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Oploditev in nepravilnosti oploditve
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Oploditev je proces zdruZevanja ocetovskih in maternih kromosomov v aktivirani jajéni celi-
ci. Najpogostejsi vzrok za neoplojenost je nesposobnost semencic, da bi prodrle v jaj¢no celico.
V taks$nih primerih lahko spolne celice spojimo tudi mehansko, zdruZevanje njihovih kromo-
somov pa prepustimo delovanju ooplazme. Pogoj za zdruZitev kromosomov je skladno razvitje
oCetovskega in maternega kromatina in nastanek moskega in Zenskega pronukleusa. Preob-
likovanje kromatina ni vedno usklajeno, kar lahko privede do zastoja oploditve. Tehnika
imunofluorescen¢ne mikroskopije neuspesno oplojenih jajénih celic nam omogoca so¢asno
opazovanje kromatina in pripadajoc¢ih mikrotubulov, najpomembnejsih struktur za dinami-
ko kromosomov med oploditvijo. Z njo lahko ugotavljamo nepravilnosti v procesu zdruZevanja
spolnih celic in nekatere vzroke zanje.

ABSTRACT

KEY WORDS: fertilization in vitro, sperm injection infracytoplasmic, oocyte, sperm-ovarium interactions

Fertilization is the process of paternal and maternal chromosomes uniting in the activated
oocyte. The most frequent reason for fertilization failure is sperm incapacity to penetrate
into the oocyte. In such cases the gametes can be united mechanically, but the fusion of their
chromosomes is resigned to the action of the ooplasm. The condition required for uniting
is synchroneous decondensation of paternal and maternal chromatin and formation of a male
and female pronucleus. Chromatin transformation is not always coordinated, which may lead
to fertilization arrest. With the technique of immunofluorescent microscopy of oocytes fail-
ing to fertilize, allowing the simultaneous observation of chromatin and pertaining
microtubules — the most important structures for chromosome dynamics during fertilization,
we can establish anomalies in the process of gamete union and elucidate some of their causes.
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FIZIOLOGIJA OPLODITVE

Oploditev je proces spajanja starSevskih spol-
nih celic in njihovih kromosomov. Da lahko
zdruZevanje te¢e normalno, se morajo v spol-
nih celicah zvrstiti dolo¢ene spremembe.
Semencica se pred vstopom Vv jajéno celico
hiperaktivira, kapacitira in ob stiku z zono
pelucido sprozi akrosomsko reakcijo. Jajéna
celica ji omogoci vstop v citoplazmo, sama se
metabolno aktivira, zakljuci redukcijsko deli-
tev in izlo¢i drugo polarno telo. Vstop semencice
vjaj¢no celico je odvisen predvsem od doga-
janj na zoni pelucidi — ovojnici jaj¢ne celice.
Le-ta je izbir¢na, saj normalno veZe nase le
morfolosko idealne semencice. Prehod skoz-
njo omogoci samo tisti semencici, ki prva
tocno ob stiku z zono sprozi akrosomsko
reakcijo. Nepravilnosti semencic in jajénih
celic na tej stopnji oploditve so pogosto lah-
ko vzrok neplodnosti, ki ga lahko s postopkom
intracitoplazmatskega injiciranja semencice
v jajéno celico (ICSI) uspe$no resimo in
gamete mehansko spojimo. ZdruZevanje nji-
hovih kromosomov pa je nato prepuséeno
delovanju citoplazme jaj¢ne celice. Ocetovski
in materni kromosomi se v jajéni celici razpro-
strejo, obdajo z jedrno ovojnico, in ko sta
pronukleusa drug ob drugem, so ustvarjeni
pogoji za zdruZitev starSevskih genomov. Tudi
napake na katerikoli stopnji tega dela oplodi-
tve so lahko usodne za jajéno celico oziroma
zigoto, ker preprecijo njun nadaljnji razvoj.

