Streszczenie

Jajnik ssakdw jest parzystym gruczolem rozrodczym umiejscowionym wewnatrz jamy
otrzewnej. Ze wzgledu na morfologie i funkcje skiada si¢ z dwoch glownych stref: kory i
rdzenia. Kora zbudowana jest z tkanki tacznej, w ktorej znajdujg sie pecherzyki jajnikowe w
roznych stadiach rozwojowych. Jest tez Zrédlem réznych populacji dorostych komoérek
macierzystych (ASCs).

Domniemane komoérki macierzyste (PSCs) to heterogenna populacja drobnych
i okragtych ASCs z jadrem wypelniajacym prawie calg komoérke. PSCs zostaly wyizolowane
immunomagnetycznie wzgledem epitopéw SSEA-4 i CD34 z kory jajnika trawionej
enzymatycznie. Jednak w toku badan, ze wzgledu na profil ekspresji markeréw typowych dla
komérek macierzystych wybrano PSCs izolowane wylgcznie wzgledem epitopu SSEA-4.
Charakterystyka fenotypowa uzyskanych komoérek PSC SSEA-4" wykazala, ekspresje
marker6w multipotencjalnych, mezenchymalnych komérek macierzystych (MSCs) przy
braku specyficznej ekspresji kluczowych markeréw pluripotencji. Ponadto w hodowli in vitro
PSCs SSEA-4" tworzyly typowe dla komérek macierzystych skupiska przypominajace ciala
embrioidalne. PSCs SSEA-4" réznicowaly si¢ w komorki ukladu nerwowego pod wplywem
zwigzkow takich jak forskolina, kwas retinowy i bFGF. Ekspresja nestyny i NeuN $wiadczy o
zroznicowaniu PSCs SSEA-4+ w komorki podobne do neuronéw, a ekspresja GFAP
dowodzi, ze niektore z nich zréznicowaly si¢ rowniez w glej. Dodatkowo analiza aktywnosci
kanalow jonowych patch clamp potwierdzila, ze w wyniku réznicowania otrzymano komarki,
ktore elektrofizjologicznie zachowujg sie jak neurony. PSCs SSEA-4" réznicowano takze w
srodblonek naczyn przy pomocy czynnikéw wzrostu m. in. bFGF, VEGF, R3-IGF-1 oraz
hEGF. Analizy charakterystycznych dla srodblonka naczyn markeréw takich jak VE-
kadheryna i VEGFR dowodza, ze uzyskane komorki rzeczywiscie sa komérkami érodblonka.
Potwierdzajg to réwniez testy funkcjonowania komorek. Zaréwno w tescie migracji jak i
tescie tworzenia naczyn uzyskano pozytywne wyniki.

Steroidy anaboliczne sg weigz powszechnie stosowane w masowej hodowli zwierzat
gospodarskich ~ oraz  nielegalniec  stosowane  tak  przez  sportowcow,  jak
I amatoréw, pomimo, ze s3 uznawane za zwigzki potencjalnie rakotwoércze. W niniejszej
pracy badano wplyw wybranych steroidow anabolicznych (boldenon
i nandrolon) na PSCs SSEA-4". Boldenon i nandrolon maja silne dzialanie anaboliczne oraz

stabe dzialanie androgenowe prawdopodobnie przez receptor androgenowy (AR). Dodatkowo



nandrolon jest silnym progestagenem, przez co jeszcze silniej moze zaburza¢ funkcjonowanie
zenskiego ukladu rozrodczego. PSCs SSEA-4" hodowano in vitro w obecnosei obu steroidow
oddzielnie przez 7 1 14 dni. Zaréwno po 7 jak 1 14 dniach oba zwigzki indukowaly
podwyzszong ekspresje bialek CD44 1 CD133, ktorych nadekspresja jest charakterystyczna
dla macierzystych komdrek nowotworowych (CSC) oraz nowotworow jajnika.

Izolowane immunomagnetycznie PSCs SSEA-4" maja charakter multipotencjalnych
MSCs. Z powodzeniem mogg by¢ réznicowane w rozne komorki uktadu nerwowego oraz w
komorki $rédbtonka naczyn. Dodatkowo sg podatne na dzialanie innych zwigzkow
endokrynnie czynnych w tym steroidéw anabolicznych, ktére mogg potencjalnie kierowaé

PSCs SSEA-4+ na droge kancerogenezy.
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Summary

Mammalian ovaries are the twin reproductive glands located inside the peritoneal
cavity. According to morphology and function, the ovaries consists of two main zones: the
cortex and the core. The ovarian cortex is made up of connective tissue with follicles at
various stages of development. It is also a source of different adult stem cell (ASCs)
populations.

Putative stem cells (PSCs) are a heterogeneous population of tiny and round ASCs
with a nucleus that fills almost the entire cell. PSCs were immunomagnetically isolated due to
the presence of SSEA-4 and CD34 epitopes from the ovarian cortex which was enzymatically
digested. Based on the expression of stem cells (SCs) markers, for further experiments we
chose PSCs isolated only for the presence of the SSEA-4 epitope. Characterization of the
PSCs SSEA-4" phenotype revealed the expression of multipotent, mesenchymal stem cell
(MSCs) markers. In contrast, PSCs SSEA-4" do not show specific expression of key
pluripotency markers. In addition, PSCs SSEA-4+ cultured in vitro formed aggregates which
are similar to embryonic bodies typical of SCs. PSCs SSEA-4" differentiated into cells of the
nervous system with compounds such as forskolin, retinoic acid and bFGF. Expression of
nestin and NeuN indicates the differentiation of PSCs SSEA-4" into neuron-like cells,
whereas expression of GFAP proves that part of the PSCs SSEA-4" also differentiated into
glial cells. Moreover analysis of the activity of ionic channels by the patch clamp method
confirmed that as a result of differentiation, cells that electrophysiologically behave like
neurons were obtained. PSCs SSEA-4" were also differentiated into the vascular endothelium
using growth factors such as bFGF, VEGF, R3-IGF-1 and hEGF. Analysis of characteristic
endothelial markers such as VE-cadherin and VEGFR shows that the cells obtained are indeed
endothelial cells. This is also confirmed by cell functioning tests. In both the migration test
and the vascular test, positive results were obtained.

Anabolic steroids are still widely used in the industrial livestock breeding and illegally
used, both by athletes and amateurs, although they are considered to be potentially
carcinogenic. This work investigated the effect of selected anabolic steroids (boldenone and
nandrolone) on PSCs SSEA-4". Boldenone and nandrolone are probably to have a strong
anabolic effect and weak androgenic effects via the androgen receptor (AR). In addition,
nandrolone is a strong progestogen, which may even more actively affect the functioning of

the female reproductive system. PSCs SSEA-4" were cultured in vitro in the presence of both



steroids separately for 7 and 14 days. After that time both compounds contributed to the
increased expression of CD44 and CD133 proteins, whose overexpression is characteristic of
cancer stem cells (CSCs) and ovarian tumors.

Immunomagnetically isolated PSCs SSEA-4" are multipotent MSCs. They can be
successfully differentiated into various cells of the nervous system and endothelial cells.
Moreover PSC SSEA-4" are susceptible to other endocrine compounds, including anabolic

steroids, which may potentially direct PSC SSEA-4" into carcinogenesis.
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