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Streszczenie

Ocena wplywu osocza bogatoplytkowego na autologiczny przeszczep jajnika
w procedurze zachowania plodnosci na modelu szczurzym. Metoda autologicznego
przeszczepu tkanki pobranej 1 zamrozonej przed rozpoczgciem  terapii
przeciwnowotworowej jest alternatywg dla witryfikacji oocytow, stuzac nie tylko jako
technika zachowania plodnosci, ale takze jako szansa na przywrdcenie fizjologicznej
rOwnowagi hormonalnej 1 zapobieganie przedwczesnej menopauzie. Efektywnos$¢
i wydajnos¢ tej metody nadal jest stosunkowo niska, poniewaz przeszczepiona
do organizmu tkanka zostaje poddana okresowi niedokrwienia i niedotlenienia zanim
zostanie wytworzona de novo sie¢ naczyn krwionosnych taczaca tkankg z organizmem,
co powoduje obnizenie zywotnoSci tkanki, a takze utrate rezerwy pecherzykow
pierwotnych. Celem podjetych badan byla ocena fizjologicznej funkcji jajnika szczura
po autologicznym przeszczepie oraz przydatnosci osocza bogatoptytkowego jako
katalizatora neowaskularyzacji w procesie przyjecia si¢ przeszczepu, w szczegdlnosci
w aspekcie degeneracji rezerwy pecherzykoéw. Doswiadczenie zostalo przeprowadzone
na 18 samicach szczuréw szczepu WAG. Samice zostaly poddane owariektomii, a jajniki
poddano witryfikacji z zastosowaniem DMSO (dimetylosulfotlenek), glikolu etylenowego
I sacharozy. Po 30 dniach rekonwalescencji szczury poddano zabiegowi autologicznej
transplantacji. Po rozmrozeniu prawe jajniki inkubowano przez 15 minut w roztworze soli
fizjologicznej typu Dulbecco (DPBS) z dodatkiem osocza bogatoptytkowego (PRP), a lewe
jajniki inkubowano w DPBS jako probe kontrolna. Jajniki przeszczepiono na najbardziej
unaczyniony brzeg wigzadla szerokiego macicy w modelu jajnik prawy+PRP, jajnik lewy-
kontrolny. Po prawej stronie przeszczepu rowniez wstrzyknieto ok 100-200 ul PRP.
Zwierzeta usmiercono po 2 (D2), 7 (D7) 1 30 (D30) dniach i pobrano tkanki. Liczbe
pecherzykow 1 analize histopatologiczng wykonano za pomocg barwienia tréjbarwnego
typu Massona. Wykonano ocen¢ apoptozy (immunofluorescencyjne barwienie TUNEL)
I unaczynienia tkanki (immunohistochemiczne barwienie PECAM-1). Analiz¢ wzgledne;j
ekspresji mRNA przeprowadzono dla: ESRa, ESRB, AMH, AMHR2, PGR i TNFa
za pomocg sond TagMan technikg rt PCR. Stwierdzono wigksza liczbe pecherzykow
pierwotnych (D2, p=0,003; D7, p=0,0047), pierwszorzedowych (D2, p=0,006; D7,
p=0,004), drugorzedowych (D2, p=0,0016; D7, p=0,0002) i antralnych (D2, p=0,0048; D7,
p=0,0031) w grupie badanej wzgledem grupy kontrolnej. Stwierdzono nizsza warto$¢
wskaznikow apoptozy w grupie badanej niz w grupie kontrolnej, w obydwoch grupach
krotkoterminowych (D2, D7, p<0,0001). Stwierdzono wigksza liczbg i gestos¢ naczyn
w grupie z PRP niz w grupie kontrolnej po 7 dniach od przeszczepu (D7, p=0,03), a takze
wykazano istotne statystycznie korelacje pomigdzy liczba pecherzykow a gestoscia
naczyn. Wykazano roznice ekspresji mRNA PGR (p=0,0098), ESRB (p=0,038) i ESRa.
(p=0,0046) pomiedzy grupami badang i kontrolng w grupie D7. Stwierdzono wyzszg
ekspresje AMH w grupie z PRP w grupie D2 (p=0,001) i D7 (p=0,02).
W S$wietle wynikow mozna przypuszcza¢é, ze osocze bogatoptytkowe podawane
bezposrednio przed oraz w czasie samej procedury autologicznego przeszczepu jajnika
wplywa pozytywnie na zachowanie prawidlowej struktury i1 funkcji tkanki. Dlugofalowe
dziatanie metody (grupa D30) wymaga dalszych badan, poniewaz badana grupa wykazata
niejednorodne wyniki. Uzyskane dane pozwalaja lepiej zrozumie¢ procesy zachodzace w
autologicznie przeszczepionej tkance jajnika pod wpltywem osocza bogatoptytkowego, a
takze stanowig podstawe do dalszych badan nad procedurami zachowania ptodnosci.

Stowa kluczowe: jajnik, zachowanie ptodnosci, model szczurzy, oncofertility, witryfikacja



Summary

Evaluation of the effect of platelet-rich plasma on autologous ovarian transplantation
in a fertility preservation procedure in a rat model. The study evaluates the effect
of platelet-rich plasma on autologous ovarian transplantation in a rat model. The method
of autologous transplantation of tissue harvested and frozen prior to anticancer therapy
is an alternative to oocyte vitrification, serving not only as a fertility preservation technique
but also as an opportunity to restore physiological hormonal balance and prevent premature
menopause. The efficiency of this method is still relatively low, as the tissue transplanted
into the body depends on the period of ischemia and hypoxia before the de novo formation
of the blood vessels network. The network connects the tissue to the body
resulting in a decrease in tissue viability, as well as a loss of primary follicle reserve.
The study aimed to evaluate the physiological function of rat ovary after autologous
transplantation and the wusefulness of platelet-rich plasma as a catalyst
for neovascularization in the process of graft acceptance, particularly in terms
of degeneration of the follicle reserve. Eighteen female rats of the WAG strain were used
in the study. The females were ovariectomized, and the ovaries were vitrified with the use
of dimethyl sulfoxide (DMSO), ethylene glycol and sucrose. After 30 days of recovery,
the rats underwent autologous transplantation. After thawing, the right ovaries were
incubated for 15 minutes in Dulbecco-type saline (DPBS) with platelet-rich plasma (PRP),
and the left ovaries were incubated in DPBS as a control. The ovaries were transplanted to
the most vascularized edge of the uterine broad ligament in a right ovary+PRP, left ovary-
control model. Approximately 250ul of PRP was also injected on the right side of the graft.
Animals were sacrificed after 2 (D2), 7 (D7) and 30 (D30) days, and tissues were collected.
Vesicle count and histopathological analysis were performed using Masson's trichrome
staining. Assessment of apoptosis (immunofluorescent TUNEL staining) and tissue
vascularization (immunohistochemical PECAM-1 staining) was performed. Relative
MRNA expression analysis was performed for: ESRa, ESR B, AMH, AMHR2, PGR
and TNFa using TagMan probes by rtPCR technique. A higher number of primordial
(D2, p=0.003; D7, p=0.0047), primary (D2, p=0.006; D7, p=0.004), secondary
(D2, p=0.0016; D7, p=0.0002) and antral (D2, p=0.0048; D7, p=0.0031) vesicles
in the study group relative to the control group was found. Apoptosis rates were found
to be lower in the PRP-treated group than in the control group, in both short-term groups
(D2, D7, p<0.0001). The results indicated the presence of higher number and density
of vessels in the PRP group than in the control group at seven days after transplantation
(D7, p=0.03), and there were statistically significant correlations between the number
of vesicles and vessel density. There was a difference in mMRNA expression of PGR
(p=0.0098), ESRp (p=0.038) and ESRa. (p=0.0046) between the study and control groups
in D7 group. The AMH expression was higher in the +PRP model at both time groups
(D2, p=0.001; D7, p=0.02). The results can indicate that platelet-rich plasma administered
immediately before and during the autologous ovarian transplantation procedure
has a positive effect on maintaining tissue structure and function. The long-term impact
of the method (D30 group) requires further study, as the group showed heterogeneous
results. The data obtained allow a better understanding of the processes occurring
in autologous transplanted ovarian tissue under the influence of platelet-rich plasma
and provide a basis for further research into the procedures of fertility preservation.

Keywords: ovary, fertility preservation, rat model, oncofertility, vitrification
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Wykaz skrotow uiywanych w pracy:

Skrot Rozwiniecie Ang./Laé. Rozwiniecie PI.

3D three-dimensional space przestrzen trojwymiarowa

ADP adenosine diphosphate adenozynodifosforan

AFC antral follicle count liczba pecherzykow antralnych

AGs alpha granules granulki typu alfa

Akt (PKB) | protein kinase B kinaza biatkowa B

AMH anti-Miillerian hormone hormon anty-Mullerowski

AMHR2 anti-Miillerian hormone receptor dla hormonu
receptor type 2 anty-Mulerowskiego typu 2

Ang-2 angiopoietin-2 angiopoetyna-2

ANOVA analysis of variance analiza wariancji

ART assisted reproductive techniki wspomaganego rozrodu
technology

ASRM American Society for Amerykanskie Stowarzyszenie
Reproductive Medicine Medycyny Reprodukcyjnej

AT adipose tissue tkanka thuszczowa

ATP adenosine triphosphate adenozynotrifosforan

bFGF fibroblast growth factor beta czynnik wzrostu fibroblastow beta

BMP2 bone morphogenetic protein 2 | biatko morfogenetyczne kosci 2

BMPs bone morphogenetic proteins | biatka morfogenetyczne kosci

BSA bovine serum albumin albumina surowicy bydlece;j

CXCLA4/PF | chemokine (C-X-C motif) chemokina CXCL4 /

4 ligand 4/ platelet factor 4 ptytkowy czynnik 4

CAMP cyclic adenosine cykliczny monofosforan adenozyny
monophosphate

CCL5 chemokine (C-C motif) ligand | chemokina, ktora jest syntetyzowana
5; RANTES (Regulated on przez limfocyty T i wykazuje dziatanie
Activation, Normal T-cell prozapalne poprzez aktywacje,
Expressed and Secreted) chemotaksje, adhezje limfocytow T

oraz ich migracj¢ poprzez endothelium.
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CL

corpus luteum

cialko zolte

CPA’s cryoprotective agents krioprotektanty

CT connective tissue tkanka faczna

DAB 3,3'-diaminobenzine 3,3’- diaminobenzydyna

DAPI 4' 6-diamidino-2-phenylindole | 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

DF degenerated follicle pecherzyk atrezyjny

DGs d-granules granule typu delta

DMSO dimethyl sulfoxide dimetylosulfotlenek

DNA deoxyribonucleic acid kwas deoksyrybonukleinowy

DPBS Dulbecco’s phosphate buffered | buforowana fosforanem sol
saline fizjologiczna typu Dulbecco

EG ethylene glycol etylen glikolowy

EGF epidermal growth factor nabtonkowy (epidermalny) czynnik

wzrostu

ERao estrogen receptor alpha receptor estrogenowy alfa

ERp estrogen receptor beta receptor estrogenowy beta

ESHRE European Society of Human Europejskie Towarzystwo Rozrodu
Reproduction and Embryology | Cztowieka i Embriologii

et al. et alia wraz z innymi

FBS fetal bovine serum serum ptodowe z cielat

FGF fibroblast growth factor czynnik wzrostu fibroblastow

FSH follicle-stimulating hormone hormon folikulotropowy

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenaza aldehydu
dehydrogenase 3-fosfoglicerynowego

GFP green fluorescent protein Biatko zielonej fluorescencji

GnRH gonadotropin-releasing gonadoliberyna
hormone

HMG human menopausal ludzka gonadotropina menopauzalna
gonadotropin

HPRT hypoxanthine fosforybozylotransferaza
phosphoribosyltransferase hipoksantynowo-guaninowa

IGF1 insulin like growth factor insulinopodobny czynnik wzrostu

type 1
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IL-18 Interleukin 18 interleukina 18
IL-6 Interleukin 6 interleukina 6
IL-8 Interleukin 8 interleukina 8
IVF in vitro fertilization zaptodnienie pozaustrojowe
LF liquor folliculi ptyn pecherzykowy
LH luteinizing hormone hormon luteinizujacy
m.in. - miedzy innymi
MRNA messenger ribonucleic acid informacyjny/matrycowy kwas
rybonukleinowy
N nucleus jadro komorkowe
@) ovum komorka jajowa
OHSS ovarian hyperstimulation zespot hiperstymulacji jajnikow
syndrome
PBS phosphate-buffered saline buforowana fosforanem soél
fizjologiczna
PCOS polycystic ovary syndrome zespot policystycznych jajnikow
PCR polymerase chain reaction reakcja tancuchowa polimerazy
PDGF platelet derived growth factor | ptytkopochodny czynnik wzrostu
PECAM- platelet endothelial cell ptytkowa czgsteczka adhezji komorek
1/CD31 adhesion moleculel/cluster of | §rodbtonka-1
differentiation 31
PF primordial follicle pecherzyk pierwotny
PGR progesterone receptor receptor progesteronowy
pPHRTS pharmacological hormonal zastgpcza terapia hormonalna
replacement therapies
PI3K phosphoinositide 3-kinase kinaza fosfoinozytolu 3’
POF premature ovarian failure zespot przedwczesnego wygaszania
czynno$ci jajnikow
PrOH 1,2-propanediol 1,2-propanodiol
PRP platelet rich plasma osocze bogatoptytkowe
Real-time | real-time polymerase chain reakcja PCR z analizg przyrostu ilo$ci
PCR/gPCR | reaction/quantitative produktu w czasie rzeczywistym

polymerase chain reaction
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RNA ribonucleic acid kwas rybonukleinowy

S1P sphingosine-1-phosphate sfingozyno-1-fosforan

SDF1-a/ stromal cell-derived factor czynnik produkowany przez komorki

CXCL12 1/C-X-C motif chemokine 12 | zrebu 1 a /chemokina CXCL12

TdT terminal deoxynucleotidyl transferaza nukleotydow terminalnych
transferase

TE theca externa ostonka pecherzyka

TGF-p1 transforming growth factor transformujacy czynnik wzrostu beta 1
beta 1

TIMP 4 Tissue inhibitor of tkankowy inhibitor metaloproteazy 4
metalloproteinase 4

1. - to jest

TNF tumor necrosis factor czynnik martwicy nowotworow

TNFa tumor necrosis factor alpha czynnik martwicy nowotworoéw alpha

TSP-1 thrombospondin 1 trombospondyna -1

TUNEL terminal deoksynukleotydyl znakowanie biatka d-UTP z uzyciem
transferase mediated d-UTP transferazy nukleotydéw terminalnych
(2'-deoxyuridine 5'-
triphosphate) nick end-labeling

VEGF vascular endothelial growth czynnik wzrostu srodbtonka
factor naczyniowego

VS vasa sanguinea naczynia krwiono$ne

ZG zona granulosa komorki warstwy ziarnistej

ZP zona pellucida oslonka przejrzysta
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1. Wstep do dysertacji i przeglqd literatury naukowej

1.1,,Cesarz wszech choréb”, czyli czestos¢ wystgpowania nowotworow

u kobiet

W 2020 roku liczba zdiagnozowanych przypadkow wystgpienia chorob nowotworowych
dotyczy prawie 20 milionéw ludzi na catym $§wiecie. Migdzynarodowa Agencja Badan nad
Rakiem (ang.: The International Agency for Research on Cancer) okreslita przewidywana
liczbe o0s6b do 39 roku zycia dotknigtych nowotworem na okoto 3956 815.
Prawdopodobienstwo zachorowania na nowotwor przed 44 rokiem zycia jest statystycznie
istotnie wyzsze u kobiet (65%) niz u mezczyzn (35%). Prawie 90 tysiecy pacjentow
onkologicznych to dziewczynki w wieku do 14 lat, a ponad milion to mtode kobiety
w wieku od 15 do 39 lat (Rycina 1: Ferlay J et al. n.d. strona internetowa International
Agency for Research on Cancer World Health Organization: "cancer today", dane uzyskane
28.09.2022, adres strony: https://gco.iarc.fr/). Rosnacy postep medycyny oraz coraz
sprawniejsza diagnostyka zwickszaja szanse pacjentdOw na remisje choroby oraz na dtuzsze
przezycie. Dzigki temu niewatpliwemu osiggnigciu medycyny coraz czesciej zwraca
si¢ uwage na jako$¢ zycia pacjentow onkologicznych po chorobie. W tym kontekscie,
szczegOlnie istotng dla kobiet, wydaje si¢ dbalo$¢ o zachowanie wilasciwego profilu
hormonalnego, a takze i mozliwo$¢ urodzenia dziecka. Troska o pacjentdéw w aspekcie
utrzymania ptodnosci i mozliwosci planowania rodziny po zakonczeniu walki z chorobg
doprowadzita do powstania nowej galezi nauki taczacej lekarzy i réznych specjalistow
z dziedziny onkologii i wspomaganego rozrodu: oncofertility. Nazwa ,,oncofertility ”
to potaczenie stow ,onkologia” (ang.: oncology) i ,plodnos¢” (ang.: fertility).
Przedstawiona w ponizszej dysertacji praca nalezy do tematyki oncofertility, a jej osig

tematyczng jest zwierzecy model przeszczepu kriokonserwowanej tkanki jajnika.
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Ryc. 1. A)

Estimated number of new cases in 2020, World, females, ages 0-14

Other cancers
25 905 (28.9%)
Vagina
212 (0.24%)
Colorectum
252 (0.28%)
Melanoma of skin
363 (0.40%)
Kaposi sarcoma
378 (0.42%)
Salivary glands
398 (0.44%)
Nasopharynx
512 (0.57%)
Lip, oral cavity
530 (0.59%)
Thyroid
1725 (1.9%)
Liver
1808 (2%)
Ovary
2474 (2.8%)
Hodgkin lymphoma
2553 (2.8%)

Leukaemia
28 241 (31.5%)

BNS
10 652 (11.9%)

Kidney NHL
6829 (7.6%) 6 935 (7.7%)

Total : 89 767

Data source: Globocan 2020
Graph production: Global Cancer
Observatory (nttp://geo.arc.ir)

B)

Other cancers
103 648 (12.8%)
Lip, oral cavity
7 632 (0.94%)
Liver
8520 (1.1%)
Lung
9941 (1.2%)
Stomach
13 491 (1.7%)
Hodgkin lymphoma
14529 (1.8%)

Corpus uteri \
16 401 (29%) »
Melanoma of skin (
19 205 (2.4%)
BNS

20 178 (2.5%)

Breast

NHL
22872 (2.8%)
Colorectum
26 183 (3.2%)
Leukaemia .
29 325 (3.6%) Thyroid
Ovary 119 749 (14.8%)
37 173 (4.6%)

Cervix uteri
112 287 (13.9%)

Total : 808 918

Data source: Globocan 2020
Graph production: Global Cancer
Observatory (httpy/geo jarc.fr)
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Estimated number of new cases in 2020, World, females, ages 15-39

247 784 (30.6%)
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C)

Top cancer per country, estimated age-standardized incidence rates (World) in 2020, females, ages 0-39
(excl. NMSC)

Breast (141) )r

Cervix uteri (33) /

Thyroid (9)
Il Velanoma of skin (1) [Jll Not applicable

Leukaemia (1) No data
All rights reserved. Thi i loyed and the of ial in this iblication do not imply th pi of any opini GLOBOCAN 2020 { World Health
on the part of the World Health Organization / International Agency for Research on Cancer concerning the legal status of any country, territory, city or areaor  Map production: IARC W92 organization
of its authorities, or concerning ion of s frontiers or Dotted and dashed lines on maps represent approximate borderlines for which  (nttp://qco.arc ir/today) P

Y -
there may not yet be full agreement. World Health Organization ©International Agency for Research on Cancer 2020
Allrights reserved

Rycina 1. Graficzne przedstawienie liczby zdiagnozowanych przypadkow wystgpienia
chorob nowotworowych z podziatem na nowotwory roznych typow wsrod kobiet w wieku
A) do 14 roku zycia, B) mtodych kobiet 15-39 lat C) przedstawia czestos¢ wystgpowania
nowotworow danego typu (legenda) w danych obszarach geograficznych. Dane

przedstawione sq dla kobiet do 39 roku zZycia (Ferlay J etal. n.d., strona internetowa International Agency
for Research on Cancer World Health Organization: “cancer today”, dane uzyskane 28.09.2022; adres strony:
https://gco.iarc.fr/).

1.2 Gonadotoksycznosé terapii przeciwnowotworowych

Terapie przeciwnowotworowe, takie jak radioterapia i chemioterapia powoduja znaczne
zniszczenie tkanki germinalnej, a wigc cze$ciowa lub calkowitg utrate ptodnosci. Ryzyko
zmniejszenia lub catkowitej utraty ptodnosci w wyniku terapii przeciwnowotworowej
u dzieci szacowane jest na 12% do 66% pacjentow (Hudson et al., 2013). W przypadku
zastosowania terapii przeciwnowotworowej u dojrzewajacych lub dojrzatych ptciowo
kobiet stwierdzono, ze nawet niskie dawki promieniowania w trakcie radioterapii prowadza
do obnizenia ptodnos$ci i przyspieszenia pojawienia si¢ menopauzy. Zauwazono takze
odwrotnie proporcjonalng zalezno§¢ wrazliwos$ci tkanki jajnika na gonadotoksyczno$¢
radioterapii, wynikiem czego u 30 letniej kobiety dawka wyniszczajaca rezerwe jajnikowa
to 14,3 Gy, co stanowi 30-57% dawki standardowo stosowanej w leczeniu, okreslonej
na 25-50 Gy w zalezno$ci od uzytego protokotu oraz rodzaju nowotworu

(Rubino et al. 2003; Wallace et al. 2005; Gracia et al. 2012).
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Podobnie gonadotoksycznym efektem charakteryzujg si¢ substancje cytotoksyczne, w tym
te najczesciej stosowane w chemioterapii przeciw nowotworom piersi, a wiec najczesciej
wystepujacym nowotworom u kobiet w wieku rozrodezym (Rycina 1 B).

Do $rodkéw chemioterapeutycznych, o ktorych wiadomo, ze dzialajg szkodliwie na tkanke
germinalng, nalezg $rodki alkilujagce wysokiego ryzyka, takie jak cyklofosfamid,
mechloretamina, chlorambucil, busulfan, i melfalan, ktérych aktywne metabolity prowadza
do zatrzymania funkcji i syntezy chromatyny w komorkach poprzez rozerwanie
dwuniciowego DNA, prowadzac do apoptozy indukowanej przez Dbialko
p63 (Petrillo et al., 2011; Soleimani et al., 2011a). Z kolei cisplatyna i karboplatyna
powoduja zahamowanie funkcji syntezy i transkrypcji bialek poprzez doprowadzenie
do przerwania nici podczas replikacji DNA w jadrze komoérek. Substancje te zaliczane
sa do grupy sredniego ryzyka, chociaz badania na zwierzetach wskazuja na bezposredni
wplyw wyzej wymienionych substancji na pegcherzyki pierwotne jajnikow (Yucebilgin
et al. 2004; Anderson et al. 2006) i oocyty (Gonfloni et al., 2009). Cytostatyki takie
jak metotreksat, 5-fluorouracyl i cytarabina sa zaliczane do grupy niskiego ryzyka.
Podobnie w przypadku alkaloidow barwinka pospolitego (Vinca minor) m.in. winkrystyny
1 winblastyny.  Substancje te, powodujace zatrzymanie mitotycznych podziatéw
komoérkowych poprzez polimeryzacje tubuliny, nie wykazaly istotnego wplywu na gonady
ludzi. Badania przeprowadzone na myszach wskazuja na ich szkodliwe dziatanie
na pecherzyki wzrastajgce, ale nieistotny wplyw na pecherzyki pierwotne
(Winship et al. 2019). Antybiotyki antracyklinowe, takie jak daunorubicyna i bleomycyna,
hamuja syntez¢ DNA, a takze powoduja powstawanie wolnych rodnikéw tlenowych,
sa jednak zaliczane do grupy niskiego ryzyka utraty ptodnosci, chociaz badania jasno
wskazuja wplyw stosowanej terapii na obnizenie wskaznikow rezerwy jajnikowej
(Policiano et al., 2020). Ponadto, doksorubicyna, takze zaliczana do antracyklin, jest
jednym ze $rodkéw wysoko gonadotoksycznych, ze wzgledu na udowodniony wptyw
zarowno na kore jajnika jak i na zrgb, w tym pecherzyki wszystkich typow, wliczajac
w to pecherzyki pierwotne (Yucebilgin et al. 2004; Morgan et al. 2012; Lopes et al. 2020)

Badania Garcia i et al. wykazaly znaczne obnizenie markerow ptodnosci i rezerwy
jajnikowej u pacjentek w wieku rozrodczym, u ktorych zastosowano chemioterapie
w wysokich dawkach, az do poziomu naturalnego dla kobiety w wieku menopauzalnym
(Gracia et al. 2012). Badania przesiewowe dotyczace pacjentek stosujacych tamoksyfen,

lek stosowany jako antyestrogen w terapiach przeciwko nowotworom piersi, réwniez
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wskazuja na obnizenie ptodnosci, a takze na do$wiadczanie objawow zwigzanych
z przedwczesng menopauzg, bedaca wynikiem gonadotoksycznego dziatania chemioterapii

(Gupta et al., 2006; Sung et al., 2022).

Utrata funkcjonalnosci gonad w wyniku radio- i/lub chemioterapii jest szczegélnie istotna
w przypadku jakosci zycia dzieci, ktore zostaly skierowane na terapi¢
przeciwnowotworowg przed okresem dojrzewania, a takze dorastajacych i mtodych kobiet,
u ktorych tkanka jajnika jest szczegdlnie aktywna hormonalnie.

W przypadku uszkodzenia gonad u dzieci przed okresem dojrzewania obserwuje si¢
m. in.: nieprawidlowos$ci procesu dojrzewania plciowego poprzez obnizone st¢zenia
hormonow plciowych i obnizone libido i ptodnos¢ w wieku dojrzatym (Hudson et al.,
2013).

W przypadku kobiet konsekwencje utraty hormonalnej funkcjonalno$ci przybieraja forme
zespolu przedwczesnej menopauzy (ang. premature menopause syndrome), a wigc maja
negatywny wplyw nie tylko na uklad moczowo-piciowy, ale takze krwionosny,
szkieletowy, a nawet na funkcje poznawcze i prawidtowos¢ dziatania systemu nerwowego
(Gupta et al. 2006; Wallace and Kelsey 2010; Sung et al. 2022). Problem wystgpienia
objawoOw przedwczesnej menopauzy jest coraz czg¢sciej poruszanym tematem w kontekscie
zapewnienia godnej jakosci zycia mlodych pacjentek po remisji choroby nowotworowej
(Hardy and Kuh 2002; Bryson et al. 2022). Przedwczesna menopauza, prowokowana
obnizeniem poziomu jajnikowych hormondéw steroidowych, moze powodowac
osteoporoze, choroby serca, podniesienie ci$nienia krwi, a takze napady goraca i znaczne
obnizenie libido (Hardy and Kuh, 2002). Zastgpcza terapia hormonalna
(ang. pharmacological hormonal replacement therapies; pHRTS), stosowana w leczeniu
objawOw menopauzy, chociaz okreslana jako wysoce efektywna, przy dlugotrwalym
stosowaniu moze powodowac¢ efekty uboczne w postaci zakrzepow zylnych, chordb serca,
udaru, a nawet wystgpienia nowotworow (Marjoribanks et al., 2018). Ponadto u niektorych
pacjentek, szczegdlnie tych w mlodym wieku trudne jest dobranie odpowiedniej dawki leku
(Sullivan, Sarrel and Nelson, 2016). Dlatego wtasnie procedury zachowania ptodnosci,
obejmujace mozliwos¢ przywrdcenia - chociaz czgsciowo - hormonalnej czynnos$ci gonad,

sg tak istotnym tematem w kontekscie oncofertility.
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1.3 Procedury zachowania ptodnosci

Wspomniane powyzej konsekwencje utraty czynno$ci hormonalnej jajnikéw wiaza
si¢ nieodwracalnie z obnizeniem lub catkowitg utratg ptodnosci kobiet w wyniku chemio-
i/lub radioterapii. Coraz czg¢sciej, podczas konsultacji onkologicznych, pacjenci wyrazaja
zainteresowanie strategiami zachowania mozliwie jak najlepszej jakosci zycia
po catkowitej remisji choroby 1 zakonczeniu terapii. Niektoére badania wskazuja,
ze ok. 70% kobiet w wieku rozrodczym, ktére zostaly skierowane na terapi¢
przeciwnowotworows,  wykazywalo  $§wiadomo$¢  gonadotoksycznosci  terapii
1 zainteresowanie procedurami zachowania ptodnosci, a ponad polowa z nich wykazywata
che¢ posiadania w przysztosci potomstwa (Letourneau et al., 2011). Niestety, informacje
przekazywane pacjentom i pacjentkom podczas konsultacji onkologicznej nie zawsze
poruszaja ten wazny temat, a takze charakteryzuja si¢ dysproporcja pomigdzy
informacjami przekazywanymi kobietom 1 mezczyznom. Ankieta przeprowadzona przez
Armaund et al. W 2012 roku wsrdd pacjentow i pacjentek, ktorzy przeszli terapig
przeciwnowotworowa, wykazata, ze tylko 48% pacjentek 1 80% pacjentéw otrzymato
od lekarza informacj¢ o gonadotoksycznym wplywie terapii onkologicznej. Ponadto,
jedynie 14% pacjentek 1 68% pacjentéw otrzymato informacj¢ o mozliwych procedurach
zachowania plodnosci (Armuand et al, 2012). Dane te nie tylko wskazujg
na niedoinformowanie pacjentow 1 pacjentek onkologicznych o mozliwych
konsekwencjach terapii przeciwnowotworowych, ale takze zaznaczaja istotno$¢
podkreslenia tego tematu w kontekscie kobiet.

Proponowane pacjentkom strategie zachowania ptodnosci sg zalezne od wielu czynnikéw.
Wsrod znanych 1 szeroko stosowanych procedur zachowania ptodnos$ci mozna wymienié
zachowawczg gonadopeksje (transpozycje jajnikow) oraz mrozenie komorek rozrodczych
i zarodkéw. Inne procedury, takie jak zastosowanie analogéw gonadoliberyny
(ang.: gonadotropin releasing hormone; GnRH) oraz kriokonserwacja tkanki jajnika,
to metody nowatorskie, ktére wcigz pozostajg w fazie eksperymentalnej lub potrzebujg

udoskonalenia.

1.4 Transpozycja gonad

Gonadopeksja, czyli przeszczepienie gonad z dala od rejonu miednicznego w miejsce
znajdujace si¢ poza dziataniem promieniowania jonizujacego, Stosowane jest jedynie

w przypadku ograniczonej miejscowo radioterapii. Rozwigzanie to jest zwigzane
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z czynno$ciami ochraniajgcymi gonady (ang.: gonad shielding) przed dziataniem
promieniowania, a jego efektywno$¢ ograniczona (Jeukens et al. 2020; Bayefsky et al.
2022). Nalezy podkresli¢, ze strategia ta jest whasciwa jedynie dla pacjentow, u ktdrych
miejscowa radioterapia jest jedyna stosowang metoda leczenia,
a jej wykorzystanie wigze si¢ z konieczno$cig zastosowania zaawansowanych procedur

wspomaganego rozrodu w tym z pobraniem oocytow i zaptodnieniem in vitro.

