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Ovarije mocerila (Proteus anguinus anguinus) smo pregledali s svetlobnim in
presevnim elektronskim mikroskopom. V vseh jaj¢nikih so prisotni oogoniji
in previtelogene faze oocit (Ol in OIIl). Oogoniji (O0) so v skupkih v vezivu
robnega dela jajénika, ki jih obdajajo malostevilne prefolikularne celice.
Sosednji Oo so medsebojno povezani z citoplazemskimi mosticki, ki pri
zgodnjih oocitah izginejo. Posamezni Oo so redko prisotni. Oolema Oo
veCinoma ni nagubana in je v neposrednem stiku S plazmalemo
prefolikularnih celic, mestoma je prisoten man;j$i perivitelinski prostor. Jedra
so velika z malo jedrci. Mitotske delitve Oo potekajo v jajénikih neodvisno
od letnega casa. V citoplazmi Oo so Stevilni, morfolosko raznoliki
mitohondriji, ve¢ kompleksov GA, kratke cisterne ER, ribosomi ter lipidne
kaplje, ki tvorijo manjso lipidno maso ob jedru. Stevilo celi¢nih organelov se
pri oocitah | in Il izrazito poveca, citoplazma je gostejSa, izrazit je
membranski sistem. Lipidna masa ob jedru oocit | je obseznejsa in se
postopno razsiri okoli jedra. V jedru oocit so $tevilna jedrca. Za oocite 1l so
znadilni vezikli z raznoliko vsebino, Ki so razli¢no veliki in razvr$¢eni v sloju
pod oolemo. Povrsina za izmenjavo snovi med celicami folikularnega ovoja
in oocitami se postopno povecuje. Mikrovili oocite in makrovili FC so pri Ol
kratki, pri Oll pa so Ze daljsi in Stevilénejsi.
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The Proteus ovaries (Proteus anguinus anguinus) were examined by light and
transmission electron microscopes. Oogonia and the previtellogenic stages
(Ol and OII) of oocytes occurred in all of the ovaries. In the connective tissue
of the ovarian peripheral part clusters of oogonia (Oo) are found which are
surrounded by a few prefollicular cells. The adjacent Oo are interconnected
with cytoplasmic bridges, which disappear with early oocytes. Individual Oo
are less commonly represented. Oo oolemma is mostly unfolded and it comes
into a direct contact with the plasma membrane of prefollicular cells, and in
certain parts a minor perivitelline space is present. Nuclei of the Oo are large
consisting of a few nucleoli. The mitotic divisions of Oo are represented in
ovaries independently of the season. In the cytoplasm of Oo, there are
numerous morphologically diverse mitochondria, the multiple repetition of
GA, the short cistern of ER, ribosomes and lipid droplets, forming a small
mass of the lipid around the nucleus. The number of cell organelles in the
oocytes | and Il distinctly increases, the cytoplasm is denser, and the
membrane system is more conspicuous. The lipid mass is more distinct at the
nucleus of oocytes I and it gradually extends around the nucleus. The number
of nucleoli in the nucleus of oocytes is larger. Oocytes Il are characterized by
the vesicles of diverse contents, which are of different sizes and arranged in
one layer below oolemma. The area for the exchange of substances between
the cells of envelope and oocytes gradually increased. Oocyte microvilli and
FC macrovilli are short in Ol, however, in Oll are longer and more numerous.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

a - anafazno jedro

AL - anulatne lamele

ci - cis stran GA

cyt O - citoplazma oocite

cyt Oo - citoplazma oogonija

Cyt fc - citoplazma folikularne celice
D - dezmosom

e - elektronsko gosta sredica lipida
ER - endoplazemski retikulum

evc - evkromatin

f - filamentozni material nizke gostote
FC - folikularna celica

GA - Golgijev aparat

Gly - glikogen

hc - heterokromatin

if - intermediarni filamenti

in - interkromatinske granule

jp - jedrne pore

k - kromosomi

kn - kromatinske niti

kr - kriste

L - lipidna kaplja

Ik - lamelarne kriste mitohondrija

Ip - elektronsko gost plas¢ lipidne kaplje
M - mitohondrij

mak - makrovil

mik - mikrovil

N - jedro
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n - jedrce

Nfc - jedro folikularne celice

Ol - oocita pve zoritvene faze
Oll - oocita druge zoritvene faze
Oo - oogonij

p - perikromatinske granule

pr - profazno jedro

preFC - prefolikularna celica

Pv - perivitelinski prostor

rl - svetlejsi rob lipidne kaplje

s - jedra somatskih celic

tk - tubularne kriste mitohondrija
tr - trans stran GA

v - vezikli

vk - vezikulirane kriste mitohondrija

Z - zrna v matriksu mitohondrija
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1 UvOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Ovariji dvozivk vsebujejo oogonije, ki vsako leto ustvarijo novo generacijo oocit, ki
vstopijo v prvo mejotsko profazo. Oogenza poteka postopno in razli¢no pri razlicnih vrstah
glede na okolje, v katerem vrsta zivi in mikrolokacije, kjer odlaga jajca, kar omogoca

ohranjanje posamezne vrste.

Oogeneza pri mocerilu (Proteus anguinus anguinus) je slabo raziskana. Vemo, da poteka
pocasi, kar naj bi bila posledica tega, da kot troglobiontska, neoteni¢na zival zivi v
podzemnem habitatu. Opisana je bila morfologija jajénika, doloCene in opisane pa so bile
tudi zoritvene faze jajénih celic (Bizjak Mali in Bulog, 2010, Talaber, 2008, Zibert, 2010).
Glede na velikost, barvo in histoloske znacilnosti je bilo opisanih pet faz zoritve, dve
previtelogeni (oocite I in 1) ter tri vitelogene faze (oocite III, IV in V). Jaj¢ne celice se v

ovariju razvijajo asinhrono, pojav vitelogenih faz je neodvisen od sezone.

1.2 CILJI NALOGE

Oocite se tekom razvoja spreminjajo. Opazne so izrazite spremembe v morfologiji in
velikosti celic. Z diplomskim delom dopolnjujemo rezultate predhodnih raziskav oogeneze
mocerila. Predvsem smo se osredotocili na zgodnje faze oogeneze, oogonije in
previtelogene oocite, na njihovo ultrastrukturo, na stik med sosednjimi jajénimi celicami,

kot tudi med jajénimi celicami in celicami folikularnega ovoja.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Predvidevamo, da bo skladno z zoritvijo in diferenciacijo jajénih celic, prislo do sprememb

v ultrastrukturi tako jedra kot citoplazme, kot odraz aktivne sinteze in skladiScenja
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proteinov, ribosomov, tRNA, mRNA in morfogenetskih faktorjev. Zaradi povecane
potrebe po izmenjavi snovi med celicami ovoja in oocitami se bo postopno povecevala

povrsina oocit in celic folikularnega ovoja.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 OOGENEZA PRI DVOZIVKAH

Vecina zivali, ki se spolno razmnoZujejo nastanejo z zdruzitvijo moske in Zenske gamete.
Zigota, ki pri tem nastane poleg dednega materiala deduje tudi jajéno citoplazmo, ki
doprinese k razvoju zarodka. Zenska gameta predstavlja vez med dvema generacijama.
Nastane v procesu oogeneze, kjer se na celicnem in molekularnem nivoju dogajajo Stevilne

spremembe tako v jedru, kot v citoplazmi.

V splosnem se za dvozivke navaja, da je oogeneza kontinuiran proces v katerem primarni
oogoniji pred vsakim paritvenim obdobjem prenavljajo klicno linijo (Gilbert, 2003;
Witschi, 1929, 1956, cit. po Ogielska in Bartmanska, 2009). Sledi dvo ali triletna
akumulacija rumenjaka, RNA ter rast in dozorevanje celic vse do ovulacije. Ovulirane
zrele jajéne celice nadomestijo previtelogene oocite, ki pricno z rastjo in nadaljno
diferenciacijo, soCasno pa nhastaja nova generacija oogonijev z intenzivnimi mitotskimi

delitvami.

Ogielska in Bartmanska (2009) sta proces nastajanja in zoritve jajénih celic razdelili na
predoogenezo in oogenezo (sl. 1). V predoogenezi potekajojo intenzivne mitotske delitve
primarnih oogonijev, s tem nastajajo gnezda ali skupki sekundarnih oogonijev, ki vstopijo
v mejotsko delitev in jih imenujejo primarne oocite. Faza oogeneze nastopi z oblikovanjem
gnezd sekundarnih oogonijev (A). Ko sekundarni oogoniji vstopijo v mejotsko delitev jih
imenujemo primarne oocite (B). Do pozne pahiten faze prve mejotske delitve so oocite
med seboj povezane s citoplazemskimi mosticki, ki izginejo, ko oocite vstopijo v diploten
fazo razvoja in se pricno samostojno razvijati (C). V tem obdobju se razvijajo tudi
folikularne celice in obdajo posamezno oocito. Oocite nato rastejo in nadaljujejo z
mejotsko delitvijo (D in E). Rezultat prve mejotske delitve (F) je nastanek sekundarne
oocite in polarnega telesa (G). Ko je oocita v metafazi druge mejotske delitve pride do

ovulacije (H). Mejotska delitev se zakljuci z oploditvijo (1).
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Slika 1. Oogeneza pri anurih (Ogielska in Bartmanska, 2009).
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Med razli¢nimi redovi dvozivk (brezrepci, repate dvozivke, sleporili) obstajajo doloCene

razlike in podobnosti v poteku oogeneze ter morfologiji posameznih zoritvenih faz oocit.

Pri brezrepcih nastajanje novih oogonijev ni kontinuiran proces, intenzivne mitotske
delitve potekajo le v juvenilnem obdobju. Zgodnje oocite v diploten fazi, ki so nastale v
juvenilnem obdobju zados$¢ajo za celo rodno obdobje samice (Jorgensen, 1973b, cit. po
Ogielska in Bartmanska, 2009; Billeter in Jorgensen, 1976, cit. po Ogielska in Bartmanska,
2009; Callen in sod. 1986, cit. po Ogielska in Bartmanska, 2009; Ogielska in sod., 2007,
cit. po Ogielska in Bartmanska, 2009). Oogoniji sicer ne izgubijo sposobnosti delitve,

vendar je ta ucinkovita samo pri juvenilnih osebkih, pozneje pa novo nastale celice
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propadajo (Ogielska in Bartmanska, 2009). Podobno je tudi pri sesalcih, pti¢ih in
hrustan¢nicah, Kjer oogoniji vstopijo v mejozo v juvenilnem obdobju, pri odraslih osebkih

pa to ni ve¢ mogoce (Tokarz, 1978).

