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S svetlobnim mikroskopom smo raziskali osnovno zgradbo vranice pri mocerilarjih,
in sicer pri nepigmentirani podvrsti mocerila Proteus anguinus anguinus,
pigmentirani podvrsti mocerila Proteus anguinus parkelj in blatnem kuzku Necturus
maculosus. Uporabili smo razlicna histoloska barvanja in histokemijske teste za
Zelezo in melanin. Pri nepigmentirani podvrsti mocerila smo pripravili tudi razmaze
krvi in poltanke rezine vranice. Med celicami v krvi mocerila so v najve¢jem Stevilu
zastopani eritrociti in trombociti, prisotni pa so tudi eritroblasti ter limfociti,
granulociti in monociti. Vranica mocerilarjev je podolgovate oblike. Obdana je s
tanko vezivno kapsulo, nad katero je enojen sloj mezotelnih celic. Parenhim ima
retikularno ogrodje. Vecina vranice zavzema rdeca pulpa, ki jo sestavljgjo celi¢ne
vrvice in stevilni sinusoidi. V celi¢nih vrvicah so limfociti, eritrociti, hemocitoblasti,
eritroblasti in pigmentni makrofagi. Sinusoidi so napolnjeni s krvnimi celicami,
hemocitoblasti in eritroblasti. Kri polni sinusoide in celi¢ne vrvice, kar pomeni, da je
krvni obtok skozi vranico odprt. Limfoidno tkivo, ki sestavlja belo pulpo, je difuzno
razporejeno med rdeco pulpo. Pulpi sta razlocni, vendar med njima ni jasne meje. V
dokonca v perifernem krvozilju. Pigmentni makrofagi se vefinoma pojavljajo
posami¢no. V njihovi citoplazmi so lahko fagosomi, siderosomi in melanosomi. V
pigmentnih makrofagih vranice mocerilarjev poteka razgradnja eritrocitov ter
shranjevanje zeleza, a v manjsem obsegu kot Vv jetrih. Hemosiderin je prisoten pri
vseh poskusnih zivalih, vec ga je pri stradanih osebkih in pri pigmentirani podvrsti
mocerila. Pigmentni makrofagi z melaninom so zelo redki, ve¢ jih je le pri
pigmentirani podvrsti mocerila.
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The basic morphology of the spleen of Proteidae, namely Proteus anguinus anguinus,
Proteus anguinus parkelj and Necturus maculosus, was examined by light
microscopy. Various histological stains and histochemical tests for iron and melanin
were used. Blood smears of Proteus anguinus anguinus and semi-thin sections of
spleen of Proteus anguinus anguinus were also prepared. Erythrocytes and
thrombocytes are the most numerous cells in blood of Proteus anguinus anguinus,
however erythroblasts, lymphocytes, granulocytes and monocytes are also present.
The spleen of Proteidae is an elongated organ. It is covered by a thin connective
tissue capsule. There is a single layer of mesothelial cells above the capsule. The
parenchyma has a reticular framework. The greater part of parenchyma is occupied
by red pulp, consisting of cell cords and numerous sinusoids. The cell cords contain
lymphocytes, erythrocytes, hemocytoblasts, erythroblasts and pigment macrophages.
Blood cells, hemocytoblasts and erythroblasts fill the sinusoids. Blood fills both the
sinusoids and the cell cords, which shows that circulation through spleen is open.
Lymphoid tissue, representing white pulp, is diffusely distributed through the red
pulp. Red and white pulp are distinct areas, although not clearly separated. Storage of
mature erythrocytes and the beginning of erythropoiesis, which may continue in the
peripheral circulation, are main functions of the spleen. Pigment macrophages mostly
appear individually. Phagosomes, siderosomes and melanosomes are present in their
cytoplasm. The role of the pigment macrophages in the spleen of Proteidae is
destruction of erythrocytes and iron storage, but less extensive as in the liver.
Hemosiderin is present in the spleens of all experimental specimens. A greater
amount of hemosiderin was detected in the spleens of starving specimens and in
Proteus anguinus parkelj. Pigment macrophages containing melanin are very rare.
They are more numerous in the spleen of Proteus anguinus parkelj.
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(modro obarvan). (b) Barvanje po Perlsu. Rahlo pozitivna reakcija za Zelezo je tudi v
retikularnih celicah (RC). (c) Barvanje po Perlsu. Zelo velika koli¢ina hemosiderina
pri stradanem osebku. Moc¢no pozitivna reakcija za Zelezo je v Stevilnih skupkih
pigmentnih celic (PC) in rahlo pozitivnav retikularnih celicah. (d) Hematoksilin-
eozinsko barvanje. Pri stradanem osebku ima vranicav svojih stevilnih pigmentnih
celicah prisoten v veliki vecini svetlo rjav hemosiderin. Temno rjavega melaninska
pigmenta Ni taKO VEITKO. .......oooviiiiiiii e 51
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1 UuUvOoD

1.1 NAMEN DELA

Pri dvozivkah je osnovna zgradba vranice raziskana predvsem pri brezrepcih (Anura),
medtem ko je pri repatih dvozivkah (Urodela) slabse poznana. Z naso raziskavo smo zeleli
Spoznati  osnovno  organizacijo vranice mocerilarjev, med katerimi smo izbrali
nepigmentirano podvrsto mocerila Proteus anguinus anguinus in pigmentirano podvrsto
mocerila Proteus anguinus parkelj ter blatnega kuzka Necturus maculosus, njihovega
sorodnika povrsinskih voda Severne Amerike. Zgradbo vranice smo primerjali med

omenjenimi osebki in z zgradbo pri ostalih vretencarjih.

Pri odraslih nizjih vrstah vretencarjev ima vranica poleg limfoidne tudi pomembno
hematopoetsko vlogo. Z naso raziskavo smo ha nivoju svetlobno mikroskopskega

proucevanja zeleli spoznati ureditev limfoidnega in hematopoetskega tkiva v tem organu.

Za poikilotermne vretencarje je za visceralne organe, med drugimi tudi za vranico,
znacilen ekstrakutaneusni pigmentni sistem. Preverili smo prisotnost hemosiderina in
melanina v pigmentnih celicah vranice omenjenih osebkov.

V zgradbi vranice mocerilarjev pri¢akujemo dolo¢ena odstopanja v primerjavi z zgradbo
vranice brezrepcev (Anura) in visjih vretencarjev, saj naj bi vranica repatih dvozivk
(Urodela) imela filogenetsko primitivnegjso organizacijo (Alvarez, 1990). V vranici
mocerilarjev pricakujemo tudi prisotnost pigmentnih celic, vendar v manjsem obsegu, kot
jeto znatilno za jetra teh osebkov (Prelovsek, 2002).

1.2 VRANICA VRETENCARJEV

Pri vecini vretencarjev je vranica organ v trebusni votlini, pritrjen na levo stran zelodca

blizu pankreasa (Pitchappan, 1980; Liem in sod., 2001). Z Zelodcem jo povezuje del
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dorzalnega mezenterija, imenovan gastrospleni¢ni ligament (Kent, 1992). Pri veCini rib,
repatih dvozivk in plazilcev ima podolgovato obliko, kar je primitivna oblika, pri ostalih
vretencarjih pa je vranica bolj kompaktne zgradbe (Romer, 1956).

Vrani¢ni rudiment se embrionalno prvi¢ pojavi kot kondenzacija mezodermalnega
mezenhima v mezenteriju blizu rudimenta pankreasa. Ko vrani¢ni rudiment prevzame
doloc¢eno obliko, se oblikujejo kapilare in sinusi (Pitchappan, 1980). Obe, embrionalna kot
tudi zrela vranica, kazeta asimetrijo. Predvrani¢no tkivo je sprva Simetri¢no nameséeno na
obeh straneh embrija. Lokacija vranice na levi strani telesne osi je posledica prednostnega
razvoja vrani¢nih izvornih celic na levi strani embrija, vsled migracije prekurzorjev ali pa

zaradi programirane celi¢ne smrti (Patterson in sod., 2000).

1.2.1 Funkcijevranice

Vranica je pomemben hematopoetski organ. Pri embrijih vseh vretencarjev tu nastajajo
krvne celice, tafunkcija pa se vecinoma ohrani tudi pri odraslih vretencarjih. Pri sesalcih jo
prevzame kostni mozeg (Romer, 1956). Pri dvozivkah sicer nobeno tkivo nima monopola
za produkcijo krvnih celic, je pa vranica vecje mesto hematopoeze. Pri nekaterih odraslih
brezrepcih se pojavi kot hematopoetsko tkivo tudi kostni mozeg (Turner, 1988). Pri
brezrepcih nastajgjo vsi granulociti v istem organu, ponavadi v vranici ali ledvicah, pri
repatih dvozivkah pa je granulopoeza locena. Bazofilni granulociti nastajajo v vranici,
nevtrofilni in eozinofilni granulociti pa ve¢inoma v jetrih (Cowden in sod., 1964, cit. po
Turner, 1988; Cowden, 1965, cit. po Turner, 1988; Hightower in Haar, 1975). Ze zelo
zgodaj, ko so obravnavali hematopoezo pri mocerilarjih (Proteidae), so kot pomembnejse
mesto izpostavili vranico. Jordan je leta 1932 pri mocerilu (Proteus anguinus) ugotovil, da
eritrociti in trombociti nastgjgjo intravaskularno v vranici, bazofilni granulociti
ekstravaskularno v vranici (predvsem v subkapsularnem obmocju), nevtrofilni in
eozinofilni granulociti pa v mezonefrosu v intertubularni stromi in v subkapsularnem
obmoc¢ju (Jordan, 1932). Tudi pri nekturu (Necturus) je diferenciacija eritrocitov in
trombocitov omejena na vranico. Najvecja kopicenja limfogranulopoetskega tkiva nektura

so v intertubularnem vezivnem tkivu mezonefrosa. Granulopoetsko tkivo se nahaja Se v



Mrak P. Morfol ogija vranice mocerilarjev (Amphibia: Proteidag). 3
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

perihepaticnem sloju v jetrih, v perikardu, v vezivnem tkivu prebavnega trakta in v

velikem mas¢obnem telesu ventralnega skeletogenega septuma repa (Dawson, 1931).

Vranica vretencarjev je tudi mesto kopicenja eritrocitov, v doloceni meri pa tu poteka se
odstranjevanje in razgradnja eritrocitov, za kar so odgovorni stevilni makrofagi (Romer,
1956). Ti iz hemoglobina obnovijo zZelezo in ga shranijo v obliki feritina ali hemosiderina

do ponovne uporabe (Ross in sod., 2003).

Vranica je sekundarni limfati¢éni organ, kjer poteka antigensko odvisna aktivacija
limfocitov (Pitchappan, 1980; Manning in Horton, 1982, cit. po Turner, 1988; Alvarez,
1990; Ross in sod., 2003). Je najvecji sekundarni limfati¢ni organ in edini limfati¢ni organ,
ki je vkljucen v krvni in ne v limfni obtok (Kent, 1992). |zrastki makrofagov, ki segajo v
svetline specializiranih vaskularnih prostorov, t.i. sinusoidov, imunolosko kontrolirgjo kri
(Rossin sod., 2003).

Pri poikilotermnih vretencarjih nekateri visceralni organi, med njimi tudi vranica,
vsebujejo tudi celice, ki sintetizirgjo melanin. Te celice so del ekstrakutaneusnega
pigmentnega sistema in poleg tega, da so sposobne sinteze melanina, pripadajo
makrofagom (Pintucci in sod., 1990; Sichel in sod., 1997; Guida in sod., 1998). Za razliko
od melanocitov, ki so nevralnega izvora, te celice izhajajo iz hemopoetske linije (Sichel in
sod., 1997). Imajo drugacen mehanizem melanogeneze, saj so odkrili druge encimske
aktivnosti kot v koznih melanocitah (Gallone in sod., 2002). V vranici so lahko posamezno
ali pa v majhnih skupkih. Poleg ¢rnega melaninskega pigmenta vsebujejo tudi rumen
zelezov pigment, ki nastaja pri fagocitozi in razgradnji eritrocitov. V nekaterih celicah
prevladuje eden, v drugih pa drug pigment. Pri dvozivkah se Stevilo enih in drugih celic

sezonsko spreminja (Scalia in sod., 2004).

