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Povzetek

Izhodi¢a. Zenske s prezgodnjo odpovedjo delovanja ovarijev (POO) ne morejo zanositi ne po naravni poti ne
s pomocjo oploditve z biomedicinsko pomocjo (OBMP) in imeti genetsko lastnega otroka s svojimi oociti. V
zadnjem desetletju so raziskave na podroCju maticnih celic odprle moznosti zdravljenja Stevilnihdoslej Se
neozdravljivih bolezni. Prisotnost mati¢nih celic v odraslem jajéniku Se niso povsem jasno dokazali. Mati¢ne
celice jajénika bi lahko omogocile nove raziskave, kako pomagati Zenskam s POO, ki Zzelijo zanositi. Z
raziskavo smo Zeleli pridobiti potencialne mati¢ne celice s pomocjo laparoskopije iz odraslega jajénika pri
zenskah s POO in iz mati¢nih celic razviti oocite.

Bolnice in metode. V raziskavo smo vkljucili 8 neplodnih Zensk s POO, starih 2239 let. Vsem smo napravili
laparoskopijo in skuSali pridobiti potencialne mati¢ne celice s povrSine jajénikov na 4 razliéne nacine: s
postrganjem in $¢etkanjem povrsine jajénikov, z biopsijo in z izpiranjem povrSine jajénikov. Del ovarijskega
tkiva smo obarvali s citokeratinom, da bi dokazali povrsinski ovarijski epitel. Iz pridobljenih celic smo
vzpostavili celi¢no kulturo jajénikov in v naslednjih 16 dni morfolosko sledili diferenciaciji celic.

Rezultati. Pri 7 od 8 preiskovank smo opazili dobro razvit povrsinski epitel jajénika in uspesno vzpostavili
ovarijsko celi¢no kulturo. Peti dan gojenja smo opazili celice, podobne oocitom z germinalnim veziklom, zono
pellucido in v nekaterih tudi delitveno vreteno. Hkrati z razvojem prvih oocitom podobnih celic smo pri vseh
preiskovankah opazili tudi razvoj nekaj celic, ki so bile podobne blastocistam. Opazili smo tudi somatske
celice, ki so se diferencirale v celi¢ni kulturi nevronom in mioblastom podobne celice ter sloj epitelnih celic.
Zakljucki. Z nasim delom smo empiricno dokazali obstoj ovarijskih mati¢nih celic pri zenskah s POO, ki jih
lahko pridobimo z dokaj preprostim laparoskopskim posegom. Razvoj ooctiom podobnih celic in blastocisti
podbnih struktur, ceprav partenogenetsko razvitih, potrjuje obstoj mati¢nih celic v odraslem jaj¢niku.

Kljucne besede. Prezgodnja menopavza, neplodnost, laparoskopija, ovarij, mati¢ne celice.
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Abstract

Background: Women with premature ovarian failure (POF) are unable to conceive and have a genetically
related child with their own oocytes. The presence of stem cells in an adult human ovary has not yet been
definitively established. The aim of our study was to collect laparoscopically putative stem cells from adult
ovaries of women with POF, and to derive oocytes from stem cell cultures.

Patients and Methods: Eight infertile women with POF were included in our study. In all patients
laparoscopy was performed and the following techniques of putative stem cells collection were used.:
scratching and brushing the ovarian surface, ovarian biopsy and rinsing the ovarian surface. A part of the
tissue was stained with cytokeratin to determine the presence of ovarian surface epithelium. The collected
ovarian cells were cultured for 16 days and cell differentiation was followed morphologically.

Results: Thick ovarian surface epithelium was confirmed and ovarian cell cultures were successfully
established in 7 of the 8 women. On the 5" day of culturing, oocyte-like cells with a germinal vesicle and zona
pellucida were identified. In some of these cells a spindle was confirmed. Additionally, some blastocyst-like
structures were found in all patients. Somatic cells, including neuron-like and myoblast-like cells and a layer
of epithelial cells, were confirmed in the cell culture, too.

Conclusions: Our work has empirically proved the presence of ovarian stem cells in patients with POF. These
cells can be collected using a relatively straightforward laparoscopic procedure. The differentiation of
oocyte-like and blastocyst-like cells in the ovarian cell culture strongly supports the existence of ovarian stem

cells in women with POF.