1.5 Mrozenie oocytow i zarodkow

Ze wzglgdu na gonadotoksyczno$¢ chemioterapeutykow, pobranie oocytow
do zastosowania w procedurze zachowania ptodnosci powinno si¢ odby¢ przed
rozpoczeciem terapii przeciwnowotworowej. Dziatanie tych substancji w komodrkach
germinalnych obejmuje zaro6wno wywolanie stresu oksydacyjnego, jak 1 prowadzi
do mutacji DNA w jadrach komorkowych 1, w rezultacie, apoptozy (Becker and Schoneich,
1982; Soleimani et al., 2011b). W badaniu Meirow et al. wykazano dtugofalowe dziatanie
cyklofosfamidu, jednego z najczesciej stosowanego chemioterapeutyku, na wzrost odsetka
poronien i uszkodzen ptodow u myszy nawet trzy miesigce po narazeniu na substancje
(Meirow et al., 2001). Co cickawe, badania opisujace wystgpowanie i utrzymanie cigzy
u pacjentek po zakonczeniu terapii i remisji choroby, chociaz wskazuja na znaczne
obnizenie ptodnosci, nie wykazaty statystycznie istotnego wzrostu nieprawidtowosci
genetycznych i powaznych uszkodzen ptodow (Hawkins 1994; Signorello et al. 2006;
Anderson et al. 2018). Badania te jednak dotycza glownie pacjentek przechodzacych
chorobe nowotworowg w wieku dziecigcym, co utrudnia zastosowanie tych doniesien
w szacowaniu zachowania ptodnosci dojrzalych piciowo kobiet. Literatura naukowa
nie okresla takze okresu catkowitego ustania dzialania chemioterapii, nie jest wigc mozliwe
wyznaczenie bezpiecznego odstgpu czasowego pomigdzy zakonczeniem  terapii,

a pobraniem nieuszkodzonych komorek rozrodczych.

Chociaz mrozenie i witryfikacja komorek rozrodczych i zarodkow jest zdecydowanie
najczesciej stosowang metodg zachowania plodnosci u dojrzatych ptciowo dziewczynek
1 mlodych kobiet, to mrozenie 1 witryfikacja gamet jest metodg coraz czg$ciej stosowang
nie tylko u pacjentek leczonych onkologicznie, ale takze u pacjentek obarczonych innymi
chorobami przyspieszajacymi utrate plodnosci, takimi jak zespdt przedwczesnego

wygasania czynnosci jajnikow (Prashant et al., 2018), czy endometrioza (Henry et al.,
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2022). W wiclu krajach krioprezerwacja komoérek jajowych jest takze strategig
przedluzenia okresu rozrodczego kobiet stosowang ze wzgledow kulturowych
lub socjoekonomicznych (Varlas et al.,, 2021; Khattak et al., 2022). Efektywnosé¢
tej metody zachowania plodno$ci u pacjentek onkologicznych zalezy przede wszystkim
od liczby uzyskanych oocytoéw, ich jakos$ci wstepnej a takze ptodnos$ci partnera i utrzymuje
si¢ na poziomie ok. 25-38% (efektywno$¢ mierzona w odsetku cigz uzyskanych w wyniku
procedury zaplodnienia in vitro i transferu zarodka). Podobne wyniki dotycza pacjentek
mrozacych oocyty z innych wzgledow (Walker, Lanes and Ginsburg, 2022). Skuteczno$¢
procedury jest przewidziana dla optymalnej liczby oocytow, ktora zostala okreslona
wg. Europejskiegogo Stowarzyszenia Rozrodu i Embriologii (ang.: European Society of
Human Reproduction and Embryology, ESHRE) na 15 oocytow pobranych w jednym
cyklu stymulacji (Sunkara et al. 2011; Milachich and Shterev 2016a).

Krioprezerwacja zarodkow jest metoda stosowang jedynie u pacjentek posiadajacych
stalego partnera, wyrazajacego zgod¢ na zastosowanie tej procedury. Chociaz pozornie
transfery mrozonych zarodkéw wykazuja si¢ wigksza skuteczno$cig niz transfery
zarodkéw uzyskanych z mrozonych oocytow (35-49% vs 25-38%), wg najnowszych
danych zebranych w Wielkiej Brytanii nie s3 to rodznice istotne statystycznie
(Ni Dhonnabhain et al., 2022). Nie nalezy rowniez zapominaé¢ o dylematach natury
etycznej dotyczacych kriokonserwacji ludzkich zarodkow (Wallach and Robertson, 1987),
a takze o ograniczeniach prawnych w niektorych krajach odnosnie ich liczby (Dziennik
Ustaw Rzeczypospolitej Polskiej; 2015).

Obie wyzej opisane metody zachowania ptodnosci wymagaja stymulacji hormonalne;j,
aby przygotowac pacjentke do cyklu superowulacji niezbednej do pobrania wystarczajacej
liczby komorek rozrodczych do przeprowadzenia procedury zaptodnienia in vitro.
Konwencjonalne przygotowanie pacjentki do procedury zaptodnienia in vitro wymaga
2-6 tygodni, w zalezno$ci od protokotu stymulacji i fazy cyklu miesigcznego pacjentki.
Czas ten znaczaco opdznia mozliwo$¢ rozpoczecia terapii przeciwnowotworowej,
co w przypadku niektorych pacjentek jest zagadnieniem kluczowym dla jej skutecznosci.
W zwiazku z presja czasu, u pacjentek wymagajacych jak najszybszego rozpoczgcia terapii
przeciwnowotworowej coraz czgsciej stosuje sie stymulacje cyklu jajnikowego o losowym
starcie (ang. immediate / random start controlled ovarian stimulation), ktéra mozna
rozpoczaé bez wzgledu na faze cyklu (Cavagna et al. 2017; Marklund et al. 2020).
Bez wzgledu na zastosowany protokot, celem procedury stymulacji jest zabezpieczenie

wystarczajacej liczby dojrzalych oocytéw. ESHRE na podstawie ogolnoswiatowych
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doniesien (Sunkara et al. 2011; Ji et al. 2013; Cobo et al. 2015; Milachich and Shterev
2016b) okreslito statystycznie optymalng liczbe oocytow potrzebnych do uzyskania
zdrowej cigzy na 15 dojrzatych oocytow.

U pacjentek onkologicznych opdznienie terapii przeciwnowotworowej umozliwia
pojedynczy cykl stymulacji, ktory nie zawsze konczy si¢ uzyskaniem optymalnej liczby
oocytow. Ponadto, kontrolowana stymulacja niesie ze sobg ryzyko zespotu hiperstymulacji
jajnikow (ang. ovarian hyperstimulation syndrome, OHSS), obejmujacego symptomy takie
jak wodobrzusze, hiponatremia i zageszczenie krwi, a w skrajnych przypadkach nawet
do zakrzepicy zatorowej naczyn krwionosnych (ang. thromboembolic phenomena)
(McElhinney and McClure, 2000). Zespo6t hiperstymulacji jajnikow, w efekcie powiktan,
moze zatem doprowadzi¢ do powaznych komplikacji w planowaniu i do opdznienia terapii
ratujacej zycie pacjentki (Christ, Herndon and Yu, 2021).

Kolejnym watpliwym aspektem wywolywania kontrolowanej stymulacji jajnikow
u pacjentek dotknigtych chorobg nowotworowa jest fakt, ze stymulacja hormonalna
obejmuje takze dzialanie hormonow steroidowych, w tym estrogenow, ktére moga mied
wplyw na przyspieszenie rozwoju nowotworéw. Chociaz problem ten pojawia si¢ jako
mozliwy efekt uboczny zastosowanej procedury zachowania ptodnosci, nie zostat

on jednak bezposrednio udowodniony w literaturze przedmiotu (Munoz 2015;

Akel et al. 2020).

1.6 Zastosowanie analogow gonadoliberyny

Stosowanie analogéw GnRH jako terapii ochronnej podczas chemioterapii jest metoda
wykazujacg si¢ szczegolng efektywnoscig w terapii niedojrzatych piciowo dziewczynek,
lecz nie wykazuje podobnej skutecznosci zastosowana u chtopcéw (Blumenfeld, Katz, and
Evron 2014; Blumenfeld 2019). Doniesienia naukowe dotyczace oceny efektywnosci
dziatania terapii analogami GnRH u dojrzatych ptciowo kobiet pozostajg przedmiotem
kontrowersji. Wyjasniany przez naukowcow mechanizm dziatania to m. in. utrzymanie
jajnikow w stanie niedojrzatosci plciowej. Hipoteza ta jest zasadna, jako Ze pecherzyki
pierwotne, pozostajace w stanie nieaktywnym, wykazuja si¢ najwigksza odpornoscia
na dziatanie chemioterapeutykow, na co takze wskazuje duzy odsetek zachowania
funkcjonalno$ci jajnikow u dziewczynek po chemioterapii (del Mastro and Lambertini,
2017). Inne proponowane mechanizmy to: bezposrednie zmniejszenie toksyczno$ci

chemioterapeutykow (np. doksorubicyny) na jajnik poprzez inaktywacje obecnych
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w gonadach receptorow (Imai et al., 2007); zmniejszenie perfuzji chemioterapeutykow
w tkance poprzez zmniejszone miano estrogenow (Kitajima et al., 2006); czy zwigkszenie
ekspresji  sfingozyno-1-fosforanu (S1P), bioaktywnego lipidu majacego dziatanie
protekcyjne na tkanke jajnika i zawarte w niej oocyty (Paris et al. 2002; Blumenfeld 2019).
Jeszcze innym elementem, moggcym mieé znaczenie w zachowaniu rezerwy jajnikowej,
posrednio zwigzanym z protekcyjnym dzialaniem analogéw GnRH na jajnik poddany
chemioterapii jest zachowanie rezerwy gametycznych komoérek macierzystych, ktore,
wedhug kontrowersyjnej pracy Johnson et al. opublikowanej w czasopismie Nature, w 2004
roku, mogg mie¢ znaczenie w oogenezie zachodzacej takze w dojrzalych gonadach
(Johnson et al. 2004; Blumenfeld 2019).

Efektywnos¢ zastosowania analogow GnRH w procedurze zachowania ptodnosci
nie zostala jednak jednoznacznie okreslona, a w literaturze naukowej znalez¢é mozna
zarbwno obiecujace jak 1 niekorzystne wyniki stosowania omawianej procedury
(del Mastro et al. 2014; Chen et al. 2019; Lambertini et al. 2019). W zwigzku
z powyzszym, metoda ta traktowana jest jako metoda pozostajaca w fazie
eksperymentalnej. Co ciekawe, agoni$ci gonadoliberyny maja takze zastosowanie w terapii
adiuwantowej podczas hiperstymulacji jajnikow w procedurze pobrania oocytéw, majacej
zapobiec zespotowi OHSS. Niestety, skuteczno$¢ tej terapii takze wzbudza kontrowersje

w srodowisku naukowym (lliodromiti et al. 2013; Christ et al. 2021;) .

1.7 Kriokonserwacja i autologiczny przeszczep tkanki jajnika

Zachowanie funkcjonalnos$ci jajnika poprzez kriokonserwacje, a nastgpnie autologiczny
przeszczep tkanki jajnika stanowi o§ tematyczng niniejszej dysertacji. Cho¢ metoda
ta uwazana byla jeszcze do niedawna za eksperymentalng, w grudniu 2019 Amerykanskie
Stowarzyszenie Medycyny Reprodukcyjnej (ang.: American Society for Reproductive
Medicine; ASRM) wydalo o$wiadczenie, w ktorym jednoznacznie okreslito
kriokonserwacjg¢ tkanki jajnika jako dostepng procedurg zachowania ptodnosci u pacjentek
niedojrzatych ptciowo oraz u pacjentek, u ktdrych terapia przeciwnowotworowa powinna
rozpocza¢ si¢ jak najszybciej (Practice Committee of the American Society
for Reproductive Medicine, 2019).

Pobranie i zachowanie tkanki jajnika (Rycina 2) polega na laparoskopowym wycieciu
fragmentu kory jajnika, a nastgpnie pocigciu jej na mate fragmenty i kriokonserwacje,

poprzez technike powolnego zamrozenia lub witryfikacji (Chibelean et al., 2020).
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Fragmenty tkanki zanurzone w ciektym azocie pozostajag zachowane do momentu remisji
nowotworu u pacjentki 1 decyzji lekarza o gotowosci na przyjecie przeszczepu.
Autologiczny przeszczep tkanki jest wszczepiany ortotopicznie, na szkielet pozostatego
jajnika lub mozliwie najblizej autologicznego rejonu tkanki, badZz heterotopicznie, jesli
rejon miedniczy ulegl znacznemu uszkodzeniu (Sonmezer and Oktay, 2010a). Jesli
fragment tkanki wszczepiony zostal na pozostata w organizmie tkanke¢ jajnika, mozliwe
jest naturalne zajscie w cigze, jesli jednak przeszczep byt heterotopiczny niezbedne jest

dodatkowo zastosowanie technik wspomaganego rozrodu (Sheshpari et al., 2019a).

Etap pobrania i zachowania tkanki jajnika . Etap wszczepienia tkanki do biorczyni

(autologiczny, ortotopiczny przeszezep

Pobranie tkanki od pacjentki tkanki)

przed rozpoczeciem * przywroécenie
gonadotoksycznej terapii aktywnosci
przeciwnowotworowej hormonalnej jajnika
¢ mozliwos¢ zajscia w
cigze droga naturalna

= O - badz IVF

S przeszczep skrawka tkanki
Pociecie fragmentow kory na szkielet pozostatego
tkanki jajnika na skrawki jajnika

witryfikacja lub powolne

\/ ﬂ* zamrazanie tkanki

skrawki tkanki przechowywane w cieklym azocie,
pozostawione do dyspozycji pacjentki

ocena zywotnosci tkanki in vitro na
podstawie morfologii

\_% potwierdzenie remisji choroby u pacjentki

Rycina 2. Schemat ortotopicznego przeszczepu kriokonserwowanej tkanki jajnika. Szkic
wiasny.

Metoda kriokonserwacji tkanki jajnika po raz pierwszy zostata zastosowana w roku 1996,
a w 2004 udokumentowano pierwsze zywe urodzenie u pacjentki po przeszczepie tkanki
(Pilcher and Pearson, 2004). W roku 2017 udokumentowano 130 zywych urodzen
W Wyniku zastosowania tej procedury zachowania ptodno$ci (Donnez and Dolmans, 2017).
Do dzi§, wedlug szacunkow Madeleine Dolmans, $wiatowej ekspertki w dziedzinie
zachowania ptodno$ci, dzigki metodzie kriokonserwacji jajnikow urodzito si¢ ponad
200 dzieci (Ataman et al., 2022).

Raporty opracowywane przez zespoty wspotpracujacych ze sobg klinik z Europy (dane

pochodzace z Danii, Hiszpanii, Francji, Belgii, Szwajcarii, Niemiec i Austrii) okreslity
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Srednig skuteczno$¢ zastosowania w.w metody na 23-26% (skuteczno$¢ mierzona w liczbie
zywych urodzen) (Donnez et al., 2015; Dolmans et al., 2021). Podobne wyniki przedstawili
naukowcy z Niemiec i Belgii, okreslajac odsetek zywych urodzen jako 25% (van der Ven
et al., 2016).

Wyniki te mozna takze podzieli¢ ze wzgledu na miejsce dokonania wszczepu i sposob
zaj$cia w cigze. W analizie z 2021r, Dolmans et al. wykazuja 40% sukces w zaj$ciu
w naturalng cigze¢ u kobiet, ktore uzyskaty przeszczep ortotopiczny i 36% skutecznosc¢ cykli
IVF u kobiet, u ktérych istniaty przestanki do zastosowania tej metody wspomaganego
rozrodu. W tym samym badaniu skuteczno$¢, mierzona w odsetku zywych urodzen,
wyniosta 30% dla ciaz naturalnych 1 21% dla ciaz IVF, jednakze dane te nie wykazaty
istotnej statystycznie réznicy. Nie stwierdzono zadnej cigzy w cyklach IVF u kobiet,
u ktorych wykonano przeszczep heterotropiczny (w tym badaniu przeszczepy
heterotopiczne wykonywane byly na przedrami¢ badZ na podbrzusze) (Dolmans et al.,
2021). Systematyczny przeglad literatury wykonany przez zespdt Sheshpari w 2019 r.,
wykazal $rednig skuteczno$¢ transplantacji kriokonserwowanej tkanki jajnika na poziomie
52% ciaz uzyskanych w wyniku naturalnej koncepcji badz cykli IVF oraz 70% szanse
powrotu funkcji hormonalnych i powrotu cyklu miesiecznego u pacjentek (Sheshpari et al.,
2019a)

Powrdt cyklu miesiecznego 1 aktywnosci hormonalnej fragmentu przeszczepionej tkanki
powinny wystapié¢ po 60-240 dniach od zabiegu transplantacji. Srednia dlugo$¢ aktywnosci
metabolicznej pojedynczo wszczepionego fragmentu tkanki trwa od paru miesigcy do 7 lat.
Wykazano r6éznicg¢ w okresie aktywnosci tkanek u tych samych pacjentek, gdzie kolejny
fragment wszczepiony u tej samej pacjentki byl aktywny dluzej od poprzedniego
(S. Samuel Kim, 2012). Skuteczno$¢ tej metody podlega duzemu zrdéznicowaniu,
prawdopodobnie ze wzglgdu na duze réznice w jakosci wyjsciowej kriokonserwowanych
tkanek. Ponadto, poszczegolni specjalisci, wykonujac technike pobrania, kriokonserwacji
I ponownego wszczepienia tkanki postuguja si¢ roznymi protokotami (Chibelean et al.,
2020). Zauwazono takze istotny wptyw wieku pacjentki, typu nowotworu, a takze rodzaju
zastosowanej terapii onkologicznej na poziom sukcesu przetrwania tkanki po przeszczepie
(Abir et al. 2008; Chibelean et al. 2020; Dolmans, Falcone, and Patrizio 2020;
Dolmans et al. 2021).
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Jednym z najwazniejszych ograniczen metody kriokonserwacji tkanki jajnika jest
uzasadniona obawa co do mozliwosci reintrodukcji komoérek nowotworowych wraz
z przeszczepem tkanki (Dolmans et al., 2016; Dolmans and Masciangelo, 2018;
Masciangelo et al., 2018). Chociaz wiele rodzajoéw nowotworow nie daje przerzutdw
na gonady, inne, takie jak nowotwory krwi, a w szczeg6lnosci biataczki, majg charakter
ogoblnoustrojowy, co stwarza potencjalne ryzyko dla pacjentek (Dolmans et al., 2010).
Jednym z badan potwierdzajacych te obawy bylo badanie na modelu mysim autorstwa
Shaw et al., w ktorym wykazano, ze przeszczepione fragmenty tkanki jajnika, pobrane
od osobnikow chorych na biataczke, spowodowaty przeniesienie nowotworu na zdrowe
osobniki i doprowadzito do ich $mierci zar6wno w przypadku przeszczepu tkanki §wiezej
jak 1 mrozonej (Shaw et al., 1996). Badania wykonane na tkankach ludzkich potwierdzaja
uzasadnienie tych obaw: w pracy Dolmans et al. z 2010 wykonano badania histologiczne
oraz badania metodg PCR tkanek jajnikow pacjentek z przewlekla biataczka szpikowa
lub ostra biataczka limfoblastyczng. Analiza wynikow wykazata, ze pomimo braku
obecno$ci komodrek nowotworowych w wybranych do analizy skrawkach histologicznych,
badania metodg RT-PCR wykazaly obecno$¢ nowotworu w 33% tkanek pacjentek chorych
w momencie pobrania probek na przewlekta biataczke szpikowa (obecnos¢ mutacji BRC-
ABL) oraz w 70% tkanek pacjentek chorych w momencie pobrania na ostrg biataczke
limfoblastyczng (wykazano translokacje lub reanrazacje genéw) (Dolmans et al., 2010).

Wigkszos¢ badan, a takze przyktady kliniczne, nie wykazuja nawrotu choroby
nowotworowej po przeszczepie tkanki jajnika (Ataman et al., 2022; Eijkenboom et al.,
2022; Khattak et al., 2022). Niemniej jednak, w przypadku pacjentek obarczonych choroba
nowotworowg krwi, nalezy zachowywaé szczegdlng ostroznos¢ 1 przeprowadzad

dodatkowe badania jakosci tkanki 1 obecnosci markerow nowotworowych.

1.8 Czynniki roinicujgce efektywnosé przeszczepu tkanki jajnika:

kriokonserwacja tkanki

Jednym z pierwszych czynnikow mogacych mie¢ wptyw na sukces w zachowaniu
ptodnosci pacjentek poprzez zachowanie tkanki jajnika jest sposob kriokonserwacji tkanki.
Najczescie] stosowang procedurg kriokonserwacji tkanki jajnika jest metoda powolnego
zamrazania/ szybkiego ogrzania. Metoda powolnego zamrazania wymaga uzycia
specjalnego sprzetu pozwalajacego na obnizanie temperatury w $cisle okreslonym tempie

maksymalnie 2-3°C na minut¢. Podczas powolnego obnizania temperatury woda
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pozostajaca na zewnatrz komorek krzepnie w pierwszej kolejnosci. Prowadzi
to do utworzenia hipertonicznego $rodowiska, dehydratacji cytoplazmy i1 obkurczania
si¢ komorek, co moze spowodowaé ich $mier¢. Jednocze$énie w wyniku obnizania
temperatury woda pozostajaca w komorkach przeksztatca si¢ w krysztatki lodu, ktéore moga
doprowadzi¢ do mechanicznych uszkodzen komorek. Aby zapobiec zbyt raptownej
dehydratacji oraz tworzeniu si¢ krysztatbw lodu stosuje sie krioprotektanty
(ang. cryoprotective agents; CPA’s).

Krioprotektanty mozna podzieli¢ na dwie kategorie: przenikajace i nieprzenikajace btony
cytoplazmatycznej komoérek. Substancje z grupy przenikajgcych blone, takie jak: glicerol,
dimetylosulfotlenek (DMSO), glikol etylenowy i 1,2-propanodiol (PrOH) maja niska mase
czasteczkowa 1 moga przechodzi¢ przez podwojng warstwe lipidowa blony komoérkowe;,
chociaz robig to wolniej niz woda. Substancje z grupy nieprzenikajacych btong,
przyktadowo: cukry (sacharoza, trehaloza 1 rafinoza), makroczasteczki (ficoll
1 poliwinylopirolidon) oraz biatka 1 lipoproteiny, pozostaja w roztworze
pozakomorkowym, ze wzgledu na swoja duza mas¢ czasteczkowa. Czynniki
nieprzenikajagce przez blong komorkowa pomagaja kontrolowa¢ hipertonizacje
srodowiska, a wiec proces odwadniania komorek. Krioprotektanty nie pozostaja jednak
bez wptywu na zamrazane komorki ze wzgledu na toksyczno$¢ chemiczng (Fahy et al.,
1984). Optymalna ekspozycja zamrazanych komorek lub tkanek na krioprotektanty
powinna mie¢ na celu zminimalizowanie stresu osmotycznego przy jednoczesnym
unikaniu toksycznos$ci chemicznej, a takze umozliwienie wystarczajacej dehydratacji
cytoplazmy komorek, aby unikng¢ urazéw mechanicznych na tle tworzenia krysztatkow
lodu (Fuller and Paynter, 2004).

Druga stosowang metodg kriokonserwacji komorek gametycznych 1 tkanki jajnika jest
witryfikacja. Witryfikacja jest metoda ultraszybkiego obnizenia temperatury, podczas
ktorej, zamiast do krystalizacji wody, dochodzi do utworzenia stanu szklistego
(Fahy et al., 1984). Aby uzyskaé ten efekt, w czasie witryfikacji wykorzystywane sg
wyzsze stezenia krioprotektantow. Witryfikacja jest metoda szeroko stosowang w
kriobiologii

nie tylko ze wzgledu na prostot¢ wykonania, ale takze na udowodniong efektywnos¢
(Allahbadia, Kuwayama and Gandhi, 2015).

Poniewaz jajnik jest narzadem ztozonym z niejednorodnych sktadnikow komodrkowych,
szybkos$¢ dyfuzji krioprotektantéw i1 mozliwo$¢ tworzenia krysztatkéw lodu rdéznig

si¢ w zaleznos$ci od wystepujacych w nim komorek i tkanek (Fuller and Paynter, 2004).
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Z tego powodu kriokonserwacja tkanki jajnika wymaga zréwnowazenia jej wplywu
zarOwno na oocyty, jak i na komorki pecherzykowe oraz zrab tkanki, ktory obejmuje
naczynia krwionos$ne, nerwy i macierz zewnatrzkomorkowa.

W s$rodowisku badaczy zajmujacych si¢ oncofertility trwa debata nad zaletami i wadami
wymienionych metod kriokonserwacji tkanki jajnika (Rivas Leonel, Lucci and Amorim,
2019). Metoda powolnego zamrazania byta pierwsza technikg uzywang do tego celu i nadal
pozostaje metoda stosowang najczesciej (Takae and Suzuki 2019; Chibelean et al. 2020).
Metoda powolnego zamrazania ma takze udowodniona skutecznos$¢, gdyz wigkszos¢
zywych urodzen zostata udokumentowana u pacjentek u ktéorych tkanki zostaly
kriokonserwowane wiasnie w ten sposob (Lotz et al. 2019; Dolmans et al. 2020; Ataman
et al. 2022). W literaturze naukowej mozna znalezé zarowno prace potwierdzajace
przewage powolnego zamrazania (Gandolfi et al., 2006), jak i prace nie znajdujace rdéznic
lub wskazujace na witryfikacje jako metode lepiej zachowujaca strukturg tkanki jajnika
(Gandolfi et al. 2006; Sanfilippo et al. 2015; Barbato et al. 2018; Lee et al. 2019; Shi et al.
2017; Zhao et al. 2019; Kometas et al. 2021).

Czynnikiem majacym kluczowy wplyw na zachowanie struktury i zywotno$ci tkanki
jajnika 1 pozostajacych w niej pecherzykow jest takze wielko$¢ skrawkow tkanki. Ciensze
fragmenty pozwalaja na lepsze przenikanie krioprotektantow, natomiast zbytnia
fragmentacja tkanki zaburza jej struktur¢ po rozmrozeniu (Kolbe, Walter and Rulicke,
2019). Stwierdzono takze roznicujacy wptyw stosowania poszczegdlnych protokotoéw oraz
stezen krioprotektantow na powodzenie zachowania prawidtowe;j struktury tkanki (Youm

et al. 2013; Shi et al. 2017; Kometas et al. 2021).

1.9 Czynniki réinicujgce efektywnosé¢ przeszczepu tkanki jajnika:

miejsce wszczepu

Jednym z wazniejszych aspektow programu zachowania plodnosci poprzez
kriokonserwacje tkanki jajnika jest miejsce wszczepienia tkanki do organizmu pacjentki.
Miejsca wszczepienia tkanki dzielg si¢ na ortotopiczne i heterotopiczne. U ludzi najczescie)
wykonywanym zabiegiem jest przeszczep ortotopiczny polegajacy na laparoskopowym
wszczepieniu fragmentu tkanki kory jajnika z powrotem na pozostaty w organizmie jajnik
lub do specjalnie utworzonej kieszonki otrzewnowej, gdzie fragmenty tkanki zostajg
zabezpieczone celulozowg siatkg 1 klejem fibrynowym (Dolmans et al., 2021). Zabieg

wykonany w ten sposdéb moze umozliwia¢ pacjentkom zaj$cie w cigze drogg naturalna,
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poniewaz pozostata w ten sposob tkanka jajnika, w przypadku powodzenia procedury,
zdolna jest do samodzielnej owulacji i transferu oocytu do jajowodu (Pilcher and Pearson
2004; Sheshpari et al. 2019a; Khattak et al. 2022). Poszczego6lni specjalisci wykonuja
operacje wszczepienia skrawkow tkanki jajnika na roézne sposoby, wprowadzajac
modyfikacje do ogélnie zalecanego protokotu (Beckmann et al., 2016). W 2019 roku
zespot doktora Kutluk Oktay z Nowego Jorku przeprowadzil tez szereg operacji
wszczepienia jajnika z uzyciem laparoskopii robotycznej (Oktay et al., 2019).

Drugim sposobem wszczepienia tkanki jajnika do organizmu pacjentki sg przeszczepy
heterotopiczne. Heterotopiczne miejsca przeszczepu tkanki jajnika w praktyce medycznej
to tkanka podskoérna przedramienia powyzej powig¢zi migsnia ramienno- promieniowego
lub pochewka mig$nia prostego brzucha w podbrzuszu (Sonmezer and Oktay, 2010b).
Ta metoda pozwala na proste i bezbolesne przeprowadzenie wszczepienia tkanki, a takze
na dokladng obserwacj¢ 1 ulatwiony dostep do tkanki. Przeszczepy heterotopiczne
umozliwiaja dojrzewanie pecherzykow jajnikowych w celu wykonania punkeji 1 procedury
zaptodnienia in vitro, a takze moga przywroci¢ rownowage hormonalng u kobiet
zagrozonych przedwczesng menopauza (Demeestere et al. 2009; Callejo et al. 2001).
Przeszczepy heterotopiczne, chociaz czg¢sto wykonywane symultanicznie z przeszczepem
ortotopicznym, wykazuja si¢ krotszym czasem przetrwania w organizmie po przeszczepie,
a takze zdecydowanie mniejszg efektywnoscig podczas procedur wspomaganego rozrodu
(Demeestere et al. 2009; Sonmezer and Oktay 2010b; Sheshpari et al. 2019a;
Dolmans et al. 2021; Eijkenboom et al. 2022; Ataman et al. 2022).

1.10 Kierunki rozwoju eksperymentalnych technik zwigzanych z

kriokonserwacjq tkanki jajnika.

Kriokonserwacja i przeszczep tkanki jajnika jest technika podlegajaca statym
modyfikacjom i1 udoskonaleniom, a poréwnywanie wynikow otrzymanych przez roézne
centra badawcze jest utrudnione ze wzgledu na réznice w zastosowanych protokotach
1 metodyce. Efektywno$¢ metody uzalezniona jest zar6wno od wymienionych powyzej
czynnikow, ale przede wszystkim od jako$ci materiatu wyjsciowego, czyli tkanki jajnika
danej pacjentki (Dolmans, Falcone and Patrizio, 2020).

Istniejg jednak dwa podstawowe problemy, dotyczace kazdej procedury przeszczepu
mrozonej tkanki. Pierwszym z nich jest obawa o wspomniane zagrozenie wynikajace

z teoretycznej mozliwosci przeniesienia komoérek nowotworowych wraz z tkanka jajnika.
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Drugie zagadnienie to stres ischemiczny, ktoremu podlega fragment tkanki jajnika
bezposrednio po zabiegu przeszczepienia (Cacciottola, Donnez and Dolmans, 2021).