Pri repatih dvozivkah se oogoniji v steni ovarija, vsako reprodukcijsko sezono intenzivno
delijo in ustvarjajo nova gnezda oogonijev in posledi¢no nove generacije oocit (Aranzabal,
2009). Po ovulaciji tako vstopi nova serija oogonijev v fazo rasti in nadomesti spros¢ene

zrele jajéne celice (Jorgensen, 1973a, cit. po Tokarz, 1978).

Pri sleporilih je oogeneza nekoliko slabse raziskana. Oogeneza je cikli¢en proces, Saj se
oogoniji, tako kot pri repatih dvozivkah, delijo vsako reproduktivno sezono. Jajcerodne
vrste imajo letni reprodukcijski cikel, Zivorodne vrste pa imajo zaradi dolge brejosti (6—7
ali 12 mesecev) dvoleten cikel (Exbrayat, 2009).

2.2 MORFOLOGIJA GERMINALNIH CELIC JAJCNIKA DVOZIVK

Germinalne spolne celice v jajéniku samic imenujemo razli¢no glede na fazo njihovega
razvoja (Raven, 1961, cit. po Ogielska in Bartmanska, 2009). Vse izvirajo iz primordialnih
zarodnih celic (PGCs), ki imigrirajo v razvijajo¢i se ovarij. Nastanek klicne linije je
odvisen od tako imenovane zarodne plazme, ki je morfolosko podobna v vseh organizmih
in je prepoznavna po fibrilarni citoplazmi, mitohondrijih, elektronsko gostih veziklih in
ribosomih (Czolowska 1969, 1972, cit. po Sanchez in Villecco, 2003; Williams in Smith,
1971, cit. po Sanchez in Villecco, 2003). Kli¢ne determinante se med brazdanjem razdelijo
v doloCene blastomere in nazadnje v doloCene celice zarodka, ki postanejo PGC. Pri
brezrepcih so PGC zgos¢ene v posteriornem delu larvalnega ¢revesa. Od tu potujejo po
dorzalnem mezenteriju do gonadnega grebena in razvijajo¢ih se gonad. PGCs so obi¢ajno
vecje celice, ki so morfolosko prepoznavne zaradi rumenjakovih plos¢ic. Z razgradnjo
rumenjaka in mitotskimi delitvami nastanejo manjsi primarni oogoniji (Ogielska in sod.,
2010).

Primarni oogoniji so diploidne celice, ki imajo pri vecini dvozivk veliko, reZnjevo jedro
(Al-Mukhtar in Webb, 1971; Coggins, 1973). Jedro je lahko tudi okroglo z le posameznimi
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invaginacijami jedrnega ovoja, kot navajajo za druzino pravih zab, Ranidae (Ogielska in
Wagner, 1990, cit. po Ogielska in Bartmanska, 2009; Ogielska in Kotusz, 2004, cit. po
Ogielska in Bartmanska, 2009). Znacilni celi¢ni organeli oogonijev so mitohondriji, gladki
endoplazemski retikulum, ribosomi, mikrotubuli, razli¢ni vezikli, anulatne lamele in

centrioli (Al-Mukhtar in Webb, 1971; Coggins, 1973, Ogielska in Bartmanska, 2009).

Po ve¢ ciklih mitotskih delitev se oblikujejo skupki ali gnezda sekundarnih oogonijev, ki
SO medsebojno povezani s citoplazemskimi, medceliénimi mosticki in obdani s
prefolikularnimi celicami (Coggins, 1973). Sekundarni oogoniji so morfolosko podobni
primarnim, razlike so samo v jedru, ki postane izrazito okrogle oblike, brez kakr$nihkoli
reznjev ali invaginacij jedrnega ovoja. Poleg tega sekundarne oogonije povezujejo

medceli¢ni mosticki, ki jih pri primarnih oogonijih $e ni (Ogielska in Bartmanska, 2009).

Sekundarni oogoniji se po zadnji mitotski delitvi spremenijo v primarne oocite, Ki vstopijo
v mejotsko delitev. Zgodnje oocite v leptoten, zigoten in pahiten fazi prve mejotske
profaze so pogosto ¢ vedno v gnezdih in so morfoloSko tezje lo¢ljive od sekundarnih
oogonijev. Sele v pozni pahiten fazi oocite niso ve¢ v skupku in se zaéno razvijati
asinhrono, kar naj bi bilo povezano z izginjanjem intercelularnih mostickov ob nastopu
folikulogeneze (Coggins, 1973). V tem ¢asu namre¢ vsako, razvijajo¢o se jajéno celico
obdajo prefolikularne celice, ki se v postopku imenovanem folikulogeneza ravno tako

razvijajo.

Diploten faza mejotske delitve je najdaljsa faza oogeneze in poteka od nekaj mesecev do
ve¢ let odvisno od vrste dvozivk. V tej fazi razvoj jajéne celice razdelimo na ve¢ razredov.
Najpogosteje uporabljena je razdelitev po Dumontu (1972), ki je opisal Sest faz zoritev
oocit pri zabi krempljic¢arki Xenopus laevis in sicer na podlagi izgleda, barve in velikosti
jajénih celic. Podobni kriteriji in razdelitev se uporabljajo tudi za druge dvozivke. Prva in
druga faza oocit je previtelogena, tretja, ¢etrta in peta so vitelogene faze oocit, Sesto fazo
pa predstavljajo oocite v katerih se je vitelogeneza Ze koncala. Dumontova razdelitev je
prakti¢na, vendar je pri oogenezi, tako kot tudi pri drugih razvijajo¢ih se sistemih tezko
postaviti to¢no dolo¢ene meje med posameznimi fazami. Fizioloski procesi, ki se zacenjajo

v eni fazi, se nadaljujejo v naslednji (Selman in sod., 1993).
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Previtelogene oocite prve zoritvene faze se razen po velikosti lo¢ijo od oogonijev tudi po
citoplazmi, ki je pri oocitah temneje obarvana (Eddy in Ito, 1971, cit. po Tokarz, 1978).
Oocite so vecje in imajo jedro z enim ali dvema jedrcema. Ob jedru je mitohondrijska
masa iz celi¢nih organelov, kot so mitohondriji, ribosomi in kompleksi Golgijevega

aparata.

Previtelogene oocite druge zoritvene faze so ve¢je od oocit v prvi zoritveni fazi. Jedro je
veliko, okroglo z ve¢ jedrci, ki so pomaknjena na preiferijo jedra. Oocite se povecujejo,
citoplazma postaja gostejsa na racun poveCanega Stevila celi¢nih organelov, RNA in

proteinov (Sanchez in Villecco, 2003).

Razlike med posameznimi redovi dvozivk, so predvsem v velikosti jajénih celic, v

posameznih fazah razvoja, vendar te varirajo tudi znotraj iste skupine.

2.3 ZGRADBA ZGODNIIH FAZ JAJCNIH CELIC PRI MOCERILU

Moceril ima dolgo zivljenjsko dobo in temu primerno dolgo je tudi reprodukcijsko
obdobje, ki traja 30 let ali ve¢ (Juberthie in sod., 1996). Samicke v povprecju spolno
dozorijo pri 15,6 letih in odlagajo od 35 do 70 jajcec vsakih 6 do 12,5 let (Juberthie in sod.,
1996; Voituron in sod., 2010). Embrionalni razvoj je pocasen in traja 140 dni pri 10°C in je

odvisen od temperature vode (Durand in Delay, 1981).

Metamorfoze pri mocerilu ni. Zival tako vse Zivljenje obdrzi nekatere larvalne znaéilnosti,
kar naj bi bila posledica zmanjSane obcutljivosti nekaterih tkiv na tiroksin, saj je sama
zleza $¢itnica sicer normalno razvita in aktivno izlo¢a hormon (Langecker, 2000, cit. po
sl.wikipedia.org). Govorimo o heterohroniji oziroma pedomorfnosti. Kljub upo¢asnjenemu
somatskemu razvoju, se gonade pri mocerilu razvijajo normalno, pojav imenujemo

neotenija.

Do nedavnega je bilo malo znanega o morfologiji ovarija mocerila in zoritvenih fazah
jajénih celic. Z raziskavami, v okviru Katerih sta bili izdelani tudi dve diplomski deli - Ive

Talaber (2008) in Urske Zibert (2010), pa je bila proudevana in opisana morfologija
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jajénika in oocit. Jajénik je votlega tipa in podolgovate oblike, kar se sklada z obliko telesa

same zivali. Zrelost jajénika je povezana s parametri telesa (dolzina, masa telesa).

V svetlino jajénika segajo oocite, s pecljem pripete na ovarijsko steno. V njem so, razen
oogonijev, zastopane previtelogene ter vitelogene faze oocit. Oogoniji in previtelogene

oocite so konstantna zaloga jajénih celic za zoritve.

Zoritev jajénih celic ni sezonska, samica lahko odlaga jajca kadarkoli tekom leta.
Preferenca odlaganja jajcec je v zimskem obdobju od oktobra do marca (Juberthie in sod.,
1996).

Oogoniji so najmanjSe jajéne celice V jajéniku mocerila in merijo od 25 do 50 pm. So
sferi¢ne oblike, z malo citoplazme, jedro je veliko, jedrca pa malostevilna. V citoplazmi so

prisotne lipidne kaplje. Pogosto so v skupkih, redkeje posamic¢no.

Previtelogene oocite so prevladujoc€ tip oocit v oogoniju mocerila. Oocite prve zoritvene
faze merijo od 100 do 300 um. Zanje je znalilna predvsem prosojna citoplazma in
homogena objedrna masa, ki vkljucuje lipidne kaplje in mitohondrije (Bizjak Mali in
Bulog, 2010). Objedrno maso v oocitah dvozivk, zaradi njene zelo razli¢ne sestave,
posamezni avtorji poimenujejo tudi drugace: rumenjakovo jedro, kot ga je leta 1850
poimenoval Carus (Srivastava, 1948), Balbianijevo telo, po Balbianiju, ki je leta 1879
interpretiral rumenjakovo jedro kot folikularno celico, ki vstopi v oocito, leta 1883 pa
zapisal, da rumenjakovo jedro izvira iz germinalnega vezikla (Srivastava, 1948). V novejsi
literaturi se je poimenovanje nekoliko poenotilo in prevladuje izraz mitohondrijski oblak
oziroma mitohondrijska masa. Jedro je veliko s Stevilnimi jedrci. V citoplazmi so lipidne
kaplje in $tevilni mitohondriji ter prosti ribosomi; njihovo Stevilo pa se tekom rasti celice
veca. Obsiren je membranski sistem iz gladkih cistern endoplazemskega retikuloma. V
citoplazmi je ve¢ kompleksov Golgijevga aparata ter anulatne lamele, ki se pogosto stikajo
z membranskim sistemom. Oocite I obdajajo malosteviléne in splos¢ene folikularne celice,

katerih jedra so podolgovata. Mikrovili in makrovili so redki.