1.2.2 Zgradbavranice

Vranica je v dorzalnem mezenteriju, obdana z vezivno kapsulo (Romer, 1956). Pri bolj

razviti vranici se iz kapsule v parenhim razsirjajo trabekule, ki so tako kot kapsula iz
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gostega vezivnega tkiva in vsebujejo vetje Zile, lahko tudi gladke miSi¢ne celice oziroma
miofibroblaste (Ross in sod., 2003). Pri vseh vretencarjih pa parenhim vsebuje obsezno
retikularno mrezo, ki skupaj s kapsulo in trabekulami, ¢e so prisotne, predstavlja ogrodje
vranice. V. medprostorih te mreze sta prisotni dve funkcionalno in morfolosko razli¢ni
tkivi: bela in rdeca pulpa. Bela pulpa vsebuje skupke limfocitov, rdeca pulpa pa velike
skupine vseh krvnih celic, predvsem eritrocitov (Romer, 1956; Ross in sod., 2003). V rdeci
pulpi je veliko venoznih sinusoidov. To S0 posebne sinusoidne zile, obdane samo z
endotelnimi celicami. Med sinusoidi so vrani¢ne oziroma celi¢ne vrvice, kjer je v mrezi
retikularnih celic in vlaken veliko stevilo eritrocitov, makrofagov, limfocitov in drugih
krvnih celic (Ross in sod., 2003).

Manj organizirana, primitivna vranica, ki jo imenujejo difuzna vranica, nima skupkov

limfoidnih celic, ali pa so ti redki in slabo razlo¢ni. Limfoidne celice so naklju¢no
razmeséene po vsem organu, vendar sta prisotni obe pulpi (Cooper in Wright, 1976, cit. po
Alvarez, 1990). Pri vseh primitivnih tetrapodih, posebno pri dvozivkah, so prisotni
periarteriolarni limfoidni ovoji - PALS (Murata, 1959, cit. po Welsch in Storch, 1982).
Difuzna vranica se med dvozivkami pojavlja predvsem pri repatih dvozivkah in tudi pri
nekaterih brezrepcih (Ardavin in sod., 1984, cit. po Alvarez, 1990). Imajo jo tudi sodobne
kostnice (Zapata, 1982, cit. po Alvarez, 1990).

V folikularni vranici so limfociti nakopiceni okrog arterij v obliki PALSa in foliklov (sl.1).

Folikel nastane pri razsiritvi PALSa v eno stran, pri ¢emer se arterija prestavi V
ekscentri¢ni polozaj (Ross in sod., 2003). Rdeca in bela pulpa sta oblikovani kot jasni
obmogji, loceni z razlo¢no marginalno cono (Cooper in Wright, 1976, cit. po Alvarez,
1990). Marginalna cona je jasno viden prehod iz bele v rdeco pulpo, prepoznavna pa je
ponavadi po slojih retikularnih celic, pri nekaterih sesalcih pa vsebuje tudi druge celice in
celo majhne marginalne sinuse (Garcia Barrutia in sod., 1983; Romano in sod., 1993).
Tak$na napredna vranica je med dvozZivkami bolj izjemna, poznana pri nekaterih
brezrepcih, kot sta krempljarka Xenopus laevis (Baldwin in Sminia, 1982, cit. po Alvarez,
1990) in pri krastaci Bufo calamita (Garcia Barrutia in sod., 1983). Zn&ilna je za plazilce
(Kroese in van Rooijen, 1982; Saad in Bassiouni, 1993), ptice in sesalce (Alvarez, 1990;
Romano in sod., 1993; Ross in sod., 2003).
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vrani¢ne vrvice
limfoidni folikel z (RDECA PULPA)
germinalnim centrom

(BELA PULPA) limfna zila

vranica

venozni
sinusoidi
(rdeca pulpa)

arterija in vena
v trabekuli

centralna arterija

Slika 1: Shema vrani¢ne zgradbe pri sesalcih (vir: Rossin sod., 2003: 384).

Evolucijski trend od primitivne do napredne bele pulpe je torg) od difuzne do
koncentrirane ureditve limfocitov v vranici (Cooper in Wright, 1976, cit. po Garcia
Barrutiain sod., 1983).
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1.2.3 Krvni obtok vranice

Arterija, ki oskrbuje vranico, se od hiluma, kjer vstopajo in izstopajo zile, razveja v manjse
veje, ki vstopajo v obmocja bele pulpe, nato pa v bliznjo rdeco pulpo. Arterije se delijo v
arteriole, te pa se nadaljujejo v kapilare (Ham in Cormack, 1979). Kapilare se praznijo v
retikularno mrezo celi¢nih vrvic. Kri se preceja skozi celiCne vrvice in se izpostavlja
makrofagom. Nato se skozi steno sinusoidov vrne v krvni obtok. Opisana pot krvi skozi

vranico se imenuje odprti krvni obtok (dl.2). Podedi¢no kri polni sinusoide in vrvice rdece

pulpe. Kri je na ta natin bolj u¢inkovito izpostavljena makrofagom (Ross in sod., 2003).
Odprti krvni obtok v vranici je opisan pri ¢loveku (Ross in sod., 2003), prisoten pa je Se
ponavadi pri ribah (Zwillenberg, 1964, cit. po Finge in Nilsson, 1985; Haider, 1966, cit. po
Fange in Nilsson, 1985) ter pri sleporilih (Welsch in Storch, 1982), repatih dvozivkah in
brezrepcih (Sterba, 1950, cit. po Welsch in Storch, 1982).

Pri ostalih vrstah sesalcev ima vranica zaprti krvni obtok, kar pomeni, da gre kri iz

arteriolnih kapilar direktno v sinusoide (sl.2).

Zbrana kri v sinusoidih se izliva v venule, vene in nato po vrani¢ni veni zapusti vranico
skozi hilum (Ross in sod., 2003). Vrani¢na vena se pridruzi hepaticnemu portalnemu

sistemu (Finge in Nilsson, 1985).
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arterija
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vrani¢ni sinusoid
terminalne arterialne

kapilare
kapilare z ovojem  (ODPRTI KRVNI OBTOK)

Slika 2: Shema odprtegain zaprtega vraniénega krvnega obtoka (vir: Rossin sod., 2003: 387).
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1.3 MORFOLOGIJA VRANICE DVOZIVK

Vranica je med dvozivkami najbolj raziskana pri brezrepcih (red Anura). V primerjavi z

repatimi dvozivkami in sleporili ima bolj jasno omejena obmoéja bele pulpe (Manning,
1991).

Alvarez (1990) je pri zabi vrste Rana perezi opisal zgradbo vranice, glavnega
hematopoetskega organa skozi celo zivljenje Zabe. Dolo¢il je, da ima znacilnosti difuzne
vranice, kjer so limfoidni skupki redki, neizraziti in brez arterijskih zil. Limfoidni skupki
S0 po celem organu, njihova meja z rdeco pulpo pa je slabo prepoznavna. Trabekul ni,
notranje ogrodje tvori le retikularna mreza. Rdeco pulpo deli v dve nejasno loc¢eni obmodji,
kar nismo zasledili nikjer drugje v literaturi. Oba dela vsebujeta krvne sinusoide. Vecji del
rdece pulpe, ki ima vec¢jo celi¢no gostoto, vsebuje limfocite, granulocite in monocite ter
delece in razvijajoCe se eritroidne celice, torgl je mesto hematopoeze. Preogtali del ima
manjso celicno gostoto in vsebuje posebne retikularne celice, ki so fagocitne, zato je
predvideval, da v tem delu poteka razgradnja krvnih celic. Po celi vranici so prisotni
makrofagi in pigmentne celice z melanosomi ter makrofagne-pigmentne celice v velikih
skupkih, ki imajo vlogo v katabolizmu eritroidnih celic. Pulpi statorg razlo¢ni, ni pa jasne
meje med njima, zato vranica zabe vrste Rana perez predstavlja prehodno stanje med

primitivnim in naprednejsim tipom (Alvarez, 1990).

Precej drugacna in bolj razvita je vranica male krastace Bufo calamita, ki so jo raziskali
Garcia Barrutia in sod. (1983). Pulpi sta popolnoma razlocljivi med sabo in lo¢eni z
izrazito marginalno cono iz sploséenih retikularnih celic. Bela pulpa je v obliki limfoidnih
foliklov okoli ekscentricno namescenih arterij, kar ustreza folikularnemu modelu vranice.
Trabekul ne omenjajo. Vecjo pozornost so namenili retikularnim celicam, makrofagom in
celicam, podobnim dendritskim. V obeh pulpah so celice, podobne dendritskim. To so
ogromne, nepravilne celice s Stevilnim izrastki, ki tvorijo kontakte z limfociti in plazma
celicami, ne kazejo pa fagocitoznih sposobnosti. Primerjajo jih s podobnimi celicami,
opazenimi v vranici krempljarke Xenopus laevis (Sterba, 1951, cit. po Garcia Barrutia in
sod., 1983; Manning, 1971, cit. po Garcia Barrutia in sod., 1983), ki so jih imenovali XL
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celice (Baldwin in Cohen, 1981). Pripisujejo jim vliogo pri lovljenju antigenov na povrsini
njihovih izrastkov. Prosti makrofagi v obeh pulpah pa so sposobni fagocitoze. Makrofagi v
rdeci pulpi vsebujejo tudi celi¢ne fragmente eritroidnih celic, njihovi izrastki pa segajo tudi

v svetlino sinusoidov, med njihove mejne celice (Garcia Barrutia in sod., 1983).

Bolj dovrseno zgradbo bele pulpe med dvozivkami ima krempljarka Xenopus laevis
(Garcia Barrutia in sod., 1983). To veljatudi za njen celoten imunski sistem, ki ima veliko
znacilnosti skupnih s sesal¢jim (Flajnik in sod., 1987, cit. po Manning, 1991). Vsaka regija
bele pulpe je jasno omejena z dvojnim slojem podaljsanih celic. lzven te strukture se
razprseni limfociti nepravilno razsirjajo v rdeco pulpo, t.i. perifolikularno cono. Centralna
arteriola se cepi v kapilare, ki se podajajo do periferije folikla in mejnega sloja ter se

praznijo v perifolikularno obmocje rdece pulpe (Sterba, 1951, cit. po Manning, 1991).

Pri redovih sleporilov (Apoda) in repatih dvozivk (Urodela) je vranica podolgovat organ,

ki imarelativno abe razmejitve med rdeco in belo pulpo (Manning, 1991).

Hightower in St. Pierre (1971) staraziskala hematopoetska tkiva, med drugim tudi vranico,
pri odraslem pupku vrste Notopthalmus viridescens. Zanimivo je, da sploh ne omenjajo
rdeCe in bele pulpe, ampak vranico razdelijo na korteks in medulo. V korteksu so
prevladujoci eritrociti in tkivne mast celice. V meduli so majhni in veliki limfociti in
njihove razvojne stopnje, vendar limfocitnih foliklov ni. Trombociti so bolj pogosti v
meduli, proste retikulo-endotelne celice, s fagocitiranim materiallom v citoplazmi, pa v
korteksu (Hightower in St. Pierre, 1971). Po opisu sode¢ je vranica pri tem pupku

najprimitivnejsa med dvozivkami.

Tudi Tooze in Davies (1968) sta vranico velikega pupka Triturus cristatus razdelila na
notranjo in zunanjo regijo. Zunanja regija je rdeca pulpa, kjer poteka eritropoeza. Gradijo
jo venozni sinusi, obdani z retikularnim ogrodjem, ki imajo v notranjosti skupke rdecih
krvnih celic v razli¢nih stopnjah razvoja, in tudi druge celice krvozilja. Med sinusoidi so
obmocja retikularnih celic in vlaken, makrofagov ter rdecih in belih krvnih celic. Notranja
regija vranice je bela pulpa. Ta vsebuje rahlo razmescena retikularna vlakna in retikularne

celice, ki obdajagjo mase limfocitov in nekaj eritrocitov. Vezivno tkivo se razsirja v
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notranjost kot trabekule, ki se povezejo z retikularno mrezo (Tooze in Davies, 1968). Pri

nobeni drugi obravnavani dvozivki vranica ne vsebuje trabekul.

Vranica sleporilov, primitivnih dvozivk (red Apoda), predstavlja vmesni nivo razvoja med
dvozivkami (Welsch in Storch, 1982). Rdeca in bela pulpa sta loceni, kar pa za nekatere
repate dvozivke ne velja (Hartmann, 1933, cit. po Welsch in Storch, 1982). Meja med
njima je prepoznavna, vendar ni jasna kot pri nekaterih brezrepcih (Sterba, 1950, cit. po
Welsch in Storch, 1982). Sinusoidi so omejeni z zelo tankim endotelom brez prekinitev. V
celiénih vrvicah se nahajajo enake celice kot v svetlinah sinusoidov, poleg teh pa se
pigmentne in plazma celice. Tako kot pri repatih dvozivkah (Hartmann, 1933, cit. po
Welsch in Storch, 1982), je sinusoide tezje razlikovati od venul in kapilar. Poleg krvnih
celic omenjgjo tudi 'blast’ celice, pigmentne celice z rjavim endogenim pigmentom in
makrofage z eritrocitnimi fragmenti v citoplazmi. V vranici sleporilov nastajgjo limfociti,
trombociti in eritrociti, za granulopoezo pa ni dokaza, ¢eprav so prisotne vse tri vrste
granulocitov. Te so namre¢ lahko prispele iz krvnega obtoka. Belo pulpo predstavijgjo
arteriole, obkrozene z gostim ovojem limfocitov, prisotne pa so Se posamezne retikularne
celice, makrofagi in plazma celice. To so periarteriolarni ovoji (PALS), ni pa foliklov
(Welsch in Storch, 1982).