Ze wzgledu na wielko$¢ fragmentéw mrozonej tkanki, nie ma mozliwosci wykonania
anastomozy naczyn pozostajacych w tkance z naczyniami organizmu biorczyni. Zanim
wiec zostanie utworzona funkcjonalna sie¢ nowych naczyn krwionosnych, ktére zapewnia
odzywienie i dostarczg tlenu komérkom, tkanka podlega niedokrwieniu i niedotlenieniu.
Czas niezbedny do procesu rewaskularyzacji przeszczepionej tkanki u ludzi zostal
okreslony na ok 7 dni, a rozpoczgcie procesu na ok. 2 dobe po przeszczepie (van Eyck et
al. 2010; Chen, Tan, and Tzeng 2014). Stwierdzono takze, ze w budowie nowej sieci
naczyn biorg udzial zar6wno naczynia powstajace w tkance otaczajacej przeszczep jak i w
samym przeszczepionym skrawku (van Eyck et al., 2010). Przejsciowy stan niedokrwienia
powoduje nie tylko utrate zywotnosci tkanki. Wielokrotne obserwacje dokonane na
modelach zwierzgcych dowiodty istnienia mechanizmu naglej, masowej aktywacji wzrostu
pecherzykow, ktora nastepuje w niedlugim czasie po przeszczepieniu tkanki do organizmu
I prowadzi do utraty rezerwy jajnikowej (Gavish et al., 2018). Mechanizm ten, nazywany
syndromem burnout, czyli ,wypalaniem si¢” pecherzykow powoduje obnizenie
efektywnosci przeszczepow w procesie przywracania plodnosci. Jest tez uwazany
za glowna przyczyng krotkiej zywotnoSci przeszczepéw w organizmie (Roness et al.,
2013). Burnout syndrome moze prowadzi¢ do utraty 50-90% catej rezerwy pegcherzykow
jajnikowych w przeszczepionym skrawku (Nisolle et al., 2000). Nagta rekrutacja
pecherzykow zdaje sie by¢ bezposrednio =zalezna od rewaskularyzacji tkanki
(van Eyck et al. 2009; Cacciottola et al. 2018), a takze od sposobu przygotowania tkanki,
na przyktad grubosci skrawkow (Gavish et al., 2014). Przyczyny wystepowania syndromu
wypalenia sg upatrywane takze w zmianie mechanicznych wlasciwosci pofragmentowanej
i przeszczepionej tkanki. W badaniach prowadzonych przez zespot profesor Teresy
Woodruff zauwazono zmiany w regulacji wzrostu i rekrutacji pecherzykoéw zalezne
od sztywnosci tkanki (Woodruff and Shea, 2011). Anatomicznie, pgcherzyki pierwotne
znajdujg si¢ glownie w powierzchniowej warstwie korowej, ktora charakteryzuje
si¢ sztywnoscig determinowang przez obecno$¢ duzego stezenia kolagenu oraz malg
gestoscig sieci naczyn krwionosnych (Delgado-Rosas et al., 2009). Taka budowa tkanki
zapewnia stan uspienia pecherzykow pierwotnych, ktore wykazujg si¢ niska aktywnoscia
metaboliczng i zuzyciem tlenu (Ishikawa et al., 2014), a takze niezalezno$¢ od zewnetrzne;j
regulacji hormonalnej zwigzanej z cyklem (Woodruff and Shea, 2011). Wykazano, ze wraz

ze wzrostem gestosci naczyn krwiono$nych w tkance zmniejsza si¢ sztywno$¢ macierzy
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zewnatrzkomorkowej, co jest charakterystyczne dla czesci rdzeniowej jajnika. W jajniku
ludzkim, w tej czgsci tkanki znajdujg si¢ gtownie pecherzyki wzrastajace 1 antralne, ktore
wykazuja wyzsze zapotrzebowanie na sktadniki odzywcze oraz tlen, a takze zalezno$¢
od poziomu hormonow tropowych (Silber, 2015). Paradoksalnie, hipoksja wywotana
przejsciowym niedotlenieniem tkanki po przeszczepie nie jest tozsama z obnizong
dostgpnoscia tlenu charakterystyczng dla warstwy korowej. W przypadku skrawkow tkanki
jajnika, regulacja zapewniana przez anatomiczng budowe organu zostaje zniwelowana,
za to zmiana wlasciwosci fizycznych, tj. stopnia zwarto$ci macierzy, w ktorej znajduja
si¢ pecherzyki pierwotne, moze prowadzi¢ do nagltego wzrostu rekrutacji pecherzykow
pierwotnych. Zmiana wilasciwos$ci fizycznych tkanki wpltywa takze na jej wewngtrzng
regulacje hormonalng. Zaburzenie tej regulacji ujawnia si¢, migdzy innymi poprzez utratg
parakrynnej komunikacji pomiedzy pecherzykami wzrastajacymi i tworzacymi rezerwe
jajnikowa, w tym hamujacego wzrost pecherzykéw pierwotnych dziatania hormonu
antymullerowskiego (AMH) oraz szlaku sygnatowego kinazy fosfoinozytolu 3’ (PI3K)
/kinazy biatkowej B (Akt) (Goto, Iwase, and Ando 2007; Gavish et al. 2018; Maidarti et
al. 2019). Opisywane powyzej mechanizmy biorg udzial w patologicznym procesie
nagtego pobudzenia pecherzykow do wzrostu. Zespoty naukowe na calym $wiecie
prowadza badania nad opracowaniem metod ograniczajacych negatywny wptyw syndromu
wypalenia si¢ pecherzykow oraz przejsciowego niedotlenienia i niedokrwienia tkanki.
Ze wzgledu na ewidentny wpltyw stopnia waskularyzacji tkanki na zachowanie
jej prawidlowej fizjologii i struktury, jednym z gtoéwnych kierunkéw dzialan jest proba

przyspieszenia i zintensyfikowania tego procesu bezposrednio po przeszczepie.

1.11 Modele zwierzece: czynniki stymulujgce neowaskularyzacje

Prowadzone badania na modelach zwierzecych potwierdzity pozytywny wplyw czynnikow
przyspieszajacych tworzenie naczyn, takich jak ludzka gonadotropina menopauzalna
(ang. human menopausal gonadotropin; HMG) (Wang et al., 2012), czynnik wzrostu
fibroblastow beta (ang. fibroblast growth factor beta; bFGF) (Wang et al., 2013),
czy angiopoetyna (Kong et al., 2017a) na zachowanie zywotnosci przeszczepionej tkanki
jajnika. Najczg$ciej zauwazony wpltyw w.w. czynnikow odbywat sie¢ w wigkszej
lub mniejszej mierze przy udziale czynnika wzrostu s$rodbtonka naczyn VEGF

(ang. vascular endothelial growth factor). Pozytywny wplyw samego VEGF zaréwno
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na wzrost naczyn jajnika jak 1 zachowanie rezerwy pecherzykow w tkance, takze zostat
udowodniony w wielu pracach (Labied et al. 2013; Wang et al. 2013; Kong et al. 2017a).
Innym podejsciem testowanym w pracach badawczych na modelach zwierzecych jest
zastosowanie w tym samym celu komoérek macierzystych (Manavella, Cacciottola,
Pomme, et al. 2018; Dolmans et al. 2019; Cacciottola et al. 2020; Chen et al. 2021).

Dzialania te, o potwierdzonym na modelach zwierzecych pozytywnym wplywie
na zachowanie jakos$ci i struktury tkanki, nie zostaly jeszcze wprowadzone do uzytku

w medycynie ludzkiej i pozostajg w fazie eksperymentalnej (Ataman et al., 2022)

1.12 Modele zwierzece: kriokonserwacja i przeszczep calego jajnika

Kolejnym, eksperymentalnym modelem zachowania wilasciwej homeostazy i ukrwienia
w tkance jest kriokonserwacja i przeszczep calego jajnika. Przeszczep taki zaklada
wykonanie anastomozy naczyn, co w teorii pozwoliloby utrzymaé¢ funkcje
endokrynologiczne i rozrodcze znacznie dtuzej niz przeszczep fragmentow kory jajnika.
Przeszczep catego jajnika moglby rowniez zniwelowaé problem stresu ischemicznego,
ktoremu sg poddawane fragmenty tkanki w stosowanej procedurze przeszczepu (Hossay,
Donnez and Dolmans, 2020). Przeszczep catej gonady, chociaz pozostaje nadal w fazie
eksperymentalnej ze wzgledu na trudnosci z kriokonserwacja calego organu, a takze
na wymagang precyzj¢ wykonania anastomozy sieci naczyn jest przydatnym i ciekawym

modelem badawczym (Tavana et al., 2017; Hossay, Donnez and Dolmans, 2020).

1.13 Modele zwierzece: hodowla pecherzykow in vitro

Zupelie inng metoda, testowana w ramach dziatan asekuracyjnych w kontekscie
mozliwo$ci przeniesienia komorek nowotworowych wraz z przeszczepiona tkanka jest
dojrzewanie wyizolowanych pecherzykow in vitro. Przeprowadzenie dojrzewania
pecherzykéw wymaga ztozonych warunkow srodowiska pozwalajacych na zachowanie
dynamiki folikulogenezy. Wzrost pecherzyka i dojrzewanie oocytu zaleza od wielu
aspektow, w tym od zmieniajacych si¢ czynnikdw parakrynnych i autokrynnych, interakcji
pomiedzy oocytem, a komorkami warstwy granulozy, a takze stabilnosci cytoszkieletu
i sit biomechanicznych (Dolmans et al., 2007; Hornick et al., 2012; Telfer and Andersen,
2021). W konsekwencji, dojrzewanie ex Vvivo pegcherzykow lub oocytow wymaga
zmieniajacych si¢ warunkow hodowli, zgodnie z r6znymi etapami wzrostu pecherzykow.

Wedlug protokotu hodowli, poczatkowo pecherzyki pierwotne hodowane sg w hodowli
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tkankowej in vitro, w ktorej nalezy przeprowadzi¢ indukcje aktywacji wzrostu, a nastepnie,
za pomoca recznego preparowania tkanki, wyizolowac pecherzyki wzrastajace. Kolejnym
etapem hodowli jest dojrzewanie kompleksow oocytu i komoérek wzgorka jajonosnego,
oraz uzyskanie dojrzatego oocytu drugiego rzedu (Telfer and Andersen, 2021).
Efektywnos$¢ dojrzewania pecherzykow in vitro, w celu uzyskania zywotnych, zdolnych
do zaptodnienia komorek jajowych, zostata udowodniona m.in. na modelu mysim
(O’Brien, Pendola, and Eppig 2003; Dolmans et al. 2007; Eppig et al. 2008). Jednakze, ze
wzgledu na obnizone parametry zyciowe miodych uzyskanych z komorek jajowych
hodowanych tg metoda, procedura dojrzewania pecherzykoéw in vitro wymaga dalszych
badan zanim jej uzycie zostanie rozwazane w kontekscie zachowania plodnosci ludzi

(Eijkenboom et al., 2022).

1.14 Modele zwierzece: sztuczny jajnik

Nowatorskim podej$ciem zachowania ptodnosci jest proba utworzenia sztucznego jajnika.
Metoda ta wynika niejako z potrzeby zapewnienia optymalnych warunkow wzrostu
wyizolowanym pegcherzykom pierwotnym. Sztuczny organ nasladuje mikro$rodowisko
i zwarto$¢ kory jajnika, co umozliwia zachowanie wilasciwej homeostazy w tkance
i warunki zrownowazonego wzrostu pegcherzykow. Ponadto, strategia ta opiera
si¢ na introdukcji do sztucznej macierzy izolowanych pecherzykoéw, co eliminuje ryzyko
przeniesienia komdrek nowotworowych wraz z tkanka, jako, Ze pecherzyki ostonigte btong
podstawng sa wyizolowane od komorek zrebu i naczyn, co chroni je od potencjalnego
kontaktu z komorkami skazonymi nowotworem. Tak utworzony sztuczny organ moze
zosta¢ przeszczepiony do regionu miednicznego, np. na pozostaty jajnik lub pozostac
w sztucznej hodowli w celu uzyskania dojrzatych oocytow do zaptodnienia in vitro
(Cho et al., 2019).

Jednym z wyzwan zwigzanych z opracowaniem sztucznego jajnika sg zmienne warunki
srodowiska jakiego wymagaja pecherzyki podczas roéznych etapéw dojrzewania.
Plastyczno$¢ syntetycznej tkanki musi by¢ zgodna z postgpowaniem wzrostu pecherzykow
w taki sposdb, aby jednocze$nie zapewni¢ zwarto§¢ macierzy kory niezbgdng
do utrzymania pgcherzykéw pierwotnych i1 pierwszorzedowych, ale takze rozciggliwos¢
lub czesciowa degeneracj¢ niezbedng do utworzenia przestrzeni wzrostu pecherzykow
antralnych, a ostatecznie owulacji (Cho et al., 2019; Eijkenboom et al., 2022). Oprocz tych

cech, syntetyczny organ powinien umozliwia¢ dyfuzje tlenu i sktadnikow odzywczych
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niezbednych nie tylko do przezycia pecherzykow podczas hodowli, ale takze do procesu
neowaskularyzacji po transplantacji.

Aby zachowaé¢ pelng funkcjonalno$¢ jajnika niezbedne jest jednak wszczepienie
pozostatych komorek tkanki, takich jak komorki zrebu i komorki ostonki, ktdre zapewniaja
produkcje hormonow steroidowych 1 czynnikéw wzrostu niezbednych do folikulogenezy
i prawidtowego dojrzewania pecherzykow (Smitz et al. 2010; Luyckx et al. 2013; Cho et
al. 2019). Komorki te, w przeciwienstwie do izolowanych pgcherzykow moga, jednakze,
przenosi¢ komorki nowotworowe, co zwigksza ryzyko zwigzane z tg metoda.

W literaturze opisano badania majgce na celu przetestowanie biosyntetycznych materiatlow
mogacych stluzy¢ za sztuczng macierz tkanki jajnika. Po$rod metod, ktére wykazaty
uzyteczno$¢ znajduja sie: agarozowe szkielety mikrotkanki (Krotz et al., 2010),
enkapsulacja pecherzykow w otoczce z alginianu sodu i macierzy btony podstawnej
(Matrigel®) (Laronda et al., 2014; Yin et al., 2016), a takze kompleksy fibrynowe
(Luyckx et al. 2013; Chiti et al. 2018). W 2017 r. zesp6t profesor Larondy udowodnit
skuteczno$¢ syntetycznego organu in vivo. W eksperymencie myszom o zwyklej siersci
aguti ortotopicznie wszczepiono wyprodukowany w drukarce 3D, sztuczny, hydrozelowy
jajnik wraz z pecherzykami pobranymi od myszy znaczonych biatkiem zielonej
fluorescencji (ang. green fluoresence protein; GFP). W rezultacie projektu, w nastgpstwie
naturalnego krycia, urodzily si¢ mtode myszy znaczone GFP, co bezposrednio wskazuje
na skuteczno$¢ przeszczepu i funkcjonalnos¢ syntetycznego organu (Laronda et al., 2017).
Jednakze, podobnie jak w przypadku innych eksperymentalnych metod, syntetyczne
organy nie zostaly jeszcze zastosowane u pacjentek, brak wigc informacji o skutecznos$ci

metody u ludzi.

1.15 Modele zwierzece: inne eksperymentalne strategie zwig¢kszania

bezpieczenstwa transplantacji tkanki jajnika

Wymieniajac metody, w ktorych usituje si¢ eliminowa¢ zar6wno niebezpieczenstwo
przeniesienia komorek nowotworowych z tkanka jak i prébuje przyspieszy¢ proces
ukrwienia tkanki po przeszczepie, warto takze wspomnie¢ o eksperymentalnych
technikach oczyszczania wyekstrahowanej tkanki z komorek nowotworowych. Metoda
ta zaklada, ze izolowana tkanka po rozmrozeniu moze zosta¢ poddana chemicznej
puryfikacji, ktora zapewnia likwidacje zagrozenia reintrodukcja nowotworu wraz z tkanka

(Mulder et al. 2019; Eijkenboom et al. 2021). Tak oczyszczona tkanka moze zostaé
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bezpiecznie wszczepiona biorczyni. Technika puryfikacji jest, jednakze nowatorska
metoda i nie wszyscy badacze potwierdzajg jej skutecznos$¢ (Diaz-Garcia et al., 2019).

Jeszcze innym podejsciem, majacym na celu zminimalizowanie zagrozenia reintrodukcja
nowotworu jest ksenotransplantacja rozmrozonej tkanki ludzkiej do organizmu zwierzecia,
zwykle myszy z immunosupresjg. Fragmenty tkanki jajnika przeszczepione zwierzgtom
moga postuzy¢ jako zrédto dojrzatych, zdolnych do zaptodnienia oocytow. W ten sposob
ewentualne ryzyko rozwini¢gcia nowotworu ponosi organizm zwierzecia, a zarodki
uzyskane w procedurze zaptodnienia in vitro moga zosta¢ bezpiecznie uzyte do transferu
(Oktay, Newton, and Gosden 2000; Lotz et al. 2014). Ksenotransplantacja ludzkiej tkanki
jajnika do organizmu myszy jest metoda o potwierdzonej skuteczno$ci, umozliwiajaca
uzyskanie dojrzalych do zaptodnienia oocytoéw. Metoda ta jest jednak kontrowersyjna
zarowno ze wzgledu na ryzyko przeniesienia patogendw z organizmu zwierzecia,

jak i ze wzgledow etycznego wykorzystania zwierzat w medycynie (Cozzi et al., 2005).

Procedura zachowania ptodnos$ci poprzez kriokonserwacje 1 przeszczep tkanki jajnika jest
obiecujaca metoda o udowodnionej skutecznosci, nadal jednak pozostajaca w sferze
dopracowywania i optymalizacji najbardziej efektywnej techniki. Praca stanowigca
przedmiot tej dysertacji wpisuje si¢ w kanon badan translacyjnych prowadzonych
na modelach zwierzecych majacych na celu przetestowanie mozliwych czynnikow
usprawniajacych efektywno$¢ przeszczepu. Czynnikiem wybranym w badaniu jest osocze

bogatoplytkowe.

1.16 Osocze bogatoplytkowe  jako czynnik wspomagajgcy
neowaskularyzacje przeszczepionej tkanki kriokonserwowanego
jajnika

Osocze bogatoptytkowe (ang.: platelet rich plasma, PRP) to autologiczny preparat
krwiopochodny. Powstaje ono na drodze odwirowania z pelnej krwi trombocytow,
co ma na celu zwigkszenie ich st¢zenia w otrzymanym osoczu.

Trombocyty, czyli ptytki krwi, sa bezjadrowymi fragmentami komorek, powstatymi
z megakariocytoOw znajdujacych si¢ w szpiku kostnym. Ich pochodzenie i1 kluczowa rola
w tworzeniu skrzepu zostaty odkryte juz na poczatku XX wieku (Wright, 1906). Ptytki
krwi zawieraja wiele biatek sygnatowych, regulatorowych i1 cytokin ktore maja wplyw

na inicjowanie i regulacje procesu gojenia ran. Analiza proteomiczna profili biatkowych
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aktywowanych plytek krwi wykazata obecno$¢ ponad 300 réznych biatek uwalnianych
z trombocytow pod wptywem obecnosci trombiny, a wiec w czasie tworzenia skrzepu
(Coppinger et al., 2004). W badaniu Qurechi et al. przedstawiono analiz¢ proteomiczna
nieaktywowanych ptytek krwi, w ktorej wykazano obecno$¢ 1507 odrgbnych biatek, w tym
ok 190 biatek btonowych oraz 262 ufosforylowanych biatek majacych wptyw na szlaki
sygnatowe procesOw regeneracji (Qureshi et al., 2009). Bioinformatyczna analiza
wynikow pozwolila na opracowanie mapy interakcji bialek zawartych w ptytkach i lepsze
zrozumienie mechanizmu dziatania ptytek 1 osocza bogatoplytkowego.

Poza dobrze poznang rolg plytek w tworzeniu skrzepu, wykazano ich wplyw
na angiogeneze¢, poprzez wplyw plytek na migracje, a takze na indukcje¢ réznicowania
si¢ komorek progenitorowych w komorki nabtonka budujacego naczynia krwionosne (Jurk
and Kehrel 2005; Nachman and Rafii 2008; Golebiewska and Poole 2015). Stwierdzono
takze wpltyw osocza bogatoptytkowego na modulacje odpowiedzi zapalnej (Thomas and
Storey 2015; Repsold and Joubert 2021), a nawet modulacj¢ odpowiedzi immunologicznej
na obecno$¢ we krwi patogenow (Xu et al. 2016; Koupenova et al. 2018). W badaniach
procesOw regeneracji stwierdzono takze istotny wptyw ptytek i osocza bogatoplytkowego
na komorki macierzyste (Choi, Minn, and Chang 2012; Masoudi et al. 2016; Levoux et al.
2021) oraz proliferacje, roznicowanie si¢ i apoptoze komorek (Golebiewska and Poole
2015; Xu et al. 2016; Repsold and Joubert 2021).

1.17 Budowa plytek krwi

Plytki krwi sg najmniejszymi elementami morfotycznymi krwi. Cytoszkielet trombocytow
nadaje im dyskoidalny ksztalt w czasie spoczynku, ktory ulega zmianie w wyniku
aktywaciji.

Ptytki krwi zawierajg swoiste ziarnistosci sekrecyjne, zwane granulami alpha
(ang. a-granules; AGSs) i delta (ang. 6-granules; DGs), a takze lizosomy. Do uwalniania
substancji zawartych w granulach dochodzi poprzez aktywacje plytek na szlaku
pobudzenia receptoréw btonowych.

Kazda populacja ziarnisto$ci ma specyficzne wlasciwosci dotyczace zarowno struktury,
jak i roli, jakg odgrywajg uwalniane sktadniki. Granule typu alpha zawierajg duze biatka
adhezyjne, takie jak: ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet derived growth factor,
PDGF); insulinopodobny czynnik wzrostu typu 1 (ang.: insulin like growth factor type 1,

IGF1), transformujacy czynnik wzrostu (ang. transforming growth factor beta; TGF-B1);
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czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn (ang.: vascular endothelial growth factor; VEGF),
czynnik wzrostu fibroblastow (ang.: basic fibroblastic growth factor; bFGF)
czy nabtonkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor; EGF) (Jurk and Kehrel
2005; Golebiewska and Poole 2015), a takze wigkszos¢ biatek znajdujacych si¢ w ptytkach
(Qureshi et al., 2009).

Granule typu delta zawierajg czasteczki niebiatkowe oraz cytokiny, w tym katecholaminy:
histaming, serotoning i dopaming, a takze mikroelementy, takie jak jony magnezu, jony
wapnia i cynku oraz prekursor adenozynotrdjfosforanu, ADP (Qureshi et al. 2009; Chen,
Yuan, and Li 2018; Cho et al. 2021).

Ze wzgledu na swoje liczne funkcje ptytki krwi rozwinety zestaw receptorow blonowych,
ktoére zapewniajg reaktywnos$¢ ptytek krwi z szeroka gama agonistéw i biatek adhezyjnych.
Niektore z tych receptorow ulegaja ekspres;ji tylko na ptytkach, ktore uleglty aktywacji (Jurk
and Kehrel, 2005; Nachman and Rafii, 2008).

Zywotno$¢ ptytek krwi w formie nieaktywowanej wynosi 7 do 9 dni po ich oddzieleniu
si¢ od megakariocytu. Plytki, ktore ulegaja aktywacji czy to poprzez receptory bltonowe
czy w wyniku obecnosci trombiny i aktywacji szlaku krzepliwosci zmieniajg swoj ksztalt
(Rycina 3). Aktywowane plytki z dyskowatych przybieraja forme echinocytarnych,
a znajdujace si¢ w komorce ziarnistosci sekrecyjne migrujg do centrum plytki z ktorego na
drodze fuzji z blong zostajg uwolnione do migdzykomoérkowego osocza (Jurk and Kehrel,
2005; Sanchez-Gonzalez, Mendez-Bolaina and Trejo-Bahena, 2012). Aktywacja ptytek
krwi jest niezbednym procesem umozliwiajacym wykorzystanie wiasciwosci

trombocytow.
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Rycina 3. Schemat aktywacji ptytek krwi. (Szkic wlasny na podstawie grafiki opracowanej
przez Atkinson et al. (Atkinson, Martin and Sturmey, 2021))

Do sztucznej aktywacji ptytek krwi, ktorej dokonuje si¢ w czasie przygotowania osocza
bogatoptytkowego doprowadza si¢ przy uzyciu trombiny, kolagenu lub chlorku wapnia
(Cavallo et al., 2016), chociaz wskazuje si¢ takze na samoistng aktywacj¢ ptytek, do ktorej
dochodzi podczas wirowania w czasie preparatyki (Silva et al. 2016; Sanchez et al. 2020).
W zalezno$ci od probki wyjsciowej 1 zastosowanej techniki przygotowania osocze
bogatoplytkowe moze zawiera¢ rozne iloSci erytrocytow, leukocytow 1 plytek.
Powszechnie uwaza si¢, ze osocze bogatoptytkowe, ktdérego mozna uzy¢ w celach
terapeutycznych powinno zawiera¢ przynajmniej pigciokrotno$¢ liczby ptytek

w porownaniu do probki pierwotnej (Dhurat and Sukesh, 2014).

Osocze bogatoptytkowe jest wykorzystywane w medycynie od lat 70 XX wieku (Gupta,
Paliczak and Delgado, 2021). Dzisiaj zastosowanie osocza jako mediatora regeneracji jest
szeroko rozpowszechnione w wielu terapiach, m. in: w chirurgii narzadu ruchu
(Everts et al., 2021), medycynie sportu (Mlynarek, Kuhn and Bedi, 2016), dermatologii
(Emer, 2019), a takze kosmetologii (Elghblawi, 2018).

Doswiadczalnie, zarowno klinicznie, na modelach zwierzecych jak i in vitro stwierdzono
istotny wptyw osocza bogatoplytkowego na regeneracje wielu tkanek. Najwiecej badan

dotyczy odbudowy tkanek nerwowej 1 migSniowej (Borrione et al. 2015;

43



Borrione et al. 2015; Kiigiik et al. 2014; Martins et al. 2016; Zhu et al. 2020), a takze
Sciegien (Yan et al., 2017) czy skory (Jee et al., 2016).

1.18 Terapie osoczem bogatoplytkowym w medycynie rozrodu

Terapia osoczem bogatoptytkowym zaczyna by¢ rozwazana takze w medycynie rozrodu.
Udowodniono terapeutyczne dziatanie osocza bogatoptytkowego w leczeniu
bliznowacenia endometrium  (Aghajanova, Houshdaran, Balayan, Manvelyan,
Irwin, et al.,, 2018). Efekt dzialania osocza bogatoptytkowego na endometrium,
tj. zmniejszenie reakcji zapalnej oraz zwigkszenie jego ukrwienia zostal wykorzystany
takze w procedurach leczenia nieptodnos$ci metodami ART (ang. artificial reproduction
techniques). Wspomniane dziatanie osocza na btong sluzowa macicy zdaje si¢ poprawiac
receptywnos$¢ endometrium, co pozwala na zwigkszenie prawdopodobienstwa implantacji
zarodka po transferze (Lin, Qi and Sun, 2021). Opisano w literaturze takze przypadki
wykorzystania 0socza bogatoptytkowego podczas terapii chronicznego zapalenia blony
Sluzowej macicy (endometritis), ktore wskazuja na wyciszenie reakcji zapalnej
endometrium nawet w stanie chronicznego zapalenia. Potwierdza to zasadno$¢
wykorzystanie tego typu terapii w procedurach IVF (Sfikianoudis et al. 2019;
Li et al. 2021). Mechanizm dziatania substancji zawartych w plytkach i uwolnionych pod
wplywem aktywacji osocza na endometrium obejmuje nie tylko immunomodulacyjne
wyciszanie reakcji zapalnej, ale takze proliferacyjne dziatanie na komorki endometrium.
Ponadto, obecno$¢ osocza bogatoptytkowego indukuje mechanizmy regeneracyjne tkanek,
co w przypadku endometrium daje rezultat zwigkszenia jego grubo$ci. Zawarte w osoczu
bogatoptytkowym czynniki wzrostu inicjuja takze angiogenez¢, co zwigksza stopien
ukrwienia tkanki i zapewnia wieksza receptywnos$¢ na zarodek (Aghajanova, Houshdaran,
Balayan, Manvelyan, Irwin, et al. 2018; Bos-Mikich et al. 2019; Lin et al. 2021;
Mouanness et al. 2021).

Terapeutyczne wtasciwosci osocza bogatoptytkowego rozpatrywane sg takze w kontekscie
leczenia niedroznosci jajowodow i zapalenia szyjki macicy powodowanej infekcja bakterii
z rodzaju Chlamydia (Rippentrop et al., 2021).

Innym  budzagcym coraz  wigksze  zainteresowanie  zastosowaniem = 0socza
Martin and Sturmey, 2021). Terapia ta zwana ,,odmlodzeniem jajnikow” (ang. ovarian

rejuvenation) budzi kontrowersje w $wiecie naukowym, chociaz zdaje si¢ przynosic¢
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obiecujace efekty (Sills et al. 2018; Farimani et al. 2019; Pantos et al. 2019; Ahmadian et
al. 2020; Hsu et al. 2020).

Mechanizm dziatania osocza bogatoplytkowego na jajnik nie jest do konca poznany. Znane
sa niektore aspekty dzialania sktadnikéw osocza, takie jak proangiogenny wplyw
czynnikbw zawartych w osoczu bogatoptytkowym 1 plytkach. Inne, takie
jak immunomodulacja w tym hamowanie dtugotrwatej reakcji zapalnej, a takze
proliferacyjne dziatanie na komorki nablonkowe takze maja prawdopodobnie istotny
wplyw na efekty obserwowane w badaniach klinicznych. W literaturze udowodniono
ekspresje w jajniku wielu czynnikow zawartych w ptytkach i osoczu bogatoptytkowym:
zard6wno w komorkach nablonka otaczajacego sam organ, jak i w komoérkach zrebu 1 kory.
Ekspresja niektorych czynnikow zostata stwierdzona na komodrkach tworzacych
pecherzyki, a takze na powierzchni samego oocytu. Ponizsza tabela (Tabela 1) przedstawia
niektore czynniki obecne w osoczu bogatoptytkowym i ptytkach krwi, ktéore w badaniach
in vitro i na modelach zwierzgcych wykazaty ekspresje i aktywny wptyw na regulacje

funkcji i zywotnos$ci tkanki jajnika (Qureshi et al., 2009).
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Tabela 1 Wybrane skiadniki osocza bogatoplytkowego o udowodnionym w literaturze
wplywie na jajnik. (Atkinson, Martin and Sturmey, 2021).

PDGF

pecherzykow pierwotnych do wzrostu oraz w regulacji
steroidogenezy.

. . . Odniesienie
Nazwa czynnika Znane dzialanie )
w literaturze
Biatka Czynniki niezbedne w dojrzewaniu pecherzykow | (Regan et al.
morfogenetyczne | do owulacji, w tym rozrostu komorek wzgorka | 2018; Monget,
kosci; jajonos$nego. Zwiekszona ekspresja BMP2 ma wptyw | McNatty,
BMPs na popraw¢ jakosci oocytow and Monniaux
2021)
Chemokina Wyzszy poziom CCL5 w ptynie pecherzykowym | (Ledee et al.,
CCL5/RANTES | oocytow wplywa korzystnie na jakos¢ zarodkow | 2008; Shen et
uzyskanych w zaptodnieniu in vitro. al., 2019)
Wykazano takze istotny wptyw na regulacje wzrostu
pecherzykéw wewnatrz jajnika.
Epidermalny Jeden z czynnikow bioracych udziat w indukcji | (Arroyo, Kim
czynnik wzrostu; | proliferacji komorek wzgorka i wzrostu pecherzyka | and Yeh,
EGF powodowanego przez hormon luteinizujacy LH 2020)
Interleukina 8; Obecna w plynie pecherzykowym pecherzykow | (Ledee et al.,
IL-8 produkujacych wysoka jako$¢ oocytow. Jej wysoki | 2008; Monget,
poziom Kkoreluje z  pozytywnym  wynikiem | McNatty and
procedury IVF Monniaux,
2021)
Plytkopochodny | Obecne receptory dla PDGF na oocytach i komorkach | (Schmahl,
czynnik wzrostu, | ziarnistych w jajniku. Bierze udziat w rekrutacji | Rizzolo and

Soriano, 2008)

przez komorki
zrebu 1 o
SDF1-a/
CXCL12

pecherzykéw pierwotnych. Zwigkszona ekspresja
koreluje z jakos$cia tkanki 1 oocytow.

