentelés tesinys.

Genas |ongcHlR/LIR FDRHIR/LIR |ogz|:cGnRHa+/- FDRGnRHa+/-
IGF2BP3 -0,69717 0,02021 n.n. n.n.
ISL1 -2,09731 0,00052 n.n. n.n.
ISL2 -1,61830 0,00886 1,32948 0,01495
KIF21B -1,97470 0,00022 n.n. n.n.
KLF4 -1,16046 0,00828 n.n. n.n.
LEP n.r n.r. 1,59727 0,001
LHX2 -3,13022 0,00190 n.n. n.n.
LHX4 n.r. n.r. 1,93268 0,02841
LHX6 -1,72084 0,00024 n.n. n.n.
LHX8 -2,02622 0,00074 n.n. n.n.
LIN7B -1,94848 0,00032 n.n. n.n.
LIN28B -2,29080 0,00026 n.n. n.n.
MAGEA4 -2,65916 0,00022 n.n. n.n.
MAGEC1 -2,50237 0,00015 n.n. n.n.
MBD2 n.r. n.r. -0,68560 0,00402
MND1 -2,18184 0,00055 n.n. n.n.
MORC1 -2,46752 0,00028 n.n. n.n.
MSX1 -1,37378 0,00227 n.n. n.n.
NHLH2 -1,65737 0,00077 1,25697 0,01817
NLRP2 -1,49550 0,00114 -0,81784 0,00267
NMU -2,19830 0,00186 n.n. n.n.
NOS1 -1,57741 0,00035 1,23710 0,00035
NR4A1 -1,05698 0,00366 n.n. n.n.
NR4A2 -1,00545 0,02749 1,05409 0,00497
NRG1 -0,92134 0,01363 0,77972 0,00986
OTX1 n.r. n.r. 3,65454 0,00035
OTX2 -1,73890 0,03221 1,24404 0,03936
PAX1 n.r. n.r. 1,92862 0,00031
PAX2 n.r. n.r. 2,09194 0,00424
PAX3 n.r. n.r. 1,75708 0,00055
PAX4 n.r. n.r. 2,89886 0,00146
PAX6 n.r. n.r. 1,80547 0,00000
PAX7 -1,29488 0,03177 1,85923 0,00050
PCSK1 n.r. n.r. 2,23895 2,08E-05
PCSKIN -2,4217 0,001 n.n. n.n.
PITX1 -4,21104 0,00087 n.n. n.n.
PITX2 -2,36513 0,00097 n.n. n.n.
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Lentelés tesinys.

Genas |ongcHlR/LIR FDRHIR/LIR |ogz|:cGnRHa+/- FDRGnRHa+/-
PIWIL2 -1,75871 0,00088 n.n. n.n.
PIWILA4 -2,08022 0,00015 n.n. n.n.
POU1F1 n.r. n.r. 1,89961 0,02935
POU2AF1 n.r. n.r. 2,04066 0,00205
POU2F1 n.r. n.r. -0,53989 0,02069
POU2F2 n.r. n.r. 0,99116 0,01655
POU2F3 n.r. n.r. 3,00384 0,00018
POU3F1 -2,53507 0,00039 n.n. n.n.
POU3F2 -1,92369 0,00456 1,02421 0,01311
POU4F2 n.r. n.r. 2,25746 0,00162
POU6F2 -1,62602 0,00603 1,11727 0,01458
PRDM7 n.r. n.r. 2,17865 0,00030
PRDM9 -1,17279 0,00828 1,68343 0,00138
PRDM12 n.r. n.r. 2,11445 0,01114
PRDM14 -2,557413 0,001372 n.n. n.n.
PRDM16 n.r. n.r. 1,14955 0,00420
PROK2 -2,43563 0,00018 n.n. n.n.
PROP1 n.r. n.r. 2,64319 0,00132
RBMY1B -1,93256 0,00040 1,16988 0,00234
RBMY1E -1,90322 0,00203 1,31513 0,00099
RBMY1F -2,02817 0,00082 n.n. n.n.
RBMY1J -1,95224 0,00065 0,83432 0,01583
RGS7 -1,63750 0,00178 0,75082 0,04581
RNF17 -2,36921 0,00193 n.n. n.n.
RUNX1 -0,95564 0,00848 0,75495 0,00369
RUNX2 n.r. n.r. 1,22941 0,00296
SEMAS3F -1,67332 0,00438 n.n. n.n.
SEMA4D -0,83474 0,00108 n.n. n.n.
SH3GL2 -1,42897 0,00032 n.n. n.n.
SIX1 -2,53474 0,00022 n.n. n.n.
SIX2 -1,76080 0,00941 1,61456 0,01446
SIX3 n.r. n.r. 2,28491 0,00392
SNAP91 -1,71458 0,00038 n.n. n.n.
SOX1 -1,65838 0,00346 1,24834 0,01547
SOX2 n.r. n.r. 1,24700 0,02304
SOX8 -1,46407 0,00033 n.n. n.n.
SOX9 0,49827 0,03845 n.n. n.n.
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Lentelés tesinys.