1.4 VRANICE OSTALIH VRETENCARJEV

Féange in Nilsson (1985) staobravnavala vranico rib, med drugimi tudi z vidika primerjalne
anatomije. Obloustke nimajo vranice, imgjo pa vranici podobna limfohematopoetska tkiva
v ¢revesju (Fujii, 1981, cit. po Féange in Nilsson, 1985; Tanaka in sod., 1981, cit. po Fange
in Nilsson, 1985). Pljucarice imajo vranico znotrg zelod¢ne stene in spiralne cevi ¢revesja
(Jordan in Speidel, 1931, cit. po Finge in Nilsson, 1985; Rafn in Wingstrand, 1981, cit. po
Fénge in Nilsson, 1985).

Pri ostalih vretencarjih je vranica samostojen organ. Hrustan¢nice imajo veliko vranico

glede na velikosti telesa, v primerjavi z vranico sesalcev (Arvy, 1965, cit. po Finge in
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Nilsson, 1985). Pri himerah (Holocephali) je vranica povezana s pankreasom in lezi prosto

v peritonealni votlini (Finge in Sundell, 1969, cit. po Finge in Nilsson, 1985).

Pri ostalih ribah je vranica organ z lo¢eno zilno in zivéno oskrbo (Fénge in Nilsson, 1985).
Nahagja se blizu zelodca v dorzalnem mezenteriju. Morski psi imgjo podaljsano vranico z
reznji. Skati imajo relativno majhno, splos¢eno okroglo vranico (Fiange in Nilsson, 1985).
Bela pulpa pri hrustan¢nicah je dobro razvita, posebno okoli arterij. Toda periarterialno
limfoidno tkivo ni tako jasno obrobljeno kot pri vranici sesalcev in pticev, tudi germinalnih
centrov ni (Fange in Mattisson, 1981, cit. po Fiange in Nilsson, 1985).

Pri sodobnih kostnicah (Teleostea) je vranica manjsi organ glede na velikost telesa v

primerjavi z vranico hrustan¢nic. Zgradba vranice sodobnih kostnic je zelo razli¢na.
Ponavadi ni izrazitih trabekul. Parenhim vsebuje enake elemente kot pri drugih
vretencarjih: krvne zile, elipsoide, rdeco pulpo, limfoidno tkivo (belo pulpo), makrofage.
Rdeca in bela pulpa nistatako jasno omejeni kot pri homeotermnih vretencarjih (Fange in
Nilsson, 1985). Bela pulpa je slabo razvita in vsebuje difuzne sloje limfoidnega tkiva, ki
lahko obdajgjo arterije in melanomakrofagne centre ter limfocite, ki so raztreseni po
celotnem parenhimu (Murata, 1959b, cit. po Fiange in Nilsson, 1985; Zapata, 1982, cit. po
Fange in Nilsson, 1985).

Med plazilci razporeditev in razmerje rdece in bele pulpe v vranici precej varirata
(Pitchappan, 1980). Saad in Bassiouni (1993) sta primerjala vranico agame in peskorila.
Agama Agama stellio ima difuzno organizirano vranico, kjer je bela pulpa slabo razvita,
l[imfoidni skupki so po celem organu, folikli pa so redki oziroma jih ni. Poleg tega med
pulpama ni jasne meje in vranica nima trabekul. Rdeca pulpa, ki prevladuje in ima manjso
gostoto celic kot bela, ima retikularne celice s fagocitozno sposobnostjo. V obeh pulpah so
razporegjeni makrofagi in pigmentne celice, pigmentni makrofagi pa so povezani v velike
skupke. Pikasti peskoril Chalcides ocellatus iz druzine skinkov pa ima folikularno
organizacijo vranice, kar pomeni, da je limfoidno tkivo okoli arteriol (limfoidni folikli)
jasno loc¢eno od rdece pulpe. Vendar pa jasno vidnega obmocja med pulpama ni. Trabekule
so prisotne, vendar le v zunanjem podrocju parenhima (Saad in Bassiouni, 1993). Zapata in

sod. (1981) so raziskali limfoidno tkivo v vranici zelve Mauremys caspica. Parenhim ima
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dobro loceni pulpi, z jasno vidno marginalno cono iz podaljsanih retikularnih celic.
Trabekule so prisotne. Drobnejse razvejitve arteriol se praznijo direktno v sinusoide, kar
pomeni, da je krvni obtok zaprt. Sinusoidi v rdeci pulpi so omejeni s sploséenimi celicami.
Zelve imajo dve vrsti limfoidnega tkiva. Periarteriolarno limfoidno tkivo (PALS) je okoli
arterij z misi¢no steno in ima vecjo celicno gostoto, perielipsoidalno limfoidno tkivo
(PELS) pa je okoli arteriol, ki pri razvejitvi izgubijo misicno komponento v steni. PELS
ima manjso gostoto limfocitov, ker je med njimi ve¢ dendritskih makrofagov kot v PALSu.
Te arteriole obkrozajo koncentri¢ni sloji retikularnih celic in vlaken, ki povecajo debelino
(Hoshi, 1972, cit. po Zapata in sod., 1981). Pri njih je PELS bursa-odvisen, PALS pa
timusno odvisen (Cooper in sod., 1965, cit. po Zapata in sod., 1981). Mozno je, da tudi v
vranici zelve obstajata dve razli¢ni populaciji limfocitov (Zapata in sod., 1981). Pitchappan
(1980) pravi, da se med evolucijo s prihodom plazilcev pojavi selektivna prostorska

razporeditev razli¢nih populacij limfocitov in odvisnost periarteriolane regije od timusa.

Morfologija vranic pti¢ev in sesalcev je precej podobna Kot inovacije v vranici

homeotermnih vretencarjev se pojavijo kopi¢enje limfocitov okrog arterij, pojav
kompaktnih foliklov bele pulpe, odvisnost periarteriolarne regije od timusa in pojav
germinalnih centrov (Pitchappan, 1980). PALSI (periarteriolarni limfoidni ovoji) so regije
T limfocitov, folikli pa B limfocitov. Germinalni centri so obmocja v foliklih, kjer potekata
proliferacijain aktivacija B limfocitov (Ross in sod., 2003).
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2 MATERIAL IN METODE DELA

2.1 ZIVALI, UPORABLJENE ZA RAZISKAVO

V nasi raziskavi smo uporabili vranice zivali, ki so bile v ve€ini zrtvovane ze za predhodne
raziskave skupine za Funkcionalno morfologijo vretencarjev na Oddelku za biologijo
Biotehniske fakultete. Za histoloske analize smo uporabili vranice 16 osebkov
nepigmentirane podvrste mocerila Proteus anguinus anguinus, dveh osebkov pigmentirane
podvrste mocerila Proteus anguinus parkelj in stirih osebkov blatnega kuzka Necturus
maculosus (tabela 1). Osebki nepigmentirane podvrste mocerila so bili veliki med 18 in 28
cmin tezki med 9 in 33 g. Vecina osebkov je bilo samic, en osebek je bil juvenilen. Deset
osebkov je bilo ujetih v Planinski jami (Planina, Slovenija), eden v Otovskem bregu
(Otovec, Slovenija), trije v Grcarskih ravnah in dva v Krupi (tabela 1). Osebka
pigmentirane podvrste mocerila sta bila oba samca, dolga okoli 25 cm in tezka 21 in 23 g.
Ujetastabila v izviru Jelsevnik v Beli Krajini (tabela 1). Osebki nektura so bili dobavljeni
iz Severne Karoline, ZDA. Med nasimi osebki sta bili dve samici in dva samca, dolZine od
29 do 33 cm in teze od 112 do 162 g (tabela 1). Vse Zivali so bile vzdrzevane v
speleoloskem laboratoriju Oddelka za biologijo Biotehniske fakultete, v akvarijih z
vodnimi ¢rpalkami in filtri, pri stalni temperaturi 10°C. Hranjene so bile enkrat tedensko s
postranicami (Crustacea: Amphipoda), trije osebki nepigmentirane podvrste mocerila in en
osebek nektura so bili stradani. Mocerili so bili v stalni temi, nekturi pa v dnevno - no¢nem
ciklu (8 ur svetlobe/ 16 ur teme).
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Tabela 1: Podatki o eksperimentalnih Zivalih.

oznaka . df).lii Na i era sivali teig datum datum .

osebka spol lokaliteta zivali © vranice| ulova/ fiksacije hranjen/stradan

(cm) (9) uvoza
P144 | & | Planinskajama | 21,9 16,13 / 14.10.99 | 18.10.99 hranjen
P145 | @ | Planinskajama| 26,2 22 / 14.10.99 | 18.10.99 hranjen
P146 | @ | Planinskajama | 23,5 17,5 / 14.10.99 | 11.11.99 hranjen
P147 | ¢ | Planinskajama 27 18,8 / 18.12.98 | 12.04.00 | stradan 16 mesecev
P150 | @ Otoski breg 28 33 / 27.10.00 | 27.10.00 hranjen
P168 | @ | Planinskajama | 25,7 21,26 | 0,049 | 24.11.03 | 26.11.03 hranjen
P169 | ¢ | Planinskajama| 24,3 19,95 | 0,039 | 24.11.03 | 26.11.03 hranjen
P173 | / | Planinskajama 21 11,387 | 0,022 | 24.11.04 | 06.12.04 hranjen
P175 | & | Planinskajama | 25,5 21,695 | 0,030 | 24.11.04 | 20.12.04 hranjen
P176 | @ | Planinskajama | 24,3 15,3 0,028 | 24.11.03 | 28.01.05 stradan
P177 | @ | Planinskajama 25 11,398 | 0,026 | 24.11.03 | 19.05.05 stradan
P179 | @ | Grarske ravne 24 19,126 / 28.08.05 | 08.11.05 hranjen
P180 | & | Grearske ravne 20 ~15 / 08.11.05 | 15.11.05 hranjen
P181 | @ | Grearske ravne 13,33 / / 06.12.05 hranjen
P186 | [/ |izvirrekeKrupe| 24,1 25,85 0,03 | 06.10.06 | 06.11.06 hranjen
pP187 | @ Krupa 18,0 9,05 0,019 | 06.10.06 | 06.11.06 hranjen
c12 | & Jelsevnik 24,7 21,45 | 0,044 | 03.06.02 | 23.09.03 hranjen
C13 | & Jelsevnik 25,3 23,624 | 0,050 | 18.09.03 | 03.12.03 hranjen
N18 | & ZDA 33 162,4 [ |april 1999| 20.05.03 hranjen
N19 | & ZDA 30 125,3 [ |april 1999| 20.05.03 hranjen
N20 | @ ZDA 29 118,1 / |april 1999| 20.05.03 hranjen
2 meseca stradan, 1

N21 | @ ZDA 29,5 1124 [ |april 1999| 20.05 03 mesec hranjen

Legendak tabeli 1: P — nepigmentirana podvrsta mocerila, C — pigmentirana podvrsta mogerila, N — nektur,

/ - ni podatka.

Vse analize smo opravili na Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete.
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2.2 KRVNI RAZMAZ]

Da bi lazje prepoznali krvne celice v vranici, smo najprej pregledali krvne celice iz krvi
nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus). Naredili smo krvne
razmaze dveh osebkov (P 186 in P 187), ki sta bila zrtvovana v ¢asu nase raziskave.

2.2.1 Pripravakrvnega razmaza

Objektna stekelca smo 24 ur namakali v detergentu, nato smo jih sprali pod vodo, obrisali,
ocistili s 95% alkoholom in do suhega posusili. Svezo kapljo krvi smo kapnili na desni rob
objektnega stekelca. Levo od kaplje krvi smo pod kotom 20° — 30° postavili drugo
stekelce, ga povlekli na desno do krvi in nato proti levi do konca objektnega stekla (sl.3).
Ta postopek je potrebno izvrsiti precej hitro, saj kri zelo hitro koagulira. Nato smo razmaz

posusili na zraku.

Slika 3: Pripravatankega krvnegarazmaza (vir: Presnéll in Schreibman, 1997).
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Razmaze, ki smo jih barvali se isti dan, smo pred barvanjem fiksirali v metanolu, razmaze,
ki smo jih nameravali barvati kasneje, pa smo fiksirali v 95% alkoholu za 5 minut, nato

sprali v vodi in posusili na zraku.