Oocite 1l so ve¢je in merijo med 300 in 600 um. Povecano je Stevilo jedrc na jedrni

periferiji. Citoplazma je sicer podobna tisti v oocitah I, vendar so v tej fazi jasno vidni
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razlicno veliki vezikli v robnem delu citoplazme. Mikrovili so v tej fazi dalj$i in

Stevilénejsi, prav tako makrovili folikularnih celic.

V tretji zoritveni fazi oocite merijo od 600 do 1000 um in so pod lupo videti bele ali
rumenkaste barve. Njihova citoplazma je slojevita, v centralnem delu homogena, v
kortikalnem pa polna na videz praznih vakuol. Vezikli v robnem delu citoplazme so zaradi
povecnja celice manj oc€itni. Jedrca na periferiji jedra so vecja kot v oocitah zgodnejSih

zoritvenih stopenj.

Vitelinska ovojnica se oblikuje v I11. zoritveni fazi, v IV. zoritveni fazi pa se diferencira v
zunanji homogeni sloj ter notranji sloj zone radiate. V I1l. fazi se pojavijo tudi melaninske
granule, ki v oocitah IV. zoritvene faze tvorijo kontinuiran sloj pod oolemo, tako da so

oocite enakomerno rjavo pigmentirane.

Cetrto fazo zoritve oocit delimo glede na koli¢ino in razporeditev rumenjakovih plos¢ic na
zgodnjo in pozno. Rumenjakove ploséice se zacno kopi€iti v zgodnji fazi, tik pod oolemo,
v pasu kortikalne citoplazme in ob jedru. V pozni IV. zoritveni fazi pa se, s plos¢icami

zapolnjeno periferno obmocje citoplazme, razsiri.

Urska Zibert (2010) je v svoji diplomski nalogi opisala tudi V. fazo zoritve oocit pri
mocerilu. Citoplazma oocit v tej fazi je zapolnjena z rumenjakovimi plos¢icami, jedro pa je

izrinjeno na periferijo.

Oogenezo spremlja tudi folikulogeneza. Okoli oogonijev so malostevilne prefolikularne
celice, ki tvorijo nesklenjen epitel, oocite I. in II. zoritvene faze pa ze obdaja ploscati epitel
folikularnih celic, ki so kasneje kubic¢ne oblike in StevilénejSe. Folikularni epitel se

ponovno splos¢i v V. zoritveni fazi.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

V raziskavo je bilo vklju¢enih 11 samic bele podvrste mocerila Proteus anguinus anguinus
(preglednica 1). Zivali so bile Zrtvovane v razli¢nih letnih ¢asih, njihova tkiva pa fiksirana
ze v preteklih letih za raziskave skupine za Funkcionalno morfologijo vretencarjev na

Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete.

Osebki v naSem vzorcu so bile spolno zrele samice, telesne dolzine od 22,6 do 28 cm in
teze od 15,3 g do 33,4 g (preglednica 1). Osem osebkov je bilo ujetih v Planinski jami, dva
na Otovskem bregu in eden v izviru reke Krupe. Vse zivali so bile do Zrtvovanja
vzdrzevane v speleoloskem laboratoriju na Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete, v
akvarijih z vodnimi filtrirnimi ¢rpalkami, pri temperaturi 10°C in stalni temi. Razen treh
osebkov, ki so bili v poskusih stradanja, so bili osebki hranjeni enkrat tedensko s

postranicami (Crustacea: Amphipoda).

Jajénike vseh enajstih osebkov smo pregledali s svetlobnim mikroskopom, jajénike Stirih

osebkov (P168, P169, P176, P189) pa tudi s presevnim elektronskim mikroskopom.
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Preglednica 1. Podatki o poskusnih zivalih.

Oznaka Lokaliteta Datum Letni ¢as Dolzina Masa Zrelost
osebka fiksacije | fiksacije osebka | zivali(g) | ovarija*
(mm)

P 90 Planinska jama 25.05.1984 | pomlad 235 / o
P 131 Planinska jama 15.12.1998 | zima 250 / ol
P 132** | Planinska jama 21.01.1999 | zima 226 / olv
P 150 Otovski breg 27.10.2000 | jesen 280 33,00 olv
P 157 Otovski breg 15.11.2001 | jesen 285 33,40 ol
P 163 Planinska jama 11. 08. 2003 | poletje 246 20,37 Olll
P 168 Planinska jama 26.11.2003 | jesen 257 21,69 oll

P 169 Planinska jama 26.11.2003 | jesen 243 19,95 oll

P 176** | Planinska jama 28.01.2005 | zima 243 15,30 Olll
P 177** | Planinska jama 19. 05. 2005 | pomlad 250 19,50 oll

P 189 Izvir Krupe 12.07. 2007 | poletje 226 16, 50 Olll

* Zrelost ovarija smo dolo¢ili z najbolj zrelo zoritveno fazo oocit, ki se je pojavila v jajéniku. Oll —-OIV —
zoritvene faze oocit.

** Stradani osebki.

3.2 METODE

3.2.1 Parafinske rezine

Ovariji so bili fiksirani v razli¢nih fiksativih (10% formalin, Bouin, Carnoy). Po fiksaciji
so bila tkiva ustrezno spirana in dehidrirana v rastoci alkoholni vrsti. Vecje kose tkiva smo
dehidrirali trikrat po 15 min v 70% etanolu, sledila je dehidracija trikrat po 15 min v 96%
etanolu, nato smo postopek ponovili v 100% etanolu. Sledilo je bistrenje v ksilenu dvakrat

po 15 min in infiltracija v paraplast, dve menjavi (prvi¢ 4 ure, drugi¢ 12 ur). Pri celotnih
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ovarijih je dehidracija v 70% etanolu potekala dvakrat po 30 minut, v 96% etanolu stirikrat
po 30 min ter ravno tako Stirikrat po 30 min v 100% etanolu. Bistrenje v ksilenu je
potekalo dvakrat po 30 min in infiltracija v paraplastu z dvema menjavama (prvi¢ 4 ure,

drugic 12 ur).

Parafinske vzorce smo rezali na 5 - 12 um debele rezine z mikrotomom znamke Reichert
Jung 2040.

3.2.1.1 Histoloska barvanja parafinskih rezin

Prisotnost posameznih kemijskih sestavin celice lahko kvalitativno ugotavljamo s pomocjo
histokemijskih reakcij, ki nam omogocajo njihovo identifikacijo in lokalizacijo v
histoloSkem preparatu. Osnova vseh histokemijskih reakcij je specifi¢na vezava barvila na
doloc¢eno kemijsko substanco v preparatu. Ta substanca je bodisi fizioloska sestavina celice

ali pa nastane v prvem delu reakcije iz molekul, ki so v celici prisotne.

Preparate smo barvali z vodotopnimi barvili, zato je bilo treba iz rezin odstraniti hidrofobni
parafin in jih ponovno hidrirati. Pred barvanjem smo iz rezin s ksilenom najprej odstranili
parafin (2 krat po 3 minute), rezine smo nato prenesli v propanol (2 krat po 3 minute) ter
jih hidrirali preko padajoc¢e etanolne vrste (96% in 70% etanol; v vsakem 2 krat po 3
minute) do destilirane vode. Po konCanem barvanju smo vse rezine najprej sprali z
destilirano vodo in nato dehidrirali v 70% in 96% (v vsakem 2 krat po nekaj sekund), jih
prenesli v propanol (2 krat po nekaj sekund) in zbistrili v ksilenu (2 krat nekaj sekund ali

dlje). Na koncu smo na vsako stekelce kanili Pertex in ga prekrili s krovnim stekelcem.
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3.2.1.1.1 Barvanje po Feulgenu

Barvanje po Feulgenu je tehnika barvanja, ki se uporablja za indentifikacijo kromosomske
DNA v celici. Temelji na dveh kemijskih reakcijah: hidrolizi in reakciji nastalih aldehidov
s Feulgnovo raztopino (Presnell in Schreibman, 1997). DNA se po barvanju obarva
vijoli¢no. Intenziteta dobljene barve, je sorazmerna koli¢ini DNA v celici (Kiernan, 1990).

Tehnika je predvsem uporabna za studije celi¢nega cikla.

Po deparafinizaciji in rehidraciji parafinskih rezin smo opravili hidrolizo s 5M HCI.
Hidroliza je potekala 60 min na sobni temperaturi. VVzorce smo nato prestavili za 5 min v
destilirano vodo pri 4°C. Sledilo je barvanje s Feulgen raztopino, 120 minut na sobni
temperaturi. Preparate smo nato spirali v SO, vodi in sicer 3 krat po 2 minuti, 2 krat po 10
min in 1 krat 20 min. Na koncu smo preparate dehidrirali do ksilena in jih pokrili z

vklopnim medijem DPX ter krovnimi stekelci.

3.2.2 Poltanke in ultratanke rezine

Tkiva so bila pripravljena po standardnem postopku priprave za TEM. Koscki tkiva so bili
fiksirani v mesanici 0,5 % paraformaldehida in 1,15 % glutaraldehida v 0,05 M
kakodilatnem pufru (pH 7,4), z osmolarnostjo 307 mOsmol/kg (3 ure, na 4°C) in
postfiksirani v 2 % OsO4 s ferocianidom (2 h in 30 min v temi pri sobni temperaturi). Za
izpiralno tekoc¢ino je bil uporabljen 0,05 M kakodilatni pufer z 0,25 M saharoza. Po
dehidraciji skozi rasto¢o etanolno vrsto so bila tkiva vklopljena v vklopni medij Spurr

(ERL) in polimerizirana v sveze pripravljenem ERL pri 70 °C (&ez no¢).

Poltanke rezine smo rezali s steklenimi nozi na ultramikrotomu Reichert Ultracut S na 0,5
um debele rezine. Rezine smo nato polagali v kapljice MiliQ na polilizinskih stekelcih ter

Jih raztegnili na termoplos¢i pri tempreaturi 85°C. Posusene rezine smo barvali z barvilom
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Azur Il Methylene blue in jih po petnajstih sekundah spirali z MiliQ destilirano vodo.

Preparat smo nato ponovno postavali na termoplos¢o in posusili.

Ultratanke rezine, debeline od 70 do 80 nm smo rezali z diamantnim nozem Diatome ultra
na ultramikrotomu Reichert Ultracut S. Rezine smo nato prenaSali na bakrene mrezice

(nosilci preparata).

Sledilo je kontrastiranje, saj so bioloski preparati sicer slabo kontrastni. Kontrastirali smo z
uranil acetatom (15 minut) in svincevim citratom (10 minut) po postopkih Venable in
Coggeshall (1965, cit v Bozzola in Russel, 1991).

