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Izvlecek - Izhodisca. V raziskavi ugotavijamo, koliksen je
med jajcnimi celicami, ki jih dobimo pri aspiraciji preovula-
tornih jajcnih foliklov v hormonsko spodbujanih ciklih, delez
nezrelih jajcnih celic z jedrom v metafazi (M I oociti) ali celo
profazi (GV oociti) prve redukcijske delitve in kaksna je spo-
sobnost zorenja jajcnih celic in vitro v preprostem gojiscu brez
dodanih hormonouv.

Metode. Pri 818 Zenskah, spodbujanih z agonisti sprosceval-
cev gonadotropinov (GnRHa) in gonadotropini, smo po aspi-
raciji preovulacijskih jajcnih foliklov dobili 4972 jajcnih celic.
Le-tem smo odstranili celice kumulusa ooforusa in korone ra-
diate in pod mikroskopom ocenili mejotsko zrelost. Celice v
metafazi druge redukcijske delitve (M II oociti) in tiste, ki so
dozorele po 5 urah, smo uporabili klinicno v postopku intra-
citoplazmatskega injiciranja semencice v jajéno celico (ICSI).
Preostale nezrele celice smo pustili v enostavnem gojiscu. Sta-
nje njihove jedrne zrelosti smo ocenjevali po enem oziroma
dveh dnevih zorenja. In vitro zorenje jajcnih celic smo klinic-
no uporabili tudi v 14 ciklih z vsemi nezrelimi celicami.

Rezultati. Med 4731 jajcnimi celicami z odstranjeno korono
in kumulusom je bilo 4199 (88,8%) zrelih M II oocitov, 295
(6,2%) nezrelih M I oocitov in 237 (5%) nezrelih GV oocitov.
Vpogojih in vitro je dozorelo 68,7% (90/131) GV oocitov. Med
M I oociti je 63,6% (136/214) celic dozorelo ze po 5 urah in
26,6% (57/214) do naslednjega dne. Pri vseh 14 Zenskah s
samo nezrelimi jajcnimi celicami na dan aspiracije smo po
zorenju in vitro in ICSI postopku pridobili zarodke za prenos.
Dosegli smo 4 nosecnosti in dve rojstvi.

Zakljucki. Nezrele jajcne celice, ki jih dobimo v hormonsko
spodbujanih ciklih, lahko postanejo klinicno uporabne, ce jih
pustimo zoreti in vitro v enostavnem gojiscu brez dodanih
rastnih faktorjev in hormonouv.
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Abstract - Background. Among oocytes obtained during aspi-
ration of preovulatory ovarian follicles in hormonally stimu-
lated cycles, we ascertained the percentage of immature oocy-
tes with the nucleus in the metaphase (M I oocytes) or even in
the prophase (GV oocytes) of the first meiotic division and the-
ir capacity to mature in vitro in a simple medium without
hormonal supplements.

Methods. In 818 women, stimulated by gonadotropin releasing
hormone agonist (GnRHa) and gonadotropins, aspiration of
preovulatory size follicles yielded 4972 oocytes. From these we
denuded cells of cumulus oophorus and corona, meiotic ma-
turity was evaluated under a microscope. Cells in the meta-
phase of the second meiotic division (M II oocytes) and those
maturing after 5 hours were used clinically in the intracyto-
plasmic sperm injection (ICSI) procedure. Immature cells we-
re left in the simple medium. The degree of their nuclear matu-
rity was evaluated after one and after two days of culture. In
vitro maturation was clinically used also in 14 cycles with no
mature oocytes.

Results. Among 4731 oocytes with denuded corona and cu-
mulus, 4199 (88.8%) were mature M II oocytes, 295 (6.2%)
immature M I oocytes and 237 (5%) immature GV oocytes.
Under in vitro conditions, 68.7% (90/131) GV oocytes attain-
ed maturity. Among M I oocytes, 63.6% (136/214) cells matu-
red already after 5 hours and 26.6% (57/214) until the next
day. In all 14 women with only immature oocytes, the em-
bryos for embryotransfer were obtained after in vitro matura-
tion and ICSI procedure. The result was four pregnancies and
two deliveries.