2.2.2 Barvanjekrvnegarazmaza po Giems

Barvanje po Giemsi je nevtralno barvanje, kar pomeni, da je barvilo mesano in vsebuje
anionsko (eozin) in kationsko komponento (azur in metilen modro). Uporablja se v
hematologiji. Barvilu Giemsa dodamo glicerol in metanol, da je stabilno (Kiernan, 1990).
To je barvanje, ki diferencialno obarva krvne celice. Jedra se obarvajo modro do vijoli¢no.
Citoplazma eritrocitov se obarva roza, limfocitov in monocitov svetlo modro do lila, zrnca
bazofilnih granulocitov temno vijoli¢no, nevtrofilnih granulocitov vijoli¢no in eozinofilnih

granulocitov rdece do oranzno.

Priprava barvila:

Najprej smo zmesali zalozno Giemsa raztopino. Vzeli smo 2 g Giemsa prahu in ga zmesali
s 132 ml glicerola. Mesanico smo dobro premesali in jo v zaprti steklenici postavili za 2 uri
Vv pecico na 60°C. Nato smo dodali 132 ml absolutnega metanola, rahlo pomesali, ohladili

in stresali.

Za barvanje krvnih razmazov smo zalozno Giemsa raztopino razredCili s 40 volumnov
destilirane vode. Barvali smo 20 minut, splaknili z vodo in posusili na zraku. Da bi
preparati ostali trajni, smo jih za 2 minuti potopili v ksilen, vendar so ostali nepokriti.

2.2.3 lzracun povpreénih dimenzij celic iz krvnega razmaza

Na mikroskopskih slikah krvnih razmazov smo s pomo¢jo merilca izmerili premere krvnih
celic in za posamezne vrste krvnih celic izra¢unali povpreéne premere (d). 1z povprecnih
premerov smo izracunali povrSine celic (S) po formulah:

e pri okroglih oblikah: S=n - 1%, r = d/2 (polmer)
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e pri elipsoidnih oblikah: S=m - riry, r1 = di/2, r,= do/2 (krgisi in daljsi polmer).
Ker se med eritropoezo velikost jedra znatho spreminja, smo pri eritroblastih in eritrocitih

poleg dimenzij celic izmerili tudi dimenzije njihovih jeder. Podatki so podani v tabeli 2.

2.3 PRIPRAVA PREPARATOV ZA HISTOLOGIJO

2.3.1 Fiksacijavzorcev in priprava parafinskih rezin

Vranice so hile fiksirane v razli¢nih fiksativih, v 10% formalinu, v Holland-Bouin fiksativu
in Helly fiksativu. Helly fiksativ je priporocljiv za hematopoetska tkiva. Poleg
formaldehida vsebuje se zivosrebrov klorid, kalijev dikromat in natrijev sulfat. Po fiksaciji
S0 hila tkiva ustrezno spirana in dehidrirana v rastoci alkoholni vrsti. Sledilo je bistrenje v
ksilenu (2 krat 1h) in infiltracija s paraplastom (2 krat 2 h 30 min). Ta postopek je potekal
v avtomatski histokineti na Institutu za patologijo Medicinske fakultete v Ljubljani.

Parafinske vzorce smo rezali z mikrotomom znamke Reichert Jung 2040, debelinarezin je

bila5 pm. Rezi so bili ve¢inoma vzdolzni, nekaj pa tudi prec¢nih.

2.3.2 Histoloska barvanja in histokemijski testi v parafinskih rezinah

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
doloceno 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
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jih hidrirali preko padajoce etanolne vrste (96% in 70% etanol; v vsakem 2 krat po 3
minute) do destilirane vode. Po kon¢anem 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 kapnili Pertex in ga prekrili s krovnim stekelcem.

2.3.2.1 Barvanje hematoksilin — eozin

Hematoksilin — eozin (H&E) je zelo razsirjena tehnika splo$nega histoloskega barvanja.
Hematoksilin je bazi¢no barvilo in obarva jedra modro vijoli¢no, eozin pa je kislo barvilo
in obarva citoplazmo roza do rdeckasto. To je preprosta metoda, s katero pa ne moremo

dolociti kemijske sestave celic (Kiernan, 1990).

Hidrirane preparate smo prenesli v Weigertov zelezov hematoksilin za 1.5 minute in sprali
v tekoci vodi. Jedra smo za nekaj sekund diferencirali s solno-kislim alkoholom (iz 70%
etanola in koncentrirane HCI) in sprali z destilirano vodo. Sledilo je barvanje z eozinom za

3 minute, dehidracija, bistrenje in prekrivanje.

2.3.2.2 Trikromno barvanje po Massonu

To je selektivno barvanje za kolagen, razkrije nam drobna kolagenska in retikularna viakna
ter bazalne lamine (Kiernan, 1990). Kolagen se obarva modro, jedra modro-¢rno,

citoplazma opekasto do roznato rdece, eritrociti rdece ter miSi¢na vlakna rdece.

Hidrirane preparate smo 0.5 do 1 minute barvali z Weigertovim zelezovim hematoksilinom
in sprali v tekoci vodi. Za razbarvanje vezivnih vlaken smo preparate prelili z 1 % ocetno
kislino (nekaj sekund) in temeljito sprali z vodovodno vodo. Stekelca smo za 3.5 minute
potopili v prefiltrirano mesanico raztopine A (vsebuje kisli fuksin) in B (vsebuje ponceau
de xylidine) v razmerju 1 : 2 in sprali z destilirano vodo. Vezivna vliakna smo razbarvali z

1 % fosfor molibdensko kislino in brez izpiranja preparate prenesli v raztopino C (vsebuje
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anilinsko modrilo) za 30 sekund ter jih stresali. Nato smo preparate sprali z degtilirano
vodo, préelili z 1 % ocetno kislino, dehidrirali s 96% alkoholom, bistrili s ksilenom in
prekrili.

2.3.2.3 PASreakcija (Periodic acid Shiff)

S PAS reakcijo pozitivno reagira veliko snovi: ogljikovi hidrati, kisli in nevtralni
mukopolisaharidi, glikolipidi, mukoproteini, glikoproteini, hipofizni gonadotropini in
tirotropini, nenasiceni lipidi, fosfolipidi itd. (Presnell in Schreibman, 1997). S perjodno
kislino oksidativho cepimo vez med ogljikovima atomoma v molekuli sladkorja. Nastane
dialdehid, ki reagira s Schiffovim reagentom in se obarva rdece-vijolicno (pozitivna
reakcija) (Presnell in Schreibman, 1997). Polisaharidi (npr. glikogen) ostanejo pri

predhodni obdelavi z amilazo razbarvani (kontrola).

Hidrirane preparate smo 15 minut oksidirali v 0,5 % perjodni kislini in dobro sprali z
destilirano vodo. Potem smo jih za 15 minut inkubirali v Schiffovem reagentu in 20 minut
spirali pod vroco tekoCo vodo (rdeCa obarvanost rezin). Jedra smo obarvali modro z
Mayerjevim hematoksilinom (1 minuto) in sprali z destilirano vodo. Preparate smo
dehidrirali, bistrili in prekrili. Nekaj preparatov smo predhodno obdelali z 1 % raztopino
diastaze (amilaze) v fosfatnem pufru (1 uro pri 37°C), nato pa barvali po zgoraj opisanem
postopku.

2.3.2.4 Barvanje po Perlsu

To je histokemijski test, pri katerem feri ion (Fe**), ki se nahaja v hemosiderinu (iz njega
ga sprogtimo s klorovodikovo kislino), vezemo s kalijevim ferocianidom v netopno modro
oborino, v Zelezov ferocianid. Zelezovi pigmenti se pri tem barvanju obarvajo zeleno
modro, jedra rdece in ostali celi¢ni elementi svetlo rdece in roza (Kiernan, 1990; Presnell
in Schreibman, 1997).
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Hidrirane preparate smo za 40 minut potopili v sveze pripravljeno Perlsovo raztopino, ki jo
pripravimo iz enakih delezev 2% kalijevega ferocianida in 2% klorovodikove kisline,
pripravijenih v destilirani vodi. Postopek poteka v temi. Sledilo je spiranje v destilirani
vodi ter barvanje jeder z barvilom Kernechtrot (5 minut). Preparate smo sprali v destilirani
vodi, dehidrirali, bistrili in jih prekrili.

2.3.2.5 Barvanje po Masson — Fontani

Osnova Masson-Fontana metode je zn&ilnost nekaterih fenolnih substanc in derivatov
tirozina, da reducirgjo srebrove raztopine v kovinsko srebro. Taksno lastnost ima tudi
melanin, kar je osnova njegove identifikacije po tg metodi. Zaradi redukcije se na
melaninskih granulah nalaga kovinsko srebro, zaradi ¢esar se le-te obarvajo mocno ¢rno.

Jedra se z barvilom Kernechtrot obarvajo rdece do roza.

Objektna stekelca, ki smo jih kasneje barvali po Masson — Fontani, smo pred rezanjem
potopili v meSanico raztopine zelatine in krom kalijevega sulfata (KCr(SO,)2) (Boyd,
1955, cit. po Presnell in Schreibman, 1997). Stem smo zagotovili, da so rezine po barvanju
ogtale na stekelcul.

Fontana raztopino pripravimo po sledecem postopku: 20 ml 10% raztopine srebrovega
nitrata po kapljicah dodajamo koncentrirano raztopino amoniaka, dokler ne ostane le nekaj
delcev precipitata. Nato dodamo 20 ml destilirane vode in pustimo stati ¢ez no¢ v temni
steklenici. Pred uporabo jo prefiltriramo.

Hidrirane parafinske rezine smo najprej tretirali 10 minut v lugolni raztopini (gram iodin)
in spirali 3 minute pod tekoco vodo. Nato smo jih razbarvali v 5% natrijevem tiosulfatu (2
minuti). Po nekaj minutah spiranja pod tekoco vodo smo rezine pustili ¢ez no¢ v Fontana
raztopini v temnem prostoru. Naslednji dan smo vzorce dobro sprali z destilirano vodo, jih
3 minute tretirali z 0.2% zlato kloridno raztopino (AuCl), sledilo je ponovno spiranje z

degtilirano vodo, tretiranje s 5% natrijevim tiosulfatom (2 minuti), spiranje pod tekoco
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vodo (5 minut) ter kontrastiranje z barvilom Kernechtrot (5 minut). Rezine smo nato po

klasi¢ni metodi dehidrirali, zbistrili v ksilenu in prekrili.
Kot negativno kontrolo smo uporabili rezine tkiva, ki smo jih predhodno 24 ur tretirali s

10% vodikovim peroksidom, Masson-Fontana reakcija na tako tretiranem vzorcu je
negativna

2.3.2.6 Srebrovaimpregnacija zaretikulin

Ta metoda temelji na znatilnosti aldehidnih skupin ogljikovodikov v retikulinu, da
reducirgjo in precipitirgjo srebro. Tkivo je naprej oksidirano, potem senzibilizirano z
Zelezovim alumom, tega pa nadomesti srebro. Temno rjavo reducirano srebro se nalaga na
retikulinskih vlaknih. Formalin ga reducira v ¢érno kovinsko srebro (Presnell in
Schreibman, 1997). Kolagenska viakna se pri srebrovi impregnaciji obarvajo rumeno do

svetlo rjavo (Ham in Cormack, 1979).

Objektna stekelca, ki smo jih kasneje barvali po tej metodi, smo pred rezanjem potopili v
meSanico raztopine zelatine in krom kalijevega sulfata (KCr(SOy),) (Boyd, 1955, cit. po
Presnell in Schreibman, 1997) in s tem zagotovili, da so rezine po barvanju ostale na
stekelcu.

Srebrovo raztopino smo pripravili po naslednjem postopku: 10% srebrovemu nitratu smo
med stresanjem po kapljicah dodajali amoniak, dokler se precipitat ni raztopil. Nato smo
dodali 3% natrijev hidroksid in precipitat raztopili se z neka kapljicami amoniaka.

Raztopina je bilarahlo opalescentna. Na koncu smo dodali destilirano vodo.

