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Izvlecek

Izhodisca Se vedno velja dogma, da je Stevilo foliklov in jajcnih celic ob rojstvu deklice dokoncno in
da vsak menstruacijski ciklus dozorita en folikel in ena jajcna celica iz obstojece zaloge.
Vse vec je eksperimentalnih dokazouv, da to najbrz ne velja. V povrsinskem epiteliju jajcni-
ka so verjetno prisotne nediferencirane maticne celice, ki se lahko tudi v odraslem obdobju
Zivljenja v jajcniku diferencirajo v jajcne celice. V tej raziskavi smo poskusali osamiti ma-
ticne celice iz povrsinskega epitelija jajcnika in sproziti nastajanje jajcnih celic (oogene-
zo) v celicni kulturi jajcnika in vitro pri Zenskah, ki nimajo naravno prisotnih foliklov in
Jajcnih celic v skorji jajcnika — pomenopavznih Zenskah in Zenskah s prezgodnjo meno-
pavzo.

Metode Postrgali smo povrsinski epitelij jajcnika 20 pomenopavznih Zensk in 5 Zensk s prezgod-
njim prenehanjem delovanja jajcnikov (prezgodnjo menopauvzo). Vsuspenziji postrganih
celic smo iskali potencialne maticne celice. Potencialne maticne celice smo dokazovali s
transkripcijskimi oznacevalci Oct-4, Sox-2 in Nanog in s povrsinskim antigenom SSEA-4. Z
dobljenimi celicami smo vzpostavili celicno kulturo v gojiscu DMEM/F-12 z dodanim bar-
vilom fenol rdece, ki ima Sibko estrogensko delovanje. Celicno kulturo smo gojili 20 dni v
CO sinkubatorju pri 37 ‘C in 5-odstotnem CO, Opazovali smo razvoj celic v kulturi in
poskusali z razlicnimi metodami - oceno morjfologije, z analizo transkripcijskih oznace-
valcev, z imunohistokemicnimi oznacevalci jajcnih celic in s pretocno citometrijo po bar-
vanju s propidijevim jodidom ugotoviti, ali so prisotne jajcnim podobne celice.

Rezultati Privseh pomenopavznih Zenskah in pri 4 Zenskah s prezgodnjo menopavzo smo uspesno
osamili iz povrsinskega epitelija jajcnika potencialne maticne celice, ki so bile pozitivne za
oznacevalce embrionalnih maticnih celic - Oct-4, Sox-2, Nanog in za povrsinski antigen
SSEA-4. Pri teh Zenskah smo uspesno vzpostavili celicno kulturo jajcnika, v kateri so se na
priblizno 5. dan gojenja razvile jajénim podobne celice, pozitivne za transkripcijski ozna-
Cevalec Oct-4 in za imunohistokemicne oznacevalce jajcnih celic - c-kit, Oct-4, ZP2, DAZL
in celo meiotski oznacevalec SCP3. Oznacevalec SCP3 so izrazale celice v celicni kulturi
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Zakljucki

Kljucne besede

pomenopavznih Zensk, ne pa Zensk s prezgodnjo menopavzo. Pretocna citometrija po
barvanju celic s propidijevim jodidom je potrdila prisotnost haploidnih celic v celicni kul-
turi jajcnika pomenopavznih Zensk. Iz maticnih celic so se razvili tudi nekateri somatski
tipi celic - fibroblasti, nevronom podobne celice in mioblastom podobne celice. Pri Zen-
skah s prezgodnjo menopauvzo so se jajcnim podobne celice razvile samo ob prisotnosti
avtolognega seruma bolnice in predvsem ob prisotnosti seruma heterologne folikularne
tekocine, ne pa ob prisotnosti telecjega seruma.

Prui rezultati so spodbudni, saj kazejo fiziologijo jajcnika v povsem novi luci. V povrsin-
skem epiteliju jajcnika so prisotne potencialne maticne celice embrionalnega znacaja, ki
se v pogojih in vitro razvijejo v jajcnim podobne celice in druge tipe celic. Potrebne so
nadaljnje studije za boljSe razumevanje novih spoznanj.

embrionalne maticne celice, jajcna celica; kultura in vitro,; povrsinski epitelij jajcnika
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The dogma that the total number of follicles and oocytes available for reproduction are
determined at birth, and that one follicle and one oocyte are recruited from the existing
pool to mature in each menstrual cycle still persists. There is an increasing experimental
evidence that this might not be true. In the ovarian surface epithelium there might be non-
differentiated stem cells that might differentiate into oocytes also in adulit life. In this re-
search we aimed at isolating putative stem cells from the ovarian surface epithelium and
at evaluating in vitro oogenesis in the ovarian cell culture in vitro in women without natu-
rally present follicles and oocytes in their ovarian cortex — postmenopausal women and
women with premature ovarian failure.

Ovarian surface epithelium was scraped from the ovaries of 20 postmenopausal women
and 5 women with premature ovarian failure. We tried to find putative stem cells in ova-
rian scraping and to confirm them by transcription markers Oct-4, Sox-2, and Nanog, and
by surface antigen SSEA-4. Cell culture was set up by scraped cells in DMEM/F-12 medium
with phenol red, which shows a weak estrogenic activity. Ovarian cell culture was cultured
Jor 20 days in a CO sincubator at 37 C and 5 % CO,, Development of cells in the culture
was followed and the presence of oocyte-like cells was evaluated by using different methods
- evaluation of morphology, transcription markers, surface antigen markers, oocyte im-
munohistochemical markers, and flow cytometry after propidium iodide staining.

In all postmenopausal women and in 4 out of the 5 women with premature ovarian failu-
re putative stem cells were isolated from the ovarian surface epithelium, which were positi-
ve for transcription markers of embryonic stem cells Oct-4, Sox-2, Nanog, and for surface
antigen SSEA-4. In all these women ovarian cell culture was successfully established. In all
cultures oocyte-like cells developed approximately on day 5 of culture, which were positive

Sortranscription marker Oct-4 and immunohistological germ cell markers c-kit, Oct-4, ZP2,

DAZIL, and even meiotic marker SCP3. Marker SCP3 was expressed in oocyte-like cells de-
veloped in ovarian cell culture of postmenopausal women, but not in patients with prema-
ture ovarian failure. Flow cytometry after propidium iodide staining revealed a popula-
tion of potentially haploid oocyte-like cells in postmenopausal women. Stem cells developed
also into some somatic cell types, including fibroblasts, neuron-, and mioblast-like cells. In
patients with premature ovarian failure oocyte-like cells were developed only at the presen-
ce of autologous patient’s serum and mostly at the presence of heterologous follicular fluid
serum, whereas they did not develop at the presence of fetal calf serum.