S tehniko imunofluorescenéne mikro-
skopije neuspesno oplojenih jaj¢nih celic iz
postopkov fertilizacije in vitro (IVF) in ICSI,
ki omogoca soCasno opazovanje kromatina in
pripadajocih mikrotubulov, najpomembne;j-
§ih struktur za dinamiko kromosomov med
oploditvijo, lahko ugotavljamo nepravilnosti
v procesu zdruZevanja kromosomov spolnih
celic in nekatere vzroke zanje.

Kromosomi in mikrotubuli
jajéne celice ob vstopu
semenéice

Preovulatorna jajéna celica (sliki 1 in 2) ima
materne kromosome v metafazi II. Le-ti so
kondenzirani in razporejeni v ekvatorialni rav-
nini drugega mejoti¢nega delitvenega vretena,
ki je usmerjeno pravokotno na celi¢ni korteks.
Semencica po vstopu aktivira jajéno celico in
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Slika 1. Zrela preovulatorna jajcna celica. Matemni kromosomi
0 v metafazi druge redukcijske delitve (M 1), razporejeni

v ekvatorialni ravnini delitvenega vretena, ki leZi v korfeksu
pod prvim polamim telesom (PT).

Slika 2. Zrela preovulatorna jojcna celica. Materni kromosomi
so v metafazi druge redukciske delitve (M 1), razporejeni

v ekvatorialni ravnini delitvenega vretena; prvo polarmo

telo (PT) je odmaknjeno od delitvenega vretena.

vzpodbudi dokoncanje druge redukcijske
delitve. Tedaj se izloci ena garnitura kromatid
v obliki drugega polarnega telesa. Delitveno
vreteno se nato razgradi (1).

Centrosom semenéice in
astralno Zarkovije

Po vstopu semencice v citoplazmo jaj¢ne
celice se na bazi glavice pojavi majhna, zvez-
di podobna struktura iz mikrotubulov. To je
zacetek rasti mikrotubulov astralnega Zarkovja
semencice, ki izrasca iz oCetovskega centro-
soma. Le-ta je v semencici v skrajno reducirani
obliki in v jaj¢no celico vstopi le kot ogrod-
je, na katerega se za¢nejo pripenjati molekule
iz citoplazme jaj¢ne celice (2). Ugotavljajo, da
je ponovno izoblikovanje centrosoma in rast
mikrotubulov iz njega odvisno od prisotno-
sti gradbenih elementov za centrosom in
mikrotubule v citoplazmi jajéne celice. Med
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njimi prevladuje tubulin gama. Astralno Zar-
kovje, ki izraste iz centrosoma semencice, ima
vlogo pri zdruZevanju pronukleusov (3, 4).

VKLJUCEVANJE SEMENCICE
V CITOPLAZMO JAJCNE CELICE

Kromosomi semencice so zas$¢iteni tako, da
so histoni — kromosomski proteini — zamenja-
ni s protamini. Pogoj za uspesno vkljucitev
ocetovskih kromosomov v jajéno celico je
preoblikovanje jedra semencice z redukcijo
protaminskih disulfidnih vezi in nadomesti-