Plytkowy Obecna w pecherzykach jajnikowych  kobiet | (Ledee et al.,
czynnik 4/ obarczonych zespotem policystycznych jajnikow 2008; Shen et
chemokina C-X- al., 2017)

C;

PF4/CXCL4

Czynnik U cztowieka obecny w pecherzykach wzrastajacych o | (Ledee et al.,
produkowany duzym rozmiarze. U myszy hamuje rekrutacje | 2008)
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Serotonina

Receptory dla serotoniny typu 5-HT obecne w
komorkach nabtonku szeSciennego na powierzchni
jajnika (ovarian epithelium); serotonina i receptory
serotoniny obecne w kompleksach oocyt- wzgorek
jajonos$ny u myszy; wykazano wplyw na regulacj¢
produkcji estradiolu w jajnikach na modelu szczurzym

(Amireault and
Dubé, 2005;
Henriksen,
Dizeyi and
Abrahamsson,
2012)

Transformujacy
czynnik wzrostu
beta 1; TGF-p1

Bierze udziat w regulacji wzrostu 1 degeneracji
pecherzykéw w  jajniku. Czynnik biorgcy udziat
w  komunikacji

pomiedzy komoérkami jajnika,

regulujacy wzrost 1 dojrzewanie pecherzykow

1 oocytow.; Wplywa na regulacj¢ angiogenezy

(Raja-Khan et
al., 2014;
Rimon-Dahari
et al., 2016)

Trombospondyna | Obecna w komorkach ziarnistych oraz komorkach | (Greenaway et
-1; TSP-1 stromy jajnika; Zmniejszona ekspresji | al., 2007; Liu
trombospondyny hamuje pegkanie pecherzykow | et al., 2021)
i owulacje¢; bierze udziat w regulacji neoangiogenezy
w jajniku
Tkankowy Stwierdzono ekspresj¢ w komorkach jajnika myszy; | (Bu et al.,
inhibitor udzial w regulacji zywotnosci ciatka zottego podczas | 2006)
metaloproteazy cigzy
macierzowej 4,
TIMP 4
Czynnik wzrostu | Bierze udziat we wzro$cie 1  dojrzewaniu | (Alan and
fibroblastow; pecherzykow;  pobudza  proliferacje  komorek | Kulak, 2021;
FGF ziarnistych i komorek wzgorka; stwierdzono ekspresje | Du et al.,
r6znych receptoréw dla FGF na blonie oocytow i | 2021; Monget,
komorek ziarnistych McNatty and
Monniaux,
2021)
Czynniki wzrostu | Gtéwny czynnik regulatorowy wzrostu i tworzenia | (di Pietro et
srodbtonka naczyn w jajniku, zapewniajacy odzywienie | al., 2018;
naczyniowego; i natlenienie tkanki; bierze udzial we wzroscie | Monget,
VEGFs pecherzykow i utrzymaniu zywotnosci ciatka zottego | McNatty and
Monniaux,
2021)

47




48



2. Hipoteza pracy:

Ze wzgledu na wpltyw osocza bogatoplytkowego na regulacje 1 zachowanie funkcji
jajnikow, a takze ze wzgledu na wptyw czynnikéw zawartych w osoczu bogatoptytkowym,
na angiogenezg, w niniejszej dysertacji testowano nastepujaca hipoteze:

Osocze bogatoplytkowe jest czynnikiem majacym znaczacy wplyw na poprawe
efektywnosci przeszczepu i funkcjonalnosci witryfikowanych tkanek jajnika

po przeszczepie na modelu szczurzym.
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3. Cel badan:

Gléwnym celem niniejszej dysertacji byla analiza wplywu osocza bogatoplytkowego

na efektywnos$¢ procedury autologicznego przeszczepu jajnika

Szczegotowe zadania badawcze obejmowaly:

1. Opracowanie 1 wykonanie wzbogaconej osoczem bogatoptytkowym procedury
autologicznego przeszczepu tkanek jajnika u szczuréw jako modelu translacyjnego

dla czlowieka.

2. Ocena przebiegu i nasilenia angiogenezy i apoptozy oraz rekrutacji i hamowania
wzrostu pecherzykow w kriokonserwowanych tkankach jajnika po autologicznej

transplantacji.
3. Ocena wplywu osocza bogatoptytkowego na efektywnos$¢ procedury przeszczepu
tkanek jajnika, poprzez wzbogacenie procedury na etapach inkubacji oraz iniekcji

W miejscu wszczepu.

4. Ocena krotko-, $rednio- 1 dhugotrwalego wplywu osocza bogatoplytkowego

na strukture 1 funkcje kriokonserwowanych i przeszczepionych tkanek jajnika.
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4. Materialy i metody.

4.1 Zwierzeta

Wszystkie doswiadczenia z uzyciem zwierzat laboratoryjnych byty prowadzone zgodnie
ze standardami krajowymi i europejskimi, za zgoda II Lokalnej Komisji Etycznej do spraw
doswiadczen na zwierz¢tach w Warszawie (WAW2/174/2018).

Badanie zostato przeprowadzone na 18 dojrzatych ptciowo szczurach pici zenskiej szczepu
WAG/RIj/W, w wieku 12 tygodni, podzielonych na grupy: D2 (n=6), D7 (n=6) i D30 (n=6).
Zwierzgta pochodzily ze zwierzetarni Centrum Onkologii im. Marii Sktodowskiej - Curie.
Zwierzeta biorace udzial w eksperymencie po przeniesieniu do o$rodka zostaty poddane
okresowi habituacji, w czasie ktorego przyzwyczajaty si¢ do warunkéw utrzymania i osoby
zajmujacej si¢ zwierzetami. Szczury trzymane byly w specjalnie przeznaczonych
do utrzymania zwierzat systemach o zapewnionej stalej temperaturze i wilgotnosci
powietrza, w statym cyklu dobowym 12/12h. W celu zapewnienia dobrostanu zwierzeta
miaty dostep do wody i pokarmu ad libitum, a takze wzbogacenia w formie miejsc
do chowania si¢, zabawek 1 materiatu do budowy gniazda.

Jajniki z grupy DO (grupa poréwnawcza) zostaty pobrane post mortem od zwierzat z tego
samego szczepu i w tym samym wieku pochodzacych z ze zwierzgtarni Centrum Onkologii
im. Marii Sklodowskiej - Curie. Zwierzeta przed usmierceniem zostaly poddane
mononarkozie izofluranowej, ktéora jest stosowana powszechnie w ginekologii
i potoznictwie (Krawczyk, 2018), a w badaniach na zwierzgtach nawet w trakcie
chirurgicznego zabiegu pobrania oocytdw u myszy i nie wykazuje istotnego wptywu na
tkanke jajnika (Byers, Wiles and Taft, 2009).

Krew do przygotowania osocza bogatoptytkowego zostata pobrana od zwierzat z tego
samego szczepu, pochodzacych z tej samej zwierzgtarni. Pobranie krwi odbywato
si¢ odsercowo, po uprzednio zastosowanej narkozie wziewnej za pomoca izofluranu
(Isotek, Laboratorios Karizoo, Hiszpania). Zabieg przeprowadzany byt przez osobe
wykwalifikowang 1 uprawniong do us$miercania zwierzat. Pobranie jajnikéw z grupy
DO oraz krwi odsercowo nie wymagato zgody komisji etycznej, zgodnie z Art. 2.1.6
Ustawy z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celow
naukowych lub edukacyjnych, ktéry stanowi, Ze nie jest procedurg usmiercenie zwierzecia

wylacznie po to, aby wykorzystac jego narzady lub tkanki do celow okreslonych w Art. 3.
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4.2 Protokotl procedury autologicznego przeszczepu tkanki jajnika.

Postepowanie ze zwierzetami.

Wszystkie zwierzeta przed wykonaniem owariektomii byty codziennie poddawane ocenie
fazy cyklu rujowego za pomocg wymazu z pochwy (Ajayi and Akhigbe, 2020). Probki
pobierane byly za pomoca patyczka z bawetniang koncowka zwilzonego roztworem soli
fizjologicznej, a nast¢pnie rozmazywane na szkietku podstawowym i barwione zestawem
Diff-Quick (Medion Diagnostics, Szwajcaria). Ocen¢ wymazow cytologicznych
prowadzono z uzyciem mikroskopu swietlnego (Nikon Eclipse E200, Japonia).

Kazde ze zwierzat zostalo poddane obustronnej owariektomii, ktora odbywata
si¢ w znieczuleniu ogdélnym za pomocag zastrzyku z mieszaniny chlorowodorku
medetomidyny i ketaminy (Cepetor 1mg/ml CP-Pharma Handelsges, Niemcy; Bioketan
Img/ml Vetoquinol, Polska). Operacja byta przeprowadzona jedynie, jesli zwierze
pozostawalo w potwierdzonej fazie diestrus cyklu rujowego.

Procedury operacyjne wykonywane byly z zachowaniem wszelkich regul aseptyki i
antyseptyki zgodnych ze sztuka chirurgii ogdlnej. Powloki brzuszne do dostgpu
chirurgicznego golono od mostka do spojenia tonowego, a nastepnie doktadnie odkazano
z pomocg roztworu chlorheksydyny (Manusan, Polfa, Polska) i jodopowidonu (Povidone,
Polfa, Polska). Wykonywana byta laparotomia posrodkowa, zapepkowa, tak aby mozna
bylo wydoby¢ prawy 1 lewy jajnik, ktore po uprzednim podwigzaniu wigzki naczyniowej
usuwano z jamy otrzewnej. Naczynia jajnikowe i rogi macicy podwiazywano nicig
wchtanialna, pleciong o numerze 5-0 (Novosyn, B.Braun, Niemcy). Rang po laparotomii
zespalano klasycznie nicig wchtanialng o numeracji 4-0 (Novosyn, B.Braun, Niemcy), na
skore zaktadano szew srodskorny kryty. Po zakonczonej operacji zwierzeta wybudzano za
pomocg zastrzyku zawierajacego chlorowodorek atipamezolu (Antisedan 5mg/ml,
Orionpharma, Finlandia). Zwierzetom podano takze prewencyjnie antybiotyk
enrofloksacyne (Enflocyna, Biowet, Polska) oraz przeciwbdlowo carprofen (Rimadyl,
Zoetis, Polska) w postaci iniekcji po zakonczeniu operacji. Pobrane podczas operacji
jajniki zostaty przeniesione do opisanych, jatowych probowek zawierajacych roztwor
buforowanej fosforanem soli fizjologicznej z dodatkiem potasu i magnezu typu Dulbecco
(ang.:  Dulbecco's Phosphate Buffered Saline; DPBS; Gibco™, Niemcy)
z 20% dodatkiem surowicy ptodowej z cielat (ang.: fetal bovine serum; FBS; Sigma;

Niemcy), a nastepnie przeniesione do laboratorium w celu kriokonserwacji. W celu
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zminimalizowania szoku termicznego podczas transportu tkanek zostala zachowana
temperatura 38°C.

Szczury po owariektomii przechodzily okres rekonwalescencji trwajgcy nie mniej
niz 30 dni, w czasie ktorych byty pod stalg opieka lekarza weterynarii. Nastgpnym etapem
badania bylo ponowne wszczepienie tkanek, takze odbywajace si¢ w znieczuleniu
ogdlnym. Autologiczne tkanki jajnika zostaly wszczepione w pozycji para-ortotopicznej.
Wszczepiane jajniki zakotwiczano za pomoca nici wchianialnej o numerze 5-0 na obtej
igle (Novosyn, B.Braun, Niemcy). Miejcem wszczepu byto unaczynione wig¢zalo szerokie
macicy w sasiedztwie przyjajnikowego konca rogu macicy, obok blizny po wczesniejszej
amputacji. W tym miejscu wykonywano rodzaj kieszonki. Wszczepione jajniki obktadano
siecig (tac. omentum) przytwierdzajac ja do rogu macicy za pomoca wzmiankowanej
wcezesniej nici. Podczas operacji zostat przyjety stalty model badawczy: prawy jajnik byt
traktowany osoczem bogatoptytkowym, a lewy pozostawatl grupa kontrolng dla danego
zwierzecia. Miejsce wszczepu prawego jajnika zostato dodatkowo nastrzyknigte 100-200pul
osocza bogatoptytkowego.

Po operacji wszczepienia tkanki jajnika szczury zostawaly us$miercone zgodnie
z przynalezno$cia do grupy badawczej: po dwoch (grupa D2), siedmiu (grupa D7)
lub trzydziestu (grupa D30) dniach. Uzyskane post mortem tkanki zostaty podzielone
i przeznaczone do dalszej preparatyki w zalezno$ci od wykonywanej analizy. Schemat

do$wiadczenia zostal przedstawiony na Rycinie 4.

G 30dni
rekonwalescencji
ékg ﬁ —ﬁ * zwierzat
witryfikacja tkanki
n=18
II l. ﬁ'

obustronna owariektomia DMSO + glicerol +
-analiza histologiczna

A) I D {L
).m{\ ¥
ogrzanie tkanki i
-barwienie TUNEL — f para- ortotopiczny, autologiczny
-barwienie CD31 h/\ przeszczep:

_rtPCR TaaMan jajnik prawy + osocze bogatoplytkowe
) : — (gr. badana)
-analiza statystyczna _
Jajnik lewy (gr. kontrolna)

-ocena cyklu estrus (D30)
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Rycina 4. Schemat doswiadczenia stanowigcego przedmiot dysertacji
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43 Przygotowanie osocza bogatoplytkowego

Osocze Dbogatoptytkowe zostalo uzyskane ze szczurow szczepu WAG/Rij/W
pochodzacych z Centrum Onkologii im. Marii Sklodowskiej Curie w Warszawie. Krew
do uzyskania osocza zostata pobrana odsercowo z uzyciem sterylnej igly 18G 1 sterylnej
strzykawki 5ml. Zwierz¢ta w czasie pobrania pozostawaly pod wptywem znieczulenia
izofluranem i nie wybudzaly si¢ z niego. Pobrana krew bylta natychmiast przenoszona
do sterylnej probowki z cytrynianem (Sarstedt; Polska) w celu zatrzymania koagulacji.
Probki krwi z cytrynianem zostaty poddane wstepnemu wirowaniu z sitg odsrodkowa 160G
przez 20 minut w temperaturze pokojowej (22°C). Po zakonczeniu wirowania gorna frakcja
(surowicza) zostata przeniesiona do czystej sterylnej probowki i poddana wirowaniu
w predkosci 400G przez 15 minut, w temperaturze pokojowej. Po wirowaniu otrzymano
dwie frakcje osocza: osocze ubogie w plytki (gérna frakcja) i osocze bogatoptytkowe
(dolna frakcja). Osocze nie zostalo poddane dodatkowej aktywacji, ze wzgledu
na potwierdzong w literaturze naukowej degranulacje ptytek w czasie wirowania przy
duzych predkosciach (Silva et al. 2016; Sanchez et al. 2020).

Otrzymane osocze bylo oceniane za pomocg automatycznego analizatora krwi (Mindray
BC-2800Vet). Jedynie probki pozbawione biatych krwinek (poziom ponizej czulo$ci

analizatora) zawierajace stezenie ptytek powyzej 290 x 10%/1 zostaty uzyte w badaniu.

Osocze bogatoplytkowe byto zastosowane w badaniu w dwoch formach:

- jako pozywka, w ktorej rozmrozona tkanka jajnika byla poddana inkubacji bezposrednio
przez wszczepieniem do organizmu zwierzgcia

- jako seria nastrzykni¢¢ o tacznej objetosci 100-200ul deponowanych bezposrednio
na miejsce wszczepienia jajnika traktowanego osoczem (okolica prawego wigzadla

macicy)

4.4 Witryfikacja i proces ogrzewania tkanki jajnika

W celu kriokonserwacji tkanki jajnika szczura zostat uzyty jeden z protokotow opisanych
przez Youm i wsp. zoptymalizowany dla jajnika szczura (Youm et al., 2013).

Jajniki pobrane na drodze owariektomii (grupa D2, D7, D30) lub post mortem (grupa
porownawcza DO0) od szczuréw zostaly nacigte |1 zanurzone w roztworze
DPBS (DPBS; Gibco™, Niemcy) z 20% FBS (Sigma; Niemcy) w temperaturze 38°C.

Po przeniesieniu do laboratorium tkanki zostaty poddane procesowi witryfikacji.
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Pierwszym etapem kriokonserwacji byta wstepna ekwilibracja tkanki w roztworze
buforowanej fosforanem soli fizjologicznej z dodatkiem potasu i magnezu typu Dulbecco
(DPBS; Gibco™, Niemcy) z 20% dodatkiem surowicy ptodowej z cielat (FBS; Sigma;
Niemcy) z dodatkiem 7,5% etylenu glikolowego (ang.: ethylene glycol; EG; Sigma;
Niemcy) oraz 7,5% dimetylosulfotlenku (ang.: dimethyl sulfoxide; DMSO; Serva; Niemcy)
przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie tkanki zostaly przetozone
do roztworu bazowego (DPBS+20%FBS) zawierajacego 20% EG 1 20% DMSO a takze
0,5M sacharozy (Serva; Niemcy) i pozostawione na 5 minut w temperaturze pokojowe;.
W kolejnym etapie witryfikacji tkanki zostaty zanurzone w ciektym azocie i przetozone
do doktadnie opisanych (numer zwierzgcia, jajnik prawy/lewy) probowek kriogenicznych.
Probki zostaty przechowywane w cieklym azocie az do momentu ponownego wszczepienia
(grupy D2, D7, D30) lub analizy histologicznej (grupa porownawcza DO).

zgodnie z protokolem opisanym przez Youm i wsp.

Po wyciagnieciu probowek z cieklego azotu zostaly one natychmiast zanurzone w tazni
wodnej o temperaturze 37°C. Nastepnie tkanka zostata ostroznie wyjgta z probowki
kriogenicznej 1 zanurzona w serii roztworé6w sacharozy o stezeniach 1M, 0,5M, 0,25M
(roztwér bazowy stanowil DPBS) i1 temperaturze pokojowej. Ostatni etap protokotu
pozostal bez zmian dla jajnikow z grupy kontrolnej (lewych), natomiast jajniki z grupy
badane; (prawe) zostaly zanurzone w roztworze DPBS 2z dodatkiem osocza
bogatoptytkowego w stosunku 1:3 (0,5ml DPBS, 1,5ml osocza). Nastepnie tkanki zostaly
poddane inkubacji w temperaturze 38°C w odpowiednich dla grupy pozywkach przez okres

15 minut bezposrednio przed wszczepieniem.

4.5 Przygotowanie preparatow do oceny histologicznej

Tkanki pobrane post mortem od zwierzat zostaty zanurzone w 10% buforowanej formalinie
(Sigma; Niemcy), a po uptywie 24 godzin przetozone do 70% alkoholu etylowego (POCH;
Polska) az do kontynuacji procedury procesowania tkanek, zgodnie z zaleconym
protokotem dla tkanek jajnika szczura (Picut et al., 2015). Tkanki zostaty utrwalone
poprzez plukanie we wzrastajacym gradiencie stezen alkoholu etylowego od 70 do 99,9%,
przesycenie ksylenem, a nastepnie plynng parafing w temperaturze 70°C przy uzyciu

automatycznego procesora tkankowego (Leica TP 1020, Leica, Niemcy). Nastepnie tkanki
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zostaly zatopione w bloczkach parafinowych przy uzyciu modulowego systemu
do zatapiania w parafinie.

Tkanki zatopione w bloczkach parafinowych zostaly poddane standardowej obrdbce
histologicznej, a nastgpnie pocigte na 3um skrawki pomocg mikrotomu i przelozone
na szkietka pokryte silanem. Probkowanie z kazdej tkanki jajnika odbywato si¢ zgodnie
ze wskazaniami dla jajnikow szczurzych (Picut et al., 2015).

Skrawki do oceny histologicznej zostaly zabarwione metodg trojbarwng Massona, zgodnie
z protokotem (Utah Histology - Surgical Pathology, 2017). Probki na szkietkach zostaty
odparafinowane, zanurzone w rozgrzanym do 54-64°C preparacie Bouina i inkubowane
przez 60 min. Po wystudzeniu preparatu przez 10 min w temperaturze pokojowej szkietka
zostaty przeptukane woda destylowang. Nastepnie probki zostaly zanurzone przez 5 minut
w zelazowej hematoksylinie typu Weigerta 1 przeptukane woda destylowana. Kolejnym
etapem barwienia bylo zanurzenie w mieszaninie szkartatu Biebricha i kwasnej fuksyny
na 15 minut. Po optukaniu w wodzie destylowanej szkietka zostaly przeniesione do kuwety
z blekitem anilinowym na 5-10 minut. Po optukaniu w wodzie destylowanej szkietka
zostaly przeniesione do roztworu kwasu octowego na 3-5 min, po czym wysuszone
na powietrzu, zalane odczynnikiem do utrwalenia preparatow DPX (Sigma Aldrich, Stany
Zjednoczone) i przykryte szkietkiem nakrywkowym.

Do barwienia zostaty wykorzystane odczynniki firmy Sigma Aldrich (Stany Zjednoczone)
oraz automatyczna barwiarka histologiczna (Leica ST5020; Leica; Niemcy). Wszystkie
analizy histologiczne zostaty wykonane za pomoca mikroskopu swietlnego (Olympus
BX43; Olympus; Polska), wraz z programem ImageJ software (Wayne Rasband, National

Institutes of Mental Health; Stany Zjednoczone)

4.6 Liczenie pecherzykow

W ocenie rodzaju pecherzykow postugiwano si¢ nastgpujaca kategoryzacja:
1) Pecherzyki pierwotne: pojedyncza warstwa plaskich komorek ziarnistych $cisle
otaczajaca oocyt
2) Pecherzyki pierwszorzedowe: pojedyncza warstwa komorek szesciennych warstwy
ziarnistej pecherzyka $cisle otaczajacych pecherzyk
3) Pecherzyki drugorzedowe (wzrastajace): dwie lub wigcej warstw sze$ciennych

komorek warstwy ziarnistej
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4) Pecherzyki antralne: wiele warstw komoérek warstwy ziarniste] z widoczng
przestrzenia (jama pecherzyka), ok 1mm $rednicy (Lawson and Pedersen, 1987;
Picut et al., 2015)

W celu dokonania liczenia pecherzykow przygotowano probniki histologiczne tkanek,
zgodnie z zaleceniami dla jajnika szczura (Picut et al., 2015). Bloczki parafinowe
przytrymowano i przygotowano do ci¢cia uzyciem mikrotomu. Nastepnie, po napotkaniu
tkanki odrzucono pierwsze 200-500 um i rozpoczeto probkowanie co ok 50um. Do oceny
liczby pecherzykow kazdego jajnika uzyto 5 skrawkow. Sredni obszar powierzchni
badanych tkanek wynosit 15500um?2+ 200 um.

W celu obliczenia liczby pecherzykow pierwotnych i pierwszorzedowych zastosowano
adaptacje metody optycznej opisanej przez Myers i wsp (2004).

Kazdy skrawek zostal optycznie podzielony na 15 obszaréw o S$redniej powierzchni
1033+ 50um? ogladanych pod obiektywem x60. Liczba pecherzykow z kazdego obszaru
byta sumowana w celu otrzymania liczby pegcherzykow/skrawek, a liczby
z poszczegbdlnych skrawkow (n=5) zostaly dodane do siebie i podstawione pod wzor
zgodnie ze wskazaniem Myers i wsp.

Pecherzyki drugorzgdowe (wzrastajace) i antralne byty liczone jedynie, jesli w miejscu
wyznaczenia obecnosci pecherzyka, na jednym z pigciu z preparatdow danego jajnika
widoczny byt oocyt, lub jego zarys (Picut et al., 2015). Liczba pecherzykow
drugorzedowych (wzrastajacych) i antralnych jest suma pgcherzykow z wszystkich sekcji
danej probki.

Liczeniu podlegaty jedynie pecherzyki z widoczng komorka jajowa otoczong warstwag
komorek ziarnistych, ktore spetniaty kryteria pozwalajace je uzna¢ za morfologicznie
prawidtlowe (Lawson and Pedersen, 1987; Picut et al., 2015). Pecherzyki uwazano
za zdegenerowane, jesli miaty skurczone oocyty i/lub ciata pyknotyczne w komorkach

ziarnistych.

4.7 Wyznaczanie obszarow witoknistych w tkance

Obszary zwtoknienia (fibrotyczne) oceniane byly na preparatach histologicznych
barwionych metodg trojbarwng Massona. Technika trojbarwna Massona pozwala
na wykrycie wtdkien kolagenowych, ktore pod wptywem barwnika biekitu anilinowego

przybieraja niebieski kolor (Utah Histology - Surgical Pathology, 2017). Preparaty
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oceniano pod mikroskopem $wietlnym (Olympus BX43; Olympus; Polska),
pod obiektywem x4, a pomocg oprogramowania Image] software (Wayne Rasband,
National Institutes of Mental Health; Stany Zjednoczone) zaznaczano i obliczono $redni
obszar tkanki zawierajacej duze skupisko widkien kolagenowych (niebieskiej). Nastepnie
obliczano relatywny procent powierzchni zajety przez obszary zawierajagce widkna

kolagenowe.
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4.8 Barwienie immunohistochemiczne i wyznaczanie obecnosci

naczyn

Oceng gestoSci naczyn przeprowadzono za pomocg barwienia immunohistochemicznego
z oznaczeniem swoistego markera powierzchni komoérek dla nowo powstatych naczyn
krwiono$nych: CD31 (ang.: cluster of differentiation molecule 31), znanego réwniez jako
PECAM-1 (ang.: platelet-endothelial cell adhesion molecule-1; ptytkowa czasteczka
adhezji komorek $rodblonka-1), stosowanego systemowo w badaniach nad procesem
neowaskularyzacji w przeszczepach jajnikow (Gao et al. 2013; Park, Sorenson,
and Sheibani 2015; Kong et al. 2017a; Laronda et al. 2017).

W celu okreslenia obecnos$ci biatka CD-31 w badanym materiale tkankowym zastosowano
mysie przeciwcialo monoklonalne przeciwko CD-31 (TLD-3A12; Invitrogen, Stany
Zjednoczone).

Procedure posredniego barwienia immunohistochemicznego z zastosowaniem powyzszych
przeciwcial przeprowadzono zgodnie ze standardowym protokotem.

Po deparafinizacji szkietka zostaty inkubowane w roztworze PBS z 1% trypsyny przez
30 min w 37°C w celu odkrywania epitopéw antygenow. Nastepnie szkietka zostaty
przeptukane woda destylowang i zanurzone w roztworze PBS na 30 min w temperaturze
pokojowej. Kolejnym etapem protokotu byta neutralizacja endogennej peroksydazy przez
inkubacje w 0,3% nadtlenku wodoru przez 10 min w temperaturze pokojowej.
Po przeplukaniu preparaty zostaly poddane inkubacji z 5% albuminy surowicy bydlece;j
(ang. bovine serum albumin; BSA) w celu zmniejszenia tta barwienia. Nastepnie szkietka
zostaly przeniesione na ptaski stelaz w celu inkubacji z przeciwciatem pierwotnym.
Po oczyszczeniu z nadmiaru pltynu preparat zostal pokryty ok 100ul roztworu
zawierajacego przeciwciala pierwszorzedowe i1 inkubowany przez 60min w 37°C
w komorze o zwigkszonej wilgotno$ci powietrza. Po zakonczonej inkubacji szkietka
zostaly optukane roztworem PBS i poddane inkubacji z przeciwcialami drugorzedowymi
w tych samych warunkach. Po zakonczeniu inkubacji preparaty zostaty optukane PBS
1 poddane ekspozycji z chromogenem DAB (3,3°- diaminobenzydyng; Sigma Aldrich;
Stany Zjedoczone) w temperaturze pokojowej przez 2,5 minuty. Nastepnie zostato
przeprowadzone barwienie dodatkowe z udziatem hematoksyliny Mayera (Sigma Aldrich;
Stany Zjednoczone) poprzez potrojne zanurzenie w barwniku 1 oplukanie w wodzie
destylowanej. Po wyschnigciu preparaty zostaty utrwalone DPX (Sigma Aldrich; Stany
Zjednoczone) i1 przykryte szkietkiem nakrywkowym.
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Ekspresja biatka CD31 odznacza si¢ odczynem blonowym. Preparaty byly oceniane
pod mikroskopem $wietlnym (Olympus BX43; Olympus; Polska), wraz z programem
Image] software (Wayne Rasband, National Institutes of Mental Health; Stany
Zjednoczone) pod obiektywem x60. Kontrole pozytywng stanowily wycinki z phluca
szczurow szczepu WAG. Liczenie odbywalo si¢ w 5 powtorzeniach, na szkietkach
zawierajacych preparaty oddzielone o $rednio 50um. Kazda tkanka zostata optycznie
podzielona na 15 obszarow, a sygnaty ze wszystkich obszaréw byty sumowane. Ocenie
podlegata zaréwno ekspresja jak i jej intensywnos¢. Pojedyncze sygnaly liczone byty jako
+1, natomiast sygnaly tworzace naczynia (w postaci okrggow) liczone byly jako +2.
Surowe wyniki z poszczegodlnych powtorzen zostaty usrednione i przedstawione jako

gesto$¢ naczyn dla danego jajnika.

4.9 Analiza stopnia nasilenia apoptozy komoérek tkanki jajnika
(TUNEL)

Analiza apoptozy zostata przeprowadzona z uzyciem zestawu Click-iT™ Plus TUNEL

Assay Kits for In Situ Apoptosis Detection firmy Invitrogen ™ (Wielka Brytania).

