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ARGUMENTS FOR POSSIBILITY OF NEO-OOGENESIS IN ADULT FEMALE OVARY

Summary

The establishment of maximum reserve of the oogenetic cells in early fetal life and the lack of possibility of the multiply in post-
natal period are widely known and proved in female mammalian reproductive biology. However, this statement was questioned
by Johnson et al. (2004). According to Johnson, there are primordial germ cells in the ovarian envelope (funica albuginea),
which are able to undergo the mitotic divisions. Moreover, he postulates that oocytes undergo meiosis and mature in the formed
ovarian follicles. This phenomenon was called a neo-oogenesis. The Johnson’s publication was the beginning of research on
possibilities and efficiency of this process.

Currently there is a lot of scientific evidence for and against the possibilities of the postnatal oocytes formation and the ovarian
follicles regeneration in the mammals and, what is more important, in the human. The results of the following research may
confirm the neo-oogenesis hypothesis:

1. The morphological tests, in which the histological and histochemical methods as well as the genetic modified primordial germ
cells are used.

2. 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) incorporation and detection in mtDNA anti-BrdU antibody in germ cells located in the

ovarian surface epithelium (OSE), which indicates on division activity of examined cells.

3. Cultured of cells derived from OSE gives rise to oocyte-like cells, genetics analysis and transplantation to adult female.

Busulphan-induced depletion of the follicle reserve and regeneration de novo of ovarian follicle.

Identification of germ cells and oocytes derived from bone marrow and peripheral blood macrophage and follicle regenera-

tion.

The further research, proper interpretation of the results, wide discussion and extensive knowledge of the oogenesis course and
control in the mammals and human are required to elucidate this problem.
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Jedna z podstawowych, a zarazem najwazniejsza,
cecha kazdego zywego organizmu jest zdolno$é do
reprodukcji, czyli pozostawiania po sobie potomstwa.
Strategie reprodukcyjne reprezentowane w przyrodzie sg
rozmaite. W przypadku ssakow, a tym samym cztowieka,
jest nig zyworodnos$¢, czyli mozliwo$¢ wewnetrznego
zaptodnienia i rozwoju zarodka oraz ptodu wewnatrz
organizmu matki w trakcie procesu zwanego cigza.
Ta najbardziej wyrafinowana forma opieki wymaga od
samicy duzego pos$wiecenia embriologicznego i ekolo-
gicznego. Mozliwo$¢ ptodzenia potomstwa jest mozliwa
jedynie, gdy u osobnika prawidtowo zachodzg procesy
gametogenezy, czyli powstawania i dojrzewania zdolnych
do zaptodnienia gamet. Fakt ten okreslany jest pierwot-
na cechg ptodnosci. W drodze ewoluciji, i jako cechy
przystosowawcze, samce i samice ssakow reprezentujg
inne, rézne pod wieloma wzgledami, strategie przebiegu

i regulacji spermatogenezy i owogenezy. Cho¢ u obu pfci
wyréznicowanie sie linii komérek ptciowych i powstanie
gonad zachodzi we wczesnych okresach rozwoju za-
rodkowego to dalszy przebieg jest u samcédw mozliwy
po osiggnieciu dojrzatosci piciowej, natomiast u samic
oogeneza przebiega zupetnie odmiennie (1).
Podstawowym dogmatem w embriologii ssakéw,
waznym w naukach medycznych zajmujacych sie rozro-
dem i ptodnosciag cztowieka, jest stwierdzenie, ze proces
oogenezy rozpoczyna sie w zyciu ptodowym i zatrzymuje
w momencie urodzenia. Tym samym liczba potencjal-
nych komorek szlaku ptciowego mogacych w okresie
zycia kobiety przeksztatci¢ sie w zdolne do zaptodnie-
nia komorki jajowe jest wczesnie determinowana i nie
powieksza sie (2, 3). Utrata zdolnos$ci reprodukcyjnych,
nastepujaca z przyczyn naturalnych w okresie meno-
pauzy, jest wynikiem wyczerpania sie zapasu komorek
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prekursorowych. Moment rozpoczecia mejoz w okresie
prenatalnego rozwoju jajnikéw jest, jak sie wydaje, okre-
sem wystepowania najwiekszej mozliwej liczby komorek
prekursorowych dla gamet zenskich, u cztowieka przy-
pada on na okoto 5. miesigc zycia ptodowego. W tym
momencie mozna doliczy¢ sie w ptodowych jajnikach
az 9 000 000 profazowych oocytow | rzedu. Od tej chwili
oocyty moga jedynie zanika¢ w wyniku procesow apop-
totycznych, co prowadzi do redukciji ich liczby do okoto
1 000 000 w momencie urodzenia. Jest ona zalezna od
genetycznego mechanizmu regulacji apoptozy, miedzy
innymi proporcjonalnej aktywnosci genow Bax i Bcl-2. Na
jej przebieg majg réwniez wptyw dziatajace lokalnie na
terenie jajnika czynniki wzrostu IGF-1 i TGFB (4). Wokot
oocytéw profazalnych w okresie zycia ptodowego za-
czynajg formowac sie pierwotne pecherzyki jajnikowe, w
ktorych oocyty przechodzg dalsze etapy rozwoju zakon-
czone owulacjg do banki jajowodu. Liczne obserwacije
histologiczne prowadzone na wielu gatunkach ssakow i
czlowieku wskazujg na fakt, ze liczba pecherzykow jaj-
nikowych, a tym samym oocytéw jest zdeterminowana
prenatalnie i nie jest mozliwe ich powstawanie i uzupet-
nianie liczby w okresie dorostego zycia samic. Poglad
ten, powstaty w latach 50., a ugruntowany ostatecznie
w latach 60. XX wieku, wydaje sie jednym z dogmatéw
biologii rozwoju ssakéw (5, 6).