Key words. Premature ovarian failure, infertility, laparoscopy, ovary, stem cells.

Uvod

Prezgodnja menopavza je spontano prenchanje mens-
truacij zaradi popolnega prenehanja hormonskega in
gametogenega delovanja jajcnikov pri zenskah, mlajsih
od 40 let. Pogoj za diagnozo je tudi zvecana koncen-
tracija FSH (> 40 IE) ob ponovitvi v presledku 2—3
mesecev (1,2). Vzroki za prezgodnjo menopavzo so
lahko kirurska odstranitev jajcnikov iz razli¢nih raz-
logov ali prezgodnja odpoved delovanja jaj¢nikov
(angl. premature ovarian failure, POO). POO je
najpogostejsi vzrok za prezgodnjo menopavzo in
prizadene priblizno 0,3—1 % zensk, mlajsih od 40 let
(3-5). Vcasih izraz POO napacéno uporabljamo tudi
pri zenskah s prezgodnjim popuscanjem delovanja
jajénikov (angl. premature ovarian insufficiency,
POI). Za POI so znacilna obdobja delovanja in need-
lovanja jaj¢nikov, kar je sicer normalno pri Zenskah
po 40. letu starosti, ko so v predmenopavznem ob-
dobju. Nekatere zenske s POI lahko tudi zanosijo.

Glede na patogenezo lahko POO razvrstimo v 2 glavni
skupini: primarno spontano POO in sekundarno indu-
cirano oziroma iatrogeno POO. Vzroki za primarno
POO so lahko zelo razli¢ni, ¢eprav jih pri vecini ne
odkrijemo. Danes vemo, da je ¢as, ko nastopi meno-
pavza, genetsko programiran, in da igrajo geni po-
membno vlogo pri nastanku POO. Med redkimi
genetskimi in kromosomski vzroki za primarno POO
so druzinska predispozicija, mutacija receptorjev za
folikel stimulirajo¢i hormon (FSH), galaktozemija,
pomanjkanje 17a-hidroksilaze, spremenjena zgradba
ali delovanje gonadotropinov in strukturne spremem-
be kromosoma X, med katerimi je najpogostejsa per-
mutacija fragilnega kromosoma X. Najpogostejsi
vzrok za spontano POO so avtoimunske motnje, saj
pri priblizno 50 % Zensk s spontano POO odkrijemo
protiovarijska protitelesa, vendar pa so ta protitelesa
prisotna tudi pri priblizno 30 % Zensk brez POO (6,7).
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POO lahko nastane tudi zaradi okoljskih vplivov, kot
so virusne okuzbe in toksini (8). Sekundarna POO
nastane najpogosteje zaradi operacij jajénikov, zdrav-
ljenja s citostatskimi zdravili in z obsevanjem.

POO ima Stevilne telesne in psiholoske posledice
zaradi znacilnih simptomov in dolgotrajnega pomanj-
kanja spolnih steroidnih hormonov. Zenske s POO ne
morejo zanositi ne po naravi poti ne s pomocjo oplo-
ditve z biomedicinsko pomocjo (OBMP), zato ne
morejo imeti genetsko lastnega otroka s svojimi
oociti. Danes je edina moZnost za te bolnice OBMP z
darovanimi oociti ali posvojitev otroka. V zadnjem
desetletju so raziskave na podro¢ju maticnih celic
odprle moznosti zdravljenja Stevilnih doslej Se neo-
zdravljivih bolezni in s tem povrnile upanje Stevilnim
bolnikom z rakom, multiplo sklerozo, Parkinsonovo
boleznijo, amiotrofi¢no lateralno sklerozo in bolnikom s
poskodbo hrbtenjace (9,10). Prisotnost mati¢nih celic
v odraslem jajéniku Se ni povsem jasno dokazana.
Bukovsky s sodelavci meni, da bi bil lahko povrSin-
ski epitel odraslega ovarija vir mati¢nih celic (11,12).
Maticne celice ovarija bi lahko omogocile nove ra-
ziskave, kako pomagati zenskam s POO, ki Zelijo
zanositi.

Z raziskavo smo Zzeleli pridobiti potencialne matic¢ne
celice s pomocjo laparoskopije iz odraslega jaj¢nika
pri zenskah s POO in iz mati¢nih celic razviti oocite.