Szkietka po odparafinowaniu zostaly zanurzone w roztworu formaliny 4% na 15 minut
I inkubowane w 37°C, a nastgpnie oplukane przez dwukrotne zanurzenie w roztworze
PBS na okoto 5 min. Osuszone szkietka zostaly przeniesione na ptaski stelaz. Tkanki
zostaly pokryte roztworem proteinazy K 1 inkubowane przez 20 min w komorze
o zwigkszone] wilgotnosci powietrza, po czym oplukane roztworem PBS 1 zanurzone
ponownie w roztworze 4% formaliny na 5 minut (w 37°C). Po inkubacji probki zostaty
zanurzone w roztworze PBS, a nastepnie optukane dejonizowana woda. Nastepnie probki
zostaty zalane roztworem zawierajacym DNaze wraz z buforem reakcji i inkubowane przez
30 min w temperaturze pokojowej i optukane w dejonizowanej wodzie. W kolejnym kroku
szkielka zostaly przykryte 100 pl buforu reakcji TdT (odczynnik ,,A”) 1 inkubowane przez
10 minut w 37°C. Roztwoér zostat odciggniety za pomocg sterylnej chusteczki, a tkanka
zostata przykryta 50 ul mikstury reakcyjnej TdT przygotowanej zgodnie z zaleceniem
producenta i inkubowana przez 60 min w temperaturze 37°C w komorze o podwyzszonej
wilgotnos$ci powietrza. Po zakonczonej reakcji szkietka zostaty optukane dejonizowang
woda, a nastgpnie zanurzone w roztworze PBS z dodatkiem 3% BSA i 0,1% Triton ™

X-100 przez 5 minut w temperaturze pokojowej. W nastepnym etapie protokotu zostat
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przygotowana mieszanina reakcyjna Click-iT™ Plus TUNEL, zgodnie z zaleceniami
producenta, poprzez rozcienczenie 1:10 z woda dejonizowang 1 pomieszanie z uzyciem
wytrzasarki nablatowej typu vortex. Nastgpny etap protokotu wykonywany byl przy
minimalnym narazeniu probki na $wiatto. Potozone na plaskim stelazu szkielka zostaty
oczyszczone z roztworu PBS i pokryte 50 pl mieszaning reakcyjna Click-iT™ Plus
TUNEL, po czym pozostawione na 30 min w komorze o zwigkszonej wilgotnosci
powietrza i temperaturze 37°C. Po uptywie czasu inkubacji szkietka zostaly zanurzone
w roztworze PBS z 3% BSA 1 optukane czystym PBS. Nastepnie zostato przeprowadzone
barwienie dodatkowe z udzialem DAPI (DAPI Solution; Thermo Scientific™) i aktyny
(ActinRed™ 555 ReadyProbes™ Reagent; Thermo Scientific™) poprzez kolejne
inkubacje przez 15 minut w temperaturze 37°C w komorze o zwigkszonej wilgotnosci
powietrza. Po zakonczonym barwieniu szkietka zostaly optukane roztworem PBS,
osuszone, utrwalone DPX (Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone) i przykryte szkietkiem
nakrywkowym.

Preparaty byly oceniane z wykorzystaniem konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego
(Leica Sp8, Leica, Niemcy). Przy uzyciu naswietlania o dlugosci fali w zakresie
od 450 do 500nm dla TUNEL i ~360 do 460nm dla DAPI i ~540 do 565nm dla ActinRed.
Badanie zostalo wykonane w 2 powtoérzeniach na dwoch oddzielonych od siebie
0 ok 250um preparatach o grubosci 3um pochodzacych z jednej tkanki. Ocena
wykonywana byta poprzez liczenie jader komodrkowych zabarwionych odczynnikiem
TUNEL (zielona fluorescencja) i porownanie jej z liczba jader komorkowych w ktorych
nie doszto do fragmentacji zabarwionych DAPI (niebieska fluorescencja). Witokna
aktynowe zostaly wybarwione aktyna dla uwidocznienia struktury tkanki. Wyniki zostaty
usrednione 1 przedstawione jako odsetek komorek o jadrach o cechach apoptotycznych

wystepujacy w danej tkance.
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4.10 Analiza ekspresji mRNA w tkance jajnika: hormonu
atymulerowskiego (AMH), receptora dla hormonu antymulerowskiego
(AMHR) receptora progesteronowego (PGR) oraz receptorow
estrogenowych typu alpha (ESRa)i beta (ESRp), a takie czynnika

martwicy nowotworow alpha (TNFa).

Fragmenty tkanki jajnikow uzyskanych post mortem ze zwierzat zostaly zamrozone
metoda snap freezing przez zanurzenie w cieklym azocie i pozostawione do czasu izolacji
calkowitego RNA.

Do procedury izolacji RNA z tkanek wykorzystano zestaw High Pure RNA Tissue (Roche,
Szwajcaria).

Tkanki zostaty poddane homogenizacji z uzyciem kulek ceramicznych Lysing Matrix-D
(MP Biomedicals, Irvine, Stany Zjednoczone) i homogenizatora Precellys Evolution
(Bertin Technologies SAS, Francja). Tkanki zostaly poddane homogenizacji zanurzone
400ul buforu do lizy i poddane dziataniu homogenizatora z predkosciag 6800 rpm przez
20s w 4°C. Nastepnie probki zostaly odwirowane i zmieszane z woda wolng od RNAz.
Do probek zostata dodana proteinaza K (Thermofisher, Stany Zjednoczone), a probki
zostaty poddane inkubacji w 55°C przez 45 minut. Po odwirowaniu supernatant zostat
przeniesiony do nowej probowki 1 zmieszany w stosunku 1:1 z 100% etanolem klasy
laboratoryjnej.

Po rgcznym wymieszaniu probka zostala poddana wirowaniu przez 30 sekund
I oczyszczeniu, zgodnie z zaleceniami producenta zestawu. Aby ustabilizowa¢ otrzymane
catkowite RNA uzyto po 100ul buforowanej DNazy (DNase buffer and DNase; Invitrogen,
Stany Zjednoczone).

Jako$¢ 1 stezenie wyizolowanego RNA zostalo zbadane przez pomiar ggstosci optycznej
przy dhtugosci fali 260nm z wykorzystaniem spektofotometru kropelkowego (Ds.-11;
DeNvovix, Stany Zjednoczone).

W kolejnych etapach badan molekularnych wykorzystano 100ng RNA zgodnie
z protokotem. Do przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji 1 przygotowania reakcji
real-time PCR uzyto zestawu TagMan ™ RNA-to-CT 1-Step Kit (Thermofisher, Stany
Zjednoczone), zgodnie z zaleceniami producenta. Ilo$ciowa tancuchowa reakcja
polimerazy RT PCR zostala przeprowadzona z uzyciem automatycznego fluorymetru
Quant Studio ™ Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Stany Zjednoczone).
Zostalo przeprowadzonych 40 cyklu reakcji RT- PCR w nastgpujacych warunkach: 48°C
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przez 15 min (hold stage: odwrotna transkrypcja); 95°C przez 10min (hold stage:
aktywacja enzymu); 95°C przez 30s (denaturacja); 60°C przez 1 min (anneal/extend:
elongacja tancucha).

W reakcji qPCR zostaty uzyte geny referencyjne GAPDH (Rn01462661 gl) oraz HPRT
(MmO01318743 ml), a wyniki zostaly przedstawione jako relatywny do gendéw
referencyjnych poziom ekspresji zgodnie z metodg AACT.

W badaniu zostaly wykorzystane sondy TaqMan (Thermofisher Scientific, Stany
Zjednoczone):

AMHR2 (Rn00513843 ml); AMH (Rn00563731_gl1); TNF (Rn99999017_m1);
ESR1 (Rn01640372_m1); ESR2 (Rn00562610_m1); PGR (Rn01448227_m1).

4.11 Analiza statystyczna

Analiza statystyczna oraz przedstawienia graficzne wynikow zostaty przeprowadzone

z pomocg programow Microsoft Excel (Microsoft 365, Microsoft, Stany Zjednoczone)
oraz GraphPad Prism 9. (Dotmatics, GraphPad, Stany Zjednoczone).

Normalnosc rozktadu zmiennych oceniono za pomocg testu Shapiro-Wilko. Stwierdzono,
ze grupy DO, D2 i D7 reprezentuja dane zgodne z rozkladem normalnym, natomiast grupa
D30 nie spetlnia wymagan homogenicznosci grupy. Wszystkie testy zostaly wykonane
z zastosowaniem przedziatu ufno$ci na poziomie 95%.

Analize liczebnosci pecherzykow danych typow wzgledem przynaleznosci do grupy
traktowanej osoczem bogatoptytkowym i kontrolnej w poréwnaniu do grupy DO wykonano
z pomocg testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) wraz z testem porownan
wielokrotnych Tukeya i Sidaka.

Porownanie par tkanek jajnikow tego samego zwierzecia pod wzgledem liczby i rodzaju
pecherzykéw w zalezno$ci od przynaleznosci do grup traktowanych osoczem
bogatopltytkowym i grup kontrolnych wykonano z pomoca sparowanego testu T (paired
T-test) dla prob zaleznych.

Poréwnania obszarow fibrotycznych i nekrotycznych w tkankach dokonano z pomoca
porownan wielokrotnych testem Sidaka przy zagniezdzonej jednoczynnikowej analizie
wariancji (nested 1-way ANOVA).

Poréwnania odsetka jader apoptotycznych w tkankach jajnikoéw w zalezno$ci od grupy
wykonano testem ANOVA wg. Brown-Forsythe wraz z wielokrotnymi poréwnaniami

wedtug Dunnett’a.
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Analize statystyczng liczby 1 gestosci naczyn w tkankach jajnika w zalezno$ci od grupy
wykonano z pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji wraz z porOwnaniami
wielokrotnymi wg Tukey’a.

Do analizy korelacji wystgpowania naczyn i pecherzykéw danego typu w tkankach
jajnikow poddanych przeszczepowi wykorzystano test korelacji wg. Pearsona.

Analizy statystyczne wynikow ekspresji mRNA otrzymanych z wykorzystaniem metody
AACt wykonano z pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji wraz z poréwnaniami

wielokrotnymi Sidak’a.
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5. Wyniki i analiza statystyczna

5.1 Analiza histologiczna tkanki jajnika

5.1.1 Morfologia pecherzykow jajnikowych po przeszczepie

Analiza histologiczna pozwolita na oceng preparatow i klasyfikacj¢ pecherzykow roznych
stadiow rozwoju: pecherzyki pierwotne (Fotografia 1 A), pecherzyki pierwszorzedowe
(Fotografia 1 B), pecherzyki drugorzedowe /wzrastajace (Fotografia 1 C; Fotografia 2 E)
oraz pecherzyki antralne (Fotografia 1 D). Podczas analizy histologicznej zaobserwowano
liczne pecherzyki wykazujace cechy atrezji (Fotografia 2 F, H), a takze przerastanie tkanki
wloknami kolagenowymi (Fotografia 2 I). Jajniki uzyskane z grupy D30 (po 30 dniach
od przeszczepu), w czeSci przypadkéw (3 szczury) wykazywaly sie catkowitym
wro$nigciem w otaczajaca tkanke i otoczone byly widocznymi makroskopowo naczyniami

(Fotografia 2G). Analiza mikroskopowa tkanek pochodzacych z wyzej wymienionych

osobnikow wykazata prawidlowa strukture tkanki jajnika (Fotografia 2 J)
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Fotografia 1. Pecherzyki jajnikowe w poszczegolnych stadiach rozwoju. A — pecherzyk
pierwotny, B — pecherzyk pierwszorzedowy, C — pecherzyk drugorzedowy/wzrastajgcy, D-
pecherzyk antralny. Zdjecia A, B i C wykonano pod obiektywem suchym, przy powiekszeniu
40X. Zdjecie D wykonano pod obiektywem suchym przy powigkszeniu 10x. Skala
porownawcza podana w prawym dolnym rogu kazdego zdjecia. (Opisy skrotow: N —
nucleus/ jgdro komorkowe,; ZP — zona pellucida/ ostonka przejrzysta;, ZG — zona granulosa
/komorki warstwy ziarnistej; TE- theca externa/komorki ostonki pecherzyka;, O -
ovum/komorka jajowa; LF- liquor folliculi/ ptyn pecherzykowy). Wszystkie fotografie
zostaly wykonane przez autorke dysertacyji.

Fotografia 2. Tkanka jajnika. Analiza makroskopowa i histologiczna. E — duze pecherzyki
wzrastajgce
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i antralne; F —  pecherzyk 0 cechach postepujgcej atrezji
z nekrotycznym oocytem. G — przeszczepiona tkanka jajnika z grupy D30 (po 30 dniach)
z gesto wystepujqcymi naczyniami krwionosnymi; H — atrezyjne pecherzyki w réznych
stadiach rozwoju; |- tkanka jajnika przerosnieta tkankg witoknistq i tkankq tluszczowgq,
J- zachowana struktura tkanki jajnika po 30 dniach od przeszczepu. Zdjecie E wykonano
pod obiektywem suchym przy 10x powiekszeniu. Zdjecie F wykonano pod obiektywem
suchym przy 20x powigkszeniu, zdjecie G wykonano technikg focus stacking za pomocg
mikroskopu Leica M205FA.; zdjecia H, I, J wykonano przy 4x powigkszeniu, (Opisy
skrotow: PF — primordial follicle/ pecherzyk pierwotny; CL- corpus luteum/ ciatko zotte;
DF -degenerated follicle/ pecherzyk atrezyjny; ZG — zona granulosa/ komorki warstwy
ziarnistej; O- ovum/ komorka jajowa; VS — vasa sanguinea/ naczynia krwionosne; CT —
connective tissue / tkanka wioknista; AT- adipose tissue/ tkanka ttuszczowa; LF- liquor
folliculi/ ptyn pecherzykowy; TE- theca externa/komorki ostonki pecherzyka). \Wszystkie
fotografie zostaly wykonane przez autorke dysertacji.

5.2 Analiza statystyczna: Ogdlna liczba pecherzykow

Zaprezentowane na Rycinie 5 wyniki badan wskazuja na bardzo duze zr6znicowanie liczby
pecherzykoéw w tkankach jajnikow w analizowanych grupach. Odnotowano istotne roznice
(p<0,001) migdzy grupami DO, D2+PRP, D2 Kontrola, D7+PRP a grupami D7 Kontrola,
D30 PRP i D30 Kontrola.
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Rycina 5. Poréwnanie ogolnej liczby pecherzykow stwierdzonych w tkankach jajnikow
szezurow we wszystkich badanych grupach. Oznaczenia grup: DO-grupa poréwnawcza;
D2+PRP- grupa po 2 dniach od wszczepienia tkanki traktowanej osoczem
bogatoptytkowym,; D2 Kon- grupa badana po 2 dniach od wszczepienia tkanki, proba
kontrolna; D7 — grupa badana po 7 dniach od wszczepienia tkanki traktowanej osoczem
bogatoplytkowym,; D7 Kon — grupa badana po 7 dniach od wszczepienia tkanki, grupa
kontrolna. Wartosci istotne statystycznie p<0,001.
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5.2.1 Ogolna liczha pecherzykow poszczegolnych stadiow dojrzatlosci
w tkankach jajnikow pochodzgcych 7 grup krotko, Srednio

i dlugoterminowej w porownaniu do grupy porownawczej D0.

W  badanych grupach odsetek pecherzykow stanowigcych rezerwe jajnikowa,
tj. pecherzykow pierwotnych i1 pierwszorzegdowych byl znacznie wigkszy niz odsetek
pecherzykow w pozostatych stadiach rozwoju (Ryc. 6). Na prezentowanej rycinie
widoczna jest skala zmniejszania si¢ liczby pecherzykow w zaleznosci od czasu jaki
uplynal od przeszczepu, a takze w zaleznos$ci od przynaleznos$ci do grupy traktowanej
osoczem bogatoptytkowym lub kontrolnej. Wyniki grupy D30 nie zostaly przedstawione

na wykresie ze wzgledu na niespetnienie warunkow homogenicznos$ci grupy.
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Rycina 6. Procentowy udzial pecherzykow poszczegolnych stadiow rozwojowych w
tkankach jajnikéw w analizowanych grup.

53 Analiza liczebnosci pecherzykow danych typow wzgledem
przynaleznosci do grupy traktowanej osoczem bogatoplytkowym

i kontrolnej w porownaniu do grupy DO0.

70



5.3.1 Grupa krotkoterminowa (po dwoch dniach od przeszczepu)

Wykazano statystycznie istotng roéznicg pomigdzy S$rednig liczebno$cig pecherzykow
pierwotnych (Ryc. 7) w grupie DO i grupie kontrolnej D2 (p<0,03) natomiast nie wykazano
istotnej roznicy W liczbie pecherzykow migdzy grupa DO i grupg PRP (traktowang osoczem
bogatoptytkowym). Podobng zalezno$¢ obserwowano w odniesieniu do pecherzykow
pierwszorzgdowych (DO — D2 kontrola, p=0,01). W przypadku pecherzykow
drugorzegdowych istotnie statystycznie wyzsza $rednig ich liczbe notowano w grupie
kontrolnej (p=0,0007) w poréwnaniu do pozostatych grup. Podobne wyniki uzyskano
analizujac liczbe pecherzykow antralnych, jednak nie stwierdzono istotnych statystycznie

r6éznic pomiedzy grupa DO a grupami D2.
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Rycina 7. Srednia liczba réinych typow pecherzykéw w grupie poréwnawczej (D0) oraz
w grupie traktowanej osoczem bogatoplytkowym (PRP) i grupie kontrolnej w drugim
dniu od wykonania przeszczepu jajnika. Wartosci p podane  zgodnie
z porownaniem, wartosci nieistotne statystycznie oznaczone literami ns -not significant

jesli p >0,05.
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5.3.2 Grupa srednioterminowa (po siedmiu dniach od przeszczepu)

Srednia liczba pecherzykow pierwotnych (Ryc. 8) w grupie DO byta istotnie statystycznie
nizsza niz w grupie traktowanej osoczem (p=0,049) oraz w grupie kontrolnej (p=0,0017).
W  przypadku pecherzykéw pierwszorzgdowych istotne zmniejszenie liczebnosci
pecherzykow odnotowano jedynie w grupie kontrolnej (p<0,001). Istotny spadek liczby
pecherzykoéw drugorzedowych stwierdzono zar6wno w grupie traktowanej osoczem
bogatoptytkowym (p<0,0001) jak i w grupie kontrolnej (p<0,0001). Natomiast
w przypadku pecherzykow antralnych notowano odwrotng zaleznos¢, grupy D7
charakteryzowaty si¢ wyzsza liczba pgcherzykow niz grupa DO, przy czym w odniesieniu

do grupy D7 kontrola byta to roznica istotna statystycznie (p=0,01).
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Rycina 8. Srednia liczba réinych typow pecherzykéw w grupie poréwnawczej (D0) oraz
w grupie traktowanej osoczem bogatoplytkowym (PRP) i grupie kontrolnej w siodmym
dniu od wykonania przeszczepu jajnika. Wartosci P podane zgodnie z poréwnaniem, ns -
not significant jesli p >0,05.

5.3.3 Grupa dtugoterminowa (po trzydziestu dniach od przeszczepu)

Dane z grupy D30 nie zostaly poddane analizie statystycznej ze wzgledu

na niespetnienie warunku homogennosci grupy.
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5.4 Analiza statystyczna: Poréwnanie par tkanek jajnikow tego
samego zwierzecia pod wzgledem liczby i rodzaju pecherzykow
w zaleinosci od przynaleinoscido grup traktowanych osoczem

bogatoplytkowym i grup kontrolnych

5.4.1 Grupa krotkoterminowa (po dwoch dniach od przeszczepu)

Porownanie tkanek jajnikow tych samych zwierzat, w modelu prawy/ traktowany osoczem
bogatoptytkowym; lewy/kontrolny dla grupy krotkoterminowej D2 zaprezentowano
na Rycinie 9.

Prezentowane wyniki wskazuja na duze zréznicowanie liczby pecherzykéw jajnikowych
migdzy badanymi grupami w zalezno$ci od stadium rozwoju pecherzyka. Poréwnanie
liczby pecherzykow pierwotnych wskazuje na istotng statystycznie roznice (p=0,003)
pomiegdzy tkankami badang i kontrolng, gdzie liczba pecherzykow w tkankach kontrolnych
byta istotnie statystycznie mniejsza (Ryc. 9 A). Pordéwnanie liczb pecherzykow
pierwszorzedowych wykazuje podobna tendencje (p=0,006) (Ryc. 9 B). Poréwnanie liczb
pecherzykéw  wzrastajacych takze wykazuje sie wysoka istotno$cig statystyczng
(p=0,0016), jednakze wskazuje na odwrotng zalezno$¢ 1 czestsze wystepowanie
pecherzykow drugorzedowych w tkankach kontrolnych niz w tkankach traktowanych
osoczem bogatoplytkowym. Poréwnanie liczb pecherzykow antralnych wykazuje podobna
tendencj¢ co pecherzyki drugorzedowe, wskazujac na wigkszg liczbe pecherzykow
antralnych w tkankach kontrolnych niz w tkankach traktowanych osoczem
bogatoptytkowym tych samych zwierzat (p=0,0048). Poréwnanie liczb corpora lutea nie

przyniosto istotnych statystycznie wynikow.
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Rycina 9. Poréownanie par tkanek jajnikow tego samego zwierzecia pod wzgledem liczby
i rodzaju pecherzykow w grupie krotkoterminowej D2. \Wykres typu estimation plott (z
lewej strony) pozwala przesledzi¢ wyniki indywidualne dla kazdego zwierzecia i ocenié
wplyw dzialania czynnika na dang tkanke w poréownaniu do jej odpowiednika z grupy
kontrolnej. Wykres kolumnowy (z prawej strony) ukazuje zbiorcze wyniki poréwnania grup
i istotnos¢ statystyczng testu. Wartosci p podane zgodnie z porownaniem, wartosci
nieistotne statystycznie oznaczone literami ns -not significant jes/i p>0,05.

5.4.2 Grupa srednioterminowa (po siedmiu dniach od przeszczepu)

Poréwnanie tkanek jajnikow tych samych zwierzat, w modelu prawy/ traktowany osoczem
bogatoptytkowym; lewy/kontrolny dla grupy s$rednioterminowej D7 zobrazowano
na rycinie 10. Po siedmiu dniach od przeszczepu, biorac pod uwage stadium rozwoju
pecehrzyka, odnotowano podobng zalezno$¢ miedzy grupa kontrolng i traktowang osoczem
bogatoptytkowym jak po dwoch dniach eksperymentu.

Porownanie liczb pecherzykéw pierwotnych (Ryc. 10 A) i pierwszorzedowych
(Ryc. 10 B), w grupie kontrolnej stwierdzono istonie nizszg (p=0,047; p=0,004) liczbe
pecherzykow, natomiast w przypadku pecherzykéw drugorzgdowych (c) i1 antralnych (D),
istotnie wyzszg liczbe pecherzykow (p=0,0002); p=0,0031) w poréwnaniu do tkanek
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traktowanych osoczem bogatoptytkowym. Porownanie liczb corpora lutea nie przyniosto

istotnych statystycznie wynikow.
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Rycina 10. Poréwnanie par tkanek jajnikow tego samego zwierzecia pod wzgledem liczby
i rodzaju pecherzykow w grupie srednioterminowej D7. \Wykres typu estimation plott (z
lewej strony) pozwala przesledzi¢ wyniki indywidualne dla kazdego zwierzecia i ocenic
wphyw dziatania czynnika na dang tkanke w porownaniu do jej odpowiednika z grupy
kontrolnej. Wykres kolumnowy (z prawej strony) ukazuje zbiorcze wyniki porownania grup
i istotnoS¢ statystyczng testu. Wartosci P podane zgodnie z porownaniem, wartosci
nieistotne statystycznie oznaczone literami ns -not significant jesli p>0,05

5.4.3 Grupa dtugoterminowa (po trzydziestu dniach od przeszczepu)

Dane z grupy D30 nie zostaly poddane analizie statystycznej ze wzgledu na niespelnienie

warunku homogennosci grupy.
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5.5 Analiza statystyczna:

Porownanie

obszarow fibrotycznych

i nekrotycznych w tkankach poddanych tylko mrozeniu (D0), oraz

przeszczepionych po dwdch (D2), siedmiu (D7) i trzydziestu (D30)

dniach od operacji.

Przeprowadzona analiza statystyczna (Ryc. 11) nie wykazata istotnie statystycznych

r6znic pomig¢dzy obszarami obj¢tymi zwldknieniem w tkankach poddanych badaniom

w porownaniu do tkanki poddanej tylko mrozeniu. Wyjatkiem jest porownanie z grupg

D30, u ktorej, w niektorych tkankach zaobserwowano wysoki poziom widknienia

tkanek, a takze przerastania ich tkanka tluszczowa. Ze wzglgdu na bardzo duza

zmiennos$¢ danych notowanych w grupie D30 zostata ona wyeliminowana z analiz.
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Rycina 11. Odsetek powierzchni o cechach zwléknienia w zaleznosci od przynaleznosci
do roinych grup badanych. Porownanie nie wykazato istotnosci statystycznej, z wyjqtkiem

porownania z jajnikami z grupy D30 (p<0,001), ktore, jednakze nie stanowitly jednorodnej

grupy.
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5.6 Ocena poziomu apoptozy komorek tkanki jajnika metodg TUNEL

Fotografia 3. Przykladowa fotografia badania TUNEL na fragmencie tkanki jajnika szczura 7
grupy D7. Jgdra komorek apoptotycznych zabarwione sq na zielono (TUNEL); jgdra komorek
nieapoptotycznych na niebiesko (DAPI); widkna aktynowe na czerwono (Actin Red). Biale strzalki
wskazujg autofluorescencje nici chirurgicznej. Zdjecie wykonano za pomocq konfokalnego
mikroskopu fluorescencyjnego (Leica Sp8, Leica, Niemcy) i programu ImageJ (Wayne Rasband,
National Institutes of Mental Health; Stany Zjednoczone)

5.6.1 Analiza statystyczna: poréwnanie odsetka jgder apoptotycznych w

zaleznosci od grupy

Uzyskane wyniki (Ryc. 12) wskazuja na istotne statystycznie roznice wystepujace
pomiedzy kazda grupg tkanek, poza tkankami z grupy D30, ktore nie reprezentujg rozktadu
normalnego.

Wyniki te jednoznacznie wskazuja na zwigkszajaca si¢ liczb¢ komoérek apoptotycznych
wraz z procesem przeszczepienia tkanki, jako ze tkanki z grup D2 1 D7 prezentujg istotnie
statystycznie wigkszg liczb¢ komorek TUNEL- pozytywnych niz tkanki z grupy
DO (p<0,001). Istotnym jest takze fakt, ze tkanki z grupy D2 + PRP reprezentowaly istotnie
statystycznie mniejsza liczbe komorek apoptotycznych niz tkanki kontrolne z tej samej

grupy czasowej (D2 kontrola) (p<0,001). Podobng tendencje zaobserwowano w przypadku
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poréwnania tkanek z grupy D7, gdzie takze tkanki traktowane osoczem bogatoptytkowym

(D7 + PRP) prezentowaly

TUNEL-pozytywnych niz tkanki z grupy D7 kontrola.

odsetek komoérek TUNEL-dodatnich
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istotnie  statystycznie mniejszag liczbe komorek
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Rycina 12. Odsetek jgder apoptotycznych w zaleinosci od badanej grupy. Porownania
istotne statystycznie (p<0,001) oznaczone trzema gwiazdkami. Porownania nieistotne
statystycznie oznaczone literami ns — not significant, p>0,05.
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5.7 Ocena neowaskularyzacji w tkance jajnika. Ekspresja CD-31

(PECAM-1) na preparacie barwionym metodq immunohistochemiczng.
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Fotografia 4. Zdjecia tkanek jajnika pochodzgcych z grupy D7 barwionych metodg
immunohistochemiczng na obecnos¢ CD-3l. A, B — tkanka pochodzgca z grupy
traktowanej osoczem bogatoptytkowym (D7+PRP), C, D — tkanka pochodzgca z grupy
kontrolnej tych samych zwierzqt (D7 kontrola). Biale strzatki wskazujq na ekspresje CD-
31(kolor brunatny) w ksztattujgcych sie naczyniach krwionosnych. Zdjecia wykonano pod

obiektywem suchym x60 z uzyciem mikroskopu swietlnego (Olympus BX43;0lympus;
Polska).

5.7.1 Analiza statystyczna: liczba i gestosé naczyn w tkankach jajnika

w zaleznosci od grupy

Przedstawione na Rycinie 13 A wyniki wskazuja na nieistotne statystycznie rdznice
w gestosci naczyn pomiedzy tkankami DO 1 tkankami z grupy krotkoterminowej D2
(D2+PRP i D2 kontrola). Porownanie grupy DO z tkankami z grupy D7 (Ryc. 13 B)

wskazuje na wzrost liczby naczyn, w grupie traktowanej osoczem bogatoptytkowym.
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Wzrost ten jest istotny statystycznie (p=0,005). Poréwnanie z grupg kontrolng D7
nie wykazato istotnej wartosci p (p=0,85).

Poréwnanie tkanek jajnikow z grupy D7+ PRP i ich grupa kontrolng (Ryc. 13 B, czerwone
zaznaczenie) wskazuje na istotng statystycznie roznicg (p=0,03) jednoznacznie wskazujac
na zwigkszenie liczby naczyn w tkankach traktowanych osoczem bogatoptytkowym.
Dane z grupy D30 nie zostaty poddane analizie statystycznej ze wzgledu na niespetnienie

warunku homogennosci grupy.

A B | ok
P=0,005
60- *
ns 60 P=0,0308
1  —
ns ns
Ok B e Ty 40-
20 204
0- 0-
&° & & & &
x N
OQ 0.-\, ‘»‘9 OQ Q,\>< ,\\l-o(\
Q Q

Rycina 13.  Poréwnanie ogolnej liczby naczyn w  thankach  jajnika.
A: Porownanie liczby naczyn w tkankach jajnikow z grupy badanej i kontrolnej nalezgcych
do tej samej grupy czasowej D2, wraz z porownaniem do jajnika z grupy DO0. B:
Porownanie liczby naczyn w tkankach jajnikow z grupy badanej i kontrolnej nalezgcych do
tej samej grupy czasowej D7, wraz z porownaniem do jajnika z grupy D0. Porownanie
pomiedzy grupami badang i kontrolng w grupie D7 zaznaczone czerwong klamrq. Wartosci
p podane zgodnie z porownaniem, wartosci nieistotne statystycznie oznaczone literami ns
-not significant jesli p >0,05.

5.7.2 Analiza korelacji wystegpowania naczyn i pecherzykow danego typu

w tkankach jajnikow poddanych przeszczepowi.

Analiza korelacji wystepowania pgcherzykdéw pierwotnych i naczyn na tym samym
badanym obszarze tkanki jajnika (Ryc. 14) wykazywata si¢ istotnoscig statystyczng w obu
badanych grupach czasowych: zaréwno w grupie D2 (p=0,03), jak i D7 (p=0,03). Korelacja

wskazuje na ujemng zalezno$¢ liniowg pomiedzy liczba pecherzykéw pierwotych
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i gestoscig naczyn (D2: r=-,0,635; D7: r=-0,64) w przypadku obu analiz. Model liniowy
w tym przypadku jest dopasowany na poziomie 0,4 (D2: R? = 0,404; D7: R?=0,409)
(Ryc. 14 A).

W przypadku badania korelacji wystepowania pgcherzykoéw pierwszorzedowych i naczyn
na tym samym obszarze wykazano istotng statystycznie (p=0,04), dodatnig korelacje
liniowa (R?=0,36) dla grupy D7 (r=0,6) natomiast nie wykazano takiej korelacji dla grupy
D2 (p=0,84) (Ryc. 14 B).

Badanie wspoélzaleznosci dla wystepowania naczyn i pegcherzykow drugorzedowych
nie wykazato istotnosci statystycznej w grupie krétkoterminowej D2, natomiast w grupie
D7 wykazato wysoko istotng statystycznie ujemng korelacje liniowa (r=-0,331; p<0,001;
R?=0,719) (Ryc. 14 C). Analiza zaleznosci dla pecherzykéw antralnych i naczyn
nie wykazala istotnosci statystycznej dla zadnej z grup czasowych (Ryc. 14 D).