3.2.3 Mikroskopiranje

Poltanke in histoloSke preparate smo pregledovali s svetlobnim mikroskopom OPTON -

Axioskop Zeiss in jih fotografirali z digitalnim fotoaparatom Nikon Coolpix 4500.

Ultratanke rezine smo pregledovali s presevnim elektronskim mikroskopom Philips CM

100 ter poslikali z digitalno kamero Gatan BioScan Model 792.

Fotografije parafinskih, poltankih in ultratankih rezin smo obdelali z racunalniSkim
programom Adobe Photoshop CS 5. Preglednice vklju¢ene v diplomsko nalogo so bile

oblikovane v Microsoft Wordu.
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4 REZULTATI

4.1 MORFOLOGIJA OOGONNEV

Oogoniji so ve¢inoma v skupkih ali gnezdih v vezivnem tkivu robnega dela ovarija (sl. 2 a,
b). Gnezda merijo od 60 do 150 um. V posameznem gnezdu smo presteli od 2 do 30
oogonijev, ki so majhne, okrogle celice, velikosti od 17 do 50 um, z velikim jedrom. V
steni ovarija so tudi posamezni oogoniji, obdani s somatskimi prefolikularnimi celicami
(sl. 2 c).

Plazmalema sosednjih oogonijev je na nekaterih mestih prekinjena in citoplazmi sosednjih
oogonijev sta v stiku s citoplazmatskim mostickom (sl. 3). Skupine oogonijev obdajajo
prefolikularne celice (sl. 4). Njihova velika, temna, vretenasta jedra so na obrobju gnezda,
ponekod pa tudi ze med oogoniji, kjer se odrivki prefolikularnih celic vrivajo med sosednje
oogonije (sl. 5). V jedru so vidna obmocja evkromatina in hetreokromatina (sl. 6). V
prefolikularnih celicah so Stevilni mitohondriji ter intermediarni filamenti. Citoplazma je
elektronsko gosta (sl. 7 a, b). V citoplazmi so tudi posamezne mas¢obne kaplje, Golgijev
aparat, ribosomi ter cisterne endoplazemskega retikuluma. Med sosednjimi
prefolikularnimi celicami so to¢kovne povezave ali dezmosomi, mestoma Se sosednji

plazmalemi zlivata (sl. 8 a, b).

Plazmelemi oogonija in sosednje prefolikularne celice sta ve¢inoma v neposrednem stiku,
mestoma so vidni ozki medceli¢ni prostor ter dezmosomom podobne zgostitve (sl. 9 a, b).
Ponekod je opazno nagubanje ooleme in plazmaleme sosednje prefolikularne celice (sl.

10), mikrovilov znadilnih za zrelejSe faze razvoja $e ni zaslediti.

Jedro oogonija meri okrog 20 um in zavzema vecino prostornine celice. Jedrca (sl. 11) so
malostevilna, ve¢inoma dva do §tiri. Jedrni ovoj z vmesnim perinuklearnim prostorom in
jedrnimi porami je gladek (sl. 12). Jedra oogonijev so v razli¢nih fazah mitotske delitve,
najpogosteje smo zasledili interfazna jedra, ki so sferi¢ne oblike (sl. 13 a, b), prevladuje

evkromatin, elektronsko svetlejsa, nezgos¢ena oblika kromatina, na nekaterih mestih pa so
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jasno vidni heterokromatinski skupki, koncentrirani predvsem ob jedrni ovojnici (sl. 13 b,
c). V jedru je viden nitast (filamentozni) material nizke elektronske gostote,

interkromatinske granule ter posamezne, vecje perikromatinske granule (sl. 13 c).

V profazi mitotske delitve so v jedru vidne zgostitve (sl. 14), saj se kromosomi za¢no
spiralizirati. Jedrca v pozni profazi postopoma izginejo. V anafazi opazimo kromosome, Ki
potujejo na nasprotna pola celice (sl. 15). Telofazna jedra (sl. 16 a, b) so nepravilnih oblik,
lahko so reznjasta, kar zavisi od prereza preparata. Jedrca se v tej fazi ponovno formirajo.

Citoplazma oogonija je svetla, elektronsko redka. V njej Se ni izoblikovanega
membranskega sistema znacilnega za oocite. Opazni so kanali in le posamezne cisterne
endoplazemskega retikuluma, ki so ozke, mestoma razsirjene in kratke (Sl. 17 a, c).
Ponavadi je ve¢ cistern na periferiji celice. Cisterne so ve¢inoma gladke, brez ribosomov,

vendar smo mestoma opazili tudi zrnati endoplazemski retikulum z ribosomi (sl. 17 c).

V citoplazmi so S$tevilni mitohondriji z raznoliko morfologijo. Mitohondriji so bodisi
okrogle ali podolgovate oblike z izrazitimi kristami in ponekod vidnimi mitohondrijskimi
zrni (sl. 18 a,d). Kriste so lahko lamelarne (sl. 18 b), vezikularne ali tubularne (sl. 18 d).
Pogosti so tudi M z izrazitimi bo¢nimi razSiritvami (sl. 18. c). Matriks je ve¢inoma
elektronsko gost, zasledimo pa tudi mitohondrije z elektronsko svetlim matriksom in
redkimi kristami (sl. 19).

Glikogenske granule so neenakomerno razporejene v citoplazmi (sl. 18 a). Lipidne kaplje
so ve¢inoma Vv skupini na enem polu oogonija (sl. 20 a). So razli¢nih velikosti, pravilnih,
okroglih oblik, z elektronsko gosto sredico, svetlejsim robom in elektronsko gostim
plaséem (sl. 20 c). V njihovi blizini so vedno tudi mitohondriji (sl. 20 b). V nekaterih
oogonijih smo poleg okroglih lipidnih kapelj isto¢asno zasledili tudi lipidne kaplje izrazito
nepravilnih oblik (sl. 20 d).

V citoplazmi so pogosti skupki elektronsko gostih teles z vlaknasto vsebino in vezikli z

elektronsko svetlo, homogeno vsebino (sl. 21 a, b).

V citoplazmi je ve¢ kompleksov (do pet) Golgijevega aparata, ki ga sestavljajo sploséene

membranske cisterne ter vezikli na konkavni trans strani (sl. 22). Vezikli imajo homogeno,
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elektronsko svetlo vsebino, v blizini so kratke, razSirjene cisterne ER, katerih vsebina je

elektronsko gostejsa.

Slika 2 a, b, c. Oogoniji v steni ovarija mocerila P. anguinus anguinus. Oll —oocita druge
zoritvene faze. N - jedra prefolikularnin celic. a. Poltanka rezina. Barvanje Azur Il
Methylene Blue. b. TEM posnetek. c. Parafinska rezina. Barvanje po Feulgenu.
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Slika 3 a, b. Citoplazemski mosti¢ek (puséice), mesto neposrednega stika dveh sosednjih
oogonijev (Ool, Ooll, Oolll). M - mitohondrij. TEM posneteka.

Slika 4. Prefolikularna celica (preFC) z znaéilnim heterokromatskim, vretenastim jedrom
(Nfc) in oogoniji, ki mejijo nanjo. Ool-V — oogonij, ki mejijo na prefolikularno celico. N -
jedro oogonija. TEM posnetek.
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Slika 5. Odstavek prefolikularne celice (puscica) med sosednja oogonijema (Ool, Ooll). N
— jedro oogonija. Nfc — jedro prefolikularne celice. TEM posnetek.

Slika 6. Jedro prefolikularne celice (Nfc) z obmocji evkromatina (evc) in heterokromatina

(hc). cyt Oo — citoplazma oogonija. M — mitohondriji. L- lipidne kaplje. TEM posnetek.
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Slika 7 a, b. Citoplazma prefolikularnih celic (preFC) z Sstevilnimi intermediarnimi
filamenti (if). V prefolikularnih celicah so posamezne mascobne kaplje (L) (slika a) in

mitohondriji (M) (slika b). Nfc — jedro prefolikularne celice, Ool, Il - oogonija. TEM
posnetka.

Slika 8 a, b. Medceli¢ni stiki sosednjih prefolikularnih celic. a. Neposreden stik plazmalem
sosednjih prefolikularnih celic (puscica). Nfcl, Nfc2 — jedri prefolikularnih celic. b.
Dezmosom (D) med prefolikularnima celicama (pre FC1, pre FC2). Oo — oogonij. if —
intermediarni filamenti. TEM posnetka.
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Slika 9 a, b. Stik oogonija s prefolikularno celico. Dezmosomom podobne zgostitve
(puscica) med oogonijema (Ool, Ooll) in odrivkom prefolikularne celice (preFC) (slika a).
TEM posnetka.

Slika 10. Nagubanje sosednjih plazmalem na stiku oogonija (Oo) s prefolikularno celico.
Puscica — oolema. Cyt fc — citoplazma prefolikularne celice. Nfc — jedro prefolikularne

celice. if — intermediarni filamenti. TEM posnetek.
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Slika 11. Jedrce oogonija (pus¢ica). evc — evkromatin. hc — heterokromatin. TEM
posnetek.

2UUSnm
PR

Slika 12. Jedrni ovoj z jedrnimi porami (jp). N — jedro oogonija. cyt Oo — citoplazma

oogonija. TEM posnetek.
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Slika 13 a, b, c. Interfazno jedro oogonija (N) je okroglo in evkromatsko. Cyt Oo —
citoplazma oogonija. Nfc — jedro prefolikularne celice. ¢. Loc¢imo med nitastim
(filamentoznim) materialom nizke gostote (f), interkromatinskimi granulami (in) ter
posameznimi, ve¢jimi perikromatinskimi granulami (p). a. Barvanje po Feulgenu. b - c.
TEM posneteka.
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Slika 14. Profazna jedra oogonijev z zgostitvami zaradi spiraliziranih kromosomov. s -
jedra somatskih celic. Barvanje po Feulgenu.