Hidrirane rezine smo prenesli za 5 minut v sveze pripravljeni kalijev permanganat, v
katerega smo dodali 3% zveplovo kislino. Stekelca smo na hitro splaknili z vodo in jih
tretirali z 1% oksalno kislino. Po 2 minutah smo jih splaknili z destilirano vodo in nato
sprali pod tekoco vodo. Sledilo je 10 minutno tretiranje z 2.5% Zelezovim alumom

(raztopina zelezovega amonijevega sulfata) in splakovanje v destilirani vodi. Nato smo
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preparate za 5 sekund prenesli v srebrovo raztopino, jih na hitro splaknili v destilirani vodi
in jih za 1 minuto prenesli v 10% formalin. Potem smo stekelca najprej oprali v vodovodni
vodi in nato v dedtilirani. Sledilo je 2 minutno tretiranje z 0.2% zlato kloridno raztopino
(AuCl), hitro spiranje z destilirano vodo in 2 minutno tretiranje s 5% natrijevim
tiosulfatom. Nato smo stekelca dobro oprali v vodovodni vodi in jih splaknili z destilirano
vodo. Sledilo je Se barvanje jeder z barvilom Kernechtrot (5 minut), spiranje v destilirani
vodi, dehidracija skozi naras¢ujoCo vrsto alkoholov, bistrenje v ksilenu in prekrivanje
stekelc.

2.3.2.7 Barvanje po Giemsi

Za hematopoetska tkiva je barvanje po Giemsi uporabno zato, ker diferencialno obarva

krvne celice.

Zalozno Giemsa raztopino smo zmeSali iz 2,25 g Giemsa prahu, 125 ml absolutnega
metanola in 125 ml glicerola. Raztopino smo 5 do 10 minut stresali in jo pustili stati ¢ez
noc. Pri tej metodi je pomemben tudi pH delovne raztopine. Naredili smo dve delovni
raztopini z razli¢nim pH:

- Araztopina 5 ml Giemse raztopine v 65 ml destilirane vode, pH = 4.8 do 5.2

- B raztopina 4 kapljice Giemsaraztopine v 65 ml destilirane vode, pH = 6.5 do 6.8

Polovica hidriranih stekelc smo prenesli v delovno Giemsa raztopino A za 2 uri, polovica
stekelc pa v delovno raztopino B do naslednjega dne. Potem smo preparate razbarvali z 1%

ocetno Kislino, nato smo jih prenesli v 96% etanol, bistrili v ksilenu in jih prekrili.

24 PRIPRAVA POLTANKIH REZIN

Naredili smo poltanke rezine nekaj vranic nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus
anguinus anguinus). Poltanke rezine smo naredili predvsem zato, da bi ugotovili, katere

celice se nahgjgjo v vranici in da bi dobili bolj natancne podatke o lastnostih teh celic.
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24.1 Fiksacijatkivain priprava poltankih rezin

Koscke tkiva smo fiksirali 3 ure v fiksativu Karnovsky z osmolarnostjo 307 mOsmol/kg.
Karnovsky je mesanica 0,5 % paraformaldehida in 1,15 % glutaraldehida v 0,05 M
kakodilatnem pufru (pH 7,4). Tkivo smo izpirali v izpiralni tekoc¢ini (0,05 M kakodilatni
pufer in 0,25 M saharoza) z osmolarnostjo 307 mOsmol/kg (dve menjavi: ¢ez noc in Se 2
uri). Sledila je postfiksacija v 2 % OO, s fericianidom (2 uri in 30 minut v temi pri sobni
temperaturi). Tkivo smo nato izpirali v destilirani vodi (tri menjave po 10 minut). Nato
smo tkivo dehidrirali v 50 %, 70 %, 90 % in absolutnem alkoholu (v vsakem dve menjavi
po 15 minut, v absolutnem alkoholu se dodatno 30 minut). Sledilo je vklapljanje v
vklopni medij Spurr (ERL), najprej v mesanici absolutnega alkohola in ERL (1 : 1)
dvakrat po 15 minut, nato v samem ERL (tri menjave: eno uro, nato ¢ez no¢ in ponovno

eno uro). Polimerizirali smo v sveze pripravljenem ERL pri 70°C (&ez no¢).

Vklopljeno tkivo smo rezali na 0,5 um debele rezine (poltanke rezine) s steklenimi nozi na
ultramikrotomu Reichert Ultracut. Rezine smo polagali na kapljico destilirane vode na

objektnem stekelcu in jih raztezali pri temperaturi termoplosce 96°C.

2.4.2 Barvanje poltankih rezin po Richardsonu

Po vsg polurnem susenju na termoplos¢i smo rezine najprej pokapali z 1% perjodno
kislino (5 minut na sobni temperaturi) in sprali z destilirano vodo. Nato smo preparate
barvali z barvilom Azur 11 Methylen blue (3 minute na vroci termoplos¢i), ponovno sprali

z destilirano vodo in posusili.

25 MIKROSKOPIRANJE

Histoloske preparate in poltanke rezine smo pregledovali s svetlobnim mikroskopom
OPTON — Axioskop Zeiss in fotografirali z digitalnim fotoaparatom Nikon Coolpix 4500.
Fotografije smo obdelali z ratunalniskim programom Adobe Photoshop 6.0.



Mrak P. Morfol ogija vranice mocerilarjev (Amphibia: Proteidag). 24
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

3 REZULTATI

3.1 CELICEV KRVNEM RAZMAZU

Za lazje prepoznavanje krvnih celic v vranici smo najprej naredili krvne razmaze
nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus), jih barvali po Giemsi in
opisali v njih prisotne krvne celice. Najbolj pogoste in prepoznavne celice so hili eritrociti,
nasli pa smo tudi nekaj njihovih predstopenj ter veliko trombocitov. Med levkociti je bilo

najvec limfocitov in granulocitov ter nekaj monocitov.

3.1.1 Opis krvnih celic nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus

anguinus)

3.1.1.1 Eritrociti

Eritrociti so elipti¢ne oblike (sl. 4a). Nekateri so precej podaljSani, drugi malo manj. Jedro
je majhno, ovalno in centralno namesceno. Obarvano je temno modro. Kromatin je zelo
kondenziran. Citoplazma je homogena in polna hemoglobina, zato je eozinofilna —
obarvana roza. Eritrociti so v krvi v veliki vecini. Med krvnimi celicami ima eritrocit
najvegjo povriino. Ta povpretno znasa 1054,9 um?, daljsi premer pa blizu 50 pm (tabela
2).

3.1.1.2 Predstopnje eritrocitov

V primerjavi z zrelim eritrocitom sta celica in jedro njihovih predstopenj bolj okrogla,
citoplazme je manj, jedro je vecje (sl. 4b). Citoplazma je obarvana modro do vijoli¢no.
Jedro je centralno names¢eno in obarvano svetlo modro. Ta celica ustreza opisu
bazofilnega eritroblasta. Citoplazma je pri bazofilnem eritroblastu zaradi S$tevilnih

ribosomov bazofilna.
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3.1.1.3 Trombociti

Celica in jedro trombocitov sta rahlo ovalna, vcasih tudi bolj okrogla (sl. 5). Jedro je za
razliko od citoplazme veliko, obarvano je temno modro. Na dveh nasprotnih koncih celice
je koli¢ina citoplazme malo povecana, drugje jo je manj. Robovi celic niso gladki, ampak
imajo majhne izrastke. Trombociti so manjse krvne celice, S povpreéno povrsino 306,3

um? in so le malo vegji od najmanjsih krvnih celic, limfocitov (tabela 2).

3.1.1.4 Limfociti

Jedro limfocitov je okroglo, obarvano temno modro, okrog njega pa je tanek ovoj
citoplazme (sl. 6a). Ta je obarvana temno modro do vijolicno. Limfociti so med krvnimi

celicami najmanijsi, njihova povpreéna povrina je 289,5 um® (tabela 2).

3.1.1.5 Monociti

Celica monocitov je okrogle oblike. Jedro je ekscentri¢no, ovalno do okroglo, obarvano
svetlo modro in zavzema precejsen del celice (sl. 6b). Citoplazma je Sibko bazofilna,
svetlejsa kot jedro in je vidna le na eni strani celice. Monociti so poleg eritroidnih celic in
granulocitov ene izmed vegjih krvnih celic, s povpreéno povrsino 460 um? (tabela 2). V
krvi smo jih nasli redko.

3.1.1.6 Bazofilni granulociti

Citoplazma bazofilnih granulocitov je polna vijoli¢no obarvanih velikih bazofilnih zrnc, ki
prekrivajo okroglo jedro (sl. 7a). Celica je nepravilno okrogla, zrnca tik pod plazmalemo

oblikujejo povrsino celice. Oblika celice je lahko tudi bolj ovalna in nepravilna.
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3.1.1.7 Eozinofilni granulociti

Jedro eozinofilnih granulocitov je lobulirano, ponavadi z dvema ali tremi reznji, obarvano
svetlo modro (sl. 7b). Velika eozinofilna zrnca v citoplazmi so oranzne do rdece barve.
Oblika celice je okrogla, lahko tudi ovalna. Eozinofilni granulociti so med levkociti

najvesji, njihova povpredna povriina znaga 615,8 pm? (tabela 2).

3.1.1.8 Nevtro/heterofilni granulociti

Jedro nevtrofilnih granulocitov je zelo lobulirano, obarvano svetlo modro (d. 7c¢).
Citoplazma in zrnca so slabo obarvane — nevtrofilne. Zrnca so majhne v primerjavi z zrnci
drugih granulocitov. Celica je ponavadi pravilno okrogla in najmanjsa med granulociti, s
povpretno povrdino 419,1 um? (tabela 2). Nevtrofilni granulociti so se v krvnih razmazih

pojavljali najbolj pogosto od granulocitov.

3.1.2 Dimenzijeceliciz krvnega razmaza

Tabela 2: Povpreéne dimenzije krvnih celic iz krvnegarazmaza nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus
anguinus anguinus) v um.

Premer | Krajsi Povrsina | DaljSsi Krajsi Povrsina
celice- | premer | celice-S | premer | premer |jedra

Celica doz d; |celice — | (um?) jedra — | jedra - (um?-S
(nm) dz (um) ji(pm) | jo(um)

Eritrocit 49,2 27,3 1054,9 17,8 12,1 169,2

Eritroblast 33,0 23,1 598,7 21,8 17,4 297,9

Trombocit 20,1 19,4 306,3

Limfocit 19,2 289,5

M onocit 24,2 460,0

Nevtro/heterofilni | 23,1 4190.1

granulocit

Eozinofilni 28,0 615,8

granulocit

Bazofilni 27,3 25,0 536,0

granulocit
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Pri zoritvi eritroblasta v eritrocit se premer in stem povrsina celice povecujeta, jedro pase
manjsa in je tudi vedno bolj kondenzirano. Razmerje med dalj$im in krajSim premerom
celice (di: dy) je pri eritroblastu povprecno 1.43, jedra (j1: j2) pa1.25. Pri eritrocitu je d;: d;
povprecno 1.8, ji: j2pal.47. To pomeni, da se med eritropoezo celicain jedro podaljsujeta.

Dimenzije eritroblastov so bile precgj razli¢ne, saj so bili v razli¢nih zrelostnih stopnjah.
Povrsina najvedjega zgodnjega eritroblasta je bila 735,1 pm?, njegovega jedra pa 494,8
um?. Povrsina najvecjega poznega eritroblasta pa je znaSala 1184,4 pm?, torej vet kot pri
povpre¢nem zrelem eritrocitu. Med eritroblaste smo ga uvrstili zaradi slabo eozinofilne
citoplazme ter predvsem zaradi svetlega, bolj nekondenziranega in velikega jedra s

povriino 325,2 pm®.

Precgj razli¢ne so tudi oblike in dimenzije zrelih eritrocitov. Dalj$i premer (di1) znasa od 41
do 60 um, krajsi (d2) paod 18 do 37 um.
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Slika 4a-b: FEritroidne celice iz krvi nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus).
Barvanje po Giemsi. (a) Zreli eritrociti so dipti¢ne oblike. Jedro je majhno, ovalno, centralno namesceno,
obarvano temno modro. Kromatin je zelo kondenziran. Citoplazma je eozinofilna. (b) Predstopnja eritrocita
(pod njim je viden del zrelega eritrocita). V primerjavi z zrelim eritrocitom sta celica in jedro bolj okrogla,
citoplazme je manj, jedro je vegje. Citoplazma je bazofilna. Jedro je centralno name$¢eno in zaradi manj
kondenziranega kromatina obarvano svetlo modro. Merilo: 10um.

sz

Slika 5: Trombocit iz krvi nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus). Barvanje po
Giems. Celicain jedro sta ovalna, véasih tudi bolj okrogla. Jedro je glede na citoplazmo veliko, obarvano je
temno modro. Na dveh nasprotnih koncih celice je koli¢ina citoplazme malo povecana, drugje jo je malo.
Merilo: 10 um.
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Slika 6a-b: Agranulirana levkocita iz krvi nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus).
Barvanje po Giemsi. (a) Limfocit. Jedro je okroglo, zaradi zelo kondenziranega kromatina obarvano temno
modro, okrog njega pa je tanek ovoj citoplazme, ki je bazofilna in zato obarvana temno modro do vijoli¢no.
(b) Monocit. Celicaje okrogle oblike. Jedro je ekscentri¢no, ledvicasto do okroglo, obarvano svetlo modro in
zavzema precgiSen del celice. Citoplazma je na enem delu celice bolj obSirna, je Sibko bazofilna in svetlej$a
kot jedro. Merilo: 10 pum.