tev histonov. Ko je dovolj vezi reduciranih,
postane kromatin semencice obcutljiv na
citoplazmatske faktorje jajéne celice in zacne
se njegovo razvijanje (5). Jedrna membrana
semencice se razgradi in vsebina jedra se raz-
prostre. Jedro semencice se najpogosteje
nahaja pod celi¢nim korteksom. Z razprosti-
ranjem semencice raste tudi astralno Zarkovje
in se §iri proti neizlo¢enim kromatidam jaj¢-
ne celice. V naslednji fazi se razprostrta
semencica po zaslugi astralnega Zarkovja
zane premikati proti sredis¢u celice. Kroma-
tide semencice in jaj¢ne celice se raztegnejo
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Slika 3. Shema preoblikovanja kromatina semencice in matemih kromosomov med procesom oploditve pri cloveku ter vioga
posameznih citoplazmatskih fakforjev. Semencica ima ob vstopu v cifoplazmo jajcne celice odstranjeno ali vsaj poskodovano
membrano. Samo fako lahko na njeno jedro deluje spermijevo jedro dekondenzirajoci fakfor (SNDF). Le-ta povzroci nabrekanje
glavice semencice. Zaradi razsirjanja jedra se plozma membrana semencice razpre na vec mestih, kar omogodi sprostitev spermije-
vega oocit akfivirajocega faktorja (SAOAF) v citoplazmo jujcne celice. SAOAF preko drugih proteinoy, ki delujejo na inozitol frifosfat
receptorje (IR) in rianodin receptorje (RR), povzrodi akfivacijo jajcne celice in sprostitev ionov Ca** iz znotrajcelicnih rezerv v cifosol.
loni Ca** aktivirajo specificne kinaze, ki povzrocijo degradacijo ciklina in inaktivirajo mitozo promovirajoci faktor (MPF), ki sestoji iz
ciklina in podenote, homologne produktu gena kvasovk cdc2. Inaktivacijo MPF omogoci nadaljevanje redukcijske delitve jajcne celf

ce, prehod iz metafaze Il v anafazo I,

|, izlocitev enega seta kromatid v drugo polarmo telo in dekondenzacijo matemnih kromosomov.

Po vstopu semencice v jajcno celico izrastejo iz baze glavice radialno izhajojoci mikrotubuli astralnega Zarkovjo. Med nastajanjem
pronukleusov se astralno Zarkovje Se bolj razraste, doseZe Zenski pronukleus in ga pritegne k moskemu pronukleusu.
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in obdajo z jedrno ovojnico, kar je pod svet-
lobnim mikroskopom vidno kot moski in
zenski pronukleus. Pronukleusa sta sprva
majhna in vsebujeta ve¢ jedrcem podobnih
struktur. Kasneje se pronukleusa povecata in
pojavi se nekaj vedjih jedrc. Ko astralni mikro-
tubuli semencice dosezejo Zenski pronukleus,
se njihova rast ustavi in omeji le na obmoc-
je okoli pronukleusov. Center astralnega
Zarkovja je ponavadi names$cen med pronu-
kleusi (1, 4) (slika 3).

Uéinek razliénih citoplazmat-
skih faktorjev na kromatin

Moski in Zenski pronukleus se kljub enotni
citoplazmi jajéne celice razvijata vsak po svo-
je. Jedro semencice je ves Cas v interfazi.
Njeno spreminjanje v jajéni celici poteka le
v smeri razprostiranja kromatina in nastaja-
nja pronukleusa. Materni kromosomi, ki so ob
oploditvi v metafazni obliki, najprej zakljucijo
redukcijsko delitev, Sele nato se razprostrejo.
Usklajeno razprostiranje ocetovskih in mater-
nih kromosomov omogocajo tudi specifi¢ni
citoplazmatski faktorji (slika 3).

Mitozo promovirajo¢i faktor

Mitozo promovirajoci faktor (MPF - iz angl.
mitosis promoting factor) je citoplazmatski fak-
tor, prisoten v celicah v Casu delitve. To je
proteinski kompleks, ki deluje kot kinaza,
njegov substrat pa so kromosomski proteini
in lamin, zato aktivnost MPF v metafazi celi¢-
nega cikla povzroca kondenzacijo kromosomov.
Cikli¢ne spremembe v aktivnosti MPF ustreza-
jo spremembam v kondenziranosti kromatina
in omogocajo prehode celice iz ene faze
celi¢nega cikla v drugo. Aktivacija MPF omo-
godi prehod jajéne celice iz profaze v metafazo
I; nato sledi inaktivacija MPF in delitev kro-
mosomov. Njegova ponovna aktivacija pa
vodi celico v metafazo II. Takrat je MPF tudi
najbolj delujo¢. Aktivnost citostatskega fak-
torja preprecuje ponovno inaktivacijo MPF,
kar zadr’uje jajéno celico v metafazi I1. Sele
oploditev in dvig koncentracije ionov Ca™
sproZi dokoncanje redukcijske delitve (8-10).