First results are promising as they indicate the new insight into the physiology of the adult
human ovary. In the ovarian surface epithelium putative stem cells with embryonic cha-
racter are present, which can develop into the oocyte-like cells and other types of cells in
vitro. Further research is required to understand better these new findings.

embryomnic stem cells; in vitro culture; oocyte; ovarian surface epithelium
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Uvod

Ze ve¢ desetletij prevladuje na podrocju reproduk-
tivhe medicine in biologije splosno sprejeta dogma,
da je stevilo foliklov in jaj¢nih celic pri deklici ob
rojstvu dokon¢no. V odraslem obdobiju Zivljenja naj
bi se v vsakem menstruacijskem ciklusu izbral iz za-
loge foliklov en folikel, v katerem naj bi zrasla in
dozorela ena jaj¢na celica, pripravljena na oploditev.
Humani jaj¢nik naj bi se po stalni zalogi foliklov in
jajcnih celic razlikoval od testisa, v katerem lahko
spolne celice - spermiji nastajajo v vsem odraslem
obdobiju zivljenja. Eden glavnih zagovornikov te do-
gme je bil Zuckerman s sodelavci na podlagi Stetja
foliklov v jaj¢nikih.!

Ta dogma pravzaprav ni bila nikoli eksperimentalno
dokazana. Eden od razlogov za to je, da je humani
jaj¢nik zelo tezko raziskovati. In vivo studije so prak-
ticno nemogoce, vse do zdaj pa tudi ni bilo ustreznih
in vitro metod, ki bi omogocale natan¢nejse raziska-
ve fiziologije jaj¢nika.

Ves ¢as so dogmo mocno kritizirali. Ze zelo zgodaj,
leta 1870 in 1917, sta Waldeyer in Kingery domneva-
la, da potekata oogeneza in obnova foliklov v odra-
slem jaj¢niku iz germinalnega epitelija.>® Kingery je
potrdil nastanek jaj¢nih celic iz povrSinskega epiteli-
ja odraslega jaj¢nika bele misi. Tudi ameriska pionir-
jamoderne reproduktivne fiziologije - Allen in Evans
- sta iz svojega eksperimentalnega dela na jaj¢nikih
odraslih misi zakljucila, da lahko nove jajcne celice
nastajajo iz povrsinskega epitelija jajcnikov v odraslem
obdobju misi.*> Kljub mo¢nemu nasprotovanju se je
dogma ohranjala. Tudiv novejsiliteraturi lahko zasle-
dimo vedno vec teoreti¢nih kritik te dogme,* vse vec
pa je tudi eksperimentalnih del, ki kazejo na to, da v
odraslem humanem jaj¢niku morda tudi na novo na-
stajajo folikli oziroma jajéne celice. Veliko novega so
prispevala spoznanja o mati¢nih celicah, predvsem
na podrocju onkologije. Vedno ve¢ je dokazov, da
agresivni ovarijski tumorji nastajajo s proliferacijo ne-
diferenciranih mati¢nih celic jaj¢énika zaradi razli¢nih
dejavnikov okolja.!?

Zelo verjetno tudijaj¢ne celice v jajéniku lahko nasta-
nejo iz mati¢nih celic jaj¢nika.

Johnson in sodelavci iz Univerze Harvard, ZDA, so
mlade, predpubertetne misi tretirali s toksi¢nim bu-
sulfanom, s ¢imer so unicili vse primordialne folikle v
jaj¢niku, niso pa sprozili atrezije foliklov.!! Kljub te-
mu so bile v jajéniku istih, vendar odraslih zivali pri-
sotne celice, ki so bile zelo verjetno jaj¢ne celice, saj
so bile pozitivne za oznacevalec zgodnje meioze SCP3
(angl. synaptonemal-complex protein 3). Svoja opa-
Zanja so objavili v reviji Nature. Eno leto kasneje so
objavili svoja nadaljnja opazanja pri misi. Verjetno da
obstaja izvor jaj¢nih celic tudi zunaj jajénika - v kost-
nem mozgu, zelo verjetno so to mati¢ne celice.'? Kost-
ni mozeg misi je bil namre¢ pozitiven za oznacevalce
embrionalnih mati¢nih celic in jajénih celic. Poleg te-
ga so po transplantaciji kostnega mozga opazili na-
stajanje novih jaj¢nih celic pri prej steriliziranih odra-
slih misih. Predpostavlja se, da so v kostnem mozgu
prisotne mati¢ne celice, ki se lahko tudi v odraslem
jaj¢niku razvijejo v jaj¢ne celice.

Wright in sodelavci so objavili,"® da so v povrsinskem
epiteliju jaj¢nika fetusa, novorojenke, in odraslega hu-
manega jaj¢nika ugotovili veliko aktivnost emcima te-
lomeraze, znacilnega za hitro proliferajoce celice,
predvsem mati¢ne celice. Parrott in sodelavci paso v
povrsinskem epiteliju humanega in tele¢jega jaj¢nika
ugotovili izrazenost in aktivnost c-kit liganda/faktor-
ja mati¢nih celic (angl. stem cell factor).**