Czy jest on jednak niezachwianym pewnikiem?

Badania majgce na celu wyjasnienie problemu prze-
biegu i mechanizméw kierujacych powstawaniem ko-
mérek jajowych u ssakéw przeprowadzono réwniez w
aspekcie porownawczym. Objeto nimi wiele gatunkow,
a uzyskane wyniki potwierdzity ogolnie przyjety mo-
del wczesnej oogenezy jako procesu zachodzacego w
okresie embrionalnym. Jednak w przypadku matpiatek
udato sie stwierdzi¢ wyjatkowosé tych proceséw. Opi-
sano mozliwosci powstawania i odnawiania sie dzieki
podziatom mitotycznym pierwotnych komérek piciowych
i, dzieki temu, regeneraciji puli pierwotnych pecherzykow
w jajnikach u dorostych, dojrzatych ptciowo samic.Te wy-
jatkowg mozliwo$¢ wtdrnego, postnatalnego powstawa-
nia pierwotnych pecherzykow jajnikowych opisano jako
naturalny i wazny reprodukcyjnie proces, zapewniajacy
wydtuzong ptodnos¢ u matpiatek, miedzy innymi gatun-
kow: Loristardigraduslydekkerianus i Nycticebuscoucang.
Pierwotne komorki ptciowe, zdolne do statych podziatow
mitotycznych, odkryto u nich w najbardziej zewnetrznej
strefie korowej dojrzatego jajnika. Komérki te spetniaty
wszystkie kryteria dla tego typu komérek, a przede
wszystkim przechodzity liczne podziaty mitotyczne i
mogty rozpoczyna¢ mejozy, a w trakcie ich profaz rézni-
cowaly sie wokét nich nowe, pierwotne pecherzyki jajo-
we. Wzrastaty one i byty zrédtem owulujacych komérek
rozrodczych (oocytéw Il rzedu) zdolnych do zaptodnienia
i efektywnie decydujgcych o ptodnosci osobnikéw nawet
w starszym wieku (7-10).

Jednak rowniez w przypadku innych ssakow, jak row-
niez cziowieka, stata obecno$¢ i mozliwos¢ odnowy puli
pierwotnych komérek piciowych w jajnikach jest mozliwa.
Jedng z posrednich przestanek, uzasadniajgcych moz-
liwos¢ wystepowania w dorostych jajnikach komorek
prekursorowych dla oocytéw, sa obserwacje kliniczne
przyczyn powstawania wielu form nowotworéw jajnikow

u kobiet. Zdecydowana wiekszo$¢ form tych nowotwo-
row ma pochodzenie endodermalne lub wywodzi sie z
najbardziej korowych stref jajnika, a zwtaszcza z komorek
nabtonka (tunicalabuginea) pokrywajacego ten narzad.
Sugeruje to, ze w tych rejonach moga znajdowac sie
niewyspecjalizowane, pierwotne komorki, ktére po za-
burzeniach genetycznych lub dysfunkcji molekularnych
systemow regulacyjnych moga wznowi¢ proliferacje i
namnazajac sie klonalnie da¢ poczatek nowotworowe;j
tkance guza. Podobne do powstajgcych z zewnetrznych
komdrek jajnika histologiczne typy nowotworéw rozpo-
znano w przypadku ich pochodzenia z pecherzykéw
jajnikowych, zarébwno pierwotnych, jak i rozwijajacych sie.
W tym przypadku, obok mutacji w genomach komorek
linii ptciowej lub somatycznych, przyczyng nowotworze-
nia byty zaburzenia w parakrynowym oddziatywaniu mie-
dzy komédrkami, szczegdlnie w proporcjach czynnikéw
wzrostu: IGF, EGF i TGF oraz obecnosci lub braku ich
receptoréw komérkowych (11-13).