Bolnice in metode

V raziskavo smo vkljucili 8 neplodnih Zensk s POO z
normalnim citogenetskim kariotipom in brez premu-
tacije fragilnega kromosoma X. Stare so bile od 22
do 39 let (povprecno 32,6 let, SD + 3,75) z znadil-
nimi menopavznimi simptomi, nizko koncentracijo
estradiola (v povprecju 0,35 nmol/L, SD + 0,17) in
visokimi koncentracijami FSH, znacilnimi za meno-
pavzo (povprecno 87,5 IU/L, SD = 32,20). Pri sedmih
je Slo za primarno POO brez znanega vzroka, ena
bolnica pa je bila v preteklosti laparoskopsko ope-
rirana zaradi obojestranskih ovarijskih endometrio-
mov, ki so bili izlu§¢eni. Nobena od preiskovank vsaj
3 mesece ni prejemala nadomestnega hormonskega
zdravljenja.

Pri vseh smo napravili laparoskopijo kot del diagnos-
ticnega postopka pri neplodnosti in POO. Da bi pri-
dobili potencialne mati¢ne celice iz jaj¢nikov, smo:

1. postrgali povrsino obeh jajénikov z odprtimi
rezili laparoskopskih skarij (Slika 1), ki smo jih
nato sprali v sterilni fizioloski raztopini, ogreti na
37° C, podobno kot je opisal Bukovsky s
sodelavci (le da so postrgali povrsino jajénikov
postrgali in vitro) (13);

2. Scetkali povrSino obeh jajénikov s s¢etko za
jemanje vzorcev iz jajcevodov (Slika 2) in jo
prav tako sprali v fizioloski raztopini;

3. napravili biopsijo obeh jajénikov s pomocjo
Skarij in poSkodbo nato zasili (Slika 3) in

4. sprali povr$ino obeh jajénikov s sterilno
fiziolosko raztopino, ogreto na 37° C, nato pa
smo posrkali tekoc¢ino iz Douglasovega prostora
(Slika 4).

Delcek z biopsijo pridobljenega ovarijskega tkiva
smo poslali na rutinsko patohistolosko preiskavo, da
bi ocenili morebitno prisotnost foliklov in oocitov v
ovarijski skorji. Drugi del¢ek ovarijskega tkiva smo
po postrganju pripravili za vzpostavitev celi¢ne kulture
in obarvali s citokeratinom, da bi ocenili prisotnost
povrsinskega epitela. Ocenili smo tudi Stevilo poten-
cialnih mati¢nih celic, ki smo jih pridobili z eno od
nastetih metod. Iz celic, ki smo jih pridobili s po-
strganjem in S$cetkanjem povrSine jajénika in z
aspiriranjem izpirka jajénika, smo pripravili celicno
suspenzijo in iskali potencialne maticne celice s
pomocjo invertnega in navadnega svetlobnega mikro-
skopa. Osredotocili smo se na majhne, okrogle celice
z velikim jedrom. Celi¢no populacijo, pridobljeno s
strganjem povrsine jajénika, smo neposredno upora-
bili za vzpostavitev celicne kulture in za osamitev
populacije morebitnih mati¢nih celic iz povrSinskega
epitela jajcnika. Uporabili smo medij DMEM/F-12 s
Sibkim estrogenskim u¢inkovanjem in celi¢no kulturo
gojili 16 dni v COy-inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO,
v zraku (Heraeus, Nemcija). Diferenciacijo celic smo
ocenili morfolosko s pomocjo invertnega mikroskopa
(Nikon, Japonska) in povecavami od 100- do 6000-
krat.