Bukovsky s sodelavci iz Univerze Tennessee, ZDA,
pa je prvi gojil povrsinski epitelij humanega jajc¢nika
v gojiscu za celi¢no kulturo z dodanim barvilom fe-
nol rdece, ki ima sibko estrogensko delovanje. Postr-
gal je povrhnjico jajénika pomenopavznih Zensk, go-
jil celi¢no kulturo in opazil poleg drugih celi¢nih
tipov razvoj velikih celic, ki so bile pozitivne za raz-
licne oznacevalce jaj¢nih celic.’® Njegova teoreti¢na
spoznanja so nas mo¢no pritegnila, saj se vsakodnev-
no srecujemo s tezkimi oblikami zenske neplodno-
sti, kot sta prezgodnja menopavza in slab odziv jaj¢-
nikov na hormonsko spodbujanje v programu zunaj-
telesne oploditve. Neplodnost zaradi prezgodnje me-
nopavze kot posledica genetskih nepravilnosti, pred-
vsem pa Se vedno neznanih razlogov, je ozdravljiva
samo z zunajtelesno oploditvijo darovanih jaj¢nih
celic. Podobno je z bolnicami, pri katerih kljub hor-
monskemu spodbujanju jajénikov v postopku zunaj-
telesne oploditve zaradi vec¢inoma nepoznanih de-
javnikov pridobimo le 1 ali 2 jaj¢ni celici slabe kako-
vosti. Nova spoznanja na podroc¢ju mati¢nih celic
jaj¢nika bi lahko bila v prihodnosti izjemnega pome-
na za zdravljenje najtezjih oblik ovarijsko pogojene
neplodnosti.’e-18

Namen nasega dela je bil 1. postrgati povrsinski epi-
telij jaj¢nikov pri Zenskah, ki naravno nimajo jaj¢nih
celic in foliklov - pri pomenopavznih Zenskah - in
prvi¢ tudi pri mladih bolnicah s prezgodnjo meno-
pavzo; 2. poiskati potencialne mati¢ne celice; 3. vzgo-
jiti celicno kulturo in 4. opazovati morebitno ooge-
nezo in vitro.

Bolnice in metode

V raziskavo smo vkljudili Zenske brez naravno prisot-

nih foliklov in jaj¢nih celic v skorji jaj¢nika:

- 20 pomenopavznih Zensk, starih 52 do 74 let, pri
katerih so bili jaj¢niki odstranjeni zaradi razli¢nih
ginekoloskih vzrokov, kot so na primer ciste ali pre-
ventivna odstranitev jaj¢nikov zaradi raka dojke;
izkljucili smo Zenske z ovarijskim tumorjem,;

- 5 zensk s prezgodnjo menopavzo, starih od 28 let
do 42 let, ki niso imele nobene poznane genetske
nepravilnosti. V serumu so imele mo¢no povisano
raven folikel-spodbujajo¢ega hormona (FSH). Vse
pacientke so imele sekundarno amenorejo in atro-
fi¢ne jajénike. Pri 4 pacientkah je bil vzrok prezgod-
nje menopavze nepoznan, pri 1 pacientki pa je bil
posledica kirurske odstranitve ovarijskega endome-
trioma. Pri vseh teh pacientkah smo laparoskop-
sko postrgali povrhnjico jaj¢nika s tanko, fino $¢et-
ko, ne da bi pri tem Zenska zakrvavela; $¢etko smo
sprali v sterilni fizioloski raztopini. Zatem je bila
opravljena e diagnosti¢na biopsija ter spiranje jajc-
nikov s sterilno, na telesno temperaturo ogreto fi-
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ziolosko raztopino in aspiracija tekoc¢ine iz Dougla-
sa (dr. Andrej Vogler).
Vse pacientke so v raziskavi sodelovale prostovoljno.
Bile so natan¢no obvescene o raziskavi in podpisale
pisno soglasje za vkljucitev v raziskavo.
Privseh zenskah smo postrgali povrsinski epitelij jaj¢-
nika, iskali v dobljeni suspenziji celic potencialne ma-
ticne celice, vzpostavili celi¢no kulturo in spremljali
razvoj jajénim podobnih celic v pogojih in vitro.
Raziskavo sta odobrili tako Komisija za medicinsko
etiko kot tudi Drzavna komisija za oploditev z biome-
dicinsko pomogjo.

Histoloski pregled tkiva jajcnika

Pri vseh zenskah je bila na tkivu jaj¢nika opravljena
klasi¢na histoloska ocena prisotnosti foliklov in jajc-
nih celic v skorji jajénika po barvanju rezin s hemato-
ksilin-eozinom in prisotnost povrsinskega epitelija
jaj¢nika po barvanju s citokeratinom po Ze ustaljenih
postopkih na Ginekoloski kliniki v Ljubljani. Za oce-
no povrsinskega epitelija je bilo tkivo jaj¢nika fiksira-
no v formalinu in obdano s parafinom. Rezine z de-
belino 10 um so bile nanesene na predmetna stekelca
za mikroskopiranje. Rezine so bile deparafinizirane
in rehidrirane s potopitvijo stekelc v 0,01 M citratni
pufer, pH 6,0, za 40 minut pri 98 °C. Nato so bila ste-
kelca ohlajena na sobno temperaturo in inkubirana z
mi$jimi monoklonskimi protitelesi proti citokeratinu,
clone 34bE12 (Dako, Glostrup, Danska), raztopljeni-
mi v pufru PBS. Stekelca so bila sprana in inkubirana
z zaj¢jimi antimisjimi imunoglobulini z vezano pero-
ksidazo. Peroksidaza je postala vidna z dodatkom raz-
topine diaminobenzidina po navodilih proizvajalca
(Dako, Danska). Konc¢no so bila stekelca dehidrirana,
prevlecena s kanadskim balzamom, rezine pa opazo-
vane pod svetlobnim mikroskopom. Celice povrsin-
skega epitelija so bile obarvane rjavo.

Iskanje potencialnih mati¢nih celic

V suspenziji celic, ki smo jih dobili s postrganjem po-
vrsinskega epitelija jaj¢nika, smo med celicami epite-
lija iskali potencialne mati¢ne celice. Pod invertnim
in navadnim svetlobnim mikroskopom smo na ogre-
ti delovni povrsini pregledovali kapljice suspenzije
celic pod povecavo 200-, 400-in 1000-krat. Osredoto-
¢ili smo se na hipoteticno majhne, okrogle celice z
velikim jedrom.