Mrak P. Morfol ogija vranice mogerilarjev (Amphibia: Proteidae). 30
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

Slika 7a-c: Granulociti iz krvi nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus). Barvanje po
Giems. (a) Bazofilni granulocit. V citoplazmi so $tevilna bazofilna zrnca, ki prekrivajo okroglo jedro. (b)
Eozinofilni granulocit. Jedro je segmentirano, ponavadi z dvema ali tremi segmenti, obarvano svetlo modro.
Citoplazma je oranzna do rdeca in vsebuje velika eozinofilna zrnca. (c) Nevtrofilni granulocit. Jedro je zelo
segmentirano, obarvano svetlo modro. Citoplazmain zrnca so nevtrofilnain zato slabo obarvana. Merilo: 10
pm.
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3.2 MORFOLOGIJA VRANICE

3.2.1 Vranicanepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus)

Vranicalezi v plevroperitonealni votlini in je podolgovat organ, povprecne dolzine 2 cm in
debeline 1 mm. Opazili smo variacije v zunanjem izgledu vranic pri razli¢nih osebkih, ki
se nanasajo predvsem na posteriorni del, ki je bodisi mo¢no odebeljen (debeline 2 do 3
mm) ali pa mocno zozen (sl. 8). Pri nekaterih osebkih so imele vranice Se dodatne
priveske, kot je razvidno s slike 8.

anteriorno

posteriorno

Slika 8: Vranica nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus). Merilo: 1 mm.
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Vranico obdaja tanka kapsula iz vezivnega tkiva (sl. 9). V vezivu so kolagenska vlakna in
celice kolagenskega veziva, verjetno fibrociti in fibroblasti. Nad njo je enojen sloj
podolgovatih mezotelnih celic, ki so del peritoneja. Parenhim vranice je razdeljen v rdeco
in belo pulpo, med katerima ni jasne meje. Marginalne cone nismo opazili. Ogrodje obeh

pulp predstavljajo retikularne celice in viakna (sl. 11).

Na kapsulo ponavadi meji rdeca pulpa, v katero segajo posamezni kolagenski snopi,
tipi¢nih trabekul ni (sl. 9). Rdec¢a pulpa zavzema tudi vecino preostalega parenhima vranice
in je prepletena s stevilnimi sinusoidi, med katerimi so celi¢ne vrvice. Prav tako je v njej
veliko eritrocitov (d. 10). Belo pulpo predstavljajo posamezna obmocja med rdeco pulpo,
v katerih so predvsem limfociti v retikularnem ogrodju, vmes pa so ponavadi vidne majhne

krvne zile z debelim vezivnim ovojem (sl. 9, 10).

Pri vranicah, ki imajo v posteriornem delu kratek predel debelejsega premera kot ostali del

vranice, smo opazili razlike v histoloski zgradbi (sl. 12a in b).

V ozjih predelih vranice je gostota celic manjsa in sinusoidi so bolj prazni, vsebujejo manj
krvi (sl. 12a). Manj je tudi kolagenskega veziva, kapsula pa je po celotnem obsegu zelo
tanka. Vranica je v debelejsem predelu bolj kompaktna, gostota celic je vecja in sinusoidi
so bolj napolnjeni s krvjo (sl. 12b). Predvsem na periferiji je ve¢ kolagenskega veziva.
Kapsula je debelgjsa.
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Slika 9: Periferni del vranice nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus). Hematoksilin-
eozinsko barvanje. Vranico obdaja tanka kapsula (K) iz kolagenskega veziva (roza), nad katerim so

mezotelne celice (MC). Pod kapsulo je nekaj manjsih zil (kz) in rde¢a pulpa (RP) iz sinusoidov (=) in
celi¢nih vrvic (CV). Vmes je obmodéje bele pulpe (BP) z limfociti in majhnimi krvnimi Zilami z debelim
ovojem. Merilo: 100 um.
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Sika 10: Ogednji del vranice nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus).
Hematoksilin-eozinsko barvanje. Vetina je obmodja rdece pulpe (RP) s $tevilnimi sinusoidi (=), med
katerimi so celi¢ne vrvice (CV). V sinusoidih in v vrvicah je veliko eritrocitov (rdec¢e obarvani). Belo pulpo

(BP) predstavljajo posamezna obmocja med rdeco pulpo, ki vsebujejo limfocite v retikularnem ogrodju in
manjse zile (kz), obdane z veliko veziva in obseznimi svetlimi celicami. Merilo: 100 pm.
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Slika 11: Retikularno ogrodje v parenhimu vranice nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus
anguinus). Srebrova impregnacija za retikulin. Retikulinska vliakna, ki podpiragjo celice v parenhimu, so
obarvana ¢rno. Merilo: 10 pm.
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Slika 12a-b: Primerjava anteriornega in posterior
(Proteus anguinus anguinus). Hematoksilin-eozinsko barvanje. (a) Na anteriornem predelu ima vranica
manjso gostoto celic in sinusoidi so bolj prazni (=). Manj je kolagenskega veziva (obarvan roza), kapsula je
po celem obsegu zelo tanka. (b) Na posteriornem, debelgjsem predelu je vranica bolj kompaktna, gostota
celic je vegja, sinusoidi so bolj napolnjeni s krvjo (=). Predvsem na periferiji je ved kolagenskega veziva
(obarvan roza). Kapsula je debelejsa. Merilo: 100 pm.
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3.2.1.1 Obmoc¢ja bele pulpe

Ogrodje tvorijo retikularne celice in retikularna viakna. Retikularne celice imajo svetla

jedra nepravilnih oblik in tanek ovoj citoplazme, ki razteza svoje izrastke okrog
retikularnih vliaken (sl. 13). Med seboj se povezujejo v mrezo. Med to mrezo se nahajajo
predvsem limfociti in redko patudi posamezni eritrociti. Posamezni eritrociti se pojavljajo

tudi na meji z rdeco pulpo.

Limfociti so glavne in najstevilénejse celice bele pulpe. Jedra so okrogla in obarvana
temnegje (. 13, 16). Na poltankih rezinah je razvidno, da ima jedro plitve invaginacije
jedrne membrane in vsebuje temneje obarvane skupke kondenziranega heterokromatina, Ki
je neaktiven kromatin (sl. 16). Citoplazma je le v tanki plasti okrog jedra, in je zato
pogosto komajda opazna. Limfociti ponavadi niso tesno drug ob drugem, ampak je med

celicami veliko praznega prostora.
Limfoidno tkivo je obi¢ajno koncentrirano okoli krvne Zile z majhno svetlino in tankim

epitelom ter obseznim vezivom in celicami s svetlimi okroglimi jedri (sl. 15). Okoli

taksnega ovoja Zile je limfoidno tkivo.

3.2.1.2 Rdeca pulpa

Rdeco pulpo sestavljajo celicne vrvice in sinusoidi (9. 14).

Celicne vrvice so iz krvnih celic, eritroidnih predstopenj, pigmentnih makrofagov in

retikularnega veziva (dl. 14). Retikularne celice imajo svetla nepravilna jedra in dolge
tanke izrastke citoplazme, ki se ovijajo okoli retikularnih viaken in so med seboj povezane
v mrezo. To je opora za razli¢ne celice, kot so:

- limfociti,

- eitrociti,

- hemocitoblasti,
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- eritroblasti v razli¢nih stopnjah razvoja,

- posamezni pigmentni makrofagi.

Hemocitoblasti so v celi¢nih vrvicah manj Stevilni (sl. 14). So izvorne celice krvnih celic,
torg so nediferencirane celice. Jedro je okroglo, a vecje in svetlejSe (ve¢ aktivnega
nekondenziranega evkromatina) kot pri limfocitu. Tudi tu je citoplazma slabo opazna,

zastopana v tankem sloju okrog jedra.

Na poltankih rezinah vranice so pogose celice, katerih jedro je relativho veliko,
homogeno, z jedrcem (sl. 18). Kromatin je veCinoma razprSen, nekondenziran.
Kondenziran kromatin je le na obodu jedrain v drobnih skupkih v notranjosti. Citoplazme
okrog jedra ni veliko. To bi lahko bili hemocitoblasti.

Sinusoidi so precej obsezni med celi¢nimi vrvicami. Prepoznavni so po veéjem praznem
progtoru, v katerem so krvne celice, hemocitoblasti in predstopnje eritrocitov (sl. 14).

Retikularne celice z izrastki in retikularnimi viakni obdajajo sinusoide.

Na poltanki rezini, barvani z azur (1) metilen modrim, so eritrociti dobro opazni. Vidna so
homogena, zelo kondenzirana jedra in obilna homogena citoplazma (sl. 17). Oblike celic in
jeder so zelo razli¢ne in ponavadi niso elipti¢ne, saj so stisnjene med drugimi celicami.

Oblike so odvisne tudi od tega, na katerem mestu je eritrocit prerezan.

V rdeci pulpi so vecje in manjse krvne zile, arterije, arteriole, venule in vene (sl. 20a).
Obdane so z bolj ali manj obseznim kolagenskim vezivom. Svetlina zil je vecinoma

zapolnjena s krvnimi celicami, med katerimi prevladujejo eritrociti.

Arterije in arteriole imajo glede na svojo svetlino debelo steno, ki jo gradijo visoke

endotelne celice, kolagenska viaknain gladka misi¢na vlakna (sl. 20b).

Vene in venule imajo vetjo svetlino in tanjSo steno v primerjavi z arterijami in arteriolami.
V steni so sploséene endotelne celice, tanek sloj kolagenskega veziva in gladka miSi¢na

vlakna (sl. 19 in 20c).
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Slika 13: Obmogje bele pulpe v vranici nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus).
Hematoksilin-eozinsko barvanje. Retikularne celice (=) raztezajo svoje izrastke okrog retikularnih viaken.
Vidni so izragki retikularnih celic, obarvani roza, retikularna vliakna pa niso obarvana. Med retikularno
mrezo se nahajajo limfociti (L) in posamezni eritrociti (E). Zgoraj levo je vidna krvna zila (kZ), obdana z
obseznimi svetlimi celicami in vezivom. V desnem zgornjem kotu je viden del rdece pulpe. Sinusoid (S)
obdajgjo retikularne celice. Mgjamed rdeco in belo pulpo ni jasna. Merilo: 10 pm.

Slika 14: Rdefa pulpa vranice nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus).
Hematoksilin-eozinsko barvanje. Rdeco pulpo sestavljajo celi¢ne vrvice (CV) in sinusoidi (S). CV s0 iz
retikularnih celic (RC) in vlaken (niso obarvana). RC imgjo dolge tanke izrastke citoplazme (—), med seboj
povezane v mrezo. Vmes so limfociti (L), eritrociti (E), hemocitoblasti (H) in eritroblasti v razli¢nih stopnjah
razvoja (EB). Sinusoidi (S) so bolj ali manj napolnjeni s krvnimi celicami, hemocitoblasti in predstopnjami
eritrocitov. Retikularne celice z izrastki obdajajo sinusoide. Merilo: 10 pm.
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Slika 15: Bela pulpa vranice nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus). Hematoksilin-
eozinsko barvanje. Limfoidno tkivo okoli debelostene zile. Retikularne celice (RC) z izrastki tvorijo mrezo,
med njimi so limfociti (L), na meji z rdeco pulpo pa se pojavljajo posamezni eritrociti (E). En, endotd Zile.
Merilo: 10 um.

Slika 16: Limfociti v vranici nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus). Poltanka
rezina. Azur (11) metilen modro barvanje. Celicain jedro sta okrogle ali rahlo ovalne oblike. Jedro ima plitve

invaginacije jedrne membrane (=) in vsebuje nekaj temneje obarvanih skupkov kondenziranega kromatina.

Okrog jedra je tanek rob citoplazme s kratkimi pretastimi izrastki (>). Merilo: 10 um.

Slika 17: Eritrociti v vranici nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus). Poltanka
rezina. Azur (1) metilen modro barvanje. Vidna so homogena, zelo kondenzirana jedrain obilna homogena
citoplazma. Oblike cdlic in jeder so zelo razli¢éne in ponavadi niso elipti¢ne, saj so stisnjene med drugimi
celicami. Oblike so odvisnetudi od tega, v katerem delu je eritrocit prerezan. Merilo: 10 pm.
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Slika 18: Celice, najverjetngie hemocitoblasti, v vranici nepigmentirane podvrste moderila (Proteus anguinus
anguinus). Poltankarezina. Azur (11) metilen modro barvanje. Jedro je relativno veliko, homogeno, z jedrcem
in ima vetinoma nekondenziran kromatin (svetel). Kondenziran kromatin (temen) je le na obodu jedra in v
drobnih skupkih v notranjosti. Merilo: 10 pm.