Raziskavo sta odobrili Komisija za medicinsko etiko
(stevilka odobritve 110/10) in Drzavna komisija za
oploditev z biomedicinsko pomocjo. Vse bolnice so
bile natan¢no obvescene o poteku raziskave. V razis-
kavi so sodelovale prostovoljno po podpisu soglasja.
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Slika 1

Strganje povrsine ovarija

Slika 4

Izpiranje povrSine ovarija

Slika 2
S&etkanje povriine ovarija

Slika 5

Potencialne maticne celice

Slika 3
Biopsija ovarija

Slika 6
Oocitu podobna celica (ZP — zona pellucida)
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Slika 7
Blastocisti podobna celica (ICM — notranja celi¢na
masa, BC — blastocistna votlina, TE - trofoektoderm)

Rezultati

S patohistoloskim pregledom delckov jajénika smo
ugotovili, da nobena od preiskovank ni imela foliklov
in oocitov v ovarijski skorji. Pri 7 Zenskah s primarno
POO smo potrdili dobro razvit povrSinski ovarijski
epitel, pri bolnici, ki je bila operirana zaradi oboje-
stranskih ovarijskih endometriomov, pa ga ni bilo. S
strganjem in $¢etkanjem povrSine jajénika smo nepo-
sredno pridobili le nekaj celic, iz aspirirane tekocine
iz Douglasovega prostora po strganju in $¢etkanju pa
vec kot 100 celic. Pri vseh Zenskah, razen pri bolnici
po operaciji endometriomov, smo v celi¢ni suspenziji
nasli majhne, Se nedolocljive celice velikosti 24 um
(Slika 5). Te celice so bile pozitivne na povrsinski
antigen SSEA-4, ki je znacilen za embrionalne matic-
ne celice. Celice so izkazovale tudi pluripotentnost.

Pri vseh 7 Zenskah s povrSinskim epiteliom jaj¢nika
smo uspesno vzpostavili celicno kulturo. Po 2-3 dneh
smo opazili pricetek diferenciacije teh celic v razlic-
ne tipe celic, predvsem fibroblaste. Peti dan gojenja
smo opazili celice, podobne oocitom, s premerom
80-95 um (Slika 6). Pri teh celicah smo opazili ger-
minalni vezikel in potrdili zono pellucido. V nekaterih
celicah, podobnih oocitom, smo zaznali tudi delitve-
no vreteno. Pri vsaki preiskovanki smo opazili vec
kot 10 oocitom podobnih celic. So€asno z razvojem
prvih oocitom podobnih celic smo pri vseh preisko-
vankah opazili diferenciacijo nekaj blastocistam
podobnih celic (Slika 7). Te celice so bile velike vec
kot 100 um in so bile morfolosko podobne blasto-
cistam, ki jih pridobimo v postopku zunajtelesne
oploditve. Opazili smo tudi somatske celice, ki so se

]

diferencirale v celi¢ni kulturi: nevronom in mioblas-
tom podobne celice ter sloj epitelnih celic.

Razpravljanje

Ze dolgo obstaja deljeno mnenje o tem, ali v odraslem
jaj¢niku obstajajo mati¢ne celice. Danes je vse vec
eksperimentalnih dokazov, ki potrjujejo, da te ven-
darle obstajajo (14,15). Neplodne Zenske s POO so
zelo primerne za raziskovanje razvoja oocitov iz
lastnih potencialnih ovarijskih mati¢nih celic. Vse
preiskovanke, ki so sodelovale v raziskavi, smo
skrbno izbrali tako, da nobena ni imela lastnih ooci-
tov. S tem smo se izognili morebitni pristranskosti
raziskave. Z dokaj preprostim laparoskopskim
posegom smo pri zenskah s POO s povrSinskega
ovarijskega epitela uspeli pridobiti celice, ki so se v
celiéni kulturi razvile v razli¢ne druge tipe celic. Ne-
dvomno gre za potencialne mati¢ne celice iz odrasle-
ga jaj¢nika, kar smo po dostopnih podatkih napraviti
prvi (16). Nase izsledki so v nasprotju z rezultati ra-
ziskave, ki jo je opravil Lee s sodelavci. Pri zenskah,
starih 28-53 let, v jajénikih namre¢ niso odkrili oz-
nacevalcev mati¢nih ali zarodnih celic, kar je v
nasprotju s testisi oziroma fetalnimi ovariji, ki so
sluzili za pozitivno kontrolo (17). Za razliko od nas
so se raziskovalci osredoto¢ili na ovarijsko skorjo in
ne na povrsinski epitel jajénika. Ceprav bi bila lahko
vir teh potencialnih mati¢nih celic tudi periferna kri
(18), nase dosedanje delo in tudi raziskave nekaterih
drugih avtorjev kazejo, da je povrSinski ovarijski epi-
tel dejanski vir potencialnih mati¢nih celic (13,19—
21). Ugotovili smo, da je razvoj celicne kulture in
vitro povezan tudi z debelino ovarijskega povrsinske-
ga epitela, kar Se dodatno potrjuje, da so v povrsinskem
epitelu prisotne mati¢ne celice. Zanimiva ugotovitev
naSega dela je bila tudi, da bolnica, ki je bila prej
operirana zaradi ovarijskih endometriomov s pos-
ledicno POO, ni imela povrSinskega ovarijskega
epitela, tako da pri njej nismo uspeli vzpostaviti
celiéne kulture s potencialnimi mati¢nimi celicami.
Stevilni avtorji so ugotovili, da se po kirurski odstranit-
vi endometriomov lahko pomembno zmanj$a ovarij-
ska rezerva ali celo privede do POO (22-27). To je
odvisno predvsem od kirurske tehnike. Pravilna ope-
racijska tehnika namre¢ kljub neizogibni odstranitvi
nekaj zdravega tkiva jajénika omogoca zadostno
ohranitev funkcionalnega tkiva in ne vpliva pomem-
bno na njegovo delovanje. Po drugi strani pa lahko z
neustrezno operacijsko tehniko zmanj$amo ovarijsko
rezervo ali celo povzro¢imo prezgodnjo menopavzo,
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kar kazejo tudi izsledki novejSih raziskav (24,28).
Seveda je na podlagi ene bolnice z iatrogeno pov-
zroceno POO preuranjeno sklepati, da pri Zenskah s
POO po konzervativnih operacijah benignih ovarij-
skih tvorb ni mogoce pridobiti potencialnih mati¢nih
celic s povrSine preostanka jajénikov.