Spermijev oocit aktivirajoci faktor

Nacin aktivacije jajéne celice dolgo ni bil znan.
Poskusi na Zivalih so pokazali, da semencice
razli¢nih vrst vsebujejo specifi¢ni spermijev
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faktor za aktivacijo jaj¢ne celice (SAOAF - iz
angl. sperm associated oocyte activating factor).
Prisotnost enako delujoce snovi so dokazali
tudi v cloveskih semencicah (11). Eksperi-
mentalne ugotovitve Dozortseva in sodelavcev
(12), da jajéna celica sama ni sposobna raz-
graditi membrane semencice, ampak je
membrano pred injiciranjem treba poskodo-
vati, da se lahko SAOAF sprosti, so znatno
povecale uspe$nost metode ICSI.

Spermijevo jedro dekondenzirajoci faktor

Citoplazma jaj¢ne celice mora ob vstopu semen-
Cice vanjo Ze vsebovati proteine, odgovorne za
razprostiranje kromatina in oblikovanje mos-
kega pronukleusa. Te proteine so poimenovali
spermijevo jedro dekondenzirajo¢i faktor
(SNDF - iz angl. sperm nucleus decondensing
factor) ali pa moski pronukleus rastoci faktor
(MPGF - iz angl. male pronucleus growth fac-
tor). Ugotavljajo, da se SNDF razvija v ¢asu
dozorevanja jajéne celice in da signali za
njegovo sintezo in delovanje prihajajo iz foli-
kularnih celic (13).

NEPRAVILNOSTI OPLODITVE

Zaradi dolo¢enih nepravilnosti se lahko pro-
ces oploditve zaustavi v razlicnih fazah
zdruZevanja starSevskih kromosomov.

Materni kromosomi in mikrotu-
buli v neoplojenih jajénih celicah

V neuspesno oplojenih jajénih celicah lahko
zasledimo naslednje morfoloske znacilnosti
maternih kromosomov in pripadajocih mikro-
tubulov (slika 4):

* jaj¢na celica se nahaja v metafazi II, kro-
mosomi so v ekvatorialni ravnini, delitveno
vreteno je bipolarno;

* jajCna celica je v metafazi I, mikrotubuli
vretena so neorganizirani;

* jaj¢na celica se nahaja v metafazi I in vse-
buje dve mejoti¢ni vreteni ter dvojna
garnitura kromosomov;

* jajcna celica je v telofazi IT in ima vse mater-
ne kromosome v polarnem telesu;

* postmejoti¢no zaustavljena jajéna celica
v anafazi IT ali telofazi IT z neoblikovanim
Zenskim pronukleusom;

¢ aktivirana jaj¢na celica (slika 5) z Zenskim
pronukleusom.
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00CITV METAFAZI 1l
Normalno delitveno vreteno ]
Nepravilnosti °

delitvenega vretena

Dve delitveni vreteni

0OCIT V ANAFAZI II ALI TELOFAZI 11

Izguba vseh ]

materinih kromosomov 0

Napaka pri oblikovanju ..
pronukleusa )

00IT Z ZENSKIM

PRONUKLEUSOM ..

Slika 4. Konfiguracijo maternih kromosomov in mikrotubulov v neoplojenih jajcni celicah po ICSI.

Slika 5. Aktivirana jajcna celica. Materni kromosomi so razteg-
njeni in v obliki Zenskega pronukleusa (PN). Jedro semencice
(S) se ni uspelo preoblikovati v moski pronukleus.