Slika 15. Jedro oogonija v anafazi. V anafaznem jedru (a) opazimo kromosome (Kk), ki

potujejo na nasprotna pola celice. s — jedra somatskih celic. Barvanje po Feulgenu.
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Slika 16 a, b. Jedro oogonija v telofazi. Telofazno jedro (t) je nepravilne oblike s ponovno
formiranim jedrcem (n). Med posamezne reznje jedra Se vriva citoplazma (cyt Oo). evc —
evkromatin. hc — heterokromatin. s — jedra somatskih celic. a. Barvanje po Feulgenu. b.
TEM posnetek.
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Slika 17 a, b, c. Endoplazemski retikulom v citoplazmi oogonija (cyt Oo). Cisterne
endoplazemskega retikuluma (ER) so posamezne, lahko so kratke in razsirjene (slika a) ali
ozke (slika b, slika c). Mestoma so na cisternah ER vidni ribosomi (R). Ve¢ cistern je na
robnem delu celice (slika b). Nfc — jedro prefolikularne celice. M — mitohondriji. L- lipidne

kaplje. N — jedro oogonija. TEM posnetKi.
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Slika 18 a, b, ¢, d. Mitohondriji v citoplazmi oogonijev. Mitohondriji (M) so okrogle ali
podolgovate oblike z izrazitimi pre¢nimi ali vzdolznimi kristami (kr) (slika a). Kriste so
lahko lamelarne (lk) (slika b), vezikularne (vk) ali tubularne (tk) (slika d). Pogosti so M z
bo¢nimi deformacijami (slika c). z - zrna v matriksu. cyt Oo - citoplazma oogonija. ER -
endoplazemski retikulum. L - lipidna kaplja. Na sliki a je viden glikogen (Gly). TEM

posnetki.
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Slika 19. Mitohondriji z elektronsko svetlim matriksom in maloStevilnimi kristami
(puséici). L — lipidne kaplje. M — mitohondriji z elektronsko gostim matriksom. N — jedro
oogonija. TEM posnetek.
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Slika 20 a, b, c, d. Lipidne kaplje v citoplazmi oogonijev. a. Lipidne kaplje (L) so obi¢ajno
v skupini na enem polu oogonija. b. V njihovi blizini so mitohondriji (M). c. Lipidne
kaplje z elektronsko gosto sredico (e), svetlejsim robom (rl) in elektronsko gostim plas¢em
(Ip). ER — razsirjene cisterne endoplazemskega retikuluma. d. Lipidne kaplje nepravilnih

oblik (L). Cyt Oo — citoplazma oogonija. N — jedro oogonija v telofazi. TEM posnetkKi.
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Slika 21 a, b. Elektronsko gosta telesa (puscice) in vezikli z elektronsko svetlejSo,
homogeno vsebino (glava puscice) v citoplazmi oogonija (cyt Oo). TEM posnetek.

Slika 22 a, b. Skupki ali kompleksi Golgijevega aparata (GA) v citoplazmi oogonijev (cyt
00). Sestavljajo ga splos¢ene membranske cisterne ter vezikli (v) na konkavni trans strani

(tr). ci — cis stran Golgijevega aparata. ER — endoplazemski retikulum. TEM posnetka.
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4.2 MORFOLOGIJA ZGODNJIH PREVITELOGENIH OOCIT

4.2.1 Oocite |

Oocite | so velike od 100 do 300 um in imajo ob jedru znacilno lipidno maso iz lipidov in
mitohondrijev (sl. 23 a, b). Jedro je veliko, v sredi$¢u oocite in z vecjim §tevilom manjSih
jedrc. Jedrca imajo znacilno zgradbo, kot pri oogonijih (sl. 24). Jedrne pore so Stevilénejse.
Nukleoplazma je na videz podobna citoplazmi ob jedru (sl. 25). V jedrih so vidne

kromatinske niti (sl. 26), znacilne za pahiten fazo profaze prve mejotske delitve.

Citoplazma je gostejsa kot pri oogonijih, z znac¢ilnim razvejanim membranskim sistemom
(sl. 27 a, b, c). Na cisternah endoplazemskega retikuluma ni vidnih ribosomov. Ponekod so
cisterne membranskega sistema naloZene tesno ena na drugo (sl. 27 c). V citoplazmi so
Stevilni ribosomi in poliribosomi. Skladno z vecanjem celice se povecuje tudi Stevilo

citoplazemskih organelov, slednji so Stevil¢nejsi kot pri oogonijih.

Mitohondriji so najstevilénejsi v lipidni masi ob jedru, a so Stevilni tudi v preostali
citoplazmi. Lahko so okrogli ali podolgovati, ve¢inoma z elektronsko gostim matriksom in
tubularnimi kristami ter posameznimi mitohondrijskimi zrni. (sl. 28). Mitohondrijev z

znac¢ilno bo¢no razsiritvijo pri oocitah nismo zasledili.

Lipidne kaplje so stevilnejSe kot pri oogonijih, imajo pa ravno tako elektronsko gosto
sredico, svetlejSi rob in elektronsko gost plas¢ (sl. 29 a). Koncentrirane so ob jedru,
ponekod jedro obdajajo z vseh strani (sl. 29 b), ali pa so lipidi zgo$¢eni na enem mestu
bodisi v mitohondrijski masi ali v manjsih skupkih. Poleg najpogostejsih okroglih lipidnih
kapelj smo zasledili tudi lipidne kaplje nepravilnih oblik (sl. 29 c).

V citoplazmi je tudi ve¢ kompleksov Golgijevega aparata (sl. 30) s Stevilnimi vezikli na

trans strani.

Pogosta so mielinska telesa, sestavljena iz zblizanih, koncentri¢no nalozenih membran (sl.
31).
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V citoplazmi najdemo tudi razli¢ne vezikle od 0,5 do 1,5 um v premeru, S homogeno

zrnato vsebino ali pa z razlicno, heterogeno vsebino (sl. 32 a, b).

Plazmalemi oocite in sosednjih folikularnih celic sta na mnogih mestih $e vedno v
neposrednem stiku, z rastjo pa se vedno pogosteje pojavlajo izrastki ooleme, mikrovili, ki
so Stevilénejsi in daljsi. Izrastke ali makrovile tvorijo tudi folikularne celice (sl. 33), ti so
vedno vedji in StevilénejSi. Na ta nacin se veca stiCna in posledi¢no tudi izmenjevalna
povrsina med jajéno celico in folikularnimi celicami (sl. 34 a, b). Na stiku oocite | s
folikularno celico je ponekod opazna izrazita zgostitev citoplazme (sl. 35).

Folikularne celice se med seboj stikajo z dezmosomi ali neposredno s plazmalemo (sl. 36
a, b). V citoplazmi folikularnih celic je veliko mitohondrijev, cistern membranskega
sistema in intermediarnih filamentov (sl. 37 a, b). Obc¢asno so vidni tudi lizosomi (sl. 38).

Sy

Slika 23 a, b. Skupek lipidnih kapelj (L) ob jedru oocite I. N - jedro. M - mitohondriji.
TEM posnetka.
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Slika 25. Jedrna membrana, nukleoplazma in citoplazma ob jedru. Jedrna membrana ima
vec jedrnih por (jp). Nukleoplazma (N) je na videz podobna citoplazmi ob jedru (cyt O). L
— lipidna kaplja. TEM posnetek.
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Slika 26. Kromosomske niti (kn) v jedru oocite I (Ol). N - jedro. Barvanje po Feulgenu.
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Slika 27 a, b, c. Membranski sistem v citoplazmi oocite I. Citoplazma (cyt O) je gostejsa
kot pri oogonijih. Ooplazma vsebuje razvejan membranski sistem (ER). Cisterne so na

nekaterih mestih gosto naloZene (puséica) (slika ¢). M - mitohondrij. TEM posnetKki.
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Slika 28 a, b. Mitohondriji (M) v citoplazmi oocite | (cyt O) z izrazitimi kristami (kr). ER —
endoplazemski retikulum. L — lipidna kaplja. z - mitohondrijska zrna. N - jedro. TEM
posnetka.
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Slika 29 a, b, c. Lipidne kaplje v oociti I. a. Lipidne kaplje (L) imajo znacilno zgradbo:
elektronsko gosto sredico (e), svetlejsi rob (rl) in elektronsko gost plas¢ (Ip) b. Lipidne
kaplje (L) popolnoma obdajajo jedro (N) oocite. cyt O — citoplazma oocite. c. Lipidne
kaplje (L) so lahko nepravilnih oblik. FC — folikularna celica. if — intermediarni filamenti.
TEM posnetki.
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Slika 30. Golgijev aparat (GA) v citoplazmi oocite | (cyt O). Sestavljajo ga malostevilne,
splos¢ene membranske cisterne ter Stevilni drobni vezikli (v). ci — cis stran Golgijevega

aparata. tr — trans stran. TEM posnetek.

Slika 31. Mielinska telesa (puscice) v citoplazmi oocite | (cyt O). ER — endoplazemski

retikulum. TEM posnetek.
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Slika 32 a, b. Vezikli v citoplazmi oocite I. V citoplazmi oocite (cyt O) so vezikli (puscica)
s heterogeno vsebino, kot tudi manjsi vezikli z srednje elektronsko gosto, zrnato vsebino
(veZ) (slika b). ER — cisterne membranskega sistema. TEM posnetka.

Slika 33. Stik oocite s folikularno celico. Plazmalemi oocite in sosednjih folikularnih celic
sta na mnogih mestih §e vedno v neposrednem stiku (puséica), oblikovani pa so ze tudi
mikrovili oocite (mik) in makrovili folikularnih celic (mak). Nfc — jedra folikularnih celic.
cyt O — citoplazma oocite. TEM posnetek.
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Slika 34 a, b. Mikrovili in makrovili. 1zrastki ooleme, mirovili (mik) in izrastki folikularnih
celic, makrovili (mak) poveéujejo sticno povrSino med celicama. Cyt O — citoplazma
oocite. Cyt fc — citoplazma folikularne celice. M — mitohondriji. if — intermediarni
filamenti. Pv — perivitelinski prostor. TEM posnetka.

citoplazme (puscica). mak — makrovil. Pv - perivitelinski prostor z mikrovili. TEM

posnetek.
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Slika 36 a, b. Stiki med folikularnimi celicami. Sosednji folikularni celici (FC1, FC2) se
stikata z dezmosomi (D) (slika a). Ponekod prihaja do neposrednega stika sosednjih
plazmalem (puscica) (slika b). M — mitohondrij. ER — cisterne membranskega sistema.
TEM posnetka.

Slika 37 a, b. Citoplazma folikularnih celic (Cyt fc) z mitohondriji (M), cisternami

membranskega sistema (ER) ter intermediarnimi filamenti (if). TEM posnetka.



42

Ceket D. Ultrastruktura oogonijev in zgodnjih oocit v jajéniku modcerila (Proteus anguinus anguinus).
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

Slika 38. Lizosomi (puséica) v citoplazmi folikularnie celice (Cyt fc). M — mitohondrij.
TEM posnetek.
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4.2.2 Oaocite 11

Oocite II so vec¢je in merijo okrog 300-600 um. V jedru so Stevilna, vec¢ja jedrca, locirana
ob jedrnem ovoju, ki je bolj naguban kot pri oocitah I (sl. 39 a, b). Citoplazma oocit Il je
nekoliko gostejSa kot pri oocitah I, poleg tega pa je njihov membranski sistem bolj
razvejan (sl. 40). Lipide kaplje so StevilnejSe, prav tako mitohondriji, Golgijev aparat in
mielinska telesa (sl. 41 a, b, ¢, d). V ve¢jih oocitah so izrazite tudi anulatne lamele,

sestavljene iz nanizanih paralelnih membran, med katerimi je manjsi prostor (sl. 42).