Dane z grupy D30 nie zostaly poddane analizie statystycznej ze wzgledu na niespetnienie

warunku homogennosci grupy.
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Rycina 14. Wartos¢ wspotczynnikow korelacji miedzy gestoscig naczyn, a liczbg
pecherzykow danego typu w tkankach jajnikow poddanych przeszczepowi. A —
porownanie danych dot. gestosci naczyn dla grup D2 i D7 odnosnie do liczby pecherzykow
pierwotnych; B- porownanie danych dot. geStosci naczyn dla grup D2 i D7 odnosnie do
liczby pecherzykow pierwszorzedowych, C- porownanie danych dot. gestosci naczyn dla
grup D2 i D7 odnosnie do liczby pecherzykow drugorzedowych, D- porownanie danych
dot. gestosci naczyn dla grup D2 i D7 odnosnie do liczby pecherzykow antralnych.
W ramce podano wartosci wspotczynnikow korelacji dla kazdego testu: r - korelacji,
R? — determinacji oraz p- prawdopodobienstwa testowego. Na czerwono podkreslono
wyniki istotne statystycznie (p<0,05).
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5.8 Analiza ekspresji mMRNA: receptorow steroidozaleinych (ESR «,
ESRpB, PGR), hormonu antymullerowskiego (AMH) i jego receptora
(AMH2), a takie markera zapalenia TNFa w tkankach jajnikow
poddanych przeszczepom oraz w jajnikach porownawczych poddanych

procedurze witryfikacji.

5.8.1 Analiza ekspresji receptorow steroidozaleinych: receptora

progesteronowego oraz estrogenowego alpha i beta.

Porownanie ekspresji mRNA receptorow estrogenowych typu alpha i beta we wszystkich
grupach, w odniesieniu do grupy DO przedstawiono na Rycinie 15. Uzyskane wskazuja
na nieistotne statystycznie zmiany ekspresji w grupie D2 w poréwnaniu do grupy
DO (niezaleznie od uzytego protokolu uzycia osocza/proby kontrolnej) zaréwno
w przypadku ekspresji receptora ESRa (ESR1) jak i ESRpB (ESR2).

Statystycznie istotng réznicg ekspresji mRNA receptora typu alpha (ESRa/ESR1)
wykazano pomigdzy grupa poréwnawcza DO, a grupa Srednioterminowg D7, zaréwno
w przypadku grupy traktowanej osoczem bogatoptytkowym (p=0,041) jak i grupy
kontrolnej (p=0,0013) (Ryc. 15 A). Ekspresja ESRa w obu przypadkach obnizyta
si¢, jednakze w przypadku grupy kontrolnej rdznica jest wyrazniej zarysowana
niz w przypadku grupy traktowanej osoczem bogatopltytkowym. Poréwnanie samych grup
D7 +PRP i D7 kontrola takze wykazato wysoce istotng statystycznie réznicg (p=0,046),
co wskazuje na istotne obnizenie ekspresji receptora ESRo w grupie kontrolnej w stosunku
do grupy traktowanej osoczem bogatoptytkowym.

W przypadku poréwnania ekspresji receptora estrogenowego typu beta (ESRB/ESR2)
(Ryc. 15 B) wykazano istotny statystycznie wzrost ekspresji w grupie $rednioterminowej
D7 kontrola (p=0,0001), natomiast wzrost ekspresji w grupie traktowanej osoczem
bogatoptytkowym nie charakteryzowat si¢ istotnoscia statystyczng (p=0,38). Poréwnanie
ekspresji w grupach D7 +PRP i D7 kontrola wykazalo istotng statystycznie rdznice
pomigdzy tkankami traktowanymi osoczem bogatoptytkowym, a tkankami kontrolnymi
(p=0,038), co jednoznacznie wskazuje na efekt dzialania osocza bogatoptytkowego.
Tkanki jajnikow z grupy D30 zostaly wyeliminowane z analizy statystycznej ze wzgledu
na brak rozktadu normalnego wynikéw. Przedstawione na wykresie Srednie wyniki
ekspresji reprezentuja drastyczny spadek ekspresji badanych genéw w tkance po 30 dniach
od przeszczepu.
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Rycina 15. Wyniki ekspresji receptorow estrogenowych ESRa (Ryc. 15A) i ESRf (Ryc.
15B)

w tkankach jajnikow w zaleinosci od badanej grupy. Wartosci p podane zgodnie
z porownaniem, ns -not significant; jeslii p>0,05. Porownania pomiedzy grupg badang
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i kontrolng z tej samej grupy czasowej zostaly zaznaczone klamrami o czerwonym
i niebieskim kolorze. Ryc. 15 C- Poréwnanie ekspresji obu badanych receptoréw
estrogenowych (ESRa i ESRS) w jajnikach z grupy czasowej D7 wraz z poréwnaniem
do ekspresji tych receptorow reprezentowanej przez tkanke porownawczqg DO.
Wartosci p podane zgodnie z porownaniem, ns -not significant jesli p=>0,05.

Analiza ekspresji receptora progesteronowego PGR (Ryc. 16) wykazata statystycznie
istotng réznice ekspresji pomigdzy tkankami jajnikéw z grupy D7 + PRP oraz D7 kontrola,
natomiast nie wykazano statystycznie istotnych réznic w odniesieniu do tkanek jajnikoéw
poréwnawczych DO dla zadnej z badanych grup. Uzyskane wyniki wskazujg na nieistotne
statystycznie zwigkszenie ekspresji PGR w tkankach z grupy kontrolnej (P=0,98),

a zmniejszenie w tkankach z grupy traktowanej osoczem bogatoptytkowym (P=0,1).
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Rycina 16. Wyniki ekspresji receptora progesteronowego W tkankach jajnikow w
zaleznosci od badanej grupy. Wartos¢ istotnie statystycznego porownania pomiedzy

Jjajnikami grupy badanej i kontrolnej D7 zaznaczona czerwongq klamrg. Pozostale
porownania nieistotne statystycznie.

5.8.2 Analiza relatywnej ekspresji hormonu antymullerowskiego (AMH)
i receptora dla AMH (AMHR2) w jajnikach

Poréwnanie ekspresji mRNA (Ryc. 17) w tkankach jajnikoéw porownawczych DO z grupa

krotkoterminowag wykazato istotng statystycznie zmiang ekspresji jedynie w przypadku
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grupy kontrolnej D2 (D2 kontrola), w ktorej to ekspresja mRNA AMH byta znacznie
obnizona (p=0,003).

W przypadku grupy srednioterminowej D7 ekspresja AMH znacznie obnizyta si¢ zarowno
w grupie traktowanej osoczem jak i grupie kontrolnej (p<0,001). Grupa D30 zostata
wyeliminowana z analiz ze wzgledu na brak rozktadu normalnego.

Analiza poréwnania wewnatrz grup czasowych wykazata, ze ekspresja AMH w grupie
krotkoterminowej D2, w tkankach traktowanych osoczem bogatoptytkowym istotnie
statystycznie rézni si¢ od tej w grupie tkanek kontrolnych (p<0,001). Podobng zaleznos¢
wykazano poprzez poréwnanie grupy Srednioterminowej D7, gdzie roznica pomiedzy
grupami takze cechowala si¢ istotnoscig statystyczna (p=0,02). Wyniki te wskazuja
na relatywnie wyzsza ekspresie mRNA AMH w grupach traktowanych osoczem
bogatoptytkowym niz w grupach kontrolnych tych samych grup czasowych.
Przeprowadzone analizy ekspresji receptora hormonu antymullerowskiego AMHR2
nie wykazaly statystycznych roznic ekspresji w tkankach jajnikow pomiedzy grupami

(Ryc.18).
AMH

* % %k
P<0.001

I * %k %k

P<0.001

poziom ekspresji mMRNA

0.0-

0 R N 4 N 4 2

S ®Q$\xqe 660 xQQ' ‘60 QQ- .60
 ERQE S E

Q e Q 3 000'9
Rycina 17. Wyniki ekspresji mRNA dla hormonu antymullerowskiego w tkankach
Jjajnikow w zaleZnosci od badanej grupy. Porownania pomiedzy grupq badang i kontrolng
z tej samej grupy czasowej zostaly zaznaczone klamrami o czerwonym i niebieskim kolorze.
Wartosci p podane zgodnie z porownaniem, wartosci nieistotne statystycznie oznaczono

literami ns (not significant) jesli p>0,05.
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AMHR

poziom ekspresji mMRNA

Rycina 18. Wyniki ekspresji receptora dla hormonu antymullerowskiego w tkankach
Jjajnikow w zaleinosci od badanej grupy. Wyniki nieistotne statystycznie (ns -not
significant, P >0,05).

5.8.3 Analiza relatywnej ekspresji markera zapalenia TNFa

Analiza ekspresji markera TNFoa (Ryc. 19) w porownaniu do ekspresji tego czynnika
w tkankach jajnikow poréwnawczych DO wskazuje jednoznacznie na wzrost ekspresji
w tkankach poddanych przeszczepowi do biorczyn.

W przypadku grupy krotkoterminowej D2 wykazano istotng statystycznie roznice
w ekspresji TNFa w odniesieniu do tkanek jajnikow traktowanych osoczem
bogatoplytkowym (p=0,015), natomiast nie stwierdzono istotnej statystycznie rdznicy
dla poréownania do tkanek kontrolnych (p=0,181). Poréwnanie wewnatrz grupy D2 takze
nie wykazalo istotnos$ci statystycznej (p=0,872).

W przypadku grupy $rednioterminowej D7 wykazano wysoce istotny statystycznie wzrost
ekspresji TNFo. zarowno dla grupy traktowanej osoczem bogatoptytkowym (p<0,001)
jak i grupy tkanek kontrolnych (p=0,008). Natomiast poroéwnanie ekspresji TNFa
wewnatrz grupy D7 nie charakteryzowalo sig¢ statystyczng istotno$cig (p=0,692).
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Rycina 19. Wyniki ekspresji czynnika martwicy nowotworéw typu alpha (TNFa) w
tkankach jajnikow w zaleinosci od badanej grupy. Wartosci p podane zgodnie z
porownaniem, wartosCi nieistotne statystycznie oznaczono literami ns (not significant) jes/i
p >0,05.

59 Wyniki  badania cyklu rujowego wu szczurow 7 grupy

dlugoterminowej.

Badaniom poddano wszystkie szczury z grupy D30 (n=6). Dwa osobniki wykazaty
obecnos¢ fazy estrus (Fot. 5: B, C). Wymazy pochodzace od trzeciego z osobnikow
wskazywaly na obecno$¢ fazy proestrus (Fot 5 A), jednak dalsze badania nie uwidocznity
obecnosci fazy estrus. Trzy pozostale osobniki nie wykazaty obecnosci cyklu rujowego

(Fot. 5 D).

88



7 S

Fotografia 5. Cytologiczne wymazy waginalne pobrane od szczurow z grupy D30.
A —  proestrus: obecne  komorki  bazalne,  parabazalne  posrednie
I niezrogowaciate komorki nablonka; B, C — estrus: obecne zrogowaciale komorki
nabtonkowe pozbawione jgder komorkowych; D — anestrus: obecne komorki bazalne

i parabazalne
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6. Omowienie wynikow i dyskusja

W niniejszej pracy badano wptyw allogenicznego osocza bogatoptytkowego na parametry
funkcjonalnos$ci przeszczepu witryfikowanej tkanki jajnika, na modelu szczurzym.

Uzyskane w doswiadczeniu wyniki pozwalaja lepiej zrozumie¢ procesy zachodzace
w przeszczepionych tkankach jajnika pod wptywem osocza bogatoptytkowego, a takze
stanowig podstawe do dalszych badan nad fizjologia i zywotno$cig tkanki jajnika
poddanego kriokonserwacji oraz nad mozliwo$ciami ulepszenia procedur zachowania

ptodnosci.

6.1 Ocena rewaskularyzacji przeszczepionej tkanki jako miernika
Zywotnosci i predkosci przyjecia si¢ przeszczepu. Wplyw osocza

bogatoplytkowego na przyspieszenie procesu budowy naczyn.

Unaczynienie jest jednym z najwazniejszych parametrow, na podstawie ktorych mozna
oceni¢ jako$¢, a co za tym idzie funkcjonalno$¢ przeszczepionej tkanki. Proces
rewaskularyzacji jest kluczowym czynnikiem w krytycznym okresie bezposrednio
po przeszczepie, w ktorym transplantowane tkanki sg narazone na uszkodzenie i martwice
w wyniku niedotlenienia i niedokrwienia. Przedtuzanie si¢ tego niekorzystnego stanu wigze
si¢ z takze wysokim odsetkiem utraty pecherzykow i zaburzeniem ich aktywacji, zwanym
zespolem wypalenia (ang. burnout syndrome) (Smitz et al. 2010; Roness et al. 2013; Takae
and Suzuki 2019). Przyspieszenie reperfuzji przeszczepionej tkanki jajnika jest wigc
warunkiem koniecznym, aby polepszy¢ efektywnos¢ procedury transplantacji.

Badania przeprowadzone na modelach zwierzecych wskazuja, ze proces
neowaskularyzacji przeszczepionej tkanki zaczyna si¢ natychmiast po przeszczepie i trwa
okolo tygodnia niezaleznie od gatunku. U gryzoni rewaskularyzacja tkanki jajnika
nastepuje juz w 48h po transplantacji, a w ciagu 7 dni wyksztatcajg si¢ w petni funkcjonalne
naczynia (Gosden et al., 1994, Israely et al., 2004; Yang et al., 2008a), a wigksze modele
zwierzece, takie jak owca wykazaly powstawanie nowych, funkcjonalnych naczyn okoto
7 dnia po przeszczepie. U ludzi proces powstawania nowych naczyn w przeszczepionej
tkance takze zajmuje okoto 5-7 dni (van Eyck et al., 2010). Van Eyck et al. wykazali,
ze proces tworzenia nowych naczyn rozpoczynany jest zarowno w przeszczepionej tkance,
jak 1 organizmie gospodarza. Dlatego wazne wydaje si¢ dziatanie zar6wno na tkanke

przeszczepiang jak 1 na miejsce wszczepu. Jednoczesna indukcja neoangiogenezy w obu
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miejscach, poprzez dzialanie czynnika takiego jak PRP moze, teoretycznie, przyspieszy¢
ten proces skracajac okres ischemii do minimum i obnizajac czas niedokrwienia ponizej
5 dni.

Kierujac si¢ powyzszymi przestankami, podobny model zastosowano w powyzszej
dysertacji aplikujgc osocze bogatoptytkowe zarowno na tkanke przeszczepiang poprzez
inkubacje¢ w osoczu bezposrednio po rozmrozeniu, jak i stosujgc iniekcje z osocza
bogatoptytkowego w miejsce przeszczepu.

W literaturze przedmiotu przyspieszenia procesu reperfuzji przeszczepionych tkanek
jajnika wystepujg opracowania opisujace zastosowanie poszczegdlnych, wyodrebnionych
czynnikow wzrostu naczyn. Kong et al. przeprowadzili badania z zastosowaniem
ksenograftu bydlecego jajnika u myszy, w ktorych badacze zastosowali angiopoetyng-2
(Ang-2) i izolowany czynnik wzrostu $roédbtonka naczyniowego (VEGF) jako czynniki
proangiogenne (Kong et al., 2017b). Ich wyniki sugeruja, ze zastosowanie angiopoetyny
Ang-2 we wspoétdziataniu z VEGF moze kompensowac szkodliwe efekty kriokonserwacji
I sprzyja rewaskularyzacji tkanki przeszczepu.

W analizie dziatania zaproponowano nastepujacy mechanizm molekularny: angiopoetyna
2 promuje destabilizacj¢ naczyn poprzez oslabianie odziatywania pomiedzy komoérkami
srodbtonka 1 otaczajacymi je perycytami (komodrkami przydanki). Ulatwia w ten sposob
dzialanie cytokin dziatajacych na srddblonek, takich jak VEGF, ktory z kolei aktywuje
proliferacje 1 migracj¢ komorek srodblonka, w efekcie promujgc wytwarzanie nowych
naczyn. Mechanizm ten podobny jest do procesu tworzenia naczyh zachodzacego w guzach
(Kopczynska, Makarewicz and Tyrakowski, 2007). Naukowcy nie podali jednak
zastosowanej izoformy VEGF uzytej w badaniu, co bytoby bardzo pouczajace, poniewaz
wykazano, ze nie kazda syntetyczna forma VEGF wywiera taki sam wplyw na proces
neowaskularyzacji w tkance jajnika. Przyktadowo, badanie wplywu VEGFies
wstrzyknigtego do przeszczepionej podskornie kory jajnika u malpy nie wplyngto na
unaczynienie przeszczepu (Schnorr et al., 2002), za to w badaniu Labied et al.,
prowadzonym na ksenografcie jajnika owczego u myszy, w ktérym zastosowano izoforme
VEGF111 zauwazono znaczna poprawe¢ gestosci funkcjonalnych kapilar (Labied et al.,
2013). Nalezy tu podkresli¢, ze angiogeneza jest procesem ztozonym i wieloetapowym,
ktory by¢ moze wymaga wielu roznych czynnikow do utworzenia prawidlowo
funkcjonujacej sieci naczyniowej. Dla przyktadu, w badaniu przeprowadzone przez Wang
et al., w ktorym autorzy porownali wptyw VEGF i bFGF na przeszczep ludzkiej tkanki do

migsnia grzbietu krolika (Wang et al., 2013) wykazano, ze synergiczne dziatanie dwoch
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czynnikéw miato duzo wiekszy wptyw na liczbe 1 gesto$¢ naczyn, a co za tym idzie
redukcje apoptozy, niz dziatanie kazdego z czynnikdéw osobno.

Whioski te pozwalaja postawi¢ hipotezg, Zze osocze bogatoptytkowe, jako naturalna
kumulacja czynnikow promujacych neoangiogeneze i proliferacj¢ komodrek $rodblonka,
z duzym prawdopodobienstwem moze stanowi¢ czynnik polepszajacy efektywnos¢
przeszczepu poprzez przyspieszenie procesow rewaskularyzacji przeszczepionej tkanki
jajnika.

Analizujac wyniki badania przeprowadzonego w przestawianym w powyzszej dysertacji
do$wiadczeniu, mozna zauwazy¢, ze istnieje statystycznie istotna réznica pomiedzy liczbg
1 gestoscig naczyn w tkankach traktowanych osoczem bogatoplytkowym w poréwnaniu
z grupg kontrolng. Szczegolnie istotne jest porownanie tkanek z grupy D7 uzyskanych
7 dni po przeszczepie. Porownanie tkanek obu grup badanych (D7 +PRP i D7 kontrola)
z tkanka poddang tylko mrozeniu (D0) wskazuje na wzrost liczby naczyn po 7 dniach
od przeszczepu. W przypadku poréwnania tkanek poddanych dziataniu osocza
bogatoplytkowego (D7+PRP) wzrost ten jest statystycznie istotny (p=0,005),
w przeciwienstwie do porownania tkanki kontrolnej (p=0,85). Statystycznie istotna rdznica
zauwazalna byta takze w bezwzglednej liczbie naczyn wystepujacych w tkankach jajnikow
tych samych szczuréw, w poréwnaniu pomigdzy tkanka traktowana osoczem
bogatoptytkowym 1 odpowiadajaca jej tkankg kontrolng (p=0,0308), gdzie liczba naczyn
w tkankach traktowanych osoczem byla istotnie statystycznie wigksza.

Powyzsze wyniki wskazuja na pozytywny wplyw osocza bogatoptytkowego
na neowaskularyzacj¢. Rezultaty uzyskane w opisywanym w dysertacji badaniu sg zgodne
z doniesieniami opisanymi w literaturze 1 potwierdzajg hipoteze o synergicznym wplywie

wielu naturalnych izoform czynnikow wzrostu zawartych w osoczu bogatoptytkowym.

Neowaskularyzacja i w efekcie reperfuzja przeszczepionej tkanki jest jednak tylko jednym
z parametrow jakosci przeszczepu. W przypadku tkanki jajnika najwazniejsze jest
zachowanie struktur odpowiedzialnych za rozrodczg i endokrynologiczng funkcjonalnos¢

tej tkanki: pecherzykow jajnikowych.

W opisywanym w niniejszej dysertacji badaniu podczas histopatologicznej analizy tkanki
jajnika mozna bylo zauwazy¢ wieksza gesto$¢ naczyn krwiono$nych w miejscach
obwodowych przeszczepionej tkanki jajnikowej, co jest typowe dla dynamiki

neowaskularyzacji (Wang et al. 2012; Manavella, Cacciottola, Pomme, et al. 2018).
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Zgodnie z przypuszczeniami, juz w drugim dniu po operacji (grupa D7) stwierdzono
korelacje (R?=0,404; p=0,03) pomiedzy liczba prawidtowych morfologicznie pecherzykow
pierwotnych, a wigksza gestoscig naczyn. Siedem dni po operacji przeszczepienia tkanki,
czyli w grupie D7, stwierdzono korelacje pomiedzy liczba pecherzykéw i liczbg naczyn
zarbwno w przypadku pecherzykéow pierwotnych (R? =0,409; p=0,03), jak
i pierwszorzedowych (R?=0,360; p=0,04) co $wiadczy o pozytywnej korelacji pomigdzy
tymi dwoma markerami jakosci tkanki. W grupie D7 stwierdzono najsilniejsza wystepujaca
w badaniu korelacje, ktora jednak wymaga dalszego omdwienia. Korelacja ta wystepuje
pomiedzy liczbg pecherzykow drugorzegdowych (wzrastajacych), a liczbg naczyn
i charakteryzuje sie wysoka istotnoscig statystyczng (R?=0,719; p<0,001). Korelacja
ta wskazuje na zalezno$¢ pomigdzy wyksztalceniem si¢ funkcjonalnej sieci naczyn,
a zachowaniem rezerwy pecherzykow, jako ze liczba pecherzykow wzrastajacych rosnie
odwrotnie proporcjonalnie do ggstosci naczyn w danej tkance. Taki mechanizm naglego
wzbudzenia wzrostu pgcherzykow, znany jako burnout (ang. wypalenie si¢) zwigzany jest
ze stresem wystepujacym w przeszczepionej tkance i zostanie szerzej omowiony w dalszej
czescl rozprawy.

Uzyskane wyniki sa zgodne zaréwno z charakterystyka wytwarzania si¢ sieci
funkcjonalnych naczyn, ktéra, jak wspomniano powyzej, zajmuje $rednio okoto 7 dni, jak
1 z fizjologia zdrowej tkanki. Fragmenty tkanki, w ktorych gesto$¢ naczyn byla nizsza
charakteryzowala si¢ zwldknieniem lub obecnosciag pecherzykéw drugorzedowych
i antralnych.

Podobne wyniki dotyczace korelacji obecnosci naczyn i1 pecherzykow uzyskali Jiang-Man
Gao et al. w swoim badaniu nad wplywem bFGF (ang.: basic fibroblast growth factor)
1 hydrozelu fibrynowego na heterotopiczny przeszczep tkanki jajnika myszy.
W powyzszym doswiadczeniu porownywano gestos¢ kapilar 1 liczbg pecherzykow
pierwszorzedowych i pierwotnych (Gao et al., 2013). Co istotne, w opisywanym badaniu
czynnikiem aktywnym wplywajagcym zaréwno na gesto$¢ naczyn, jak 1 rezerwe
pecherzykéw pierwotnych byt bFGF, ktory jest jednym ze sktadnikow osocza
bogatoptytkowego (Sanchez-Gonzalez, Mendez-Bolaina and Trejo-Bahena, 2012).
W innym badaniu, z pogranicza medycyny sportu, Wasterlain et al. opisuja systemowe
dziatanie = miejscowej  (dosciegnowej)  iniekcji  osocza  bogatoptytkowego.
W eksperymencie dowiedziono, ze czynnik bFGF, wraz z innymi czynnikami wzrostu
1 regeneracji, takimi jak VEGF, znaczaco wzrasta w surowicy zwierzat po miejscowym

wstrzyknigciu (Wasterlain et al., 2013). Nalezy zwroci¢ uwage na to, ze nawet miejscowa
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iniekcja czynnika takiego jak osocze bogatoplytkowe oddziatuje systemowo na caly
organizm. W konteks$cie niniejszej pracy jest waznym, aby zauwazy¢, ze zaprezentowany
protokot operacji przeszczepu zawierajacy inkubacje tkanki przed przeszczepem, wraz
z $rédoperacyjng iniekcja osoczem bogatoptytkowym otaczajacych miejsce wszczepu
tkanek ma wszelkie przestanki dzialania systemowego, a wigc tym bardziej takie
zastosowanie PRP moze przyspieszy¢ proces przyjecia si¢ przeszczepu poprzez

rewaskularyzacje tkanki i wzmocnienie procesow regeneracyjnych.

Wang et al. w pracy opisujacej wptyw gonadotropiny menopauzalnej na autologiczny
przeszczep tkanki jajnika u myszy wyciagaja podobne wnioski. Badanie to, chociaz
prowadzone na §wiezej tkance jajnika, zawierato etap inkubacji tkanki in vitro, w ré6znych
stezeniach gonadotropiny menopauzalnej (ang. human menopausal gonadotropin, HMG).
Badacze zauwazyli istotng réznice w unaczynieniu przeszczepionej tkanki, liczbie
pecherzykoéw 1 ogdlnej jakoSci przeszczepu w grupach, na ktérych przeprowadzono
inkubacje tkanki w HMG przed przeszczepem. Mechanizm opisany w badaniu jest
powigzaniem  dziatania  gonadotropiny na  podwyzszong ekspresje  VEGEF,
a w konsekwencji wzrost liczby naczyn i pecherzykow (Wang et al., 2012).

Mozliwe zatem, ze w badaniu opisywanym w niniejszej rozprawie, miat miejsce podobny
mechanizm, a tkanka jajnika, ktora ulegla szybszej 1 bardziej efektywnej reperfuzji dzigki
synergicznemu dziataniu czynnikow wspomagajacych neowaskularyzacje, takich jak
VEGF zachowata prawidlowa struktur¢ tworzaca rezerwe pecherzykowa: pecherzyki
pierwotne 1 pierwszorzedowe. W miejscach o mniejszej gestosci naczyn, a wigc
w obszarach zwigkszonej hipoksji, zaobserwowano wigcej pgcherzykow wzrastajacych
i antralnych, co moze wskazywaé na poczatki efektu wypalania si¢ (ang. burnout
syndrome). Z drugiej strony, na innych obszarach, o zmniejszonej ggstosci naczyn,
wystepowato zwtdknienie tkanki, co moze by¢ efektem ubocznym procesu zamrazania lub
uszkodzenia mechanicznego. W analizie wynikdbw nie nalezy zapominac,
ze w przeszczepach tkanek poddanych procesowi zamrazania lub witryfikacji, proces
rewaskularyzacji moze tez trwac dtuzej (Lee et al., 2019).

Poréwnanie liczby naczyn w jajnikach z grupy kontrolnej i grupy traktowanej osoczem
bogatoptytkowym wyraznie wskazuje na zasadnos¢ hipotezy o pozytywnym efekcie
dziatania zastosowanego osocza bogatoptytkowego na zwigkszenie unaczynienia tkanki

I przyspieszenie procesu neowaskularyzacji w siedem dni po przeszczepie (p<0,001).
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6.2 Ocena liczby pecherzykow oraz typow pecherzykow jajnikowych
w poszczegolnych probach. Wplyw osocza bogatoptytkowego na rezerwe

jajnikowgq przeszczepionych tkanek jajnika.

Jednym z pierwszych etapow analizy wynikow byto poroéwnanie catkowitej liczby
pecherzykow, a takze typdw pecherzykow w przeszczepionych tkankach pomigdzy
probkami pochodzacymi z jajnikow traktowanych osoczem bogatoptytkowym, a probkami
kontrolnymi danej grupy czasowe;j.

Zaobserwowano, ze calkowita liczba pecherzykow, a takze i ich liczba w odniesieniu
do poszczegdlnych rodzajow (pierwotne, pierwszorzedowe, drugorzedowe i antralne),
sa zalezne od grupy (badana vs kontrolna) i od czasu jaki uptynat od transplantacji
do pomiaru (grupa D2, D7).

Ogolna liczba pecherzykdéw wszystkich typow, a takze ich prawidlowa struktura
histologiczna byty takze $wiadectwem poprawnosci przebiegu procedury witryfikacji
1 rozmrazania, oraz — posrednio- zywotnosci tkanki po przeszczepie.

W omawianym badaniu dokonano pordéwnania tkanek z poszczegdlnych grup
eksperymentalnych oraz pomiedzy tkankami grup po przeszczepie, a grupa “0”, czyli
tkankami jajnikow szczurow, ktére zostaly pozyskane i zamrozone, ale nie wszczepione
do organizmu. W tej pracy nie zostato natomiast uwzglednione poréwnanie do jajnikow
Swiezych.

Liczenie pecherzykow odbywalo si¢ za kazdym razem na tej samej liczbie preparatow
z kazdego jajnika, zgodnie z metoda opracowana przez grupe badawcza
pod kierownictwem Myers (Myers et al., 2004).

Ogolna liczba pecherzykoéw ze wszystkich jajnikow danej grupy traktowanej osoczem
bogatoplytkowym (D2 +PRP, n=6; D7+PRP, n=6) oraz jajnikéw grupy kontrolnej
D2 (n=6) nie wykazala statystycznie istotnej rdéznicy w poréwnaniu z ogolng liczba
pecherzykow z grupg jajnikéw poréwnawczych ,,D0” (n=6). Wyniki te wskazuja na
zachowang prawidtowa strukture tkanki jajnika wraz z pg¢cherzykami jajnikowymi po
kriokonserwacji 1 operacji przeszczepienia. Dopiero pordwnanie ogoélnej liczby
pecherzykoéw wystepujacych w grupie kontrolnej D7 wskazuje na znaczne zmniejszenie
si¢ liczby pecherzykéw jajnikowych w  poréwnaniu do tkanki jajnikéw
nieprzeszczepionych ,,0” (p>0,001). Efekt ten jest prawdopodobnie konsekwencja
wytracania pecherzykow na szlaku naglej aktywacji i1 dojrzewania, zwanego syndromem

wypalenia (ang. burnout), co potwierdza dalsza analiza struktury tkanki.
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Glebsza analiza, tj. pordwnanie pecherzykow wystepujacych w kazdej tkance oraz
ich liczebnosci w zaleznos$ci od typu (pierwotny, pierwszorzedowy, drugorzedowy,
antralny) byla przeprowadzona zar6wno przez poréwnanie tkanek badanych z tkanka DO
(jajnika zamrozonego, nie wszczepionego), jak 1 pomiedzy tkankami szczurow
z konkretnych grup czasowych (tkanki z grupy badanej z zastosowaniem 0socza, oraz
odpowiadajace im tkanki jajnikow kontrolnych).

Wyniki poréwnania z jajnikiem DO wskazuja na zachowang strukture jajnika w grupie
krotkoterminowej D2+PRP traktowanej osoczem bogatoptytkowym (wyniki nieistotne
statystycznie dla kazdego z poréwnan), natomiast w grupie kontrolnej D2 wskazujg
na istotne statystycznie zmiany w liczebnosci pgcherzykow pierwotnych (p=0,03),

pierwszorzedowych (p=0,01) oraz drugorzedowych (p=0,0007).