Celi¢na kultura

Po postrganju povrsinskega epitelijajajénikasmovLa-
boratoriju za oploditev z biomedicinsko pomocjo Gi-
nekoloske klinike v Ljubljani vzpostavili kulturo jaj¢-
nika v gojis¢u DMEM/F-12 z dodanim barvilom fenol
rdece (Sigma, ZDA) in serumom. Uporabili smo po-
doben nacin gojenja celicjaj¢nika kot Bukovsky, ven-
darsmo metodo tudi modificiraliin izvirno izpopolni-
li. Poleg gojenja celic ob prisotnosti tele¢jega seruma
smo celice gojili tudi ob prisotnosti inaktiviranega av-
tolognega seruma pacientke in ob prisotnosti seruma
izdarovane folikularne tekocine, kismojo dobiliv po-
stopku zunajtelesne oploditve. Folikularno tekoc¢ino
je po odstranitvijaj¢nih celic s pisnim soglasjem daro-

vala pacientka z vec¢jim Stevilom foliklov/jajénih celic,
kije v postopku zunajtelesne oploditve tudi zanosila.
Pacientka je bila prej testirana na viruse HIV, hepatitis
Ain Cinje bila dokazano neokuzena.

Kulturo jaj¢nika smo gojili 20 dni v CO -inkubatorju
(Haereus, Nemcija) na 37 °C in pri 5-odstotnem CO,.
Pri tem so se celice jaj¢nika pritrdile na podlago v po-
sodi za gojenje.Vsak dan smo kulturo jaj¢nika oziro-
ma razvoj celic opazovali pod invertnim mikrosko-
pom (Nikon, Japonska) pod povecavo 200 ali 400-krat.
Jajénim podobne celice smo opazovali morfolosko,
na podlagi velikosti (povprecni premer priblizno 100
um), prisotnosti glikoproteinske ovojnice - zone pel-
lucide in izlo¢enega polarnega telesa. Na koncu goje-
nja celi¢ne kulture smo celice sprostili z encimom tri-
psin-EDTA (Sigma, ZDA). Suspenzijo celic smo anali-
zirali na razli¢ne nacine.

Analiza transkripcijskih oznacevalcev Nanog,
Sox-2 in Oct-4, znacilnih za embrionalne
maticne celice, z RT-PCR

Analiza transkripcijskih oznacevalcev potencialnih
mati¢nih celic v suspenziji celic takoj po postrganju
povrsinskega epitelija jaj¢nika in jaj¢nim podobnih
celic v celi¢ni kulturi in vitro po 20 dneh gojenja je
bila opravljena v Laboratoriju za imunohematologijo
na Zavodu za transfuzijsko medicino Slovenije. Celo-
kupna RNA je bila iz celic izolirana z RNAeasy Mini
Kit-om (Qiagen, Hilden, Nemcija). RT-PCR je bil izva-
jan s SuperScriptTM One-Step RT-PCR s Platinum® Taq
(Invitrogen, California, ZDA) po navodilih proizvajal-
ca. Sekvence ‘primerjev’ za gen Oct-4 so bile: 5°-ga-
aggtattcagccaaacgac-3” in 5”-gttacagaaccacactcgga-3 -,
za gen Nanog: 5 -tgcaaatgtcttctgetgagat-3~ in 5°-
gttcaggatgttggagagttc-3~ in za gen Sox-2: 5 "-atgcaccg-
ctacgacgtga-3~ in 57-cttttgcaccecteccattt-3". Z napra-
vo Thermal Cycler 9700 Perkin Elmer so bili ustvarje-
ni naslednji pogoji delovanja: 50 °C za 30 minut za
sintezo cDNA, 94 ‘C 2 minuti za predenaturacijo, 40
ciklusov po 30 sekund pri 94 °C, 55-62 °C (odvisno od
amplificiranega gena) za 30 sekund, 72 °C za 1 minu-
to in 72 ‘C za 10 minut za finalno ekstenzijo. Produkti
PCR so bili naneseni na 2-odstotni agarozni gel, ki je
vseboval 0,5 mg/ml etidijevega bromida. Rezultati so
bili spremljani glede na ustrezno velikost PCR pro-
duktov - 315 baznih parov za gen Oct-4, 285 baz-
nih parov za gen Nanog in 437 baznih parov za gen
Sox-2. Uporabili smo 2 negativni kontroli: vodo brez
DNA-ze/RNA-ze in celokupno RNA izolirano iz stare
kulture povsem diferenciranih, odraslih humanih hon-
drocitov. Za pozitivho kontrolo smo uporabili celo-
kupno RNA, izolirano iz periferne krvi.

Analiza antigena SSEA-4, znacilnega za
embrionalne matic¢ne celice

Antigen SSEA-4 potencialnih mati¢nih celic v suspen-
ziji celic takoj po postrganju povrsinskega epitelija
jaj¢nika je bil analiziran s preto¢no citometrijo na Za-
vodu za transfuzijsko medicino, Laboratorij za imu-
nohematologijo. Sprane celice (5 x 10°) so bile inku-
birane z misjimi monoklonskimi protitelesi, specific-
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nimi za SSEA-4 (Abcam plc, Cambridge, Velika Brita-
nija) 30 minut na ledu in v temi. Nato so bile celice
sprane in inkubirane s FITC-konjugiranimi antimisji-
mi IgG (H+L) protitelesi (Abcam plc, Cambridge, Ve-
lika Britanija) 30 minut v temi. Kontrolne vzorce smo
obarvali z izotipskimi kontrolnimi protitelesi. Po spi-
ranju smo celice analizirali s preto¢nim citometrom
FACSCalibur (BD Biosciences), pri ¢emer smo upora-
bili CellQuest (BD Biosciences) programski paket za
analizo.