Slika 19: Vena (V) tik pod kapsulo (K) v vranici nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus
anguinus). Poltanka rezina. Azur (11) metilen modro barvanje. Stena vene je tanka, endotelne celice (En) so
sploséene. V svetlini je trombocit (T). Merilo: 10 pm.
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Slika 20a-c: Krvne zile v parenhimu vranice nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus

anguinus). Trikromno barvanje po Massonu. (a) Rdeca pulpa (RP) je prepletena s tevilnimi sinusoidi (=),
med njimi so celi¢ne vrvice. Vidne so tudi vedje in manjSe krvne zile: arterije(A), arteriole(a), vene(V),
obdane s kolagenskim vezivom (svetlo modro). Bela pulpa (BP) je obmogje limfocitov (L), s krvno Zilo (kZ),
okrog nje je veliko kolagenskega veziva (svetlo modro). Merilo: 100 um. (b) Arterijav rdegi pulpi. V svetlini
je prisotnih veg eritrocitov (E) in granulocit (G). Stena je debela in jo gradijo visoke endotelne celice (En),
kol agenska vlakna (Ko) in gladka migi¢na vlakna (mv - njihovajedra). Merilo: 10 um. (c) Venav rdegi pulpi.
Svetlinaje vedji in stena je tanjsa kot pri arteriji. Vecina celic v svetlini je eritrocitov (E), nekaj je limfocitov
(L) in trombocit (T). V steni so splod¢ene endotelne celice (En), tanek sloj kolagenskega veziva (Ko) in
gladka misi¢na vlakna (mv — njihova jedra). Merilo: 10 pm.
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3.2.2 Vranica pigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus parkelj)

Razen razlik v koli¢ini pigmentnih celic vedjih razlik med nepigmentirano in pigmentirano
podvrsto mocerila v zgradbi vranice ni opaznih. V vranici pigmentirane podvrste mocerila
retikularne celice z izrastki tvorijo mrezo, ki predstavlja ogrodje parenhima (sl. 21). Med
retikularnimi celicami so eritrociti, limfociti, hemocitoblasti. Te celice so tako v parenhimu
kot tudi v sinusoidih. Pigmentni makrofagi se nahajajo v parenhimu (sl. 21, 33aiin b) in jih

je steviléno precej ve¢ kot v vranici nepigmentirane podvrste mocerila in nektura.

3.2.3 Vranicanekturaali blatnega kuzka (Necturus maculosus)

Vranica nektura ima drugacno obliko kot vranica mocerila. Je manj podolgovata in je v

precnem prerezu SirSa in bolj ovalna.

Vranica nektura ima v splosnem enako zgradbo kot vranica mocerila, le da je videti
polnejsa, bolj kompaktna. Celice so tesneje skupaj, manj je vmesnih praznih prostorov.
Poleg tega so obmocja bele pulpe manj izrazita, kopi¢enja limfocitov so manj obsezna in

so prisotnatudi brez zile. Limfociti so bolj difuzno razporejeni po vranici kot pri mocerilu.

Vranico obdgja razlicno debela kapsula iz kolagenskega veziva, nad katerim leZijo
mezotelne celice (sl. 22). Pod kapsulo je rdeca pulpa s sinusoidi in celicnimi vrvicami.
Podobno kot pri mocerilu ogrodje notranjosti vranice tvori le retikularna mreza iz

retikularnih celic in vlaken, kolagenskih trabekul pani (sl. 23ain b).

Limfociti so raztreseni po celotni vranici, mestoma pa se pojavljajo manjsa obmocja, kjer
je vetja koncentracija limfocitov. Taka obmocja so pogosto okoli arteriol, ki so obdane z
veliko veziva (sl. 22 in 24). Zarazliko od mocerila pa se pri nekturu ve¢je koncentracije
limfocitov pojavljajo tudi tam, kjer ni zil (sl. 25). Vecinoma so obmocja limfocitov bolj v

centru vranice in niso jasno locena od rdece pulpe, temve¢ postopoma prehajajo vanjo.
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Vectina celic v rdeci pulpi, tako v sinusoidih kot v parenhimu, je eritrocitov (sl. 22, 24, 25).
Ti so0 v razli¢nih stopnjah razvoja. V parenhimu se pojavljajo Se limfociti, hemocitoblasti,
retikularne celice in pigmentni makrofagi, v sinusoidih pa Se ostale krvne celice (sl. 22,
25). Pri nekturu so meje sinusoidov slabse prepoznavne kot pri mocerilu, zato se sinusoidi

tezje locijo od parenhima (sl. 22, 25).
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Slika 21: Vranica pigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus parkej). Hematoksilin-eozinsko
barvanje. Retikularne celice (RC) z izrastki tvorijo mrezo, v njgj se nahajgjo eritrociti (rdece obarvani),
limfociti, hemocitoblasti. Te celice so tako v parenhimu kot tudi v sinusoidih. V parenhimu je veiko
pigmentnih makrofagov (PM), ki vsebujejo melaninski pigment. Ta je pri hematoksilin-eozinskem barvanju
viden v naravni temno rjavi barvi. Jedro pigmentnih makrofagov (j) je ekscentriéno in nepravilno oblikovano.
Merilo: 10 um.

Slika 22: Vranica nektura (Necturus maculosus). Hematoksilin-eozinsko barvanje. Vranico obdaja razli¢no
debela kapsula iz kolagenskega veziva (K), nad katerim |ezijo mezotelne celice (MC). Pod njo je rde¢a pulpa
(RP) s sinusoidi in celiénimi vrvicami. Limfociti so razprseno po celi vranici, mestoma pa se pojavljajo
manjsa obmodja, kjer je veja zgostitev [imfocitov (L). Taka obmogja so najbolj pogosto okoli arteriol (a), ki
so obdane z veliko veziva. Merilo: 100 pm.
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Slika 23a-b: Retikularno ogrodje v parenhimu vranice nektura (Necturus maculosus). Srebrova impregnacija
za retikulin. Retikulinska vlakna so obarvana ¢rno. Razporejena so po rdeéi in beli pulpi, tudi okrog
sinusoidov in zil. (a) Merilo: 100 pm. (b) Merilo: 10 um.
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Slika 24: Vranica nektura (Necturus maculosus). Trikromno barvanje po Massonu. Med rdeco pulpo (RP -
levo in desno na diki) je obmogje vedje koncentracije limfocitov (L), kjer je tudi zbranih ve ven in arterij.
Kolagensko vezivo okrog zil je modro obarvano. Obmocje limfocitov prehaja v rdedo pulpo, kjer je vecina
celic eritrocitov (roznato-rdeca citoplazma). Merilo: 100 pm.

Slika 25: Vranica nektura (Necturus maculosus). Hematoksilin-eozinsko barvanje. Med rdeco pulpo (RP) so
manjsa obmodja koncentracije limfocitov (L) brez zile v centru. Veéina celic v rdeéi pulpi (RP), tako v
sinusoidih kot v parenhimu, je eritrocitov, v razli¢nih stopnjah razvoja. V parenhimu se pojavljajo $e
limfociti, hemocitoblasti, retikularne celice, v sinusoidih pa Se ostale krvne celice. Merilo: 100 pum.
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3.3 PIGMENTNI MAKROFAGI VRANICE

V vranicah mocerilarjev so prisotne pigmentne celice ali pigmentni makrofagi. Pri
nepigmentirani podvrsti mocerila (Proteus anguinus anguinus) in pri nekturu (Necturus
maculosus) so prisotni posami¢no, nikoli v skupkih. V manjsih skupkih se pojavljajo le v
vranicah stradanih osebkov in pigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus parkelj),

kjer jih je stevil¢no precej vec.

Pigmentni makrofagi so precej velike celice z nepravilno oblikovanim in ekscentri¢no
namesé¢enim jedrom in z obilno citoplazmo (sl. 26a). V citoplazmi so vezikli z razlicnim

materialom: siderosomi, melanosomi in fagosomi.

V vrani¢nih makrofagih so vidni tudi deli eritrocitov, ki jih ti fagocitirajo in razgradijo v
fagosomih in lizosomih (sl. 26b). Zelezo iz hemoglobina shranjujejo v siderosomih v obliki
hemosiderina. Siderosomi so na poltankih rezinah, barvanih po Richardsonu, obarvani

temno rdece (sl. 26a), melanosomi pa temno modro (sl. 26a, b in ¢).

V citoplazmi nekaterih pigmentnih makrofagov smo opazili poleg siderosomov,
melanosomov in fagosomov Se svetlo modre granule (Sl. 26¢C). To SO najverjetneje
mascobne kaplje. Vefina pigmentnih makrofagov jih ne vsebuje ali pa jih vsebujejo v zelo
majhnih koli¢inah.

Na poltankih rezinah smo, sicer redko, nasli tudi celice, napolnjene s Stevilnimi svetlimi
vakuolami (sl. 26d).
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Slika 26a-d: Vranica nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus), poltanke rezine,
barvane z azur (11) metilen modrim. Na slikah od a do d so vidni pigmentni makrofagi z razli¢nimi vkljucki.
(a) Pigmentni makrofag je dokaj velika celica z nepravilno oblikovanim in ekscentri¢no name$¢enim jedrom
(1) in z obilno citoplazmo, polno razli¢nih vkljukov: siderosomi (temno rdeéi), melanosomi (temno modri),

fagosomi, lizosomi. (b) Del eritrocita v makrofagu (=). Jedro makrofaga ni vidno, v citoplazmi so vidne e
drugi vkljugki, znadilni za pigmentne makrofage. (C) Pigmentni makrofag, ki v citoplazmi poleg
melanosomov in fagosomov vsebuje e maséobne kaplje (svetlo modre). (d) Celica, napolnjena s stevilnimi
svetlimi vakuolami, jedro ni vidno. Merilo: 10 pm.
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3.3.1 Identifikacija zeleza

3.3.1.1 Vranica nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus)

Posamezni pigmentni makrofagi so razprseni po rdeci pulpi (sl. 27). Vsebujejo precej$no
koli¢ino pigmenta, pozitivnega s histokemijskim testom za zelezo, ki je v obliki
hemosiderina (barvanje po Perlsu). Rahlo pozitivna reakcija za zelezo je tudi v citoplazmi
retikularnih celic (sl. 27).

Pri stradanih osebkih je histokemijska reakcija za zelezo intenzivnejsa, kar kaze na vecjo
koli¢cino hemosiderina. Ta je nabolj intenzivho zastopan v pigmentnih celicah, manj

intenzivno pav retikularnih celicah (sl. 29a, b in c).

Pri hematoksilin — eozinskem barvanju pri stradanem osebku smo v $tevilnih pigmentnih
celicah opazili, da je v veliki vetini prisoten svetlo rjav pigment. To je hemosiderin v
naravni barvi. Temno rjavega melaninska pigmenta ni tako veliko, ga je pa vec kot pri
ogtaih osebkih (sl. 29d).

3.3.1.2 Vranica nektura (Necturus macul osus)

V primerjavi z vranico nepigmentirane podvrste mocerila je tu precej manj pigmentnih
celic in zeleza. Pri vseh stirih osebkih je prisotno manjse stevilo celic, ki vsebujejo zelezo
v obliki hemosiderina, ki je s histokemijskim testom po Perlsu modro obarvan. Opazen je
le redko v posameznih pigmentnih celicah. Ponekod je bolj in drugod manj intenziven —

svetlo in temno modra obarvanost.