W badaniach porownawczych grupy D2, czyli analizie wynikdéw par jajnikéw D2+PRP
i D2 kontrola zauwazono istotne statystycznie rdznice w kazdej z badanych kategorii.
Liczba pecherzykéw pierwotnych w grupie traktowanej osoczem bogatoplytkowym jest
istotnie wyzsza niz w grupie kontrolnej (p=0,003). Podobnie w przypadku pecherzykoéw
pierwszorzedowych (p=0,0006). Mechanizm rekrutacji pecherzykow do wzrostu jest
widoczny w analizie liczby pgcherzykéw drugorzedowych i antralnych, gdzie w grupie
kontrolnej jest ich istotniec wiecej (drugorzedowe: p=0,0016; antralne: p=0,0048)
niz w grupie traktowanej osoczem bogatoptytkowym. Nalezy zaznaczy¢, ze poréwnania
te odbywaly si¢ pomigdzy tkankami tych samych szczuréw, co zwigksza istotno$¢

statystyczng pordwnan niwelujac efekt heterogenicznosci zwierzat.

Podobna zaleznos¢ wystepuje w wynikach porownania grupy Srednioterminowe;,
D7, po 7 dniach po przeszczepie.

W poroéwnaniu z jajnikami z grupy DO obie tkanki, zaréwno tkanka traktowana osoczem
jak 1 solg fizjologiczng (kontrolna) wykazywaty statystycznie istotng rdéznice w liczbie
pecherzykéw roznych rodzajow. W przypadku pecherzykow pierwotnych roznica byla
istotna statystycznie w przypadku poréwnania obu grup badawczych (DO vs D7+PRP:
p=0,04; DO vs D7 kontrola: p=0,0017). W poroéwnaniu liczby pecherzykow
pierwszorzgdowych rdznica istotna statystycznie dotyczyla tylko grupy kontrolnej
(P<0,0001), ale juz w przypadku pecherzykow wzrastajacych rdéznica dotyczyta obu tkanek
(p<0,0001; p<0,0001). Pecherzyki antralne w przypadku obu grup prezentowaty $rednio
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wigkszg liczbe niz w tkankach porownawczych DO, a liczba ta byta istotnie statystycznie

wigksza w tkankach z grupy kontrolnej (p=0,013).

W poréwnaniu par tkanek jajnikow (jajnikow pochodzacych od tego samego zwierzecia)
takze zauwazono istotne statystycznie roznice w zaleznosci od protokotu operacji i udziatu
osocza bogatoptytkowego.

Roéznica ta jest zauwazalne zardwno w liczbie pecherzykow pierwotnych
i pierwszorzedowych, na rzecz grupy traktowanej osoczem bogatoptytkowym (pierwotne:
p=0,04; pierwszorzgdowe: p=0,0004), jak 1 w liczbie pgcherzykéw zrekrutowanych
do wzrostu, ktorych jest zdecydowanie wigcej w grupie kontrolnej (drugorzedowe:
p=0,0002; antralne: p= 0,0031). Nalezy zaznaczy¢, ze kontrolna D7 wykazata takze
mniejsza ogolng liczbe pecherzykow, co moze wpltyna¢ na obliczenia $rednich liczb
pecherzykoéw danego typu.

Przeprowadzona analiza procentowego udziatu pecherzykoéw danego typu w tkance
przybliza mechanik¢ zmian jakie zachodza w tkance jajnika po przeszczepie i ilustruje
mechanizm rekrutacji pgcherzykow.

Analiza powyzszych wynikow wskazuje na mechanizm rekrutacji pecherzykow
pierwotnych, jako ze po 2 dniach od przeszczepu tkanki wykazywaly stosunkowo duza
liczbe pecherzykow pierwotnych 1 pierwszorzedowych 1 stosunkowo niskg liczbe
pecherzykéw antralnych, podobnie jak w jajniku poréwnawczym. Natomiast tydzien
po transplantacji (D7) rozktad typoéw pecherzykoéw ulegl znaczacej zmianie na rzecz
pecherzykéw drugorzgdowych 1 antralnych, z ktérych te drugie ponad dwukrotnie
zwiekszyly swoj udziat w tkance.

Taka charakterystyka wskazuje na poczatek gwattownej 1 zwigzanej ze stresem rekrutacji
pecherzykow pierwotnych, tzw. zespdt wypalenia rezerwy jajnikowej (ang.: burnout

syndrome).

Zespot wypalenia rezerwy pecherzykowej jest jednym z problemow z ktdrymi borykajg si¢
lekarze 1 naukowcy zajmujacy si¢ przeszczepem tkanki jajnika. Polega on na nagtej utracie
rezerwy pecherzykow pierwotnych i1 pierwszorzgdowych, ktére podlegaja gwattownej
rekrutacji i dojrzewaniu, zwykle konczacych sie ich atrezja (Roness et al., 2013). W efekcie
czas trwatosci 1 funkcjonalnos$ci przeszczepu tkanki jest bardzo krotki, pomimo wysokiej
wyjsciowej jakosci zamrozonej tkanki. Wystapienie zespotu wypalenia jest konsekwencja

zachwiania dynamicznej rownowagi, gwarantowanej przez endokrynne dzialanie
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obecnych w jajniku pecherzykow wzrastajacych, ale takze fizycznych wlasciwosci
srodowiska jajnika.

Liczne badania dowodza, ze w czasie krioprezerwacji tkanki takiej jak tkanka jajnika
ciensze skrawki beda podlega¢ tatwiejszej penetracji krioprotektantow i efektywniej
podlega¢ procesowi mrozenia (Kolbe, Walter and Rulicke, 2019). Z drugiej jednak strony,
trojwymiarowa struktura sztywnej macierzy, w ktorej zawieszone sg rdéznego typu
pecherzyki odgrywa niezwykle istotng role w utrzymaniu ich wlasciwosci fizycznych 1
mozliwosci komunikacji miedzy pecherzykami (Hornick et al., 2012). Proces
przygotowania tkanki do mrozenia, a wigc przygotowanie skrawkéw, powoduje nie tylko
utrate czesci pecherzykdw, ale w konsekwencji takze zaburzenie homeostazy srodowiska
jajnika. Brak wiekszych pecherzykow: wzrastajacych i owulacyjnych, powoduje spadek
stezenia hormonu anty-Mullerowskiego, ktéry jest m.in. inhibitorem procesu dojrzewania
pecherzykow (Roness et al. 2013).

Oczywiscie, analizujac wyniki badania w konteks$cie pordwnania ich z literaturg nie mozna
poming¢ wplywu zastosowania witryfikacji na strukture tkanki jajnika. Dowiedziono,
ze uszkodzenia zwigzane z szokiem termicznym i tworzeniem si¢ krysztatkow lodu
podczas kriokonserwacji negatywnie wplywaja na jajnik, powodujac utrat¢ rezerwy
pecherzykow (Chen, Tan and Tzeng, 2014).

Wplyw kriokonserwacji na tkanke jajnika gryzoni zostat poddany doglebnej analizie,
m. in. w pracy Youm et al. (Youm et al., 2013). Whnioski z powyzszej pracy, wraz
z proponowanym protokotem ekwilibracji tkanki do witryfikacji, zostaty zaadaptowane
do badania opisywanego w niniejszej dysertacji. Wptyw procesu witryfikacji zostat
uwzgledniony w analizie histologicznej, dlatego podane wyniki liczby i rodzaju
pecherzykéw dotycza jedynie pecherzykéw o prawidlowe) strukturze. Pecherzyki
o wyraznych cechach patologicznych nie byly uwzgledniane w badaniu. Dzigki takiemu
podej$ciu wyniki poroéwnania pomig¢dzy grupami sg niezalezne od samego wpltywu
krioprezerwacji tkanki, a porownywanie wynikow do grupy ,,0”, czyli tkanek poddanych
temu samemu procesowi witryfikacji, jest bardziej zasadne niz pordéwnywanie
ich do $wiezej tkanki jajnika szczura. Dzigki zastosowanemu modelowi badawczemu
zredukowane zostaly: negatywny wplyw na struktur¢ tkanki bedacy wynikiem samego
procesu zamrazania oraz btedy wynikajace z porownywania tkanek poddanych roznej

obrobee (Chen et al. 2014; Barbato et al. 2018), a analiza i wnioski sg bardziej miarodajne.
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W badaniu bedgcym przedmiotem tej dysertacji mozna tatwo zaobserwowac efekt zespotu
wypalenia. W grupie krotkoterminowej D2 liczba pecherzykow pierwotnych w grupie
traktowanej osoczem bogatoplytkowym niewiele r6ézni si¢ od jajnika poroéwnawczego,
ktéry nie zostat poddany przeszczepowi, natomiast w grupie kontrolnej roéznica ta jest
statystycznie istotna. Porownanie tkanek jajnikow traktowanych osoczem i kontrolnych
tych samych szczurow takze wskazuje na statystycznie istotng réznice w liczbie
pecherzykow pierwotnych, podkreslajac zmniejszanie si¢ liczby pecherzykdéw pierwotnych
w tkankach kontrolnych. W grupach D7 liczba pecherzykow znacznie si¢ zmniejszyta,
zmianie ulegla takze struktura tkanki pod wzglgdem udziatu typow pecherzykow.
Poréwnanie grup traktowanych osoczem bogatoptytkowym 1 grup kontrolnych
w konkretnych grupach czasowych D2 i D7 wskazuje na istotne statystycznie roznice
w liczbach pecherzykow pierwotnych, drugorzedowych i antralnych.

Analizujac wyniki otrzymane w badaniu prezentowanym w niniejszej pracy mozna
stwierdzi¢ ochronny wplyw osocza bogatoptytkowego na zachowanie rezerwy
pecherzykowej i spowolnienie zespotu wypalenia (ang. burnout syndrome). Mechanizm
dzialania prawdopodobnie zwigzany jest z opisywanym wczes$niej wptywem osocza
i zawartych w nim czynnikow promujacych wzrost naczyn krwionosnych na poprawe
ukrwienia przeszczepionej tkanki, a takze z wplywem substancji odzywczych zawartych
w wysieku bialek osocza powstaltym na szlaku destabilizacji naczyn 1 migracji komorek
srodblonka (van der Zee et al. 1997; Wang et al. 2012).

Wyniki te pozostajag w zgodzie z opisang wczesniej analiza wptywu unaczynienia tkanki
na jako$¢ przeszczepu i koresponduja z wynikami innych badaczy stosujacych wybrane
czynniki poprawiajace angiogeneze¢ w przeszczepianej tkance (Gao et al. 2013; Wang et
al. 2012; Kong et al. 2017a; Manavella, Cacciottola, Pommé, et al. 2018).

6.3 Ocena ywotnosci tkanki. Wystepowanie obszarow zmienionych
fibrotycznie i nekrotycznie. Apoptoza w komorkach przeszczepionych
tkanek jajnikow. Wplyw osocza bogatoplytkowego zachowanie

{ywotnosci przeszczepionej tkanki.

W literaturze zwigzane] z zamrazaniem 1 transplantacjg tkanki jajnika dobrze
udokumentowano, ze powolne zamrazanie tak jak 1 witryfikacja tkanek powoduje
nieuniknione uszkodzenia (Sanfilippo et al. 2015; Lee et al. 2019; Zhao et al. 2019).

Jak wspomniano wczes$niej, procedura przygotowania tkanki do zamrozenia polega

99



m. in na zachowaniu réwnowagi pomiedzy pozytywnym aspektem zachowania
jak najwiekszego skrawka tkanki, a co za tym idzie — prawidlowej struktury fizyczne;,
a przygotowaniu odpowiednio cienkiego skrawka tkanki, aby umozliwi¢ najskuteczniejsze
przenikanie krioprotektantéw, a co za tym idzie prawidtowy proces zamrazania (Kolbe,
Walter and Rulicke, 2019). Metoda powolnego mrozenia jest preferowana w konserwacji
tkanek ludzkich jajnikoéw, ze wzgledu na mniejszg dawke krioprotektantow potrzebnych
podczas zabiegu, a tym samym mniejszg toksyczno$¢ procedury (Lee et al., 2019).
Witryfikacja jest mniej popularng metoda kriokonserwacji tkanki jajnika, chociaz
udowodniono jej przydatno$¢ i skutecznos$¢ (Sanfilippo et al. 2015; Barbato et al. 2018).
W opisywanym w ponizszej dysertacji badaniu, zostat wykorzystany protokot witryfikacji
opisany przez Youm et al. (2013).

W trakcie analizy histologicznej zauwazono niewielki odsetek powaznych uszkodzen
tkanki, m. in obecnos¢ zdeformowanych pecherzykéw, co jest prawdopodobnie
nieuchronng konsekwencja procesu kriokonserwacji.

Czgs¢ skrawkow otrzymanych z tkanek zwierzat doswiadczalnych zostala wigc
przeznaczona na obiektywng analiz¢ zywotno$ci tkanki. Na preparatach histologicznych,
wybarwianych metodg trdjbarwng wg. Massona, oceniane bylo takze wystepowanie
1 procent obszaru zmian wtdknistych i nekrotycznych (w odniesieniu do powierzchni danej
tkanki) S$wiadczacych postepujacej degeneracji przeszczepionej tkanki. Wyniki otrzymane
w doswiadczeniu zdaja si¢ wskazywa¢ na wigkszy procent obszaréw zmienionych
w grupach kontrolnych, nie s3 to jednak rdznice statystycznie istotne w zadnej z grup
czasowych (p>0,05 dla: D2, D7), ani w porownaniu z tkanka nie poddang
przeszczepowi (DO).

W badaniu Ru An et al., opisujagcym wptyw mikroczgsteczek plastiku (badanie prowadzone
in vivo, ekspozycja zostata przeprowadzona w formie spozywania przez zwierzgta wody
zawierajacej czasteczki mikroplastiku) na jajniki, prowadzonym na szczurach stwierdzono,
ze stres oksydacyjny, ktoremu podlegata tkanka jajnika, spowodowal zwiekszenie
wloknienia tkanki, a w konsekwencji obnizenie liczebnosci pgcherzykéw 1 zmniejszenia
ekspresji AMH (ang. anti- Mullerian hormone) (An et al., 2021). Biorac pod uwagg wyniki
analizy unaczynienia tkanek, by¢ moze, w przeprowadzonym w niniejszej dysertacji
do$wiadczeniu, miata miejsce podobna zalezno$¢ zwtoknienia fragmentu tkanki na skutek
wystepujacego stresu oksydacyjnego komorek. Zaleznos$¢ ta polega na aktywacji
tzw. mechanizmu uszkodzenia na tle niedotlenienia i1 niedokrwienia / reperfuzji

(ang. ischemia/reperfusion injury). Stres oksydacyjny moze nastagpi¢ w wyniku
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przejsciowego stanu niedozywienia i niedotlenienia tkanki. Po przedtuzajacym si¢ okresie
niedotlenienia, komodrki zmieniajag metabolizm na beztlenowy, produkujac nizszy poziom
ATP (adenozyno-troj-fosforan) i antyoksydantow, w efekcie wchodzac w stan kwasicy
metabolicznej. Ponadto na powierzchni btony komodrkowej takich komorek, obniza si¢
funkcjonalnos$¢ pomp sodowo potasowych (ATP-aza Na+/K+) oraz wapniowych (ATP-aza
Ca2+), powodujac kaskade akumulacji kationéw wodoru, potasu 1 wapnia
i hiperosmolalnos$¢ cytoplazmy. Napltyw wody do komodrki powoduje obnizenie
aktywnos$ci enzymoéw oraz rybosomow 1 zmniejszenie syntezy biatek. Komorka
pozostajagca w wyzej opisanym stanie, posiada znacznie obnizong koncentracje czynnikow
przeciwutleniajacych, a takze zmniejszong reaktywno$¢ na zmiany srodowiska, co naraza
ja na uszkodzenia i indukcje szlaku apoptozy. Dzieje si¢ tak, kiedy w wyniku reperfuzji
tkanki, wraz z krwig i substancjami odzywczymi, poziom wolnych rodnikéw tlenowych
raptownie si¢ zwigksza (Sinning, Westermann, and Clemmensen 2017).

Opisywany powyze] mechanizm moglby tlhumaczy¢ zaobserwowang tendencje
do wtoknienia tkanki, prezentowang przez grupy kontrolne. Jezeli przyja¢ wyniki uzyskane
podczas analizy unaczynienia, zwigkszona liczba naczyn i szybsze tempo reperfuzji,
spowodowaty, ze komorki tkanek traktowanych osoczem bogatoptytkowym byly mniej
narazone na mechanizm uszkodzenia na tle niedotlenienia/reperfuzji.

Opinie srodowiska naukowego, na temat wptywu osocza bogatoplytkowego na stres
oksydacyjny sa jednak podzielone. Cze¢s¢ doswiadczen prowadzonych na réznych
modelach badawczych, wskazujg na ochronny wplyw osocza na komorki narazone na stres
oksydacyjny, niezaleznie od tkanki (Martins et al. 2016; Bader et al. 2020; Ma et al. 2021).
Aby w pelni umiesci¢ badanie bedace przedmiotem tej pracy w kontekscie prac innych
badaczy potrzeba by bylo przytoczy¢ mechanizm niedotlenienia i niedokrwienia /
reperfuzji i efekty stresu oksydacyjnego na komorki tkanki jajnika. Niestety, w literaturze
naukowej niewiele jest prac dotyczacych stresu oksydacyjnego na tkance jajnika. Jedno
z doniesien opisuje wstgpne wyniki dziatania osocza bogatoptytkowego zastosowanego
na jajniki policystyczne, na modelu szczurzym (Seyyed Anvari, Dehgan and Razi, 2019).
Wyniki tej pracy, obejmujace poza oceng hormonalnych funkcji jajnika, takze poréwnanie
ekspresji genéw zwigzanych ze stresem oksydacyjnym, wskazuja na pozytywne, ochronne
dziatanie terapii osoczem bogatoplytkowym. Inni naukowcy nie potwierdzajg jednak
antyoksydacyjnego dziatania osocza bogatoptytkowego, nie znajdujac w wynikach
doswiadczen roznic istotnych statystycznie (Belebecha et al., 2020) badz wrecz wskazujac
na odwrotng tendencj¢ (Hudgens et al., 2016).
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Stres oksydacyjny jest takze przyczynkiem do zwigkszonej apoptozy w komorkach
narazonych na dziatanie wolnych rodnikéw tlenowych. W celu weryfikacji metabolicznej
kondycji przeszczepionych tkanek, a takze poréwnania tkanek migdzy soba,
przeprowadzono badanie apoptozy komorek metoda TUNEL (ang.: terminal
deoxynucleotide transferase-mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP)-biotin nick
end-labeling of DNA fragments).

W wyniku tego badania stwierdzono znaczne nasilenie proceséw apoptotycznych
w badanych tkankach w poréwnaniu do tkanki poréwnawczej (D0), widoczne jako wzrost
liczby komorek odznaczajacych si¢ jadrami apoptotycznymi.

W grupie krotkoterminowej, dwa dni po przeszczepie, zauwazono nasilenie apoptozy
we wszystkich badanych tkankach. Poréwnanie tkanek grupy D2 i tkanek grupy
DO wykazato, ze proces ten odznaczat si¢ istotno$cig statystyczng o mniejszym natgzeniu
w tkankach traktowanych osoczem (D2+PRP: p= 0,027) niz w tkankach kontrolnych
(D2 kontrola: p<0,001).

W grupach D7, siedem dni po przeszczepie, takze wykazano istotne statystycznie réznice
0 podobnym charakterze co w poprzedniej grupie. W grupach tkanek przeszczepionych
znajdowalo si¢ prawie dwukrotnie wigcej komodrek apoptotycznych niz w tkance
poréwnawczej DO. Jednakze, pordwnanie wynikow tkanek traktowanych osoczem
bogatoptytkowym i tkanek kontrolnych réwniez wskazuje na mniejsze nasilenie proceséw
apoptozy w tkankach traktowanych osoczem bogatoptytkowym (D7+PRP: p=0,011)
niz w tkankach kontrolnych (D7 kontrola: p<0,001).

Powyzsze wyniki wskazuja na konsekwencje wykonania samej procedury kriokonserwacji,
a nastgpnie przeszczepienia tkanki, podczas ktorej cze$¢ komorek tworzacych tkanke
jajnika pod wptywem stresu kriogenicznego i czasowego niedokrwienia weszto w procesy
prowadzace do apoptozy. Proces ten jest niemozliwy do uniknigcia podczas przeszczepow
kriokonserwowanej tkanki, jednakze roznice, ktore wykazano poprzez poréwnanie tkanek
z grupy badanej i kontrolnej, czyli po zastosowaniu rdéznego protokotu przygotowania
wskazuja na mozliwo$¢ ograniczenia negatywnych efektow towarzyszacych procedurze
przeszczepu.

Roéznica pomigdzy tkankami, ktore zostaly potraktowane osoczem bogatoptytkowym,
a ich tkankami kontrolnymi jest wyrazna juz podczas poréwnania wynikow jajnikow tych
samych zwierzat w drugiej dobie od przeszczepu (D2kontrola vs D2 =PRP: p<0,001).
Ta sama tendencja zauwazalna jest w siddmej dobie po przeszczepie tkanki (D7 kontrola

vs D7+PRP: p<0,001).
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Wynik badania odsetka apoptozy w sidédmej dobie mozna powigza¢ z wynikami liczby
1 gestosci naczyn. Z prezentowanych wynikow mozna wysnu¢ wniosek, ze dostatecznie
rozbudowana sie¢ naczyn krwionosnych zapewnia odpowiednie odzywienie
przeszczepionej tkanki, wynikiem czego jest zmniejszenie nasilenia $mierci komorek

przeszczepionej tkanki.

Innym mechanizmem, ktory mogl przyczyni¢ si¢ do lepszej przezywalnosci komorek
tkanki przeszczepionego jajnika, a ktory mogltby ttumaczy¢ réznice w wynikach tkanek
traktowanych osoczem i kontrolnych, jest obecno$¢ biatek osocza dostarczajacych
sktadnikow odzywczych tkance przed utworzeniem sieci funkcjonalnych naczyn
krwiono$nych. Wyzszy poziom czynnikéw proangiogennych, takich jak VEGF powoduje
zwigkszenie przepuszczalno$ci naczyn w tkankach organizmu biorcy otaczajacych
przeszczep (Wang et al., 2012). Powstaly wysiek zawiera biatka osocza, ktore wytracaja
obecng w tkance fibryne¢ tworzac tymczasowy zreb tkanki, a takze zapewniajg odzywienie
nieukrwionego przeszczepu (van der Zee et al., 1997). W nastgpstwie zwigkszonej
proliferacji srodbtonka i utworzenia tymczasowego zrgbu fibrynowego powstaje szkielet
przysztej sieci funkcjonalnych naczyn krwiono$nych taczacych organizm z przeszczepiong
tkanka (Chen, Tan and Tzeng, 2014).

Wszystkie powyzej opisane mechanizmy tacza si¢ z istotnoscig ukrwienia tkanki
1 szybkoscig odbudowy sieci naczyn w tkance przeszczepu. Wyniki uzyskane w badaniu
stanowigcym podstawe tej pracy zdaja si¢ potwierdzaé teze o pozytywnym dziataniu
osocza bogatoptytkowego na utrzymanie zywotnosci tkanki i zmniejszenia apoptozy

komorek przeszczepionej tkanki.

6.4 Ekspresja mRNA genow zwigzanych ze endokrynng funkcjq
jajnika. Ocena wplywu osocza bogatoplytkowego na zachowanie
funkcjonalnosci osi podwzgorze-jajnik oraz na wewnetrzne procesy

regulacyjne jajnika.

Kolejnym etapem badania efektywnos$ci przeszczepu w proponowanym modelu byta
analiza ekspresji genow zwigzanych z funkcja wydzielnicza jajnika.

Badanie ekspresji receptorow estrogenowych 1 progesteronowego miato na celu
stwierdzenie obecno$ci 1 poziomu ekspresji receptoréw dla najwazniejszych hormonéw

regulujacych czynnosci jajnika. W ten sposob oznaczono aktywno$¢ wydzielnicza

103



1 responsywnos¢ przeszczepionej tkanki, a co za tym idzie jej funkcjonalnos¢ jako gruczotu
dokrewnego (Tang et al., 2019). Wyniki ekspresji porownywano z jajnikiem kontrolnym,

procesowi witryfikacji i rozmrozenia.

Gonadotropiny sg hormonami wydzielanymi z przedniego ptata przysadki mozgowej,
niezbednymi w regulacji rozwoju jajnikow, a takze dalszych czynnos$ci tego narzadu:
steroidogenezy i gametogenezy. Podczas gdy hormon folikulotropowy (FSH) promuje
rozwo6j pecherzykoéw jajnikowych, hormon luteinizujgcy (LH) reguluje przedowulacyjne
dojrzewanie oocytow, owulacj¢ i pdzniejsze utworzenie ciatka zottego (Barros and
Gustafsson, 2011).

Receptory FSH i LH w jajniku sg receptorami sprz¢zonymi z biatkami G, ktore aktywuja
kinazy biatkowe dziatajac przez mechanizmy szlaku cyklicznego adenozyno
monofosrofanu (ang. cyclic adenosine monophosphate, CAMP). Kolejne istotne etapy
odpowiedzi na gonadotropiny odbywaja si¢ poprzez aktywacje lub hamowanie czynnikow
transkrypcyjnych niezbednych do ekspresji genéow w pecherzykach. Receptory
estrogenowe, klasyczne regulatory transkrypcji, odgrywaja kluczowa role w regulacji
wydzielania gonadotropin z osi podwzgorze-przysadka oraz funkcji gonadotropin
w narzadach docelowych, takich jak jajnik (Lee et al., 2021).

Estrogen jest hormonem o dziataniu systemowym. Receptory estrogenowe alfa i beta
(ERa i ERP) podlegaja ekspresji w tkankach catego ciata, nie wytaczajac mozgu, tkanki
tacznej, tarczycy, watroby i oczywiscie gonad oraz macicy (Pelletier, 2000). Estrogen
w jajniku jest zatem hormonem niezbednym w regulacji wzrostu i1 dojrzewania
pecherzykow jajnikowych. Estrogen dziata rowniez stymulujaco na proliferacje komorek
ziarnistych. Obecno$¢ estrogenu zwigksza poziom receptorow dla gonadotropin
w warstwie granulozy, przyczyniajac si¢ do powstania sprze¢zenia zwrotnego dodatniego
i, w efekcie, do zwigkszenia czuto$ci komodrek pecherzyka na regulacje zewnetrzng.
Kaskada dojrzewania pecherzyka, napgdzana przez hormony steroidowe zwigksza nie
tylko liczbe komorek ziarnistych, ale takze stymuluje je do produkcji androgendw,
dojrzewania oocytu i w efekcie utworzenia pecherzyka antralnego gotowego do owulacji
(Sar and Welsch, 1999). Oba typy receptorow, w jajniku szczura podlegaja ekspresji
w roznych rejonach pegcherzykow i jajnika. Receptor ERa podlega niezmiennej ekspresji

w catym jajniku, zwlaszcza w komorkach zrgbu i1 ostonki pecherzyka bez wzgledu
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na typ pecherzyka i cykl rujowy. Natomiast receptor ERP jest kluczowym regulatorem
wzrostu pecherzykoéw (Fitzpatrick et al. 1999; Chakravarthi et al. 2021). Badania
prowadzone na tkankach réznych gatunkow wskazuja, ze podlega on zwigkszonej ekspresji
w komorkach granulozy pgcherzykow pierwszorzedowych i wzrastajacych, a nastgpnie
ekspresja jego zmniejsza si¢ w pecherzykach przedowulacyjnych (Byers et al. 1997; Sar
and Welsch 1999; Pelletier 2000; Co wigcej, wyniki do$wiadczen na myszach
pozbawionych genu receptora typu alpha wskazujg, ze receptor ten nie jest niezbedny
do procesu dojrzewania pgcherzykéw, chociaz brak tego receptora powoduje bezptodnosé
u obu plci (Lubahn et al. 1993; Korach 1994), natomiast brak receptora typu beta blokuje
dojrzewanie oocytow i pecherzykow powyzej poziomu pecherzyka wzrastajacego (Barros
and Gustafsson, 2011; Lee et al., 2021).

Receptor progesteronowy (ang.: progesterone receptor, PGR), usytuowany jest w jadrach
komorek ziarnistych pecherzykow owulacyjnych. PGR jest kluczowym elementem
owulacji u wiekszosci zwierzat i ludzi. Ekspresja PGR jest prowokowana przez wyrzut
przysadkowego hormonu luteinizujacego (LH). Dalszy mechanizm promujacy ekspresje
PGR w wybranych pecherzykach nie jest doktadnie poznany, niemniej wiadomo, ze swoj
udzial ma aktywacja kinazy biatkowej typu A i szlak regulatoréw transkrypcji Sp1/Sp3
(ang.: specificity protein 1/3) (Robker, Akison and Russell, 2009). Receptor
progesteronowy jest takze kluczowym czynnikiem redukujagcym stan zapalny powstaty

w jajniku w wyniku owulacji (Park et al. 2020).

Badanie opisane w niniejszej dysertacji zawiera analize ekspresji mRNA receptorow:
progesteronowego, a takze obu receptoréw estrogenowych alpha i beta. Miata ona na celu
niezalezng ocen¢ metabolicznej aktywnosci przeszczepionych tkanek. Analiza ekspres;ji
receptora estrogenowego typu alpha dostarczyta informacji o funkcjonalno$ci
metabolicznej komorek stromy jajnika. Analiza receptora estrogenowego typu beta miata
na celu okreslenie aktywnos$ci zywotnych pecherzykéw pierwszorzedowych,
drugorzedowych (wzrastajacych) i1 antralnych. Analiza poziomu ekspresji receptora
progesteronowego miat postuzy¢ jako niezalezny marker obecno$ci pecherzykow

antralnych zdolnych do owulacji.

Wyniki analizy ekspresji mRNA wskazuja na nieistotne statystycznie zmiany w profilu

ekspresji jajnikow po 2 dniach od przeszczepu (grupy D2) w poréwnaniu do jajnika
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kontrolnego (mrozonego). Statystycznie istotna roznica byta zauwazalna pomiedzy
ekspresjg w jajnikach z grupy badanej siedem dni po przeszczepie (D7 PRP, D7 kontrola).
W przypadku receptora ERa, ktorego ekspresja zwigzana jest z komérkami nabtonka,
zrebu 1 ostonek pecherzykow, a wiec z og6lng liczba komorek funkcjonujacych w jajniku,
w siddmym dniu po przeszczepie obie przeszczepione tkanki wykazywatly obnizony
poziom ERa wzgledem tkanki porownawczej. R6znica pomiedzy tkankg porownawcza
DO, a tkankg traktowang osoczem byla jednak mniej istotna (p=0,04), niz r6znica pomi¢dzy
tkankg poréwnawczg DO 1 kontrolng D7 (p=0,001). Wyniki wskazuja na istotny wplyw
osocza bogatoptytkowego na utrzymanie si¢ jakosci przeszczepionej tkanki, co potwierdza
sama roznica pomigdzy grupa traktowang PRP i kontrolng u tych samych zwierzat
(p=0,047).