Imunohistokemicna analiza oznacevalcev
jaj¢nih celic

Imunohistokemi¢ne analizejajénim podobnih celic po
20 dneh gojenja, ki smo jih vzgojili in vitro, so bile
opravljene na Reproductive Genetics Institute Chica-
20, Illinois, ZDA (Dr. Nicolas Zechin Dr. Jury Verlinsky).
Celice so bile analizirane na oznacevalce, znacilne za
zarodne celice. Celice, podobnejajénim celicam, so bi-
le po 20 dneh gojenja fiksirane v4-odstotnem parafor-
maldehidu 30 minut, per-
meabilizirane z 0,1 % Tri-
ton-X, sprane in blokirane
v PBS pufru, ki je vseboval
normalni serum osla (sc-
2044, Santa Cruz Biotech-
nology, Inc.,Santa Cruz, Ca-
lifornia). Uporabljenasobi-
la primarna protitelesa za
Oct-4 (sc-9081), c-kit (sc-
1493), ZP2 (sc-23710), VA-
SA (sc-48705), DAZL (sc-
27332), TRA-60 (sc-21705),
Tra-81 (sc-23710) in SCP3
(sc-33875) proizvajalcaSan-
ta Cruz Biotechnology, Inc.
Celice so bile inkubirane s
protitelesi preko noci na 4
“C. Nato so bile celice spra-
neininkubirane 40 minuts
FITC-konjugiranimisekun-
darnimi protitelesiza ozna-
¢evanje germinalnih celic-
ckit,ZP2, VASA, DAZL, TRA-
60 in TRA-81 in SCP3 in
TRITC-konjugiranimi proti-
telesi za Oct-4. Hkrati so bi-
la celi¢na jedra obarvana s
4' 6-diamidin-2-fenilidol
(DAPI; modro). Za negativ-
no kontrolo smo izklju¢ili
primarna protitelesa iz pr-
vega inkubacijskega po-
stopka.

jo) s preto¢no citometrijo na Institutu za mikrobiolo-
gijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v
Ljubljani. Za ugotavljanje koli¢ine DNA v celicah (plo-
idije) je bil uporabljen Cycle TEST™ PLUS DNA Re-
agent Kit (Cat. No. 340242, Becton Dickinson) za
preto¢no citometrijo po proizvajal¢evih navodilih.
Metoda je vkljucevala raztapljanje membranskih lipi-
dov celic z neionskim detergentom, odstranitev ce-
licnega citoskeleta in jedrnih proteinov s tripsinom,
razgradnjo celicne RNA z encimom in stabilizacijo
jedrnega kromatina s sperminom. Propidijev jodid je
bil vezan na Cista, izolirana jedra s procesiranjem na
preto¢nem citometru s sposobnostjo dvojne diskri-
minacije. S propidijevim jodidom obarvana jedra so
oddajala fluorescenc¢no svetlobo z valovno dolzino
med 580 in 650 nm. Uporabljan je bil detektor FACS-
can fluorescenca 2 (FL2), opremljen s 585/42 filtrom
za analizo oddajane svetlobe z valovno dolzino 564
do 606 nm. Za kontrolo smo uporabili limfocite iz
periferne krvi.

Sl. 1. Majhne, okrogle, Se nedefinirane celice (puscica), ki smo jih nasli v suspen-

zifi celic po postrganju povrsinskega epitelija jajcnika med epitelijskimi celica-

mi. (A: svetlobni mikroskop, povecava x 1000. B: svetlobni mikroskop, povecava
x 1000. Slika C: invertni mikroskop, povecava x 400).

Pretoc¢na citometrija za
ugotavljanje kolicine
DNA v celicah

V celicah, sproscenih iz ce-
licne kulture jaj¢nika po 20
dneh gojenja, smo ugotav-
ljali koli¢ino DNA (ploidi-

Figure 1. Small, round, non-defined cells (arrow), which were found in ovarian

surface epithelium scraping among epithelial cells. (A: light microscope, magni-

Sfication x 1000. B: light microscope, magnification x 1000. C: inverted micro-
scope, magnification x 400).
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Rezultati

Pri nobeni od vklju¢enih
bolnicvskorjijaj¢nikanibi-
lofoliklovinjajénih celic. Pri
vseh pomenopavznih Zen-
skah in pri 4 Zenskah s pre-
zgodnjo menopavzo smo
opazili dobro razvit povr-
inskiepitelijjaj¢nika. Povr-
Sinskega epitelija nismo
opazili samo pri bolnici, ki
so ji pred tem kirursko od-
straniliendometriomjaj¢ni-
kov.

Sl. 2. Celicna kultura jajcnika. A: Fibroblasti. B: Okrogla, jajéni podobna celica

med fibroblasti (invertni mikroskop, povecava x 200).

Nepoznane celice po
postrganju povrsin-
skega epitelija jaj¢nika
Vsuspenziji celic, kismojih
dobili po postrganju povr-
Sinskega epitelija jaj¢ni-
kov vseh pomenopavznih
zensk in pri4 od 5 pacientk
s prezgodnjo menopavzo,
smo med epitelijskimi celi-
cami opazili majhne, Se ne-
definirane okrogle celice
(SL. 1) s premerom 2 do
4 um. Celice so imele na po-
vr$ini majhen mehurcek.
Omenjenih celic nismo
opazili pri pacientki, ki je
imela kirursko odstranjen
endometriom jaj¢nikov.

Figure 2. Ovarian cell culture. A: Fibroblasts. B: Round, oocyte-like cell among
Sfibroblasts (inverted microscope, magnification x 200).

B

SlL. 3. Nevronom podobne celice. A: Splet celic, podobnih nevronom. B: Nastajajo-
ca celica, podobna nevronu (invertni mikroskop, povecava x 400).

Figure 3. Neuron-like cells. A: Cluster of neurone-like cells. B: Appearing neuro-

Celi¢na kultura

Pri vseh pomenopavznih

zenskah in pri4 od 5 pacientk s prezgodnjo menopav-
70 smo uspesno vzpostavili celi¢no kulturo jaj¢nika.
Celi¢ne kulturejaj¢nika nismo uspelivzpostavitisamo
pribolnicis prezgodnjo menopavzo, prikateriso prej
kirursko odstranili endometriom jaj¢nikov.