V robnem delu citoplazme so v enem sloju vzdolz ooleme prisotni elektronsko svetli
vezikli razli¢nih velikosti in z raznoliko vsebino (sl. 43 , 45 a). Njihova vsebina je bodisi
zrnata, fibrilarna ali pa vkljucuje mielinska telesa, kot tudi lipidom podobno elektronsko

gosto vsebino (sl. 43 b). Pri oocitah I so se vezikli pojavljali le posami¢no.

Tudi stiki med jajéno celico in folikularno celico so drugacni kot pri oocitah 1. Mikrovili in
makrovili so tanj$i, daljsi in Stevilénejsi (sl. 44 a, b). Folikularne celice so Stevilénjse in

bolj splos¢ene, med seboj so povezane z dezmosomi (sl. 45 a, b).
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Slika 39 a, b. Jedrca (n) v jedru (N) Oocite Il so povecana in S$tevilénejsa. Cyt O -
citoplazma oocite. a. Poltanka rezina. Barvanje Azur Il Methylene Blue. b. TEM posnetek.
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Slika 40. Membranski sistem (ER) v citoplazmi OIl (cyt O). Glikogenske granule
(puscica). TEM posnetek.
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Slika 41 a, b, c, d. Organeli v citoplazmi oocite 1l (cyt O) Lipidne kaplje (L) (slika a),
mitohondriji (M) (slika b), Golgijev aparat (GA) (slika ¢) in mielinska telesa (puscice
(slika d). ER - membranski sistem. TEM posnetki.
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Slika 42. Anulatne lamele. TEM posnetek.
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Slika 43 a, b. Vezikli (v) v robni citoplazmi oocite 11 (cyt O) s heterogeno vsebino. Puscici
na sliki b oznacujeta mielinsko telo in lipidnim kapljam podobno elektronsko gosto

vsebino. a. Poltanka rezina. Barvanje Azur 1l Methylene Blue. b. TEM posnetek.



49

Ceket D. Ultrastruktura oogonijev in zgodnjih oocit v jajéniku modcerila (Proteus anguinus anguinus).
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

Slika 44 a, b. Stik med oocito Il in folikularno celico (FC). Nfc - jedro folikularne celice.
mik - mikrovili. mak - makrovili. cyt O - citoplazma oocite Il. M - mitohondrij. TEM
posnetka.

Slika 45 a, b. Folikularne celice so splos¢ene (slika a) in se med seboj stikajo z dezmosomi
(D) (slika b). V - vezikli v citoplazmi oocite 11 (cyt O). Nfc - jedro folikularne celice. mik -

mikrovili oocite 1l. TEM posnetka.
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5 DISKUSIJA

Med razvojem se v jaj¢éni celici dogajajo Stevilne spremembe. Razvoj od oogonijev do
zrelih oocit poteka v ve¢ fazah, vsaka s specifiénimi morfoloskimi znac¢ilnostmi. Omejili
smo se na opazovanje zgodnjih faz razvoja in sicer na ultrastrukturo oogonijev ter

previtelogenih oocit.

V steni razvijajocega ovarija dvozivk so somatske in zarodne celice (Spornitz in Kress,
1973; Ogielska in Bartmanska, 2009). Iz somatskih celic se s ¢asom oblikujejo

prefolikularne celice, iz zarodnih celic pa se razvijejo oogoniji.

Oogoniji so majhne celice, ki se mitotsko delijo. Proliferacija oogonijev poteka bodisi
permanentno med reproduktivno dobo samice, bodisi je proliferacija omejena na juvenilni
stadij osebka. Slednje je znaéilno za piskurje, hrustancnice, nekatere kostnice, ptice in
sesalce (Tokarz, 1978). Oogoniji se tudi pri brezrepcih intenzivno delijo le v jaj¢nikih
juvenilnih stadijev osebkov in oocite, ki nastanejo v tem obdobju zados¢ajo za celotno
reproduktivno dobo (Ogielska in Bartmanska, 2009). Novi oogoniji pri brezrepcih sicer
nastajajo tudi v odrasli dobi, vendar vefinoma propadejo. Pri repatih dvozivkah in
nekaterih brezrepcih, kot tudi kostnicah in plazilcih pa se oogoniji mitotsko delijo ter
vstopajo v nadaljne faze razvoja skozi celotno reproduktivno obdobje osebka (Aranzabal,
2009). Slednje najverjetneje drzi tudi za mocerila, mitotske faze oogonijev smo zasledili

pri vseh pregledanih ovarijih razli¢no starih samic.

Po seriji delitev primarnih oogonijev nastanejo pri dvozivkah gnezda sekundarnih
oogonijev (Ogielska in sod., 2010), ki so povezani s citoplazemskimi mostic¢ki. Nastanejo
tako, da se citokineza po mitotski delitvi ne zaklju¢i popolnoma (Ogielska in sod., 2010).
Opisujejo jih pri zelo razli¢nih skupinah vretencarjev: dvozivkah, ribah, plazilcih, pticih ter
sesalcih (Tokarz, 1978). Njihove najpomembnejSe vloge naj bi bile usklajevanje razvoja
oogonijev v gnezdu (Coggins, 1973), omogocanje komunikacije ter prenosa signalov med
celicami, prav tako pa naj bi imeli pomembno vlogo pri propadu posameznih oogonijev ter

regulaciji njihovih mitotskih delitev (Tokarz, 1978). Citoplazemski mosticki so prisotni
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tudi med oogoniji skupka v ovarijih mocerila, medtem ko jih pri oocitah nismo veé

zasledili, saj so celice folikularnega ovoja obdale posamezne oocite.

Tako kot pri ostalih dvozivkah, tudi pri mocerilu oogonijska gnezda obdajajo
prefolikularne celice. Folikulogeneza poteka podobno pri vseh vretencarjih in je priblizno
Casovno usklajena z nastopom mejotske profaze (Tokarz, 1978). Takrat se zatno
folikularne celice vrivati v gnezdo oocit ter v kon¢ni fazi popolnoma obdajo posamezne
zarodne celice. V tej fazi izginejo tudi citoplazemski mosticki in jajéne celice se za¢no
razvijati posami¢no (Ogielska in Bartmanska, 2009). Folikularni ovoj je enoslojen in
ostane tak med celotnim razvojem oocite (Aranzabal, 2009). Med seboj so folikularne
celice povezane z dezmosomi, kar opisujejo tudi za ostale dvozivke (Sretarugsa in sod.,
2001).

Folikularni ovoj ima Stevilne vloge pri razvoju jajéne celice. Tu naj bi potekala sinteza
nukleinskih kislin, lipidov, sladkorjev in proteinov, ki sluzijo nato nadaljnemu razvoju
jajéne celice (Kessel in Panje, 1968). Pomembno vlogo ima pri nastajanju sekundarnega
jajénega ovoja in prenosu razli¢nih snovi iz krvnih kapilar do same oocite. Snovi prehajajo

v oocito z difuzijo in endocitozo (Aranzabal, 2009).

Skladno z njihovo viogo imajo folikularne celice veliko mitohondrijev, Golgijevih
kompleksov, veziklov in lipidnih kapelj (Giilsoy in sod., 2006). Stevilni intermediarni
filamenti imajo vlogo citoskeleta. Lipidov je med folikulogenezo vedno ve¢, saj se v
folikularnih celicah akumulirajo (Kessel in Panje, 1968). Izrazite akumulacije lipidov v FC

pri mocerilu nismo zasledili, so pa zastopane posamicne lipidne kaplje.

Z rastjo jajéne celice transport snovi s pinocitozo, ki poteka med plazmalemo oocite in
folikularnih celic, ne zados¢a ve¢ potrebam celice, zato se zacne pove€evati njuna sti¢na
povrSina (Odor, 1960). To se zgodi na ra¢un pojava prstastih izrastkov plazmaleme obeh
tipov celic. Pojav je znacilen za vse vretencarje, tako kostnice (Anderson, 1967), dvozivke
(Sanchez in Villecco, 2003), kot tudi sesalce (Franchi, 1960). Izratske, ki so
citoplazemskega izvora opisujejo pri oocitah kot mikrovile, tiste, ki izras¢ajo s povrsine
folikularnih celic pa makrovile (Matova in Cooley, 2001). Mikrovilom in makrovilom

nudijo oporo aktinski filamenti (Browder in sod., 1980; Ogielska in Bartmanska, 2009). Pri
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mocerilu se mikro in makrovili pojavljajo v prvi fazi zoritve oocit (oocite I) ter se nato
daljsajo in postajajo vedno Stevilénej$i, v skladu z rastjo jajcne celice ter njenih potreb po
izmenjavi snovi. Nekateri avtorji (Sanchez in Villecco, 2003) opisujejo mikrovile kot
tanjSe, krajSe in elektronsko manj goste izrastke od makrovilov. Pri mocerilu bistvenih
razlik med mikrovili in makrovili nismo opazili, razen pogostih izrazito debelih

makrovilov, ki so obi¢ajno v neposrednem stiku z oocito.

Vecina oogonijskih jeder v ovarijih mocerila je v interfazi. V njih prevladuje nezgoscen
evkromatin, medtem ko so skupki hetrerokromatina koncentrirani predvsem ob jedrnem
0VOju. Znotraj enega oogonijskega gnezda so lahko jedra v razli¢nih fazah delitve. Prav
tako se mitotske delitve pojavljajo ne glede na letni ¢as. Pri mocerilu so telofazna jedra
reznjasta. Znacilno reznjasto obliko telofaznih jeder opisujta Cross in Mercer (1993). V
ovariju so razen oogonijskih gnezd tudi posamezni oogoniji, za katere pa s svetlobnim
mikroskopom nismo uspeli dolo¢iti ali so to sekundarni ali primarni oogoniji. Ti so namre¢
pri mocerilu ravno tako posamezni, z nepravilno oblikovanim jedrom in obdani s

somatskimi celicami.

Po seriji mitotskih delitev oogonij vstopi v prvo mejotsko delitev. Za jedra diploten faze 1.
mejotske delitve so znacilni krtacasti kromosomi, ki jih opisujejo pri kostnicah, dvozivkah
in pti¢ih in so pomembni za sintezo RNA (Old in sod., 1977, cit. po Sanchez in Villecco,

2003). Sinteza poteka na zankah, Ki se lateralno iztezajo iz kromatid.

Prioocitah I in 11 krtacastih kromosomov nismo zasledili, saj v tem obdobju zoritve $e niso

izraziti. Zna&ilni so za tretjo in ostale zoritvene faze oocit moderila (Zibert, 2010).