Ekspresja drugiego z receptorow estrogenowych, estrogenowego receptora beta byta
prawie dwukrotnie wyzsza (niezaleznie od grup czasowych) niz ekspresja receptora typu
alpha, co pozostaje w zgodzie z prawidtowym profilem ekspresji tych receptoréw w jajniku
szczura (Fitzpatrick et al. 1999; Sar and Welsch 1999; Pelletier 2000; Chakravarthi et al.
2021). Ekspresja tego receptora pozostala niezmieniona w grupach po dwoch dniach
od przeszczepu (D2 +PRP, D2 kontrola) w relacji do jajnikdw poréwnawczych, co
wskazuje na brak istotnych statystycznie zmian w liczbie aktywnych metabolicznie
pecherzykow jajnikow. ERP jest wydzielany przez komorki ziarniste, ale jego ekspresje
wykazujg gtéwnie komorki pecherzykow drugorzedowych 1 antralnych, stanowigcych pule
aktywnych pecherzykéw w jajniku (Agca, Lucy and Agca, 2009; Cacciottola et al., 2020;
Shams Mofarahe, Ghaffari Novin and Salehnia, 2020). Wyzsza ekspresja tego receptora
w tkankach jajnikéw po 7 dniach od przeszczepu wskazuje na zmiang¢ aktywnoS$ci
metaboliczne] w tkance poprzez wzrost liczby pecherzykow wzrastajacych. Réznica
ekspresji receptora estrogenowego beta pomiedzy tkankg poréwnawcza DO, a tkankg
D7 traktowang PRP jest jednak nieistotna statystycznie (p=0,38), w przeciwienstwie
do poréwnania pomiedzy tkanka DO, a tkanka kontrolng D7 (p=0,001). Poréwnanie
samych wynikow z grupy D7 u tych samych zwierzat takze wskazuje na istotny wpltyw
osocza bogatoptytkowego na zwiekszenie ekspresji ERB w tkankach kontrolnych
(p=0,038). Wyniki te sg spdjne z wynikami obliczen liczby pecherzykdéw drugorzedowych
1 antralnych w przeszczepionych tkankach, ktore wskazuja na wyzsza liczbe pecherzykow
wzrastajacych w tkankach kontrolnych, w poréwnaniu z tkankami traktowanymi osoczem

bogatoptytkowym.
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Podobng tendencj¢ mozna zauwazy¢ pordéwnujac wyniki ekspresji receptora
progesteronowego. Ponownie poréwnanie ekspresji tego receptora w tkankach grup D2
z jajnikiem porownawczym DO nie wykazato istotnych statystycznie réznic. W badaniu
ekspresji tkanek pochodzacych od zwierzat z grupy D7, w jajnikach z proby kontrolnej,
w ktorych stwierdzono wyzszy odsetek pecherzykow antralnych, zaobserwowano wyzszg
ckspresje PGR niz w jajnikach z tej samej grupy czasowej traktowanych osoczem
bogatoptytkowym  (p=0,009). Podczas analizy wynikow ekspresji receptora
progesteronowego nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze relatywny poziom ekspresji
w tkankach byt bardzo niski (w poréwnaniu do ekspresji pozostatych badanych
receptordw), na granicy czulo$ci uzytego aparatu. Istotno$¢ statystyczng pordwnania

wynikdw tego receptora nalezy wiec traktowac ostroznie.

6.5 AMH — marker rezerwy jajnikowej

Hormon antymullerowski (ang.: anti-mullerian hormone, AMH), znany réwniez jako
substancja hamujgca Mullera nalezy do nadrodziny transformujgcych czynnikow wzrostu
i roznicowania beta (TGFB) do ktérej nalezg takze aktywina, inhibina i biatka
morfogenetyczne kosci (ang.: bone morphogenetic proteins, BMP). W przeciwienstwie
do innych czlonkow tej rodziny, ktorzy petnig szeroki zakres funkcji w wielu tkankach,
glowng funkcja AMH jest indukowanie regresji przewodow Mullera 1 aktywacja
w komorkach Sertoliego podczas rdznicowania ptci meskiej (Grootegoed, Baarends and
Themmen, 1994; Josso, di Clemente and Gouédard, 2001).

AMH w nowoczesnej medycynie rozrodu pelni rolg biomarkera rezerwy jajnikowej, a jego
oznaczenia s3 uznawane za lepiej korelujagce z poziomem rezerwy jajnikowej niz
dotychczas stosowana liczba pecherzykow antralnych (ang.: antral follicle count, AFC)
(Lew 2019; Bedenk, Vrtaénik-Bokal, and Virant-Klun 2020).

AMH w jajniku pehni role¢ modyfikatora wzrostu i rekrutacji pecherzykdéw, uczestniczac
w dwoéch krytycznych punktach selekcji rozwoju pecherzykow: hamuje rekrutacje
pecherzykéw pierwotnych do puli pecherzykéw wzrastajacych, a takze, dzialajac przez
kompleks swoich receptorow (AMH + AMHR1 + AMHR2) zmniejsza reaktywnos¢
wzrastajacych pecherzykow na hormon folikulotropowy (FSH) blokujac ich dalszy wzrost
(Grootegoed, Baarends and Themmen, 1994; Josso, di Clemente and Gouédard, 2001;
Durlinger, Visser and Themmen, 2002; Bedenk, Vrta¢nik-Bokal and Virant-Klun, 2020).
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Wyniki analizy ekspresji mRNA hormonu antymullerowskiego oraz jego receptora typu
pierwszego (AMHR1), w opisywanym w tej pracy badaniu wskazujg na wyrazna, istotng
statystycznie réznice pomig¢dzy grupami badanymi i kontrolnymi D2 (p<0,001) wskazujaca
na wyzszy poziom ekspresji AMH w grupie traktowanej osoczem bogatoptytkowym.
W grupach D7 wystepuje podobna, cho¢ stabiej zaznaczona, tendencja (p=0,02).
Co ciekawe, nie znaleziono istotnej statystycznie roznicy pomiedzy grupg traktowang
osoczem D2 i jajnikiem poréwnawczym DO, natomiast poréwnania wszystkich innych
tkanek wykazywaly wysoka istotno$¢ statystyczng i obnizenie ekspresji AMH wzgledem
jajnika porownawczego (D2 kontrola: p=0,003; D7 kontrola: p<001; D7+PRP: p<0,001).
Analiza ekspresji receptora AMHRI1 nie wykazala istotno$ci statystycznej w zadnym

z poréwnan ekspresji, a poziom mRNA tego czynnika pozostawal na granicy detekcji.

Poziom AMH jest uwazany za reprezentatywny marker rezerwy jajnikowej, a takze
za wyznacznik zywotnos$ci jajnika. Coraz powszechniej wykonywane w diagnostyce
medycznej ptodnosci kobiet oznaczania markera AMH przyniosto zaskakujace wyniki.
Pacjentki dotknigte zespotem policystycznych jajnikow (ang.: polycystic ovary syndrome,
PCOS) posiadaty wysokie oznaczenia poziomu AMH w surowicy (Wiweko et al. 2018;
Dewalilly et al. 2020; Rudnicka et al. 2021). Co prawda, wysoki wynik biomarkera rezerwy
jajnikowej powinien wskazywa¢ na wysokg liczbe pecherzykow, co jest pozytywnym
markerem plodnosci. Z drugiej jednak strony, policystyczno$¢ jajnikow jest cechg
patologiczng, zwigzang z obnizeniem ptodnosci (Teede et al. 2019; Rudnicka et al. 2021),
chociaz nie wptywa na jako$¢ otrzymywanych oocytow (Nikbakht et al., 2021).

Ma to istotne znaczenie dla wynikOw omawianego badania. Z jednej strony, analiza
poziomu ekspresji AMH wskazuje na pozytywny efekt dziatania o0socza
bogatoptytkowego, pozostajac w korelacji z 0ogdlng liczba wszystkich pecherzykdw, zatem
dowodzac zachowania rezerwy jajnikowej] w grupach traktowanych osoczem
bogatoptytkowym.

Z drugiej strony, analizujac poziom wydzielania AMH w zalezno$ci od typu pecherzykow
(Durlinger, Visser and Themmen, 2002; Jeppesen et al., 2013), widzimy wyraznie wigkszg
sekrecj¢ tego czynnika przez duze pegcherzyki drugorzedowe i antralne, co wskazuje
na zalamanie réwnowagi typu pecherzykow w jajniku na rzecz pecherzykow
wzrastajacych. Taka charakterystyka jest juz zwigzana z opisywanym wczesniej
syndromem wypalania rezerwy pecherzykowej (ang. burnout syndrome), a wiegc

negatywnym markerem jakosci i prognozy przezycia przeszczepionej tkanki (Roness et al.,
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2013). Najwyzszy poziom ekspresji AMH wykazywaly jajniki porownawcze (poddane
tylko mrozeniu) i jajniki traktowane osoczem z grupy D2, pomimo relatywnie nizszej
niz w grupie kontrolnej liczbie pecherzykéw wzrastajacych (drugorzedowych)
i antralnych. Jezeli jednak do puli pgcherzykow wydzielajacych AMH dodaé pgcherzyki
pierwszorzgedowe, ktore wg. Jeppesen takze wydzielajg wysokie stg¢zenia tego czynnika,
relatywny poziom AMH pozostanie w korelacji z ogo6lng liczbg pecherzykow

prezentowang na wynikach analizy histologicznej (Jeppesen et al., 2013).

6.6 Ocena efektow dtugofalowych: grupa D30

W celu oceny dlugoterminowego efektu przeszczepu tkanki jajnikowej, ze zwierzat
biorgcych udziat w badaniu wydzielono trzecia grupg szczurdéw, ktore zostaty poddane
eutanazji po 30 dniach od przeszczepu tkanki. Szczury z tej grupy byly codziennie
monitorowane w celu okreslenia cyklu rujowego za pomoca wymazoéw waginalnych
(Barrett et al. 2018; Ajayi and Akhigbe 2020).

Ocena wynikow do$wiadczenia dtugoterminowego jest problematyczna. Z grupy pigciu
szczuréw, dwa zaprezentowaty petne objawy cyklu rujowego (potwierdzonego wymazem
cytologicznym z pochwy). Pozostale samice, pomimo catkowitej, o0golnej
rekonwalescencji nie wykazaty objawow fazy estrus cyklu. Po wykonaniu preparatow
histologicznych poddanych tej samej ocenie co reszta probek grupy doswiadczalnej
(m. in: barwienie trojbarwne wg. Massona, TUNEL) zauwazono wyrazng rdznice
w zywotno$ci 1 histologii przeszczepionej tkanki. Tkanki jajnikdéw pochodzace
od szczurzyc, u ktorych potwierdzono powro6t cyklu estrus, posiadaty zachowang
histologicznie struktur¢ jajnika wraz z prawidlowymi morfologicznie pecherzykami
wszystkich typow (pierwotne, pierwszorzedowe, drugorzedowe/wzrastajace i antralne),
natomiast tkanki pochodzace od pozostatych zwierzat z grupy D30 wykazywaty cechy
zwloknienia, przerastania tkankg thuszczowg 1 posiadaty cechy zaawansowanej apoptozy.
Podobne wyniki otrzymano w przypadku oznaczenia mRNA wybranych markerow funkcji
jajnika: w probkach pochodzacych z tkanek zwierzat wykazujacych fizjologiczny powrot
cyklu otrzymano wyniki ekspresji wszystkich wybranych genow. U pozostatych zwierzat
wyniki ekspresji byly nieklasyfikowalne lub wystgpowaly ponizej poziomu detekcji.
Analiza wynikéw jest wigc nieistotna statystycznie, ze wzgledu na niejednorodnos¢

badanej grupy (Bedynska, Niewiarowski and Cypryanska, 2013).
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Zwierzeta doswiadczalne pochodzily z jednego szczepu, byly w jednym wieku i takiej
samej kondycji zdrowotnej, a operacje przeprowadzane przez ten sam zespot badawczy,
co powinno zminimalizowa¢ efekt heterogenicznosci. Zaobserwowana w doswiadczeniu
réznorodno$¢ wynikéw dtugofalowej aktywnosci przeszczepionej tkanki ma, jednakze,
swoje odzwierciedlenie w przypadkach praktyki klinicznej. U pacjentek, u ktorych
przeprowadzono procedure wszczepienia autologicznej tkanki jajnika, powrdt miesigezKi,
uznany jako jeden z podstawowych markeréw funkcjonalnos$ci tkanki, moze nastgpic
od 2 miesiecy do nawet 1 roku po operacji (Poirot et al., 2019; Sheshpari et al., 2019b).
Sam przeszczep moze zachowywaé swojg funkcjonalnos¢ nawet do 8 lat po transplantacji
(Andersen et al., 2012), lub utraci¢ aktywnos$¢ pot roku po zabiegu (Sheshpari et al.,
2019a). Przyczyny zmiennosci efektu transplantacji tkanki jajnika moga by¢ rézne. Jednym
z prawdopodobnie negatywnych czynnikéw prognostycznych jakos$ci tkanki, a co za tym
idzie sukcesu przeszczepu 1 odzyskania aktywnos$ci endokrynalnej i plodnosci jest mutacja
genu BRCA. Wplyw mutacji tego genu na plodnos¢ i rezerwg jajnikowa, a takze na sukces
procedury zachowania ptodnos$ci u pacjentek jest szeroko badany (Amy Louise Winship
et al. 2019), jednakze pozostaje bez jednoznacznej odpowiedzi (Ghunaim et al., 2020).
Nie bez znaczenia jest takze miejsce, w ktore tkanka jajnika zostaje wszczepiona podczas
procedury zachowania ptodnosci. Odpowiednie techniki chirurgiczne 1 optymalne miejsca
przeszczepu byly szeroko omawiane w literaturze. Metody heterotopowe, w tym
podskorne, brzuszne, domig$niowe itp. byly szeroko badane w modelach zwierzecych
(Yang et al. 2008b; Wang et al. 2012, 2013; Gao et al. 2013; Chen et al. 2014; Kong et al.
2017a; Lee et al. 2017), a takze ludzkich (Kim, Hwang, and Lee 2004; Samuel Kim 2012;
Oktay et al. 2019) natomiast lokalizacje okoto i ortotopowe (do pozostatego jajnika,
na jajnik, w okolice wigzadta szerokiego macicy, do otrzewnej miednicy) sg najbardziej
obiecujace dla przywrocenia ptodnosci pacjentek (Silber 2016; Lotz et al. 2019; Takae and
Suzuki 2019).

Wylacznie  przeszczepy  ulokowane  ortotopowo sg  procedurg — stwarzajaca
prawdopodobienstwo naturalnego poczecia (Donnez et al. 2004; Andersen et al. 2012; Lotz
et al. 2019; Sheshpari et al. 2019b) i pozwolily na wigkszo$¢ zywych urodzen
u pacjentek po operacji przeszczepienia tkanki.

W badaniach prowadzonych na zwierzetach, heterotopowe miejsca wszczepienia tkanki
(na przyktad podskoérnie lub domigsniowo) sg preferowane ze wzgledu na tatwiejsza
procedurg chirurgiczng i mozliwo$¢ monitorowania in vivo rozwoju pecherzykow (Schnorr

et al. 2002; Tavana et al. 2017; Lee et al. 2017; Manavella, Cacciottola, Pomme, et al.
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2018). Celem modelu badawczego prezentowanego w tej dysertacji, bylo zbadanie
przezywalnos$ci przeszczepu w srodowisku jak najbardziej zblizonym do ortotopowego,
aby stworzy¢ model zblizony do procedury wykonywanej w medycynie ludzkiej.

W prezentowanym badaniu przeszczepiono tkanki jajnika na najbardziej unaczyniony
brzeg wiegzadta szerokiego macicy, co bylo celowg praktyka, ukierunkowang
na zminimalizowanie rozdzielenia tkanek 1 utatwienie procesu neowaskularyzacji. Dodatek
osocza bogatoptytkowego w postaci medium, w ktéorym tkanka zostala inkubowana
bezposrednio przed wszczepieniem, a takze w postaci iniekcji podawanych bezposrednio
na miejsca przeszczepow, zgodnie z opisanymi powyzej wynikami, okazal si¢ przyspieszac
postgp neowaskularyzacji, co zaowocowato wigkszym unaczynieniem tkanek
i zwigkszeniem liczby pecherzykow w tkankach grup D2 i D7 w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Nie jest jednak jasnym jaki efekt na przeszczep miala zastosowana praktyka
w ocenie dlugoterminowej. W celu zminimalizowania bl¢du heterogenicznos$ci, kazdemu
zwierzeciu przeszczepiono zaroOwno wilasng tkanke jajnika traktowang osoczem (prawy
jajnik) i tkanke jajnika kontrolng (lewy jajnik). Ten model badania okazal si¢ przydatny
do obserwacji krotkoterminowej (D2) 1 srednioterminowej (D7), lecz utrudniat obiektywna
ocen¢ w przypadku oceny dtugoterminowego wptywu PRP na przeszczep. Model badania
okazatl si¢ takze problematyczny w przypadku rozwazanej analizy ogolnoustrojowego
wplywu zastosowanej metody, np. przez badanie krwi. Problem ten dotyczy zwlaszcza
zwierzat z grupy D30, u ktérych nie stwierdzono powrotu cyklu rujowego za pomoca
analizy wymazow waginalnych. Ze wzgledu na wystgpujace u nich przerastanie tkanki
wszczepionej tkanka tluszczowa oraz zwldknienia, rozdzielenie fragmentow
przeszczepionych tkanek od siebie 1 tkanek je otaczajacych stanowito pewng trudnosc.
Nalezy wspomnie¢, ze wloknienie tkanki jest procesem naturalnym 1 cechg
charakterystyczna jajnikow starszych zwierzat. W badaniu Lliberos et al. prowadzonym na
myszach, dowiedziono, Ze starsze samice myszy posiadaja podwyzszony poziom cytokin
prozapalnych (IL-6; IL- 18, TNFa) w surowicy (Lliberos et al., 2021). Srodowisko
chronicznego stanu zapalnego, charakterystyczne dla starzejacego si¢ organizmu, dziala
takze na organy takie jak jajnik, prowadzac do podwyzszenia lokalnej ekspresji cytokin
prozapalnych, a w nastepstwie do podwyzszonej produkcji kolagenu 1 wtoknienia jajnika.
Wielokrotne owulacje, ktore sa rowniez zwigzane sg z przejSciowym stanem zapalnym,
mediowanym przez progesteron (Park et al., 2020) powoduja utrate wydolnosci

mechanizmow przeciwzapalnych tkanki. W trakcie kolejnych cykli estrus liczba
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pecherzykow, a takze aktywnos$¢ metaboliczna i ekspresja czynnikéw modulujacych stan
zapalny zmniejsza si¢, co przyczynia si¢ do zwigkszenia wrazliwo$ci organu na widknienie
(Lliberos et al., 2021).

Analiza preparatéw histologicznych w.w szczuréw sprowokowata wiec pytanie o
mozliwos¢ reakcji zapalnej po przeszczepie, ktorej konsekwencje, w dalszym czasie,
moglyby powodowa¢ witoknienie 1 przerastanie tkanka tluszczowa. Obraz ten,
charakterystyczny dla jajnikdw starszych osobnikow moéglby oznacza¢ uboczny efekt
procedury w postaci przedwczesnej utraty funkcji jajnikéw, podobnej do opisywanego w
medycynie ludzkiej zespotu POF (ang.: premature ovarian failure), zwigzanego z
przedwczesng menopauza (Sullivan et al. 2016; Bryson et al. 2022).

Rozszerzeniem prowadzonego do$wiadczenia bylo wigc przeprowadzenie dodatkowe;j
proby ekspresji mRNA czynnika martwicy nowotworow alpha (ang.: tumor necrosis factor
alpha, TNFa), jako markera stanu zapalnego tkanek (Bradley, 2008). Co ciekawe, wyniki
otrzymane we wszystkich grupach krotkoterminowych wskazuja na wyraznie wyzszy
odczyn zapalny w tkankach traktowanych osoczem bogatoptytkowym, zarowno w grupie
po dwoch jak i po siedmiu dniach od przeprowadzenia przeszczepu. Grupa dtugoterminowa
D30 reprezentowata wyniki nie stanowigce jednorodnej grupy, a wigc nie spetnia wymagan
istotnosci statystycznej, niemniej jednak, w przypadkach dwoch zwierzat, u ktorych zostat
stwierdzony powrdt cyklu, marker zapalenia utrzymywat si¢ na poziomie zblizonym
do poziomu prezentowanego przez tkanke poréwnawcza (kriokonserwowana,
nie przeszczepiong).

Co ciekawe, lokalny wzrost ekspresji markerow zapalenia (w tym TNFa) jest opisywany
jako jedna z konsekwencji zastosowania osocza bogatoptytkowego jako czynnika
przyspieszajacego gojenie ran (Borrione et al. 2015). Ptytki osocza zawieraja wysokie
stezenia czynnikdw wzrostu i cytokin, ktore moga petnic kluczowa rolg w procesie gojenia
poprzez modulacje odpowiedzi zapalnej (Sanchez-Gonzalez, Mendez-Bolaina and Trejo-
Bahena, 2012). Wysokie stezenia czynnikoéw wzrostu i cytokin aplikowane miejscowo
zwigkszaja naplyw komorek zapalnych, co tlumaczyloby zwiekszong ekspresje TNFa
w grupach D2+PRP i1 D7+PRP. Dalsze dziatanie czynnikdw wzrostu 1 makrofagow
zwigksza przepuszczalno$¢ naczyn wilosowatych 1 sekrecje biatek osocza, ktore
w nastepstwie odzywiajg przeszczepiong tkanke (van der Zee et al., 1997). W efekcie,
pomimo podwyzszonych markeréw reakcji zapalnej, sama przeszczepiona tkanka

pozostata lepiej odzywiona, a wyzsze stezenie czynnikOw wzrostu, w tym czynnikow
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wzrostu  naczyn spowodowata  szybszag penetracj¢ naczyn  krwiono$nych
1 utworzenie funkcjonalnej sieci naczyn. Przedstawiona hipoteza nie tlumaczy jednak
zrdznicowania efektu dtugofalowego przeszczepu w grupie D30. By¢ moze czynnikiem
decydujacym o dlugotrwalym sukcesie transplantu byta wyj$ciowa jakos¢ tkanki jajnika
danych szczurdéw, na wzor wystepujacej u ludzi zaleznosci od ekspresji mutacji genu
BRCA (Winship et al. 2019; Ghunaim et al. 2020). Niestety, jednym z ograniczen
opisywanego w niniejszej dysertacji badania byla mala liczba zwierzat poddanych
procedurze, dlatego dane uzyskane w do§wiadczeniu nalezy traktowac jako wynik badania
pilotazowego, przeprowadzonego w celu uzyskania przydatnych wskazéwek do przysztych
analiz majacych na celu zbadanie dlugoterminowego wpltywu PRP na przeszczepy

jajnikow.

Jak wspomniano we wstepie do tego opracowania, przeszczep tkanki jajnika majacy
na celu przywrocenie ptodnosci i czynnosci hormonalnej u kobiet, jest tematem
zyskujacym coraz wigksze zainteresowanie specjalistow rozrodu z catego $wiata. Proby
poprawienia jako$ci przeszczepu, utrzymania jego zywotnosci i skrdcenia okresu
niedokrwienia i niedotlenienia sg tematem badan wielu jednostek naukowych.
Dotychczasowe proby badawcze, przeprowadzane na modelach zwierzgcych obejmowaty
zastosowanie roznych, wyizolowanych czynnikow wzrostu (Wang et al. 2012; Gao et al.
2013; 2013 Kong et al. 2017a), a takze komorek macierzystych (Manavella, Cacciottola,
Pomme, et al. 2018; Dolmans et al. 2019; Huang et al. 2019; Ling et al. 2019; Bahrehbar
et al. 2020; Cacciottola et al. 2020; Chen et al. 2021) na efektywnos$¢ i zywotnos¢
przeszczepu tkanki jajnika. Grupa naukowcoéw z Chin przeprowadzita nawet
doswiadczenie badajace wpltyw czerwonej szatwii (Salvia miltiorrhiza z rodzaju Salvia)
na poprawe¢ unaczynienia 1 w efekcie jakosci przeszczepu na modelu ksenogenicznym
ludzkiego jajnika na myszy (Wu et al., 2009, 2010). Innym podejsciem do problemu jest
proba odtworzenia Srodowiska jajnika w modelach trojwymiarowych hodowli tkanki
in vitro (Pais et al., 2021) lub stworzenie sztucznego narzadu, w ktérym miano
by implementowa¢ wyizolowane z tkanki jajnika pecherzyki (Laronda et al., 2017).
Wszystkie te badania poszerzaja wiedz¢ na temat fizjologii jajnika po przeszczepie
1 mozliwosci odzyskania ptodnosci oraz poprawy jakosci zycia pacjentek onkologicznych

1 narazonych na przedwczesng utrate funkcji jajnika.
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Wedlug najlepszej wiedzy autorki, prezentowane w niniejszej dysertacji badanie jest
pierwsza proba przetestowania efektu osocza bogatoplytkowego na przeszczep
kriokonserwowane;j tkanki jajnika na translacyjnym modelu zwierzgcym.

Temat wykorzystania osocza bogatoptytkowego w terapii ginekologicznej zyskat
zainteresowanie naukowcow 1 klinicystow. Zainteresowanie wzbudzito, na przyktad,
zastosowanie osocza bogatoptytkowego w terapii zwigkszenia receptywnosci i wzrostu
endometrium (Chang et al. 2015; Aghajanova, Houshdaran, Balayan, Manvelyan, Juan C
Irwin, et al. 2018; Bos-Mikich et al. 2019). Pierwsze badania nad wptywem osocza
bogatoptytkowego na jajnik dotyczyty ochronnego wptywu osocza na jajnik dotknigty
eksperymentalnym niedotlenieniem (Bakacak et al., 2016). W 2017 roku zostato
przeprowadzone pierwsze badanie przedkliniczne poréwnujace wplyw osocza
bogatoptytkowego i1 surowicy bydlecej na izolowane jajniki ludzkie, prowadzace
do wzrostu pgcherzykow w hodowli 3D in vitro (Hosseini et al., 2017). We wrzeéniu 2018
roku, zostata opublikowana pierwsza pracal dokumentujaca wyniki dojajnikowej iniekcji
osocza bogatoptytkowego (Sills et al., 2018). Autorzy opisuja w niej pojedynczy przypadek
przywrocenia ptodnosci i transferu zarodka zakonczonego cigza (Sills et al., 2018). Kolejne
opisy przypadkow opublikowane przez: Sfakinoudis et al. (Sfakianoudis, Simopoulou, and
Nitsos 2019); Farimani et al. (2019); Pantos et al. (2019) oraz Hsu et al. (2020)
potwierdzaja pozytywny wplyw terapii osoczem bogatoplytkowym na przywrocenie
czynnosci jajnikow prowadzacej do aktywnej folikulogenezy i produkcji dojrzatych
oocytow, a nawet w paru przypadkach, do spontanicznych, zdrowych ciaz.

Dalsze badania na modelach zwierzecych takze eksploruja efekty wplywu terapii osoczem
na jajniki, na przyklad badanie przeprowadzone in vivo na jajnikach krow, dowiodto,
ze osocze bogatoptytkowe moze wpltyna¢é na poprawe wynikow indukowanej
superowulacji (Cremonesi et al., 2020). W 2020 roku zostato takze opublikowane badanie

przeprowadzone na szczurach traktowanych gonadotoksycznymi chemioterapeutykami,

1 Atkinson w swoim przegladzie wspomina o pracy Pantos et al. z 2016 roku
opublikowanej w czasopi$§mie Human Reproduction (Atkinson, Martin and Sturmey,
2021). Praca miata by¢ opisem 8 przypadkoéw pacjentek dotknietych perimenopauza, u
ktérych zastosowano terapi¢ osoczem bogatoplytkowym. Niestety, pomimo poszukiwan
nie udato si¢ odnalez¢ tekstu zrédtowego, a we wspomnianym zaszycie nr 31 tego
periodyku nie zostaje wymieniona praca o tej tematyce, dlatego praca Sills et al. zostaje
wymieniona jako pierwsza opublikowana praca w tym temacie, zgodnie z jej tytutem (Sills
etal., 2018).
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dokumentujace poprawe czynnoSci jajnikow po terapii osoczem bogatoptytkowym
(Ahmadian et al., 2020).

Pierwsze wyniki badania opisanego w powyzsze] dysertacji zostaly zaprezentowane
w formie posteru na konferencji SRR (ang.: Society for the Study of Reproduction), ktora
odbyta si¢ 18-23 czerwca 2019 roku w San Jose, w Kaliforni, w Stanach Zjednoczonej
Ameryki oraz EVSSAR w Berlinie, w Niemczech, 28-29 czerwca 2019 roku. Badanie to
wpisuje si¢ wiec w sam poczatek doniesien naukowych dotyczacych wptywu osocza na
tkanke jajnika w kontek$cie zachowania lub przywrocenia jego funkcji endokrynalnych i
rozrodczych 1 jest pierwszym badaniem opisujacym wpltyw osocza na jajnik poddany

kriokonserwacji.

Wyniki otrzymane w doswiadczeniu wskazujg, ze proponowany protokél operacii,
tj. inkubacja tkanki w osoczu bogatoptytkowym bezposrednio przed operacja, a takze
w formie lokalnych iniekcji wydaje si¢ tagodzi¢ poziom stresu niedokrwiennego i $mierci
tkanki poprzez promowanie i przyspieszenie procesu neowaskularyzacji tkanki, co takze
skutkuje zmniejszeniem utraty pecherzykow rezerwy jajnikowej 1 zachowaniem
prawidtowej struktury pecherzykowej jajnika. Efekt dlugoterminowy proponowanego
protokotu operacji pozostaje, jednakze, niesprecyzowany ze wzgledu na nieistotne
statystycznie wyniki.

Whioski uzyskane w pracy mogg stanowi¢ podstawe do dalszych badan i rozwoju
metodologii przeszczepu tkanki jajnika jako jednej z metod zachowania ptodnosci,
niemniej jednak tematyka skuteczno$ci terapii osoczem bogatoplytkowym, a takze

dhugofalowych konsekwencji jego zastosowania wymaga dalszych badan.
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. Whnioski:

. Prezentowany model wzbogaconej osoczem bogatoplytkowym procedury
autologicznego przeszczepu witryfikowanych tkanek jajnika z uzyciem szczuréw,
opracowany 1 wykorzystany w niniejszej pracy badawczej umozliwia trafng
1 rzetelng oceng wplywu osocza bogatoptytkowego na przezywalnos¢

1 funkcjonalnos¢ przeszczepionych tkanek.

. Wzbogacenie badanej procedury poprzez dodatek osocza bogatoptytkowego
przyspiesza neowaskularyzacje, zwigksza obszar neowaskularyzacji oraz
zachowuje fizjologiczny poziom procesow rekrutacji i hamowania wzrostu
pecherzykow w witryfikowanych tkankach jajnika, a takze zmniejsza odsetek
apoptozy w przeszczepionych tkankach, a co za tym idzie poprawia perfuzje, skraca
okres wstrzagsu niedokrwiennego oraz umozliwia zachowanie funkcji

hormonalnych i rozrodczych przeszczepianych tkanek jajnika.

. Wzbogacenie procedury przeszczepu tkanek jajnika przez dodatek osocza
bogatoptytkowego na etapie inkubacji po ogrzaniu oraz w formie iniekcji lokalnej
w okolicy przeszczepu zwigksza efektywno$¢ autologicznego przeszczepu

witryfikowanych tkanek jajnika.

. Wzbogacenie procedury przeszczepu tkanek jajnika poprzez dodatek osocza
bogatoplytkowego wywiera pozytywny krotko- i $rednio- trwaly wplyw na
strukture 1 funkcje witrifikowanych 1 przeszczepionych tkanek jajnika, a takze

znacznie ogranicza efekt wypalenia rezerwy pecherzykowe;.
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