Po 2 do 3 dneh gojenja smo opazili pritrjanje celic
jaj¢nika na podlago in zacetek diferenciacije celic v
razli¢ne tipe celic, predvsem fibroblaste (SI. 2A). Pri-
blizno 5. dan gojenja smo opazili pojav okroglih ce-
lic, po morfologiji podobnih jaj¢nim celicam, s pre-
merom 60 do 80 um. Razvijale so se obi¢ajno ob pri-
sotnosti oziroma fizi¢nem stiku fibroblastov (Sl. 2B).
V celi¢ni kulturi smo opazili tudi celice, podobne nev-
ronom (8. 3) in mioblastom (Sl. 4). Po 20 dneh goje-
nja smo pritrjene celice jaj¢nika sprostili s podlage.
Nekatere celice so po premeru merile od 80 do
100 mm (SL 5 in 6). Pri vsaki Zenski smo opazili vec
kot 10 jajénim podobnih celic. Pri pacientkah s pre-
zgodnjo menopavzo so se jajénim podobne celice raz-
vijale samo ob prisotnosti avtolognega seruma in se-
ruma iz heterologne folikularne tekocine, ne pa ob
prisotnosti telec¢jega seruma; najbolje so se jaj¢nim
podobne celice razvijale ob prisotnosti seruma hete-
rologne folikularne tekocine.

ne-like cell (inverted microscope, magnification x 400).

Sl. 4. Mioblastu podobna celica (invertni mikroskop,
povecava x 400).

Figure 4. Myoblastlike cell (inverted microscope, ma-
gnification x 400).
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SL 5. Jajcni podobna celica med drugimi celicami (in-
vertni mikroskop, povecava x 400).

Figure 5. Oocyte-like cell among other cells (inverted
microscope, magnification x 400).

SL. 6. Jajcni podobna celica (invertni mikroskop, pove-
cava x 400).

Figure 6. Oocyte-like cell (inverted microscope, magni-
Sfication x 400).

Transkripcijski oznacevalci, znacilni za
embrionalne mati¢ne celice

Se nepoznane celice v suspenziji celic, postrganih iz
povrsinskega epitelija jaj¢nika, ki smo jih opisali zgo-
raj - mati¢ne celice so takoj po postrganju in tudi po
20 dneh gojenja in vitro izrazale transkripcijske ozna-
¢evalce Oct-4, Sox-2 in Nanog. Izrazenost genov je bi-
la izrazitejsa takoj po postrganju povrsinskega epite-
lija jaj¢nika, kot po 20 dneh gojenja (Sl. 7). Jaj¢nim
celicam podobne celice so po 20 dneh gojenja izraza-
le transkripcijski oznacevalec Oct-4.

1 2 3 4 5 6 7

SL. 7. Analiza transkripcijskih oznacevalcev z RT-PCR.
A: za izrazZenost gena Nanog. B: za izraZenost gena
Sox-2. C: za izrazenost gena Nanog. Linija 1: moleku-
larni oznacevalec; Linija 2: potencialne maticne celi-
ce po 20-dnevnem gojenju, Linija 3: negativna kon-
trola (voda); Linija 4: pozitivna kontrola (periferna
kri); Linija 5: potencialne maticne celice takoj po po-
strganju povrsinskega epitelija jajcnika; Linija 6: ne-
gativna kontrola (stara kultura povsem diferencira-
nih hondrocitov in vitro); Linija 7: molekularni ozna-
Cevalec.

Figure 7. Transcription marker analysis by RT-PCR.
A: for Nanog gene expression. B: for Sox-2 gene ex-
pression. C: for Oct-4 gene expression. Lane 1: mole-
cular marker; Lane 2: isolated population of putative
stem cells after 20 days of culture; Lane 3: no template
control (water); Lane 4: positive control (peripheral
blood); Lane 5: stem cells just after ovarian surface
epithelium scraping; Lane 6. negative control (com-
pletely in vitro differentiated chondrocytes from an
old cell culture); Lane 7: molecular marker.

Povrsinski antigen SSEA-4, znacilen za
embrionalne matic¢ne celice

Po postrganju povrsinskega epitelija jaj¢nika so bile
celice v suspenziji pozitivhe na povrsinski antigen
SSEA-4 (S1. 8).
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SL. 8. Celice, postrgane iz povrsinskega epitelija jajcnika, antigen pozitivne za
SSEA-4 pri pacientki s prezgodnjo menopavzo.

Figure 8. Cells, scraped from the ovarian surface epithelium and positive for
SSEA-4 antigen in a patient with premature ovarian failure.

A B

c D

E

SL. 9. Imunohistokemicni oznacevalci
Jajénih celic. A: Celice, pozitivne za
c-kit (zelena barva; modra so DAPI
obarvana jedra). B: Celica, pozitivna
za Oct-4 (rdeca barva). C: Celica po-
zitivna za ZP2 (zelena barva,; modri
sta DAPI obarvani jedri — binuklear-
na celica). D: Celice, pozitivne za

DAZL (modra barva). E: Celica, pozi-
tivna za SCP3 (rdeca barva).

Figure 9. Immumnohistochemical mar-

kers of oocytes. A: C-kit positive cell (green colour; nuclei stained by DAPI

are blue). B: Oct-4 positive cell (red colour). C: ZP2 positive cell (green colour;

two DAPI stained nuclei - binuclear cell). D: DAZL-positive cells (blue colour).
E: Cell, positive for SCP3 meiotic protein).

Imunohistokemic¢ni
oznacevalci, znacilni za
jajéne celice

V celi¢ni kulturi bolnic s
prezgodnjo menopavzo so
se razvile jaj¢nim podobne
celice, ki so bile pozitivne
za oznacevalce zgodnjih, Se
nezrelih jajénih celic c-kit
(S1.9A), Oct-4 (S1. 9B) in ZP2
(SL.9C).V celi¢ni kulturi po-
menopavznih Zensk pa so
se razvile jaj¢nim podobne
celice, ki so bile pozitivne
na oznacevalce c-kit, Oct-4,
ZP2, pa tudi DAZL (Sl. 9D)
in meiotski oznacevalec
SCP3 (SL 9E).

Prisotnost haploidnih
celic

S pretoc¢no citometrijo smo
v populaciji 30.000 celic,
sprodc¢enih iz celi¢ne kultu-
re jaj¢nika pomenopavznih
Zensk, v primerjavi z diplo-
idnimi perifernimi limfoci-
ti zaznali tudi populacijo ce-
lics priblizno polovi¢no ko-
licino DNA, kar je ustrezalo
haploidnim celicam (SL. 10).
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S1. 10. Analiza celic s pretocno citometrijo po barvanju s propidije-

vim jodidom. A: analiza celic iz celicne kulture jajcnika - prisot-

nost populacije haploidnih in diploidnih celic. B: analiza limfoci-
tov iz periferne krvi — prisotnost samo diploidnih celic.