Jedrca ali nukleolusi se pojavljajo v jedru oocit vretencarjev v razli¢nem Stevilu. V jedru
oogonijev kostnic najveckrat opisujejo le eno veliko jedrce (Bruslé in Bruslé, 1978;
Abdalla in Cruz Landim, 2003; Giilsoy, 2007). Pri dvozivkah $tevilo jedrc varira od enega
do treh (Guraya, 1965; Coggins, 1973). Pri oogonijih mocerila opazimo dve do $tiri jedrca
v interfaznem ali telofaznem jedru, pri oocitah pa so jedrca pomnozena in povecana na
obodu jedra. Najvecje Stevilo jedrc v jedru pri dvozivkah je znacilno za pahiten fazo
mejoze (Brachet, 1979). Ta ocitno sovpada z II zoritveno fazo oocit mocerila, ko so jedrca

najitevilénejia (Zibert, 2010). Vloga jedrc je sinteza ribosomov, ki se kopicijo v citoplazmi
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oocite in zagotavljanje zadostne koliCine proteinov potrebnih za rast in razvoj bodocega

embrija v zgodnji fazi razvoja (Browder in sod., 1980).

V citoplazmi tako oogonijev, kot pozneje oocit so prevladujoci celi¢ni organeli
mitohondriji, ki zagotavljajo razvijajo¢i se jajéni celici in pozneje embriju energijo v obliki
ATP. Najdemo jih v citoplazmi vseh aerobnih evkariontskih celic in so najbolj razpoznavni
po njihovi dvojni membrani, ki imata razlicno sestavo in razlicno permeabilnost
(Ghadially, 1997). Notranja membrana mitohondrija tvori kriste, ki so v oogonijih jajénika
mocerila razlicnih oblik, kriste so bodisi lamelarne, tubularne ali vezikularne. RazliCne
oblike mitohondrijev z razli¢nimi kristami smo opazili tudi znotraj ene jaj¢ne celice. V
oogonijih so pogosti mitohondriji z razsSirjenim, nepopolnim obodom oz. transformirani

mitohondriji.

Zelazowska in Kilarski (2009) opisujeta v jajéniku pri jesetru Acipenser gueldenstaedtii
dva morfoloska tipa mitohondrijev. Prvi tip z dobro razvitimi kristami ima vlogo pri
transportu RNA (Zelazowska in sod., 2007) in pri tvorbi energije za transport zarodne
plazme znotraj citoplazme (Chan, 2006, cit. po Zelazowska in Kilarski, 2009). Drugi tip pa
so tako imenovani transformirani mitohondriji. So skoraj sfericne oblike z nepravilno
oblikovanimi kristami, ali pa teh ponekod sploh ni. Znacilni so za previtelogene faze oocit.
Njihova poglavitna vloga pa naj bi bila tvorba proteinov in jajénega ovoja ter germinalnih
celicnih determinant, za katere v starejsi literaturi uporabljajo izraz »nuage», saj niso
poznali vloge nukleoplazmi podobnih skupkov (Zelazowska in sod., 2007). Transformiran
tip mitohondrijev se pojavljaja tako v vretencarskih, kot v nevretencarskih gametah.
Morfolosko razliéni mitohondriji so znacilni tudi za miSi¢ne in Zivéne celice (cit. v
Zelazowska in Kilarski, 2009). Poznano je, da med nastajanjem mitohondriji spreminjajo
obliko, se delijo in zdruzujejo (Ghadially, 1997). Mitohondriji nepravilnih ali nepopolnih
oblik v oogonijih mocerila so lahko odraz mitohondriogeneze. V oogonijih, kot tudi v
oocitah namre¢ poteka intenzivno poveCevanje Stevila mitohondrijev, ki zagotavljajo

potrebno energijo za razvoj embrija (Browder in sod., 1980; Gilbert, 2003).

Avtorji opisujejo tri razli¢ne nadine nastanka novih mitohondrijev; le-ti naj bi nastali iz

matriksa, iz nemitohondrijskih struktur kot so jedrni ovoj (Hoffman in Grigg, 1958; Brandt
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in Pappas, 1959, cit. po Ghadially, 1997), celicna membrana (Geren in Schmitt, 1954; De
Robertis in Bleichmar, 1962, cit. po Ghadially, 1997), pinocitotski vezikli (Gey, 1956, cit.
po Ghadially, 1997) in mikrotelesa (Rouiller in Bernhard, 1956; Engfeldt in sod., 1958, cit.
po Ghadially, 1997) ter iz Ze obstoje¢ih mitohondrijev, ki je najbolj verjeten nacin

nastajanja novih mitohondrijev.

Pogosti vkljucki oogonijev in oocit v jajéniku mocerila so tudi lipide kaplje. Velikokrat se
mitohondrij stika z lipidno kapljo ali pa je v skupku lipidnih kapelj tudi veliko
mitohondrijev. V oogonijih in oocitah | lipidne kaplje skupaj z mitohondriji oblikujejo
homogeno maso ob jedru. Slednja je obseZnejSa in izrazitej$a v oocitah I, pri oocitah 11 pa
se homogena masa razprsi okoli jedra in po vsej citoplazmi. Podobno strukturo imenovano
lipidno telo opisujeta Zelazowska in Kilarski (2009) v oocitah pri jesetru. Zaradi stikov
mitohondrijev z lipidnimi kapljami ne izklju¢ujeta moznosti, da imajo slednje lahko tudi
deloma mitohondrijski izvor. Biogeneza lipidnih kapelj v oocitah pravzaprav Se ni
popolnoma razjasnjena. Omenjena avtorja izkljucujeta kakrsnokoli zvezo lipidnega telesa
oocit jesetra z Balbanijevim telesom, saj v nasprotju z njim ne vsebuje znacilnih organelov
in doloCenih znacilnih molekul RNA. Balbanijevo telo ali mitohondrijski oblak je znacilna
struktura previtelogenih oocit tako nevretencarjev in vretenéarjev, vklju¢no s sesalci (Kloc
in Etkin, 2005). Njegova oblika, kot tudi ultrastruktura je lahko zelo variabilna in ni nujno,
da je pri vseh vretencarjih prisotna kot prominentna sferi¢na struktura ob jedru. Struktura
je podrobneje opisana pri Zabi kremplji¢arki Xenopus laevis, sestavljajo jo predvsem
mitohondriji in elektronsko gost granulofibrilarni material (GFM) (Kloc in Etkin, 2005).
Sluzi pa predvsem kot sredstvo za prenos germinalnih determinant in lokalizacijo RNA na

vegetalni del oocite (Kloc in Etkin, 1995 cit v Kloc in Etkin, 2005).

Golgijev aparat (GA) ima vlogo modifikacije produktov, encimi v cisternah modificirajo
proteine z dodajanjem ogljikovih hidratov in fosfatov, ti pa predstavljajo signal za dolocen
organel ali eksocitozo. GA ima vlogo tudi pri metabolizmu lipidov in polisaharidov ter pri
razvr§¢anju produktov v vezikle, s pomocjo katerih se proteini, lipidi in polisaharidi
prenasajo iz GA do dolocenega cilja. Sestavljen je iz sploSc¢enih cistern. Produkti vstopajo
na konveksni, cis strani in izstopajo na konkavni, trans strani. Z odcepljanjem od

Golgijevega aparata nastajajo kortikalne granule v citoplazmi oocite. To so sferi¢ne
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strukture omejene z membrano, ki vsebujejo kisle mukopolisaharide in proteine (Browder
in sod., 1991). Kortikalne granule so najprej naklju¢no razporejene po citoplazmi, kasneje
pa migrirajo proti obrobju celice (Gilbert, 2003). Spornitz in Kress (1973) sta pri oocitah
nektura opazila podobnost med vezikli v kortikalni regiji z vezikli ob Gogijevem aparatu in
izpostavljata mozZnost prenosa materiala od GA do vitelinske ovojnice, torej udelezbo
veziklov kortikalne regije pri sintezi vitelinske ovojnice. Stevilne ponovitve Golgijevega
aparata tako v oogonijih kot v oocitah mocerila izkazujejo veliko sintetsko aktivnost

jajénih celic.

Anulatne lamele (AL) opisujejo za vse faze oogeneze dvozivk, od primarnih oogonijev, do
poznih oocit v diplotenu (Kress in Spornitz, 1972, cit. po Ogielska in Bartmanska, 2009;
Wang in Hsii, 1974, cit. po Ogielska in Bartmanska, 2009; Kress, 1982; Ogielska in
Wagner, 1990, 1993, cit. po Ogielska in Bartmanska, 2009). Opisujejo jih tudi v
spermatogonijih, razli¢énih somatskih celicah in nekaterih rakastih celicah. Sestavlja jih
kompleks vzporednih membran, ki so perforirane s porami katerih zgradba spominja na
pore jedrnega ovoja. Stevilo membran v anulatnih lamelah varira, prav tako njihova
dolzina ter polozaj v ooplazmi, ki pa se spreminja s ¢asom oz. fazo zoritve (Imoh in sod.,
1983 cit. v Ogielska in Bartmanska, 2009). Pri mocerilu anulatnih lamel v ogonijih nismo
zasledili, prav tako so bile maloStevilne in manj izrazite v oocitah prve zoritvene faze,
pogosteje zastopane in kompleksnejSe pa so bile v oocitah druge zoritvene faze. Izvor in
funkcija anulatnih lamel Se niso popolnoma razjasnjena in so Se zmeraj predmet obravnav.
Anulatne lamele imajo tesen stik s Stevilnimi celi¢énimi organeli. Pogosto se membrane AL
nadaljujejo v gladek ali zrnat endoplazemski retikulum, kar kaze na morebitno vlogo pri
proteinski sintezi. Nekateri raziskovalci menijo (citirano v Ghadially, 1997), da anulatne
lamele sodelujejo v procesih celi¢ne rasti in diferenciacije, saj so v kli¢nih in tumorskih
celicah mnogo bolj pogoste kot v odraslih somatskih celicah. Podobnost z jedrnim ovojem,
kot tudi pozicija ob jedru nakazuje na moznost, da AL nastanejo iz jedrne ovojnice in za
celico predstavlajo zaloZno obliko ovoja ali celo jedrnega pornega kompleksa (Ogielska in

Bartmanska, 2009).

Jajéne celice mocerila so v marsikaterih znacilnosti podobne oocitam ostalih dvoZivk.