Kromosomi in mikrotubuli
semenéice v neoplojenih
jajénih celicah

Semencice se v navidezno neoplojenih jaj¢-
nih celicah lahko nahajajo v naslednjih oblikah
(slika 6):

* nerazprta spermijeva glavica;

* nabrekla glavica z delno razprostrtim
kromatinom in opaznim astralnim Zarkov-
jem;

e predcasno kondenzirani kromosomi semen-
¢ice (G1-PCC);

Nerazprta
spermijeva glavica

@—

&—

= A

Nabrekla
spermijeva glavica

Predéasna
kondenzacija
kromosomov

Ocetovsko
delitveno vreteno

>—

Moski pronukleus

Zgodnji moski
pronukleus

Slika 6. Oblike semencic v neoplojenih jajcnih celicah po ICSI — postopku, glede na razpriost kromatina in konfiguracijo astralnega

Zarkovja.
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¢ ocletovsko delitveno vreteno in G1-PCC;
* zgodnji moski pronukleus;
* moski pronukleus.

RAZLOGI ZA NEUSPESNO
VKLJUCEVANJE SEMENCICE
V JAJENO CELICO

Pri iskanju razlogov za neoplojenost posamez-
nih jaj¢nih celic je treba obravnavati morfoloske
znacilnosti maternih in ocetovskih kromoso-
mov in mikrotubulov skupaj, ker eni drugim
pogojujejo nadaljnji razvoj (14).

Jajéne celice, zaostale
v metafazi Il

Razli¢ne $tudije na jajénih celicah po postop-
kih IVF in ICSI kazejo, da ve¢ kot 80 %
neoplojenih jajénih celic kljub vstopu semen-
Cice vanje ostane v metafazi II (14-16).
Metafaza II je o€itno najbolj kriti¢na faza
v procesu oploditve. V tem stadiju se celi¢ni
cikel zaustavi in jajéna celica ¢aka na oplodi-
tev. Ponovni zagon celi¢nega cikla je odvisen
od semencice oziroma njenega SAOAF. Le-ta
predstavlja drazljaj za sprostitev ionov Ca**
iz znotrajceli¢nih rezerv, ki ponovno aktivi-
rajo celi¢ni cikel (17). V metafazi IT pa ima
jajéna celica tudi kontrolno tocko celi¢nega
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cikla. Za prehod te to¢ke mora celica izpolnje-
vati zrelostne pogoje, sicer ostane v metafazi II.
Med njimi omenjajo citoplazmatsko zrelost in
razvit mehanizem za aktivacijo jaj¢ne celice
ter pravilno oblikovano in funkcionalno drugo
mejoti¢no delitveno vreteno s kondenzirani-
mi kromosomi v njem (18, 19).

Sposobnost jajéne celice, da ob oploditvi
sprosti zadostne koli¢ine ionov Ca™ iz zalog
v citosol, se razvije v procesu oogeneze (20).
Verjetno je torej, da mnoge jajéne celice
v metafazi I1, ki jih skusamo mehansko oplodi-
ti, $e nimajo popolnega mehanizma spros¢anja
Ca™. Lahko pa je presibek tudi drazljaj SAOAF,
ki ne doseZe praga obcutljivosti mehanizma
spro$¢anja ionov Ca™. Neucinkovitost SAOAF
je lahko tudi vzrok neplodnosti (21). Za spro-
stitev SAOAF iz semencice je nujna nabreklost
spermijeve glavice v citoplazmi jaj¢ne celi-
ce (17).

Kromatin semenéice in
pripadajoéi mikrotubuli
v neaktiviranih jajénih celicah

Nerazprta semencica

Za uspesno vkljucevanje injicirane semenci-
ce v jajéno celico je Ze pred postopkom ICSI
treba poskodovati membrano semencice na

Tabela 1. Zastopanost posameznih oblik kromatina in mikrotubulov semencice v neoplojenih jajchih celicah, zaostalih v metafazi I,
in hipoteticna razlaga vzrokov za zastoj oploditve. MPF — mitozo promovirajoci fakfor.