Conclusions. Immature oocytes, obtained in hormonally sti-
mulated cycles, may become clinically applicable if left to ma-
ture in vitro in a simple medium without supplementation of
growth factors and hormones.
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Uvod

Hormonsko spodbujanje ovulacije pri Zenskah z agonisti
sproscevalcev gonadotropinov (GnRHa) in folikle stimulira-
jo¢im hormonom (FSH) povzroci zorenje vec¢ kohort foliklov.
V ¢asu hormonskega zdravljenja se stanje jedra jaj¢ne celice
ne spreminja. Jedro vsebuje pare homolognih kromosomov
in ostaja v profazi prve redukcijske delitve, v kateri je od roj-
stva zenske. Pod mikroskopom ga opazimo kot germinalni
vezikel (GV). Sele dajanje humanega horioni¢nega gonado-
tropina (hCG) v fazi preovulacijske velikosti foliklov, ki nado-
mesti bioloski dvig koncentracije luteinizirajo¢ega hormona
(LH),spodbudijedrojaj¢ne celice posredno preko drugih me-
hanizmov k nadaljevanju redukcijske delitve (1). Iz mirujoce-
ga diktiotenskega stadija profaze (GV oocit) preide jedro v
metafazo prve (M I oocit) in nato v metafazo druge redukcij-
ske delitve (M II oocit), ko poc¢aka na zdruzitev s semencico.
Ta prehod se zgodi tik pred ovulacijo.

V postopku zunajtelesne oploditve (IVF) dobimo jaj¢ne celi-
ce iz foliklov razli¢ne velikosti in zrelosti. Encimsko in mehan-
sko odstranjevanje celic kumulusa ooforusa in korone radi-
ate od jaj¢ne celice nam omogoci ocenjevanje njene mejotske
zrelosti. Pogosto lahko opazimo, da nekatere od jaj¢nih celic,
dobljenih v hormonsko spodbujanih ciklih, kljub dajanju hCG
ne uspejo jedrno dozoreti in vivo. Zaradi neustreznega mejot-
skega razvoja oocitov taksne nezrele celice navadno ne upo-
rabimo v klini¢ne namene.

Mejotsko dozorevanje jaj¢ne celice lahko poteka tudi in vitro.
Prvo porocilo o zorenju ¢loveskih jajénih celic in vitro sega v
leto 1965 (2), vendar je bila prva nosec¢nost zabelezena Sele 18
let kasneje (3), ko so nezrele celice iz hormonsko spodbuja-
nih ciklov z FSH in hCG uporabili v postopku IVF. Zrelost
jaj¢nih celic so ocenjevali po velikosti kumulusa ooforusa in
po sirini korone radiate, njihova jedrna zrelost pa je bila ne-
znana. Sele leta 1991 so dosegli nose¢nost po pravem zorenju
jaj¢nih celic in vitro, ki so jih dobili iz 2 do 5 mm velikih foli-
klov v naravnih ciklih po ovariektomiji (4).

Nosec¢nosti z uporabo hormonsko nespodbujanih jaj¢nih ce-
lic pri ¢loveku, dozorelih in vitro, so redke (4-7). Se redkeje
pa zasledimo nosecnosti iz jajénih celic, ki so ostale nezrele
kljub danemu hCG in so dozorele in vitro (8, 9).

V nasi $tudiji poro¢amo o uspesnosti zorenja GV in M I ooci-
tov iz hormonsko spodbujanih ciklov v preprostih pogojih in
vitro in o prvih klini¢nih nosec¢nostih, dosezenih z uporabo
jaj¢nih celic, dozorelih in vitro.

Raziskavo je odobrila Komisija za medicinsko etiko pri Mini-
strstvu za zdravstvo Republike Slovenije.