Genas |ongcHlR/LIR FDRHIR/LIR |092|:CenRHa+/- FDRGnRHa+/-
SOX11 n.r. n.r. 0,74816 0,00565
SOX14 n.r. n.r. 3,95870 0,00052
SOX17 -1,25130 0,00208 n.n. n.n.
SOX30 -1,94278 0,00025 0,72938 0,04419
SPAL7 -1,85214 0,00126 -0,81552 0,03174
SPRY4 -1,05327 0,00152 n.n. n.n.
SSX2 -2,02297 0,00114 n.n. n.n.
SYCP3 -2,24491 0,00205 n.n. n.n.
TAC1 n.r. n.r. 1,62056 0,01531
TAC3 n.r. n.r. 1,87973 0,01129
TACR1 n.r. n.r. 1,49129 0,00827
TACR3 n.r. n.r. 2,93464 0,00339
TAF5 -1,08538 0,00089 n.n. n.n.
TAFT7L -1,98595 0,00167 n.n. n.n.
TDRD5 -2,64116 0,00029 n.n. n.n.
TDRD6 -1,80614 0,00015 n.n. n.n.
TDRD9 -1,52239 0,00057 n.n. n.n.
TDRD10 -1,80786 0,00098 n.n. n.n.
TEX14 -1,53753 0,00045 n.n. n.n.
TLE1 -0,90022 0,00106 -0,60512 0,00850
TRPC3 -1,34278 0,00474 n.n. n.n.
TSPY1 -2,49393 0,00032 n.n. n.n.
WNT3 -2,64239 0,00015 n.n. n.n.

Santrumpos: paryskinta — genai, dalyvaujantys pagumburio-hipofizés-lytiniy liauky
(HPQG) asies veikloje; HIR — didelés nevaisingumo rizikos pogrupio méginiai; LIR —
mazos nevaisingumo rizikos pogrupio méginiai; GnRHa — gonadotropinus
atpalaiduojancio hormono analogas; ,,-*“ — 2HIR pogrupio méginiai prie§ hormoninj
gydyma, ,,+“ — po hormoninio gydymo; log>FC — absoliutaus raiskos poky¢io kartais
binarinis logaritmas; FDR — kriterijaus reik§mingumo lygmuo; n.r. — nereik§minga;
n.n. — nenustatyta.
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palaikyma, patarimus ir pagalbg visus doktoranttiros metus.

Prof. Faruk Hadziselimovi¢ uz tyrimo sumodeliavimg, nuolatinj
vadovavima bei pagalbg rengiant publikacijas ir praneSimus. Labai
dziaugiuosi ir didziuojuosi galédama pazinti Mokslininkg i§ didZiosios raidés,
zmogy, kuping naujy idéjy ir jJdomy pasnekova. Dékoju uz galimybe mokytis
i§ geriausiy.

Gydytojui patologui Dariui Dasevi¢iui uz s¢klidziy biopsijy histologing
analiz¢ ir apraSymag bei laikg, skirta bendram preparaty nagrinéjimui ir
paaiskinimui.