Przetomowym momentem w badaniach nad procesa-
mi neo-oogenezy u ssakow, od ktérego wzrosto zainte-
resowanie problemem, byto opublikowanie w 2004 roku
w Nature pracy, zdaniem autoréw, jednoznacznie wska-
zujacej na obecnosci gonocytdéw i odnawiania puli pe-
cherzykéw jajnikowych u dorostych samic myszy (14).
Stosujac, obok podstawowej metody histologicznej, kilka
nowoczesnych metod, miedzy innymi immunohistoche-
miczne znakowanie komdrek specyficznymi markerami,
odwrotng transkrypcje PCR oraz transplantacje komé-
rek zwierzat transgenicznych znakowanych poprzez
przeniesienie genu biatka zielonej fluorescenciji, autorzy
pracy udowodnili wystepowanie pierwotnych komorek
ptciowych w nabtonku pokrywajacym jajniki. Komorki te
nie tylko tkwity w nabtonku, ale réwniez miaty zdolno$¢
do mitoz oraz rozpoczynania podziatdw mejotycznych,
przeksztatcania sie w oocyty i odtwarzania puli pierwot-
nych pecherzykoéw jajnikowych w jajnikach samic wyste-
rylizowanych w wyniku podania busulphanu. Nie udato
sie jednak okresli¢, jaki jest mechanizm tych procesow
i czy majg one miejsce w nieuszkodzonych jajnikach
i zachodzg w naturalnych procesach cykli estralnych
myszy. Praca ta wskazuje jednak na mozliwo$¢ regene-
racji liczby oocytéw w postnatalnym okresie oogenezy
réwniez innych samic ssakow.

Naturalnym rozwinieciem kierunku badan jest stwier-
dzenie neo-oogenezy u cztowieka, jak rowniez implikacje
zdrowotne i znalezienie zastosowan klinicznych tego
procesu.

Opublikowane w latach 2004 i 2005 wyniki badan prze-
mawiajg za mozliwoscig obecnosci i aktywnosci pierwot-
nych komorek ptciowych, jak rowniez zdolnosci jajnikow
do formowania pierwotnych pecherzykéw jajnikowych
nie tylko w okresie ptodowym, ale réwniez u dorostych,
dojrzatych ptciowo kobiet. Autorzy potwierdzajg teze, ze
populacja pecherzykow jest w jajniku bardzo dynamiczna
i obejmuje procesy ich zamierania oraz rozwoju i owula-
cji. Prenatalne pochodzenie podstawowej puli oocytéw
i pierwotnych pecherzykéw nie budzi u nich zadnych
zastrzezen, podobnie jak pochodzenie i réznicowanie sie
komdrek pecherzykowych otaczajacych oocyty. Jednak
obserwacje struktury i funkcjonowania jajnikow dorostych
kobiet pozwolity autorom na postawienie hipotezy, ze
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pierwotne pecherzyki jajnikowe mogg tworzy¢ sig i odna-
wia¢ w okresie postnatalnym. Zrédtem nowych komérek
praptciowych oraz prymitywnych komérek granularnych,
z ktérych rdznicuja sie warstwy pecherzykowe, moze byé
ostonka biatawa jajnika (tunicaalbuginea) lub nabtonek
powierzchniowy jajnika — struktury zawierajace, wedtug
autoréw pracy, bipotencjalne komérki prekursorowe
(15, 16).