Material in metode

Hormonsko spodbujanje ovulacije

Pri 818 zenskah, vklju¢enih v program spodbujanja ovulacije
zaradi zdravljenja neplodnega para, smo z GnRHa povzrocili
desenzibilizacijo hipofize. Zdravilo smo dali med 18. in 20.
dnem menstruacijskega cikla. Po 14 do 21 dneh smo priceli s
spodbujanjem ovulacije s ¢istim FSH. Razvoj jaj¢nih foliklov
smo sledili z ultrazvokom. Ko je predovulacijski folikel dose-
gel premer 18 mm, smo dali 10.000 IE hCG. Vsebino jaj¢nih
foliklov smo aspirirali 36 ur po dajanju hCG.

Zorenje jaj¢nih celic in vitro

V tekodini iz foliklov smo iskali jaj¢ne celice. Najdene celice
smo prenesli v gojis¢e s pufrom HEPES (Flushing medium,
Medicult, Danska). Celice kumulusa ooforusa in korone radi-
ate smo odstranili encimsko s 30-sekundnim izpostavljanjem
jaj¢ne celice hialuronidazi (80 mIE/ml; Medicult, Danska) in
mehansko s pipetiranjem jaj¢ne celice skozi zozeno kapilaro.

Ociscenim celicam smo ocenjevali jedrno zrelost oziroma fa-
zo redukcijske delitve. Merilo za ocenjevanje je bila prisot-
nost prvega polarnega telesa oziroma germinalnega vezikla.
Zrele M IT oocite, ki so imeli izlo¢eno prvo polarno telo (sl. 3),
smo uporabili klini¢no v postopku ICSI. Nezrele M I oocite
smo prepoznali po odsotnosti polarnega telesa v perivitelin-
skem prostoru (sl. 2), GV oocite pa po prisotnosti germinalne-
gavezikla (sl. 1).

SL. 1. Nezrela jajcna celica v profazi prve redukcijske delitve z
Jedrom v obliki germinalnega vezikla (GV).

Fig. 1. Immature oocyte in prophase of first meiotic division
with nucleus in the form of germinal vesicle (GV).

SL. 2. Nezrela jajcna celica v metafazi prve redukcijske delitve.
Germinalni vezikel se je razgradil, v perivitelinskem prostoru
pa se ni izlocenega prvega polarnega telesa.

Fig. 2. Immature oocyte in metaphase of first meiotic division.
Germinal vesicle broke down but first polar body is not yet
extruded.

Vsako nezrelo jajéno celico brez celic kumulusa ooforusa ali
korone radiate smo prenesliv 15 ul kapljico enostavnega goji-
§¢a (IVF medium, Medicult, Danska) v petrijevki, prekrito s
parafinskim oljem. Gojis¢u nismo dodali hormonov, rastnih
faktorjev ali krvnega seruma. Celice smo gojili v inkubatorju
pri 37 °C, 5% CO, in 95% relativni vlaznosti.

Prvo ocenjevanje dozorelosti smo opravili ze po 5 urah, pred
koncem delavnika. Tiste nezrele celice, ki so v tem ¢asu dozo-
rele, smo uporabili klini¢no za postopek ICSI. Stopnjo oploje-
nosti prinjih smo primerjali s kontrolno skupino, kisojo pred-
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SL. 3. Zrela jajéna celica v metafazi druge redukcijske delitve.
Ena garnitura homolognih kromosomouv se je izlocila s prvim
polarnim telesom (PT).

Fig. 3. Mature oocyte in metaphase of second meiotic division.
One set of homologous chromosomes was extruded with the
first polar body (PT).

stavljali zreli M II oociti. Preostale jaj¢ne celice smo pustili zo-
reti do naslednjega dne.

Po enem dnevu dozorele jaj¢ne celice smo uporabili za posto-
pek ICSI samo, ¢e pri bolnici na dan aspiracije foliklov nismo
nasli nobene zrele celice. V tem primeru smo v jaj¢ne celice
vbrizgali semencice iz svezega semenskega vzorca njihovih
partnerjev.