Gladek endoplazemski retikulum in Stevilni ribosomi v citoplazmi so prav tako znacilni za
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vecino dvozivk (Sretarugsa in sod. 2001; Aranzabal, 2003). Anulatne lamele so znacilne za
spolne celice tako vretencarjev kot nevretenCarjev (Kessel, 1965; Ghadially, 1997). Izrazit
in razvejan membranski sistem znacilen za oocite mocerila opisujejo tudi Kessel in sod.
(1986) za oocite nektura. Najve¢ja posebnost oocit mocerila je Stevilcnost lipidnih kapelj,
saj pri nobeni drugi vrsti dvozivk niso tako Stevilne. Koli¢ina lipidnih kapelj v oocitah
mocerila je najbolj primerljiva z oocitami jesetra in nekaterih drugih vrst rib (Sarasquete in
sod., 2002; Zelazowska in Kilarski, 2009). Sferi¢no maso ob jedru imenovano Balbanijevo
telo ali mitohondrijski oblak opisujejo za oocite pri vecini vretenCarskih vrst (Guraya,
1962; Browder in sod., 1980; Aranzabal, 2003; Giilsoy, 2007). V oocitah mocerila jo
sestavljajo predvsem lipidne kaplje in morfolosko raznoliki mitohondriji in je najbolj
primerljiva z lipidnim telesom v oocitah jesetra, za katero avtorja (Zelazowska in Kilarski,
2009) izkljucujeta homologijo z Balbanijevim telesom oz. mitohondrijskim oblakom, saj v
nasprotju z njim ne vsebuje tipi¢nih organelov in dolocenih znacilnih RNAs. V naSem
primeru je potrebno narediti hibridizacijo in situ, ki bi omogo¢ila lokalizacijo specifi¢nih

molekul RNA in imunolokalizacijo, za potrditev vloge omenjene strukture.
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S7

6 SKLEPI

e V vseh jajénikih so vedno prisotni oogoniji (Oo) in previtelogene faze oocit (Ol in

o).

e Oo0 so vec¢inoma v skupkih ali gnezdih v vezivnem tkivu robnega dela ovarija.

Gnezda merijo od 60 do 150 um in $tejejo od 2 do 30 oogonijev. Med Oo skupka

so oblikovani citoplazemski mosticki. Posamezni oogoniji so malostevilni.

e Jedro Oo je veliko, premera 20 um z 2 do 4 jedrci. V OI in OII se $tevilo jedrc

povecuje, namescena so predvsem ob jedrnem ovoju.

e Znotraj istega oogonijskega gnezda so oogoniji v razli¢nih fazah mitotske delitve.

Slednje se pojavljajo ne glede na letni Cas.

e Citoplazma Oo je svetla in redka. Membranskega sistema znacilnega za oocite v Oo

Se ni. Cisterne ER so le posameze. ER je gladek, ribosomi so prosto v citoplazmi.

Prisotni so kompleksi GA.

e Mitohondriji Oo so izrazito morfolosko raznoliki. Imajo lamelarne, tubularne ali

vezikularne kriste. Matriks je razli¢no elektronsko gost. Pogosti so mitohondriji z

boc¢nimi raz§iritvami membrane oz. transformirani mitohondriji ki jih v Ol in Oll

ne zasledimo. Stevilo M se pri OI in OII poveta.

e Lipidne kaplje so prisotne Zze v oogonijih, z zorenjem oocit se njihova koli¢ina

povecuje. Skupaj z mitohondriji oblikujejo lipidno maso ob jedru, ki je v oocitah I

izrazitejSa, v oocitah II pa se razprsi okoli jedra in po citoplazmi.

e Citoplazma OI in OII je elektronsko gostejSa kot pri Oo. V njej je vecje Stevilo

celi¢nih organelov in razvejan membranski sistem. Pogoste so anulatne lamele, Ki

so izrazitejSe v OII.
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e Posebnost OII so razlicno veliki vezikli z raznoliko vsebino v enojnem sloju pod

plazmalemo.

e Oogonijska gnezda obdajajo prefolikularne celice, ki v procesu folikulogeneze

postanejo folikularne celice in obdajo posamezne oocite.

e PovrSina za izmenjavo snovi med folikularnimi celicami in oocito se postopno
povecuje. Pri Oo je sti¢na povrSina Se nenagubana, pri OI so mikrovili in makrovili

ze izraziti, pri Oll pa so mikrovili in makrovili daljsi in $tevilénejsi.



59

Ceket D. Ultrastruktura oogonijev in zgodnjih oocit v jajéniku mocerila (Proteus anguinus anguinus).
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

7 POVZETEK

Ovarije mocerila (Proteus anguinus anguinus) smo pregledali s svetlobnim in presevnim
elektronskim mikroskopom in opisali ultrastrukturo jajénih celic v zgodnji stopnji zoritve.
Pregledali smo ovarije enajstih samic. Osredotocili smo se na oogonije ter oocite I. in Il.
zoritvene faze. Slednje so v previtelogeni fazi oogeneze, ko se rumenjak v citoplazmo
jajéne celice Se ne nalaga. Pozorni smo bili predvsem na morfologijo jedra, homogeno
objedrno maso, morfologijo in pojavnost celi¢nih organelov ter na sti¢ne povrSine med

sosednjimi jajénimi celicami, kot tudi med jajéno celico in folikularnimi celicami.

V ovariju mocerila so oogoniji v skupkih od 2 do 30 oogonijev v vezivu robnega dela.
Velikost skupkov je od 60 do 150 um. Posamezni oogoniji obdani s somatskimi celicami
so malostevilni. Oogoniji skupka so med seboj povezani s citoplazemskimi mosticki, ki so
nastali z nepopolno citokinezo pri mitotskih delitvah. Poleg komunikacije in prenosa
signalov imajo predvsem vlogo usklajevanja razvoja ja¢nih celic znotraj gnezda, kot tudi
pri regulaciji njihovih mitotskih delitev. V naSem primeru so 0oogoniji znotraj istega gnezda
v razli¢nih fazah mitotske delitve. Slednje se pojavlajo tekom celega leta, ne glede na letni

W

cas.

Jedra oogonijev so velika, premera 20 um in zavzemajo ve¢ino prostornine oogonija. Jedrc
je malo, od ena do $tiri in so vidna le v interfaznih in telofaznih jedrih. Jedra so glede na
fazo mitoze razli¢nih oblik. Interfazna jedra so pravilne, okrogle oblike, jedra v telofazi pa
nepravilna, pogosto reznjasta. V anafazi so lepo vidni kromosomi, ki potujejo na nasprotna
pola celice. Mejotska jedra oocit imajo vecje Stevilo jedrc kot jedra oogonijev. Jedrca so ob
jedrnem ovoju, Ki je pri oocitah Il. zoritvene faze izrazito naguban. Tako pri oogonijih, kot

tudi previtelogenih fazah oocit jedro lezi v srediS¢u jajéne celice.

Tudi v citoplazmi se dogajajo spremembe tekom zoritve jajénih celic. Svetla, elektronsko
redka citoplazma oogonijev Se ne vsebuje membranskega sistema. Cisterne
endoplazemskega retikuluma so posamezne, gladke in brez ribosomov. Ribosomi in

poliribosomi so prosti v citoplazmi, njihovo Stevilo je v oocitah vecje kot v oogonijih.



60

Ceket D. Ultrastruktura oogonijev in zgodnjih oocit v jajéniku mocerila (Proteus anguinus anguinus).
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

Golgijev aparat je zastopan v ve¢ skupkih, stevilne so lipidne kaplje in mitohondriji (M)
razli¢nih oblik in z razlicnimi kristami, ki so lahko lamelarne, vezikularne ali tubularne.
Pogoste so boc¢ne razsiritve membrane mitohondrijev oziroma transformirani mitohondriji.
Matriks M je bodisi elekronsko svetel ali pa gost. Stevilénost mitohondrijev se v oocitah I
in II Se poveCuje. Prav tako so razli¢nih oblik, velikosti in z razlicno oblikovanimi

kristami, ne opazimo pa mitohondrijev z bo¢nimi razsiritvami membrane.

Tekom razvoja jajcne celice se zaradi povecane metabolne aktivnosti povecuje tudi Stevilo
kompleksov GA, ki ima vlogo pri metabolizmu lipidov in polisaharidov ter pri razvr§¢anju
produktov v vezikle. Vezikli, ki izhajajo iz GA imajo elektronsko svetlo vsebino. Izrazito
se povecuje tudi Stevilo lipidnih kapelj (L), ki so lahko pravilnih, okroglih ali nepravilnih
oblik. Lipidne kaplje so vec¢inoma v manjSih skupkih in skupaj z mitohondriji oblikujejo
homogeno maso ob jedru. Slednja je zastopana ze pri oogonijih in je Se izrazitejSa v
oocitah I, pri oocitah II pa se homogena masa razpr$i okoli jedra in po citoplazmi. V
oocitah I se Ze oblikuje membranski sitstem, ki je pri oocitah II obsezen in zelo razvejan. V
citoplazmi oocit | in 11 so tudi anulatne lamele sestavljene iz paralelnih membran, ki so v
oocitah II izrazitejSe. Pri dvozivkah jih opisujejo za vse faze razvoja jacnih celic, vendar
jih pri oogonijih mocerila nismo zasledili. Posebnost robne citoplazme oocit II so tudi
razli¢no veliki vezikli z raznoliko vsebino. Pri oocitah I se pojavljajo posamic¢no, v oocitah
II pa so StevilénejSi, urejeni v en sloj vzdolz ooleme. Njihova vloga je najverjetneje
privzem snovi v citoplazmo oocite in prenos materiala v perivitelinski prostor za izgradnjo

vitelinskega ovoja.

Velikost jajénih celic tekom zoritve nara$¢a. Oogoniji merijo od 17 do 50 um, oocite I od
100 do 300 um in oocite 11 okrog 300—600 pm.

Gnezda oogonijev obdajajo prefolikularne celice. Imajo veliko, temno obarvano jedro z
izrazitimi obmoc¢ji evkromatina in heterokromatina. V njihovi citoplazmi so mitohondriji,
GA, lipidne kaplje, ribosomi in cisterne ER. Zaradi intermediarnih filamentov je
citoplazma prefolikularnih celic videti elektronsko gosta. Med seboj se povezujejo z
dezmosomi, z oolemo Oo pa so v neposrednem stiku, mestoma so opazna manjSa

nagubanja plazmaleme Oo in prefolikularnih celic.
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Folikularne celice v procesu folikulogeneze s¢asoma obdajo posamezne oocite ter zaéno v
prvi zoritveni fazi oocit tvoriti makrovile, prav tako pa izrastke v tej fazi tvori tudi oolema.
Na mestih, kjer se plazmalemi oocit in FCs neposredno stikata so vidne dezmosomom
podobne zgostitve. V II. zoritveni fazi so mikrovili in makrovili $e vecji in Stevilénejsi
zaradi povecanja izmenjevalne povr§ino med jajéno in folikularno celico, za potrebe rasti

in razvoja.
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