Philippe Demougin uz atliktus molekulinius tyrimus.

Michael B. Stadler uz atliktus bioinformatikos tyrimus ir molekuliniy
tyrimy statisting analize.

Dr. Kristinai Stuopelytei uz pagalbg dirbant su genetikos terminais,
pastabas ir pataisymus rasant disertacijg.

Recenzentams doc. dr. Ariinui Zelviui, doc. dr. Edvardui Zurauskui ir
dr. Birutei Burnytei uz laika, skirtg disertacijos perzitirai, vertingas pastabas
ir patarimus.

Dr. Vytautui Biliui ir dr. Arnui Bakavi¢iui uz palaikyma, pagalbg
sprendziant iskilusius klausimus ir padrasinima.

Bendradarbiams uz palaikyma ir supratinguma.

Savo seimai ir draugams. Esu dékinga uz jusy visy meile, rapest], tikéjima,
begalinj palaikyma, suteikta jkvépima ir kantrybe.

100



CURRICULUM VITAE

Asmeniniai duomenys

BEATA VINCEL, gimusi 1985-06-05

Adresas: Staneviciaus g. 56-5, LT — 07117,
Vilnius, Lietuva

Telefono nr.: +370 674 39 320
El. pastas: beata.vincel@gmail.com

ISsilavinimas

2016-2020 Vilniaus universitetas, Medicinos
fakultetas,
Doktorantiiros studijos

2010-2015 Vilniaus universitetas, Medicinos
fakultetas, Vaiky chirurgijos rezidentiira

2004-2010 Vilniaus universitetas, Medicinos
fakultetas, Medicina

2008-2009 Kuopio universitetas, Medicina pagal
Erasmus programag

2000-2004 Vilniaus Adomo Mickeviciaus gimnazija

Darbo patirtis

2014-05 - 2016-01 Medicinos gydytoja; GroZio ir terapijos
klinika ,,Sugihara“

2014-08 — 2015-09 Medicinos gydytoja; Vaiky ligoniné,
Priémimo-skubios pagalbos skyrius

2016-11 — 2017-01 Vaiky chirurgé; Centro poliklinika

2015-08 — dabar Vaiky chirurgé; Vilniaus universiteto
ligonine

Santaros klinikos, Vaiky chirurgijos skyrius

Kvalifikacijos kélimas

2008 m. liepos 1-29 d. Vaikelio Jézaus Klinikiné ligoniné (Szpital
kliniczny dzieciatka Jezus), Bendros

101



2009 m. liepos 3-31 d.

2010 m. kovo 6 d.

Nuo 2013 m.

2013 m. geguzés 17-19 d.

2013 m. lapkricio 14-15d.

2014 m.birzelio 18-21 d.

2014 m. rugs¢jo 25-27 d.

2014 m.birzelio 18 d.

2014 m. lapkri¢io 2-30 d.

2015 m. kovo 20-21 d.

2016 m. geguzés 5-7 d.

2016 m. spalio 17-21 d.

chirurgijos ir transplantologijos skyrius,
VarSuva, Lenkija

Miesto ligoniné Nr. 35 (bonpauna Ne35
ropozackas MJIITY), Anesteziologijos ir
intensyvios terapijos skyrius, NiZnij
Novgorod, Rusija

Kriziy tyrimo centro ,,Privalomojo
pirmosios pagalbos mokymo programa®,
Kaunas, Lietuva

Kasmetiné Lietuvos vaiky chirurgy
draugijos konferencija

Kriziy tyrimo centro kvalifikacijos
tobulinimo kursas: ,,Skubioji medicinos
pagalba vaikams®, Kaunas, Lietuva

EPOS Regional Core Curriculum Courses,
Kaunas, Lietuva

15" European Pediatric Surgeons’
Association Congress (EUPSA 2014),
Dublinas, Airija

X1l Conference of the Baltic Association
of Paediatric Surgeons (BAOPS 2014),
Vilnius, Lietuva