Izbira parov za ICSI

Indikacije za postopek ICSI so bile: a) nizka koncentracija se-
mencicvsemenskem izlivu (< 500.000 gibljivih in morfolosko
normalnih semencic, ocenjenih po strogih Tygerbergovih me-
rilih); b) kombinacija prejsnje okvare, s katero od okvar pri
zenski, ki povzroca neplodnost in ¢) neoplojenost vseh jajc¢-
nih celic v vsaj dveh predhodnih zaporednih IVF ciklih ne
glede na koncentracijo semencic v izlivu.

Postopek ICSI

Za pripravo semena smo uporabili tehniko centrifugiranja se-
menskega izliva s 40% in 80% PureSperm (Nidacon, Svedska).
Semencice v usedlini smo ponovno centrifugirali v ¢istem go-
jis¢u in jih nato prenesli v kapljico polivinilpirolidona (PVP)
(Medicult, Danska).

Mikrokirurski poseg na jaj¢ni celici (ICSI) smo opravili na
invertnem mikroskopu IMT-2 (Olympus), opremljenim z
mikromanipulatorji (Narishige MO-188). Postopek je potekal
v kapljicah gojis¢a pod parafinskim oljem. Jajéno celico smo
pritrdili na oprijemalno pipeto (COOK, Avstralija) in jo name-
stili v sredis¢e vidnega polja, tako da je bilo polarno telo v
polozaju urinega kazalca na 6 ali 12. Z injekcijsko pipeto (CO-
OK, Avstralija) smo se dotaknili repa gibljive semencice, da
se je prenehala gibati, in jo nato povlekli v pipeto za injicira-
nje. Z isto pipeto smo prodrli skozi zono pelucido in pla-
zemsko membrano v citoplazmo jaj¢ne celice. Preboj plazma
membrane smo zaradi njene elasticnosti zagotovili z dodat-
nim posrkanjem citoplazme v injekcijsko pipeto. Semen-
¢ico smo odlozili v jaj¢no celico z minimalnim volumnom
gojisc¢a. Jaj¢ne celice smo nato odistili v svezem gojis¢u in jih
inkubirali pri 37 °C, 5-odstotnem CO, in 95-odstotni relativni
vlaznosti.

Prisotnost pronukleusovin polarnih teles vjajénih celicah smo
opazovali po 18 urah pri 400-kratni povecavi.

Rezultati

V 818 ciklih z enakim hormonskim spodbujanjem ovulacije
smo po punkciji in aspiraciji foliklov dobili 4972 jaj¢nih celic.
Med 4731 uspesno ocisc¢enimi celicami brez kumulusa oofo-
rusa in korone radiate smo nasli 88,8% (4199/4731) zrelih M 11
oocitov, 6,2% (295/4731) nezrelih M1 oocitovin 5% (237/4731)
nezrelih GV oocitov.

Postopek zorenja in vitro smo zaceli pri 131 GV oocitih in 214
M I oocitih (tab. 1). Mejotsko manj zreli GV oociti so v 19,8%
(26/131) ostali v zacetnem stadiju in redukcijske delitve niso
nadaljevali. Med M I oociti je bilo samo 9,8% (21/214) taksnih,
ki niso uspeli s prehodom v naslednjo fazo redukcijske delit-
ve, kar je manj kot pri GV oocitih (p <0,01).

Tab. 1. Rezultati in vitro zorenja cloveskih jajcnih celic.
Tab. 1. Results of in vitro maturation of human oocytes.

Stevilo GV jajé¢nih celic in vitro

No. of GV oocytes in vitro 131
Dozorele do M I1v 30 urah (%) / Matured to M II within 30 hrs (%) 79 (60,3)
Dozorele do M II po 30 urah (%) / Matured to M IT after 30 hrs (%) 11 (8,4)
Skupaj dozorelih do M II (%) / Total matured to M II (%) 90(068,7)
Zastoj v GV stadiju (%) / Arrest at GV stage (%) 26(19,8)
Zastoj v M I'stadiju (%) / Arrest at M I stage (%) 15(11,5)
Stevilo M I jaj¢nih celic in vitro 214