Pri nasih preiskovankah smo v celi¢ni kulturi z imu-
nohistoloskimi oznacevalci potrdili razvoj oocitom
podobnih celic na zgodnejsih razvojnih stopnjah, kar
do sedaj iz mati¢nih celic jajénika $e ni bilo dokaza-
no. Oocitom podobne celice je nekaterim raziskovalcem
uspelo razviti iz mati¢nih celic, pridobljenih iz drugih
organov oziroma tkiv (29,30). Blastocistam podobne
strukture, ki so se razvile v celi¢ni kulturi povrSinske-
ga ovarijskega epitela, so bile enako velike kot tiste,
ki jih pridobimo z obicajnim postopkom zunajtelesne
oploditve. V nekaterih blastocistam podobnih celicah
smo opazili celo za blastociste znacilne strukture:
notranjo celicno maso, trofoektoderm in blastocistno
votlino. Blastocistam podobne celice so najverjetneje
nastale s partogenetsko delitvijo oocitom podobnih
celic ali pa z zdruzevanjem dveh zarodnih mati¢nih
celic.

Za neplodne zenske s POO je danes edina moznost,
da imajo otroka, postopek OBMP z darovano jaj¢no
celico ali pa posvojitev. Z raziskavami mati¢nih celic
in novimi spoznanji se morda odpirajo nove moznosti
zdravljenja neplodnosti pri Zenskah s POO. Danasnji
izjemno uspesni postopki OBMP so plod priblizno
40-letnega razvoja in raziskav. Ceprav smo uspeli
razviti oocite iz kulture ovarijskega povrSinskega epi-
tela pri zenskah s POO, bo verjetno potrebno Se veli-
ko let raziskav, preden bomo morda lahko na taksen
nacin zdravili neplodne bolnice s POO. Prve klini¢ne
raziskave s tega podrocja so se namre¢ pricele Sele
konec leta 2005 (31).

Zakljucki

V prispevku smo empiri¢no dokazali obstoj ovarijskih
matic¢nih celic pri zenskah s POO, ki jih lahko prido-
bimo z dokaj preprostim laparoskopskim posegom.
Razvoj oocitom podobnih celic in blastocisti podob-
nih struktur, ¢eprav partenogenetsko razvitih, potr-
juje obstoj mati¢nih celic v odraslem jajcniku. Te
ugotovitve naj sluzijo kot nadaljnja spodbuda za
intenzivno raziskovanje tega S$e dokaj neznanega

podrocja, da bi v prihodnosti lahko zdravili neplodne
bolnice s POO.
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