Stadij Motni MPF Oblika semencice Mozni vzroki Nikoli
jajéne celice vzroki zastoja v jajéni zastoja prisotne
ob zastoju (jujéna celica) celici (semencica) ohlike sementic
Neaktivirana Nepopolna Aktiven Q— Mriva sementica
jaitna celica kondenzacija
v mefafazi |l kromosomov
Poskodbe delitvenega Neposkodovana
vietena membrana repa
Denaturirana DNA
Nepopoln mehanizem Aktiven Nefunkcionalno
za akfivacijo jojtne celice astralno Zarkovje
Neakfiven SNDF Neakfiven SAOAF
Miven D Neakfiven SAOAF
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njenem repu. Samo tako lahko nanjo vplivajo
citoplazmatski faktorji iz jajéne celice. Semen-
¢ice, ki kljub poskodovanosti membrane ne
zafnejo z razprostiranjem kromatina v jajc-
ni celici, so bile lahko prevec¢ poskodovane in
ob injiciranju niso bile vec Zive, ali pa so odraz
drugih nepravilnosti semencic oziroma jajc-
nih celic. Med njimi omenjajo slabo zascito
kromatina semencice s protamini in/ali dena-
turacijo DNA; neucinkovitost proteaze
v semencici, sodelujoce pri nabrekanju gla-
vice, in neucinkovitost SNDF, ki naj bi ga
vsebovale jajéne celice (22-24). Razprostira-
nje semencice je zatorej odvisno tako od nje
same kot tudi od jaj¢ne celice.

Nabrekla glava semencice

V vecini injiciranih, vendar neoplojenih jaj¢-
nih celic se semencice zac¢nejo vkljucevati
v jaj¢ne celice, vendar se proces razprostiranja
kromatina zaustavi v razli¢nih fazah (tabe-
la1) (14). Pogosto najdemo v citoplazmi jajéne
celice nabreklo glavico semencice (slika 7),
obdano z astralnimi mikrotubuli. Zaradi
napak delovanja centrosoma semencice se
lahko mikrotubuli astralnega Zarkovja prene-
hajo razrascati ali pa se sploh ne pojavijo, kar
onemogoci popolno razvitje kromatina (4, 25).

Slika 7. Nabrekla glavica semencice (S).

Predcéasna kondenzacija kromosomov
semencice v fazi G1

Namesto razprostiranja glave semencice lah-
ko zasledimo obraten pojav predcasne
kondenzacije kromosomov semencice (sli-
ki 8 in 9), ko ima le-ta jedro Se v fazi G1
(G1-PCC) (14). Pojav G1-PCC je najpogostej-

Slika 8. Predcasna kondenzacija kromosomov (PCC) semen-
ice. Kromatin se ni preoblikoval v moski pronukleus, ampak
v kondenzirane kromatide. Okoli kromatid so mikrotubuli
astralnega Zarkovja semencice.

Slika 9. Predcasno kondenzirani kromosomi (PCC) semencice,
obdani z bipolarnim oetovskim vretenom (PDV)
(merilce = 10 tm).

§i v metafaznih jajénih celicah. Povzroca pa
ga visoka aktivnost MPF, ki je znacilna za
neaktivirane jaj¢ne celice, v katerih ohranja
kromosome v metafazi (26).

Ocetovsko delitveno vreteno

Pojav G1-PCC vec¢inoma spremlja tudi ocetov-
sko delitveno vreteno. Mikrotubuli, ki izhajajo
iz baze glavice semencice, bi morali oblikovati
unipolarno astralno Zarkovje. V tem prime-
ru pa nastane bipolarno delitveno vreteno
s kondenziranimi kromatidami semencice
v ekvatorialni sredini. Ker delitev kromoso-
mov ponavadi ¢asovno sovpada s spremembami
in delitvijo centrosomov, menijo, da viso-
ko aktiven MPF vpliva tudi na podvojitev
centrosoma. Razlogi za nastanek ocetov-
skega delitvenega vretena v neaktiviranih
jaj¢nih celicah so potemtakem verjetno ena-
ki razlogom za nastanek pojava G1-PCC
(4, 14).
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Pomejotiéno zaustavljene
jajéne celice

Razvoj jajéne celice se redko zaustavi po
aktivaciji in pred oblikovanjem pronukleusa.
Taksni pojavi so kljub temu mogodi, saj je zna-
no, da je ob nastanku pronukleusa in pred
sintezo DNA naslednja kontrolna tocka celic¢-
nega cikla. Celi¢ni cikel se ne nadaljuje, e
kromosomi niso popolnoma razprostrti in ¢e
okoli njih ni oblikovana jedrna ovojnica (18).