No. of MT oocytes in vitro

Dozorele do M 11 v 5 urah (%) / Matured to M II within 5 hrs (%) 136(63,6)
Dozorele do M 11 v 24 urah (%) / Matured to M II within 24 hrs (%) 57 (26,6)
Zastoj v M I stadiju (%) / Arrest at M I stage (%) 21(9,8)

Zorenje in vitro je bilo uspesnejse pri M I oocitih v primerjavi
z GV oociti, saj je do metafaze I dozorelo 90,2% (193/214) M
Iin 68,7% (90/131) GV oocitov (p <0,0001). Med GV oociti, ki
so dozoreli, jih je kar 87,8% (79/90) doseglo metafazo II Ze v
naslednjem dnevu (v 30 urah), preostalih 12,2% (11/90) pa 30
do 48 ur po aspiraciji. Kar 63,6% (136/214) M1 oocitov je dose-
glo M II stadij Ze v 5 urah in smo jih lahko uporabili klini¢no v
postopku ICSI, 26,6% (57/214) M 1 oocitov pa do naslednjega
dne.

Rezultati postopka ICSI pri M I oocitih, ki so dozoreli v 5 urah,
so prikazani v tab. 2. Delez normalno oplojenih celic, ki so
dozorele in vitro, je bil statisti¢no znacilno nizji kot pri kon-
trolni skupini jajénih celic, dozorelih in vivo (56,6% oz. 71,7%,;
p <0,0005). Nepravilna oploditev (eden ali vec¢ kot dva pronu-
kleusa) je bila enako pogosta pri jajénih celicah, dozorelih in
vivo in in vitro.

Tab. 2. Rezultati ICSI pri jajcnih celicah, dozorelih in vivo ozi-
roma in vitro iz M I stadija v 5 urah.

Tab. 2. Results of ICSI at oocytes matured in vivo and in vitro
Sfrom M I stage within 5 hrs.

In vitro In vivo
gggﬁgr?ﬁlz(ﬁéenv 77 (56,6)* 4045 (71,7)
i:éiifﬁgilfo(ﬁpfﬁﬁ?: 44323 1144 (20,3)
Nepravilna oploditev 15(11.1) 4538)

Fertilization disorders

*p <0,0005; ** p < 0,001

V 1,7% (14/818) ciklov smo imeli za postopek ICSI na razpola-
go samo nezrele jajéne celice bodisi v metafazi I (31 celic) ali
profazi I (15 celic). V teh primerih smo postopek zorenja in
vitro tudi klini¢no uporabili.
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Od 31 M I oocitov je do naslednjega dne dozorelo 87,1% (27/
31) celic. Oplodilo sejih je 66,7% (18/27).Od 15 GV oocitov je
do naslednjega dne dozorelo 93,3% (14/15) celic. Stadij zigo-
te je doseglo 64,3% (9/14) celic. S postopkom ICSI smo pri
vseh 14 ciklih dosegli oploditev in opravili prenos razvitih
zarodkov v maternico. V maternico smo vnesli 15 zarodkov,
razvitih in vitro iz M I oocitov, in 8 zarodkov, razvitih in vitro iz
GV oocitov.

Dosegli smo 4 nose¢nostiin dve rojstvi. Med 4 implantiranimi
zarodki sta dva izhajala iz GV oocitov, en zarodek iz M oocita,
poreklo ¢etrtega pa je bodisi iz GV bodisi iz M I oocita. Dve
nosecnosti sta se koncali s spontanim splavom.

Pridveh Zenskah se je nezrelost vseh celic ponovilav ve¢ hor-
monsko spodbujanih in tudi v naravnih ciklih. Pri vsaki smo
in vitro zorenje in ICSI ponovili dvakrat. Kljub prenosu zarod-
kov v maternico pri nobeni od njiju ni prislo do zanositve.