W tym samym czasie stwierdzono, ze pierwotne
komérki prekursorowe dla ptciowych w organizmie ssa-
ka mogg przetrwac¢ okres prenatalny i wystepowac u
dorostego osobnika w innych tkankach i narzgdach niz
jajniki. Takim miejscem moze by¢ tkanka siateczkowo-
-Srédbtonkowa szpiku kostnego, z ktérego naturalnym
sposobem moga po namnozeniu przedostawac sie i
krazy¢ w krwi obwodowej, majgc zdolno$¢ do kolonizacii
jajnikéw (15, 17). Jednak brak mozliwosci przeprowadze-
nia eksperymentu embriologicznego na jajnikach kobiet,
a konieczno$¢ badan jedynie materiatu sekcyjnego
lub kultur komérkowych, uniemozliwia jednoznaczne
zweryfikowanie postawionej hipotezy méwigcej, ze osta-
teczna liczba oocytéw u cztowieka determinowana jest
w okresie prenatalnym, a w jajnikach, w odrdznieniu od
jader, poza ten okres nie sg magazynowane zdolne do
mitotycznego mnozenia pierwotne komérki ptciowe.
Problem pozostat jednak otwarty, a jego rozwigzanie
wymaga udoskonalenia technik badawczych lub zmiany
filozoficznego podejscia do ewolucyjnych mechanizmow
ksztattujgcych swoisto$é przebiegu procesoéw i przysto-
sowan reprodukcyjnych u réznych gatunkdéw ssakéw, w
tym i cztowieka (3).

Gromadzenie informacji naukowych, ktére potwier-
dzajg mozliwosci postnatalnego powstawania oocytow
i regeneracji puli pecherzykéw jajnikowych u samic
wiekszosci ssakéw, a przede wszystkim cziowieka, ale
réwniez weryfikujg te hipoteze, odbywa sie z zastosowa-
niem kilku metod badawczych (18, 19).

Pierwsza grupa to badania morfologiczne, umozli-
wiajace identyfikacje w jajnikach odpowiednich typow
komorek z zastosowaniem technik histologicznych i
histochemicznych. Ich uzupetnieniem jest zastosowanie
5-bromo-2-deoksyurydyny (BrdU), wigczajgcej sie do
mitochondrialnego DNA komoérek, potaczone z wykrywa-
niem w komorkach ostonki jajnika przeciwciat anty-BrdU,
co wskazujace na aktywnos¢ podziatowg analizowanych
komorek, a tym samym ich znaczenie w procesie odnowy
gonocytéow. W zdolnych do neo-oogenezy, wyrdzniaja-
cych sie wielko$cig wéréd nabtonkowych komoérkach
ostonki jajnika wykazano aktywno$¢ markerowego en-
zymu fosfatazy alkalicznej. Reakcja taka jest charak-
terystyczna w gonocytach formujacych sie w okresie
prenatalnym (14, 15, 20), jak réwniez obecnos¢ marke-
rowego, specyficznego dla mejozy biatka SCP3 (21) oraz
wysokiej aktywnosci transkrypcyjnej genéw aktywnych w
poczatkowych etapach podziatu redukcyjnego komorek
prekursorowych gamet (22). O zdolnosci do podziatow
komorkowych poprzedzajacych zmiany i roznicowanie
komorek $wiadczy rowniez zdolnos¢ do wbudowywa-
nia BrdU do replikujagcego DNA, zwtaszcza w obrebie
mitochondriow (mtDNA). Proces ten obserwowany w
dzielacych sie mitotycznie komérkach szlaku ptciowego
gonad, jak réwniez wchodzacych w mejoze oocytach,

ma miejsce réwniez w komdrkach ostonki jajnika (3, 23,
24) i jest interpretowany jako ich przygotowanie do prze-
ksztatcenia sie w neo-ootyczne gonocyty (14). Badania te
moga by¢ uzupetniane obserwacjami przeprowadzonymi
z zastosowaniem i mozliwos$cig detekcji przeciwciat anty-
-BrdU. Wskazujg one na fakt, ze replikacji ulega nie tylko
mtDNA, ale réwniez DNA jadrowy, co jest warunkiem
koniecznym dla prawidtowych podziatéw komérkowych
(25, 26).

Nowoczesne techniki hodowli komérkowych w wa-
runkach in vitro pozwalajg na analizowanie podziatow,
zachowania i predyspozycji do réznicowania sie w po-
dobne do oocytéw formy komorek pochodzacych z
ostonki jajnika, jak rowniez ich genetyczng analize oraz
przeszczepianie do jajnikow dorostych samic i $ledzenie
dalszych loséw w jego tkance (3, 23). Uzyskane komorki
zostaty okreslone przez autoréw mianem komérek po-
dobnych do oocytéw (oocyte-like), czego wyrazem byto
tworzenie struktur podobnych do ostonki przejrzystej
(zona pellucida) oraz obecnos¢ biatkowych antygenéw
charakterystycznych dla tej btony jajowej. Dodatkowym
argumentem byty obserwacje zachowania sie jader
komérkowych przypominajace zmiany zachodzace w
normalnych oocytach, okreslane jako rozpad pecherzyka
zarodkowego (germinal vesiclebreakdown). Uzyskane
wyniki nie sg jednak catkowicie zgodne z procesami
majgcymi miejsce u myszy, w oocytach uzyskiwanych w
wyniku hodowli i réznicowania in vitro z embrionalnych
komaérek macierzystych (27).