Med pomejoti¢no zaustavljene jajéne
celice uvrs¢amo dve skupini celic: tiste, ki so
izlo¢ile celotno kromosomsko maso v prvo ali
drugo polarno telo, in jajéne celice, ki so osta-
le v anafazi ali telofazi druge redukcijske
delitve in se v njih ni izoblikoval Zenski pro-
nukleus (14).

Oblike semencic v pomejoti¢no
zaustavljenih jajénih celicah

V pomejoti¢no zaustavljenih jajénih celicah
ne najdemo intaktnih semencic (tabela 2). To
dokazuje, da se mora glava semencice za
sprostitev. SAOAF vsaj delno razprostreti.
Pogosta pa sta pojava G1-PCC in ocetovsko
delitveno vreteno, kar dokazuje, da v pome-
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joti¢no zaustavljenih jaj¢nih celicah ostaja
MPF pogosto v aktivni obliki.

V primerih, ko se pri redukcijski delitvi
iz jajéne celice izlocijo vsi materni kromoso-
mi, ostane v njih samo ocetovski kromatin.
Le-ta se skondenzira, centrosom semencice
pa se podvoji. Zaradi predc¢asne kondenzaci-
je kromosomov kljub podvojitvi centrosomov
ni mitotske delitve, zato se takSen androge-
netski razvoj jajéne celice ustavi.

Jajéne celice z enim
pronukleusom

Androgenetske jaj¢ne celice z moskim
pronukleusom

V nekaterih jajénih celicah se lahko ustvari-
jo pogoji, ki omogocajo nastanek le moskega
pronukleusa, prepoznavnega po pripetem
spermijevem repu (14, 27). Najverjetneje se
je v teh primerih jajéna celica aktivirala,
bodisi spontano bodisi s SAOAF. Aktivnost
MPF je upadla, materni kromosomi pa so se
izlodili v polarno telo ali pa se niso uspeli obli-
kovati v Zenski pronukleus. V taksnih pogojih
se semencica lahko razvije do pronukleusa.
Ce se podvoji §e centrosom semendice, se tak-

Tabela 2. Zastopanost posameznih oblik spermijevega kromatina in mikrotubulov v neoplojenih jajcnih celicah, zaostalih v anafozi
ali telofazi Il, in hipoteticna razlaga vzrokov za zastoj oploditve. MPF — mitozo promovirajodi faktor.

Stadij Moni MPF Oblika semencice Moini vzroki Nikoli
jajcne celice vzroki zastoja v jajni zastoja prisoine
ob zastoju (jnjtna celica) celici (semencica) oblike sementic
Jajtna celica zguba vseh maternih Neakfiven Nefunkcionalno Q—
v anafazi Il oz. kromosomov astralno Zarkovie
telofazi Il
Neoblikovanje Neaktiven SAOAF
pronukleusa
Nepopoln mehanizem Aktiven 9_ Neaktiven SAOAF
70 inakfivacijo
MPF <b—
Neaktiven SNDF Ponovno Napaka pri
akfiven oblikovanju pronukleusa
Spontana akfivacija Takasnitev pri
razvijanju kromating
Neakiiven
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$na androgenetska jajéna celica verjetno lah-
ko tudi mitotsko deli.