Razpravljanje

Klini¢na uporaba zorenjajaj¢nih celic in vitro pri ¢loveku se je
pokazala za upravi¢eno v naravnih ciklih (7), v naravnih ciklih
pri Zenskah, kjer grozi nevarnost hiperstimulacije zaradi poli-
cisti¢nih jaj¢nikov (5), v hormonsko spodbujanih ciklih, ven-
dar pred dajanjem hCG (10) in v IVF/ICSI ciklih, kjer dobimo
nezrele celice kljub danemu hCG (8, 9). V nasi raziskavi smo
se osredotocili na slednje, saj delez nezrelih jajénih celic, ki jih
dobimo po aspiraciji foliklov v postopku izventelesne oplo-
ditve, ni zanemarljiv. Z analizo ugotavljamo, da je med doblje-
nimi jajénimi celicami kar dobra desetina (11,2%) jedrno ne-
zrelih celic in pogosto so za postopek izventelesne oploditve
pri posameznih pacientkah na razpolago samo te. Pojavnost
nezrelih GV oocitov oziroma M I oocitov se med razli¢nimi
studijami kljub istovrstni hormonski stimulaciji precej razli-
kuje: 4,4% GV oocitov (11), 7% GV in 4% M 1 (12), 11% GV in
4% M1(8,13)in 21,7% GV oocitov (14).

Delez nezrelih jaj¢nih celic se precej spreminja tudi med po-
sameznimi cikli. Ugotovili so, da se cikli z nekaj nezrelimi jajc-
nimi celicami razlikujejo od ciklov, kjer so zrele vse celice po
visjem nivoju estradiola, ve¢jem Stevilu foliklov in dobljenih
jaj¢nih celic (11). Pogosto se tudi zgodi, da kljub ustreznim
sonografskim parametrom, ustrezajocivelikosti predovulacij-
skih foliklov ne uspemo zagotoviti zrelosti ve¢ine ali celo vseh
jaj¢nih celic, kot se je to zgodilo v 1,7% ciklov pri nas. Pojav ni
neznan, saj o njem porocajo tudi drugi avtorji (8, 15). Razlogi
zanezrelost vseh jaj¢nih celic ob punkciji so lahko bodisi pre-
zgodaj dan hCG, predvsem v primerih enega vodilnega in ve¢
manjsih foliklov, bodisi presibka bioaktivnosthCG. Ravno sled-
nje bi lahko bilo razlog ponavljajoc¢ih se pojavov nezrelosti
vseh celic tako v naravnih kot tudi v hormonsko spodbujanih
ciklih, ki smo jih zabelezili pri dveh bolnicah v nasi skupini.
Kljub temu, kot dokazujemo v nasi raziskavi, cikli z vsemi ne-
zrelimi jaj¢nimi celicami ob punkciji niso klini¢no neuporab-
ni. Nekatere med M I ali GV nezrelimi jaj¢nimi celicami imajo
kljub temu dober razvojni potencial, saj lahko po mejotski
dozorelosti z njimi doseZemo tudi nosecnosti.

Do danes $e ni znano, kaksna so optimalna gojis¢a za zorenje
jaj¢nih celic in tudi na trgu Se ni komercialnega gojis¢a v te
namene. V nasem primeru smo uporabili enostavno gojisce
(modificiran Earlov medij) brez hormonskih dodatkov. Jajc-
ne celice smo gojili brez prisotnosti celic kumulusa ooforusa
in korone radiate. Dokazujejo sicer, da dozori ve¢ celic, ¢e
zorijo skupaj s kumulusom (14) in ¢e so gojis¢u dodani gona-
dotropini (16, 17) ali rastni faktorji, kot je na primer epider-
malni rastni faktor (14). V raziskavi smo dosegli enako stop-
njo mejotske zrelosti kot Nagy in sod. (8), ki porocajo, da v
enostavnem mediju brez dodatkov spontano dozori 30-50%
M oocitov, into v 1-5 urah, ter 50-70% GV oocitov po 30-32
urah.