Odmiennym modelem badawczym byty eksperymen-
ty polegajace na blokowaniu funkcji jajnikdbw dorostych
samic myszy i obserwowanie cofania sie wywotanych
chemicznie zaburzen. Czynnikiem uzytym byt w tym
przypadku busulphan, cytostatyk wywotujgcy apoptoze
komérek podziatowych, co w obrebie jajnikéw powoduje
rozpad i eliminacje pecherzykdw jajnikowych prowadza-
cg do sterylnosci zwierzat (28, 29). Wysterylizowane z
zastosowaniem tego srodka myszy, jak wykazata ana-
liza histologiczna, nie miaty w jajnikach pecherzykow,
apoptoza dotkneta zwtaszcza lezace w najbardziej ze-
wnetrznych warstwach kory jajnika pecherzyki pierwotne.
Pozostawienie zwierzat w hodowli przez kilka miesiecy
prowadzito do poprawy funkcji jajnikow. Pod ostonka
jajnika pojawiaty sie pojedyncze pecherzyki pierwotne, a
nawet udato sie zaobserwowac dalsze stadia ich rozwoju.
Wyniki te byty interpretowane jako odnowa i regeneracja
pecherzykoéw zachodzaca w oparciu 0 komorki podobne
do gonocytéw, wywodzace sie z ostonki jajnika. Nie wia-
domo jednak, czy w tym przypadku samice odzyskiwaty
przynajmniej potencjalng ptodnos¢, gdyz nie $ledzono
dalszych loséw odnowionej populacji pecherzykéw (14,
30).

Jak wida¢ neo-oogeneza moze zosta¢ zapoczatko-
wana réwniez dzieki mozliwosci réznicowania sie gono-
cytéw z niezréznicowanych komorek prekursorowych
pochodzacych spoza jajnika. Moga to by¢ réznego typu
pierwotne komorki biorgce normalnie udziat w procesach
regeneracji lub fizjologicznego funkcjonowania narzgdéw
(81). Szczegdlng uwage zwrécono na pochodzace z
uktadu krwiotwdrczego, czerwonego szpiku kostnego
(82, 33) lub bedace sktadnikami i krazace w krwi (17).
Stwierdzono mozliwosé przemieszczania sie komorek
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wraz z krwig do jajnikdw, przenikania przez sciany na-
czyn i kolonizacji ich warstwy korowej, w obrebie ktérej
moga mie¢ miejsce procesy ich réznicowania w komorki
gonialne, co ostatecznie prowadzi do powstawania funk-
cjonalnych i zdolnych do owulacji pecherzykéw jajniko-
wych, zawierajgcych prawidtowe, w petni uksztattowane
i zdolne do owulacji oocyty. Bardziej obiecujace wyniki
uzyskano w trakcie badan nad przeszczepianiem komo-
rek szpiku kostnego, co, jak sugerujg autorzy, moze by¢
nawet w przysztosci zastosowane jako metoda leczenia
nieptodnosci wywotanej uszkadzajgcym dziataniem na
jajniki czynnikéw zewnetrznych lub chemioterapii.
Uzyskane do chwili obecnej wyniki badah w kierun-
ku poznawania procesu neo-oogenezy sg najczesciej
pionierskie, niepotwierdzone, a nawet majg charakter
wstepny. Akceptacja lub odrzucenie hipotezy o mozli-
wosci formowania komérek szlaku ptciowego u ssakéw
w okresie postnatalnymu (dorostych samic) wymaga
jeszcze wielu badan uzupetniajagcych, a zwtaszcza po-
twierdzajgcych dotychczasowe osiagniecia, jak row-
niez rozlegtej i wnikliwej konfrontaciji wynikéw z innymi
doniesieniami z pokrewnych dziedzin oraz starannej
interpretaciji, a nawet reinterpretacji wynikéw. Dopiero te
dziatania mogg doprowadzi¢ do lepszego poznania pro-
cesu oogenezy, a nawet, jak sugeruja niektorzy autorzy,
zastosowania wynikow w praktyce klinicznej, np. przy
leczeniu niektérych form nieptodnosci u ludzi. O
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