Figure 10. Cell analysis by flow-cytometry after propidium iodide

staining. A: analysis of cells released from the ovarian cell culture-

presence of the population of haploid and diploid cells. B: analysis

of lymphocytes from the peripheral blood — presence of diploid cells
only.

celice, ki smo jih dokazali tako s tran-
skripcijskimi oznacevalci kot tudi z imu-
nohistoloskimi oznacevalci za jaj¢ne ce-
lice.

Gre za prvo studijo, ki z ustreznimi ozna-
Cevalci potrjuje potencialne embrional-
ne mati¢ne celice v odraslem humanem
jajcniku. Mednarodna skupina strokov-
njakov - ‘Iniciativa za raziskave matic-
nih celic’ je namrec¢ ugotovila z raziska-
vo 59 razli¢nih linij humanih mati¢nih
celic, izoliranih iz zarodkov, izrazenost
transkripcijskih oznacevalcev in antige-
nov, ki smo jih potrdili v nasi raziskavi.'
Poleg tega nasi rezultati potrjujejo re-
zultate Ratajczaka in njegove skupine,
ki je dokazala zelo podobno populacijo
mati¢nih celic z embrionalnim znacajem
v kostnem mozgu idr. tkivih odraslega
cloveka.?*-2? Presenetljivo je, da tudi v
odraslih tkivih ¢loveka lahko najdemo
mati¢ne celice z embrionalnim znaca-
jem. Oznacevalci kazejo na to, da so te
celice enako pluripotentne in s tem spo-
sobne diferenciacije v razli¢ne tipe celic
tako kot celice, izolirane iz humanega
zarodka. Ce bo nadaljnje delo pokazalo,
da je to res, ne bo ve¢ potrebno unice-
vati humanih zarodkov v raziskovalne
namene in namene zdravljenja degene-
rativnih obolenj za potrebe reproduk-
tivne medicine. Postavlja se hipoteza, da
v telesu ¢loveka ostane zaloga mati¢nih
celic z embrionalnim znacajem 3e iz
zgodnjega embrionalnega obdobja Ziv-
ljenja. Da gre res za embrionalne matic-
ne celice, sedaj postopno dokazujemo
tudi z in vitro in na zivalskem modelu
tudi in vivo diferenciacijo celic v celice
vseh treh kli¢nih linij (endoderm, mezo-
derm, ektoderm). IzraZenost genov, zna-
¢ilnih za embrionalne mati¢ne celice, se
je pri potencialnih mati¢nih celicah jaj¢-
nika med gojenjem manjsala, saj so bile
v sistemu kokulture, primernem za dife-
renciacijo celic, ne pa v dediferenciacij-
skem gojiscu, ki bi ohranjalo njihovo ne-
diferenciranost in pluripotentnost.
Kultura celic jaj¢nika se kaze kot zanimi-
va metoda za $tudij oogeneze in folikulo-
genezeinvitro, patudidiferenciacije dru-
gihtipov celic, na primer nevronov. Seto-
Young s sodelavci je ugotovil, da so celi-
ce v celi¢ni kulturi jajénika steroidno ak-

Razpravljanje

Nase delo kaze, da so v povrsinskem epiteliju jaj¢nika
zensk brez naravno prisotnih jaj¢nih celic in foliklov
poleg epitelijskih celic prisotne tudi Se nepoznane,
nediferencirane celice, pozitivne na transkripcijske
oznacevalce, znacilne za embrionalne mati¢ne celi-
ce. Te celice se lahko v celi¢ni kulturi jaj¢nika razvije-
jo v razli¢ne tipe celic, predvsem v jaj¢nim podobne

tivne in se pritem odzivajo na dodaniinzulin in gona-
dotropine.?® Gre za sistem kokulture celic jaj¢nika, v
katerem si celice med seboj pomagajo pri diferenci-
aciji. Omenjeni sistem bi lahko predstavljal prednost
predklasi¢nim sistemom iz vitro maturacije (IVM) ne-
zrelihjaj¢nih celicv postopku zunajtelesne oploditve,
saj celice rastejo in se diferencirajo v prisotnosti dru-
gih celic, ki jim pri tem pomagajo. Opazili smo, da se
jaj¢nim podobne celice razvijajo v prisotnosti fibrobla-
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stov. To bi morda lahko razlozili z dejstvom, da fibro-
blasti vsebujejo encim aromatazo, ki sodeluje pri pret-
vorbi hormonov steroidov v estrogene.” Poleg tega
fibroblastisproscajo tudirastnifaktor (bFGF), pomem-
ben za rast in razvoj drugih celic.?®

Ze vec studij je pokazalo, da se nediferencirane
mati¢ne celice lahko razvijejo v jaj¢ne celice v po-
gojih in vitro. Novak s sodelavci je objavila v reviji
Stem Cells, da se miSje embrionalne mati¢ne celice
lahko v laboratorijskih pogojih razvijejo v jaj¢nim
podobne celice, ki so pozitivne za mejotski oznace-
valec SCP3; le-ta pa kaze nenormalno porazdelitev v
jedru in nepovezanost s kromosomi.?” Fluorescenc-
na hibridizacija in situ (FISH) je pokazala, da v jedrih
teh celic ni bilo za mejozo znacilne sinapti¢ne orga-
nizacije homolognih kromosomov, temve¢ orga-
nizacija kromosomov, znacilna za somatske celice.
Poleg tega so bile omenjene zarodne celice negativ-
ne za druge proteine - oznacevalce mejoze, kot so
SCP1, SCP2, STAG3 (angl. stromal antigen 3), REC8
(angl. meiotic protein similar to the rad21 cohesins)
in SMC1 (angl. structural maintenance of chromoso-
mes-1)-beta. Novak s sodelavci je zakljucila, da opa-
zene celice, podobne jaj¢nim, ne napredujejo v pro-
cesu mejoze.