Ugotovili smo, da se sposobnost dozorevanja in vitro razliku-
je glede na stadij jaj¢ne celice, pri katerem se zorenje zacne,
saj so GV oociti dozoreli redkeje (v 68,7%) kot M T oociti (v
90,2%). Odstranitev celic kumulusa in korone sicer omogoci
jajéni celici nadaljevanje redukcijske delitve in prehod jedra
iz GV oblike v metafazo I, vendar paje z odstranitvijo teh celic
prekinjena tudi oskrba citosola s tistimi elementi, ki jih jaj¢na
celica ni sposobna sama sintetizirati (18). Celice v profazi iz-
hajajo po navadi iz manjsih foliklov, v¢asih celo iz druge ko-
horte, v primerih spontanega dviga LH pa iz Ze atreti¢nih foli-
klov. Zato je verjetno, da imajo te celice slab3o preskrbljenost
citosola s potrebnimi koncentracijami substratov, encimov in
citoplazmatskih faktorjev, kar je lahko razlog za slabso spo-
sobnost zorenja in vitro.

Med M I oociti v nasi raziskavi prevladujejo taksni, ki so bili
sposobni dozoreti v petih urah (63,6%) in so zato bili vedno
uporabljeni tudi v klini¢cnem ICSI postopku. Do naslednjega
dne je dozorelo e 26,6% M 1 oocitov. Stopnja normalne
oplojenosti teh celic je bila nizja kot pri ostalih, zrelih oocitih
(56,6% oz. 71,7%). Drugi avtorji porocajo, da je v petih urah
dozorela samo Cetrtina M I oocitov (13, 19). Tudi oni so pri
njih opazili statisticno znacilno nizjo oploditveno sposob-
nost po ICSI postopku v primerjavi s skupino pravoc¢asno
dozorelih oocitov.

Nizja stopnja oplojenosti jaj¢nih celic, dozorelih in vitro, je
verjetno posledica citoplazmatske nezrelosti kljub jedrni zre-
losti. V pogojih in vivo preide jedro iz profaze I v metafazo I
in nato v mejotsko zrelo metafazo II tik pred ovulacijo. To
mejotsko zrelost jaj¢ne celice zelo lahko ocenimo pod mikro-
skopom, ko v perivitelinskem prostoru celice najdemo pri-
sotno prvo polarno telo. Celice v metafazi IT pa potrebujejo
$e nekaj ¢asa, da so sposobne normalne oploditve (20). V tem
¢asu se izpopolnjuje Se mehanizem za aktivacijo citoplazme,
ki je nujna v procesu oploditve (21). Dokazano je, da je
stopnja oploditve precej visja, ¢e je bila osemenitev jajénih
celic, dozorelih in vitro, opravljena z osemurnim zamikom
(22). Pri nas odstranimo kumulus takoj po aspiraciji. Ce so
med celicami posamezne Zenske tudi M I oociti, opravimo
postopek ICSI Sele ¢ez 5 ur, sicer pa prej. Tako omogoc¢imo
kar 63,6% nezrelih M I celic, da mejotsko dozorijo. Verjetno
pa je bil ¢as od dozorelosti do osemenitve kar za polovico
jaj¢nih celic prekratek, saj je bilo med celicami, dozorelimi in
vitro, statisticno znacilno manj normalno oplojenih celic.
Kljub vprasljivi kakovosti jaj¢nih celic, dozorelih in vitro, smo
nepravilnosti oploditve, kot so pojav enega ali ve¢ kot dveh
pronukleusov, zasledili enako pogosto tudi pri jaj¢nih celi-
cah, dozorelih in vivo.

Zakljucki

Dobra desetina jaj¢nih celic, ki jih dobimo pri aspiraciji hor-
monsko spodbujanih foliklov v postopku izventelesne oplo-
ditve, je mejotsko nezrelih. Le-te lahko dozorijo in vitro, ¢e jih
pustimo zoreti v enostavnem gojis¢u brez dodanih hormo-
nov in brez celic kumulusa ooforusa ali korone radiate. Kljub
njihovi slabsi oploditveni sposobnosti v primerjavi s celicami,
dozorelimi in vivo, so nezrele jajéne celice klini¢no uporab-
ne, saj lahko tudi z njimi dosezemo nosec¢nost.
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