Ginogenetske jaj¢ne celice z Zenskim
pronukleusom

Pogosteje lahko zasledimo ginogenezo -
pojav, ko jajéna celica nadaljuje razvoj brez
semencice. Pogoj za nastanek pronukleusa je
inaktivacija MPF. Zaradi tega jajéne celice
z enim Zenskim pronukleusom nikoli ne vse-
bujejo kromosomov semencice v obliki
G1-PCC ali ocetovskega delitvenega vretena
(tabela 3). Analiza zigot z enim pronukleusom
tudi kaZe, da mnoge med njimi verjetno niso
spontano aktivirane (14). Mnogo jih namre¢
poleg Zenskega pronukleusa vsebuje tudi
razprostrt kromatin semencice in bi po tem
sodec lahko bile aktivirane tudi s SAOAF. O¢it-
no se v ginogenezo lahko sprevrZe tudi
pravilno zaceti proces oploditve, ko se razpro-
stiranje kromatina semencice zaustavi. Do
zaustavitve lahko pride zaradi nepravilnosti
centrosoma semencice in napak pri oblikova-
nju in delovanju pripadajocih astralnih
mikrotubulov (4).

Lahko pa je zaustavitev razprostiranja
semencice tudi posledica asinhronega nasta-

janja moskega in Zenskega pronukleusa. Ko
razprostiranje ocetovskih kromosomov pre-
cej kasni za razprostiranjem maternih
kromosomov, se lahko aktivnost MPF e pred
oblikovanjem moskega pronukleusa ponov-
no zvisa, kar onemogo¢i nastanek jedrne
ovojnice okoli novo nastajajoega moskega
pronukleusa, saj MPF razgrajuje jedrni
lamin (28). Visoko aktiven MPF povzroci e
pojav PCC - stanja na Ze delno razprostrtem
kromatinu semencice, ko je ta Ze v fazi S. Zanj
so znacilne drobne zgostitve kromatina (ob-
lika S-PCC) (29).

ZAKLJUCEK

Proces vkljucevanja semencice v citoplaz-
mo jajéne celice se zane pogosteje, kot je
opazno s svetlobno mikroskopijo, vendar se
pogosto zaustavi Se pred oblikovanjem mos-
kega pronukleusa. Vzroki za nezdruZitev
star§evskih genomov v jajéni celici so Stevil-
ni in lahko hkrati izhajajo iz semencice in
jaj¢ne celice. Najpogostejsi vzrok za zausta-
vitev razprostiranja semencic v jaj¢nih celicah
je neaktiviranje ali nezadostno aktiviranje
jajéne celice in ohranjena aktivnost njenega

Tabela 3. Zastopanost posameznih oblik kromatina in mikrotubulov semenice v neoplojenih jajcnih celicah z enim Zenskim

pronukleusom in hipoteficna razlaga vzrokov za zastoj oploditve.

Stadij Mozni MPF
jajne celice vzroki zastoja
ob zastoju (jnjcna celica)

Oblika sementice

Mozni vzroki Nikoli
v jajcni zastoja prisotne
celici (semencica) oblike semencic

Aktivirana jajtna Spontana akfivacija Neaktiven
celica z Zenskim

pronukleusom

o—

Q_

Mrtva semencica

Neposkodovana
membrana repa

Denaturirana DNA

Neaktiven SNDF Neaktiven

Nefunkcionalno
astralno Zarkovie

<B—

Neaktiven

i

Napaka pri
oblikovanju
pronukleusa

Takasnitev pri
dekondenzaciji
semencice

Neaktiven

@

Nefunkcionalno
ustralno Zarkovje
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MPF, ki povzro¢i pred¢asno kondenziranje  vanja starSevskih genomov je tudi asinhronija
spermijevih kromosomov. V teh primerih se v nastajanju moskega in Zenskega pronukleusa.
namesto astralnega Zarkovja ve¢inoma obliku-  Podatki o konfiguraciji kromatina in mikrotu-
jejo bipolarna ocetovska delitvena vretena.  bulov v posamezni jajéni celici nam pomagajo
Med pogostej$imi napakami v procesu zdruze-  pri iskanju moznih vzrokov neoplojenosti.
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