Za razliko od Novakove je Lacham-Kaplan s sodelav-
ci iz misjih embrionalnih celic v posebnem gojiscu
za podporo celi¢ne kulture testisa (angl. testicular
conditioned medium) vzgojila posebne strukture, po-
dobne foliklom, ki so vsebovale jaj¢ne celice brez
ovojnice - zone pellucide, pozitivne za razli¢ne ozna-
¢evalce izrazenosti genov, znacilnih za spolne celice:
Oct-4, Mvh, c-kit, Stella in DAZL.* V foliklom podob-
nih strukturah so zaznali tudi izrazenost genov, zna-
¢ilnih za jaj¢ne celice - Fig alpha in ZP (angl. zona
pellucida).

Zelo presenetljivo je spoznanje Dannerja s sodelavci,
ki je v reviji Molecular Human Reproduction objavil,
da se odrasle matic¢ne celice iz pankreasa pri ¢loveku,
pozitivne za oznacevalce mati¢nih celic Oct-4, nestin
in SSEA-1, lahko v celi¢ni kulturi spontano razvijejo v
jajcne celice, ki kazejo izrazenost mejotskih proteinov
SCP3 in DMC1.# To potrjuje opazanja Johnsena,'* da
obstajajo mati¢ne celice kot izvor jaj¢nih celic tudi iz-
ven jaj¢nika. Da so v epitelijski plasti tudi mati¢ne ce-
lice, ki se lahko razvijejo v jajénim podobne celice, pa
potrjujejo tudi spoznanja, ki jih je objavil Dyce s so-
delavci®® Ugotovili so namred, da se v celi¢ni kulturi
koze prasi¢jega fetusa razvijejo foliklom podobne
strukture, v katerih so bile velike, jaj¢nim podobne
celice. Foliklom podobne strukture so izlocale estra-
diol in progesteron ter se odzivale na dodajanje go-
nadotropinov. Jaj¢nim celicam podobne celice so bi-
le pozitivne za mejotski oznacevalec SCP3 in oznace-
valce za zono pellucido. Nekatere od jaj¢nim podob-
nih celic so se razvile v strukture, podobne parteno-
genetskim zarodkom.

Nasi rezultati so v nasprotju z opazanji Liua s sodelav-
ci, ki so z razli¢nimi molekularno genetskimi metoda-
mi ugotovili,da v humanem jaj¢niku ni mati¢nih celic
in na novo nastajanja jaj¢nih celic.*' Poudariti je po-
trebno, da so se pri svojem delu osredotocili na skor-
jo jaj¢nika, mi pa na njegov povrsinski epitelij.

Pri pomenopavznih Zenskah smo z imunohistoloski-
mi oznacevalci dokazali, da so bile jaj¢nim podobne
celice bolj zrele; pozitivne so bile na zgodnji mejotski
oznacevalec SCP3 in pretocna citometrija je potrdila
tudi prisotnost haploidnih celic. Pri Zenskah s pre-
zgodnjo menopavzo smo z imunohistoloskimi ozna-
Cevalci potrdili jaj¢nim podobne nezrele celice na zgo-
dnejsih razvojnih stopnjah, ki so se optimalno razvi-
jale ob prisotnosti seruma heterologne folikularne te-
kocine. To bi lahko razlozili z zelo bogato biokemi¢-
no sestavo folikularne tekocine, ki vsebuje tudi raz-
licne poznane in $e neznane snovi, pomembne za rast
in dozorevanje jaj¢nih celic.

Razvojjaj¢nih celic iz mati¢nih celic jaj¢nika do sedaj
Se ni bil dokazan, kot tudi niso bile dokazane mati¢ne
celice jaj¢nika. Nase raziskave kazejo, da so v povrsin-
skem epiteliju odraslega humanega jaj¢nika prisotne
embrionalne mati¢ne celice, ki se lahko v pogojih in
vitro diferencirajo v razli¢ne tipe celic, vklju¢no zjaj¢-
nim podobnimi celicami.

Zakljucki

Nase delo kaze, da so v povrsinskem epiteliju jaj¢nika
zensk brez naravno prisotnih jajénih celic in foliklov
- pomenopavznih Zensk in Zensk s prezgodnjo me-
nopavzo poleg epitelijskih celic prisotne tudi do se-
daj Se neopisane, nediferencirane celice. Te celice so
pozitivne za transkripcijske oznacevalce Oct-4, Sox-2
in Nanog, znacilne za embrionalne mati¢ne celice.
Prav tako so pozitivne za povrsinski antigen SSEA-4,
znacilen za embrionalne mati¢ne celice. V celi¢ni kul-
turi jaj¢nika se te celice spontano razvijejo v razli¢ne
tipe celic, predvsem v jaj¢nim podobne celice. Neka-
tere celice, ki se razvijejo v celi¢ni kulturi, so tako po
velikosti kot tudi po morfologiji zelo podobne jajc-
nim celicam, so pozitivne za transkripcijski oznace-
valec Oct-4 in za imunohistoloske oznacevalce, zna-
¢ilne zajajéne celice - c-kit, Oct-4, ZP2, DAZL in SCP3. S
pretoc¢no citometrijo smo potrdili prisotnost haplo-
idnih celic v celi¢ni kulturi. Nujno je nadaljnje delo.
Poskusamo nadalje dokazati pozitivnost jaj¢nim po-
dobnih celic za razli¢ne mejotske oznacevalce in ugo-
toviti njihov genetski status ter diferenciacijo teh ce-
lic v celice vseh treh kli¢nih linij iz vitro in in vivo na
zivalskem modelu. Dosedanji rezultati so zelo spod-
budni, saj kazejo fiziologijo jaj¢nika povsem v novi
luci. Kaze, da iz povrsinskega epitelija jaj¢nika lahko
izoliramo mati¢ne celice z embrionalnim znacajem.
To je pomembno, saj kaze na to, da embrionalnih ma-
ti¢nih celic ni mogoce dobiti samo iz humanega za-
rodka, temvec tudi izhumanega jaj¢nika. Poudariti pa
je potrebno, da je do potencialne klini¢ne uporabe
matic¢nih celic jaj¢nika za zdravljenje ovarijske neplo-
dnosti ali za potrebe regenerativne medicine Se zelo
zelo dale¢ in bo potrebno e ogromno trdega inter-
disciplinarnega dela.
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