Basic Skills in Paediatric Laparoscopy
Course, EUPSA 2014, Dublinas, Airija

V. Buzzi vaiky ligoniné (Ospedale dei
Bambini V. Buzzi), vaiky chirurgijos
skyrius, Milanas, Italija

8" Central & Eastern European Course in
Pediatric Surgery, Master Course in
Advanced Pediatric Minimal Access
Surgery, Segedas, Vengrija

XIV Conference of the Baltic Association
of Paediatric Surgeons (BAOPS 2016),
Tartu, Estija

,Bendryjy kompetencijy gebéjimy
mokymai‘, Vilnius, Lietuva

102



2017 m. geguzés 17-20 d. 18" European Pediatric Surgeons’
Association Congress (EUPSA 2017),
Limasolis, Kipras

2018 m. balandzio 11-14 d. 29" Congress of ESPU, Helsinkis, Suomija

2018 m. geguzés 10-12d. 15" Conference of the Baltic Association of
Paediatric Surgeons (BAOPS 2018), Ryga,
Latvija

2018 m. birzelio 20-23 d. 19" European Pediatric Surgeons’
Association Congress (EUPSA 2018),
ParyZzius, Pranciizija

2018 m. rugs¢jo 6-8 d. 8" Warsaw Conference of Pediatric
Urology, Radziejovice, Lenkija
2019 m. kovo 20-23 d. 12" Central and Eastern European Course

in Pediatric Surgery, Minimally Invasive
and Neonatal Surgery, Lvovas, Ukraina

2019 m. balandzio 24-27 d. 30" Congress of ESPU, Lionas, Pranciizija

2019 m. birzelio 12-15d. 20" European Pediatric Surgeons’
Association Congress (EUPSA 2019),
Belgradas, Serbija

2019 m. gruodzio 5-6 d. 12" Annual European Pediatric Colorectal
and Pelvic Reconstruction Congress & 7™
Paediatric Surgery Postgraduate Seminars,
Viena, Austrija

2019 m. gruodzio 7 d. The PSARP- and Laparoscopic Training
Workshop, Viena, Austrija

Gerosios klinikinés praktikos mokymai

1. Geros klinikinés praktikos kursai. Inlita. 2016 m. liepos 19 d. Nr.
IL/C.03.16

2. Good Clinical Practice: A Refresher Course for all Site Personnel
Working on Clinical Research Studies (including ICH E6, Revision 2
Changes) Version 2, MARCH 2017, 2017 m. spalio 4 d.

PraneSimai

- Liver rupture treatment in children using a stent graft. 15" EUPSA 2014
Congress, Dublinas, Airija.

103



- Liver rupture treatment in children: 13-year experience in single
institution with case presentation and literature review on minimally
invasive treatment. 13" Conference of the Baltic Association of
Paediatric Surgeons (BAOPS 2014), Vilnius, Lietuva.

- Consequences of bilateral cryptorchidism in adults. 14™ Conference of
the Baltic Association of Paediatric Surgeons (BAOPS 2016), Tartu,
Estija.

- Consequences of bilateral cryptorchidism in adults. 3rd EAU Baltic
Meeting (BALTIC16), Talinas, Estija (pranesimo bendraautoré)

- Cryptorchid boys with abrogated mini-puberty display differentially
expressed genes involved in sudden infant death syndrome. The 58th
Annual ESPE Meeting, Viena, Austrija (paneSimo bendraautor¢)

apzvalga. Lietuvos vaiky chirurgija 2019, Kaunas, Lietuva (pranes§imo

bendraautoré)
Narystés
2015 — dabar Lietuvos vaiky chirurgijos draugijos naré
2018 — dabar Europos vaiky urologijos draugijos (ESPU)

nare

Doméjimosi sritys

Kriptorchizmas, vaisingumo prognozé, lytinio vystymosi sutrikimai,
minimaliai invazyvi vaiky chirurgija.

104



UZRASAMS



UZRASAMS



UZRASAMS



Kalbos redaktoré Gabija Bankauskaité

Vilniaus universiteto leidykla
Saulétekio al. 9, III rimai, LT-10222 Vilnius
El. p.: info@leidykla.vu.lt, www.leidykla.vu.lt
Tirazas 15 egz.