Med osebki obstajajo manjse razlike. Stradan nektur ima neka vet Zeleza kot normalno

hranjen, sgj je reakcija za Zelezo intenzivnejsa (sl. 30a in b).
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Slika 27: Vranica nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus), hranjen osebek. Barvanje

po Perlsu. Pigmentne celice so razprsene po parenhimu. Hemosiderin je modro obarvan. Merilo: 100 um.
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Sliki 28a-b: Vranica nektura (Necturus macul osus), hranjen osebek. Barvanje po Perlsu. (a) V primerjavi z
mocerilom je tu prisotno manjse $tevilo pigmentnih celic (modro). Merilo: 100 pm. (b) Pigmentna celica

(PC) pod vegjo povedavo. Histokemijska reakcija za Zelezo je rahlo pozitivna (modro). Merilo: 10 um.
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Slika 29a-d: Vranica nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus), stradani osebki. ain b
Osebek P147, cin d Osebek P177 (a) Barvanje po Perlsu. Pigmentne celice (PC) v retikularni mrezi rdece
pulpe vsebujejo precesno kolicino zeleza v obliki hemosiderina (modro obarvan). Merilo: 100 pm. (b)
Barvanje po Perlsu. Rahlo pozitivnareakcija za zelezo je tudi v retikularnih celicah (RC). Merilo: 10 pm. (€)
Barvanje po Perlsu. Zelo velika koli¢ina hemosiderina pri stradanem osebku. Mo¢no pozitivna reakcija za
zelezo je v Stevilnih skupkih pigmentnih celic (PC) in rahlo pozitivna v retikularnih celicah. Merilo: 10 pm.
(d) Hematoksilin-eozinsko barvanje. Pri stradanem osebku ima vranica v svojih stevilnih pigmentnih celicah
prisoten v veliki vetini svetlo rjav pigment. To je hemosiderin v naravni barvi. Temno rjavega melaninska
pigmentani tako veliko. Merilo: 10 pum.
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Slika 30a-b: Vranica nektura (Necturus maculosus), stradan osebek. Barvanje po Perlsu. Prisotno je nekaj
ve¢ hemosiderina (modro) kot pri hranjenem osebku. Rahlo se poveca tako Stevilo pigmentnih celic, ki ga
vsebujejo, kot tudi gostota hemosiderina v posameznih celicah. Temen pigment v pigmentnih celicah je
melanin. (a) Merilo: 100 pm. (b) Merilo: 10 pm.
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3.3.2 Identifikacija melanina

3.3.2.1 Vranica nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus)

Na posameznih rezinah nismo nasli ni¢ ali pa le posamezne (kve¢jemu 5) celice s
pigmentom, pozitivnim s histokemijskim testom za melanin (po Masson-Fontani). Melanin
je obarvan ¢rno oziroma zelo temno rjavo in veéinoma v celoti zapolnjuje citoplazmo
makrofaga (sl. 31a). Tudi vranice stradanih osebkov ne vsebujejo skorgj ni¢ ali zelo malo

melanina, vsebujejo pa veliko svetlo rjavega pigmenta - hemosiderina (sl. 31b).

3.3.2.2 Vranica nektura (Necturus macul osus)

Pri normalno hranjenih kot tudi pri stradanih osebkih so prisotne le posamezne pigmentne
celice, ki vsebujejo melaninski pigment. Melanin zapolnjuje celotno citoplazmo ali le njen

del, ogtao pa je svetlo rjav pigment, verjetho hemosiderin v naravni barvi (sl.32ain b).
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Slika 31a-b: Vranica nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus). Barvanje po Masson-
Fontana. (a) Hranjen osebek. Pigmentne celice, ki vsebujejo melanin, so malostevilne. Melanin je ¢rno
oziroma zelo temno rjavo obarvan in v celoti zapolnjuje citoplazmo makrofaga. (b) Stradan osebek.
Pigmentne celice se zdruzujejo v skupke. Melanina je malo, prisotna pa je velika koli¢ina svetlo rjavega
pigmenta (hemosiderin v naravni barvi). ain b Merilo: 10 pm.
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Slika 32a-b: Vranica nektura (Necturus maculosus). Barvanje po Masson-Fontana. (a) Prisotne so le redke
pigmentne celice, ki vsebujgjo melanin (¢rno oziroma zelo temno rjavo obarvan). Pri nekaterih zapolnjuje
celotno citoplazmo (=), pri drugih pa le dd citoplazme ( >). Merilo: 100 um. (b) Pigmentna celica pod
vegjo povecavo. Temno obarvan pigment je melanin, svetlo rjav pigment pa je hemosiderin v naravni barvi.
Prerez grele skozi majhen del jedra, zato seletadabo vidi. Merilo: 10 pm.
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3.3.3 ldentifikacija zeleza in_melanina v_vranici_pigmentirane podvrste mogderila

(Proteus anguinus parkelj)

Pigmentne celice z melaninom so v vranici pigmentirane podvrste mocerila Stevilcnejse
kot v vranici nepigmentirane podvrste mocerila in nektura (sl. 21, 33a in b). Intenzivnej$a
jetudi histokemijskareakcija za zelezo (sl. 33a in b).

Slika 33a-b: Vranica pigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus parkelj). Barvanje po Perlsu.
Pigmentne celice (=) so $tevilne, v citoplazmi je veliko hemosiderina (modro) in melanina (érno). Pozitivha
reakcija za hemosiderin (modra obarvanost) je intenzivna. (a) Merilo: 100 um. (b) Merilo: 10 pm.
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4 RAZPRAVA IN SKLEPI

4.1 CELICEV KRVI

V Kkrvi nepigmentirane podvrste mocerila so jedrni eritrociti, trombociti in levkociti, kar je
znatilnost vseh vretencarjev razen sesalcev (Foxon, 1964). Jordan (1932) omenja, daje pri
mocerilu (Proteus anguinus) krvozilje glavno mesto proliferacije in diferenciacije krvnih
celic. Hemocitoblastov, izvornih krvnih celic, v krvi mocerila nismo nasli, so pa prisotne

predstopnje eritrocitov.

Medtem, ko so pri sesalcih eritrociti brezjedrni bikonkavni diski, so pri vseh ostalih
vretencarjih ovalne, elipsoidne, lahko tudi bolj okrogle celice z jedrom, ob¢asno pa so v
krvnem obtoku prisotni brezjedrni eritrociti — eritroplastidi (Canfield, 1998). Ti so
predvsem ocitni pri repatih dvozivkah brez plju¢, saj na tak natin povecajo kapaciteto
prenosa kisika v odsotnosti plju¢ (Turner, 1988). V krvozilju ¢loveske ribice prisotnost
eritroplastidov, kot produktov amitotske delitve, omenja tudi Jordan (1932), vendar jih mi
nismo nasli. Nasli smo le veliko Stevilo tipi¢nih ovalnih do elipsoidnih eritrocitov z
ovalnim in centralno names¢enim jedrom. Njihova citoplazma je zaradi hemoglobina
eozinofilna. V splosnem imajo nizji redovi vretencarjev Vecje eritrocite, vendar pa je
velikost znotrg) redov razlicna (Canfield, 1998). Ngvecje eritrocite, celo od vseh
vretencarjev, imajo prav vodne neotene repate dvozivke (Turner, 1988), kot so druzine
Proteidae, Amphiumidae in Sirenidae. Znotraj druzine Proteidae ima moceril Proteus
anguinus vegje eritrocite z manjSimi jedri kot nektur Necturus maculosus (Olmo in
Morescalchi, 1975, cit. po Gregory, 2003). Povpretne dimenzije eritrocitov
nepigmentirane podvrste mocerila v nasih meritvah so v primerjavi z literaturo bolj
podobne dimenzijam eritrocitov pri nekturu kot pri mocerilu. Tudi Jordan (1932) je pri
mocerilu izmeril veéjo povpreéno velikost eritrocitov (60 x 35 pm) kot mi. Velja omeniti,
da so v nasem primeru oblike in dimenzije zrelih eritrocitov precej razli¢ne in lahko precej

odstopajo od povprecnih velikosti.
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Eritropoeza pri vseh redovih vretencarjev vkljuCuje izvorne celice, te se diferencirajo v
proeritroblaste (pronormoblasti), potem v bazofilne, polikromatofilne in ortokromatofilne
eritroblaste (normoblaste), ki jim sledijo brezjedrni retikulociti pri sesalcih. Kon¢na celica
je eritrocit, brezjedrni pri sesalcih in z jedrom pri nizjih redovih (Canfield, 1998). Pri
dvozivkah avtorji za izvorne celice eritrocitov in ostalih krvnih celic uporabljajo izraz
hemocitoblasti (Jordan, 1932; Tooze in Davies, 1967, 1968). V krvi nepigmentirane
podvrste mocerila je bilo prisotno manjSe Stevilo eritroblastov, kar dokazuje, da pri
nepigmentirani  podvrsti mocerila eritropoeza poteka tudi v krvozilju. Dimenzije
eritroblastov v krvi nepigmentirane podvrste mocerila so bile preceg] razli¢ne, zaradi
razli¢nih zrelostnih stopenj. Te stopnje so primerljive s fazami diferenciacije eritrocitov v
vranici pupka Triturus cristatus, ki sta jih opisala Tooze in Davies (1967). Zgodnejsi
eritroblasti so celice z vecjimi jedri in manjSo koli¢ino citoplazme, med zoritvijo pa se
jedro manjsa, koli¢ina citoplazme in povr$ina celice pa se povecujeta. Oblika se spreminja
od okrogle do ovalne, zreli eritrociti dosezejo elipti¢no obliko (Tooze in Davies, 1967).
Med zorenjem eritrocita se koli¢ina ribosomov zmanjSuje, koli¢ina hemoglobina pa
povecuje (Tooze in Davies, 1967). Zato se zmanjSuje bazofilnost in povecuje eozinofilnost
citoplazme. Jedro je pri bazofilnem eritroblastu bolj homogeno in obarvano svetlegjse kot
pri zrelgisih fazah. V jedrih zgodnjih eritroblastov namre¢ prevladuje bolj razprsen,
razsirjen, manj kondenziran kromatin. Tak kromatin se aktivno prepisuje in se imenuje
evkromatin (Tooze in Davies, 1967). Med zorenjem eritrocita pa jedro postaja temnejse.
Kromatin se kondenzira, kopi¢i v veéje skupke in oblikuje heterokromatin (Tooze in
Davies, 1967).

Bazofilni granulociti mocerila so podobni kot pri vecini ostalih vretencarjev. Okrogla
bazofilna zrnca zapolnjujejo citoplazmo, zaradi cesar se jedro dabo vidi. Za razliko od
sesal¢jih bazofilnih granulocitov bazofilni granulociti vseh ostalih vretencarjev nimajo
lobuliranega jedra (Canfield, 1998). Vendar pa sta Tooze in Davies (1968) pri pupku
Triturus cristatus celice z bilobuliranim jedrom opredelila kot bazofilne granulocite. Od
vseh granulocitov smo najbolj redko nasli bazofilne granulocite. Doggett in sod. (1987) jih
v Krvi rib niso nasli, domnevno zaradi njihove redkosti, ve¢ina avtorjev pa celo misli, da

jih v krvi rib ni (cit. po Doggett in sod., 1987). Bazofilni granulociti so ngjmanj pogoste
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krvne celice tudi pri pupku Triturus cristatus (Tooze in Davies, 1968) in pri sesalcih
(Gartner in Hiatt, 2000; Rossin sod., 2003).

Jedro eozinofilnih granulocitov pri vecini plazilcev in rib ni lobulirano (Doggett in sod.,
1987; Canfield, 1998), pri sesalcih in ptic¢ih je lobulirano, najveckrat z dvema reznjema
(Ishizeki in Nawa, 1989; Canfield, 1998; Gartner in Hiatt, 2000; Ross in sod., 2003), pri
dvozivkah pa ima najveckrat 3 do 5 reznjev (Jordan, 1932; Fey, 1967a, cit. po Turner,
1988; Tooze in Davies, 1968). Mi smo pri mocerilu opazili najvec eozinofilnih
granulocitov z dvo- ali tri-lobuliranimi jedri.

Canfield (1998) je poimenoval granulocite z drobnimi, neopaznimi zrnci in lobuliranim
jedrom pri sesalcih nevtrofilni granulociti, granulocite z grobimi zrnci in bi- ai
nelobuliranim jedrom pri ostalih vretencarjih pa heterofilni granulociti. V literaturi smo za
nizje vretencarje zasledili le izraz nevtrofilni granulocit, ki ga opisujejo kot celico s
polimorfnim, multilobuliranim jedrom (vecje Stevilo reznjev kot pri eozinofilnih
granulocitih) in z drobnimi, slabo vidnimi zrnci (Jordan, 1932; Tooze in Davies, 1968; cit.
po Turner, 1988). Pri vetini rib imajo nevtrofilni granulociti ovalno jedro (Doggett in sod.,
1987). Morfologija nevtrofilnih granulocitov pri nepigmentirani podvrsti mocerila se
ujema z opisi pri ostalih dvozivkah. Tako kot pri mocerilu so tudi pri ostalih vretencarjih
nevtrofilni granulociti najbolj steviléni granulociti v krvi (Jordan, 1938, cit. po Turner,
1988; David in McMullen, 1972, cit. po Turner, 1988; Gartner in Hiatt, 2000; Ross in sod.,
2003).

Limfociti nepigmentirane podvrste mocerila se razlikujejo od drugih krvnih celic predvsem
po zelo velikem razmerju med jedrom in citoplazmo. Celica je okrogla in ima bazofilno
citoplazmo. Jedro je temno zaradi velike koli¢ine kondenziranega kromatina. To so
lastnosti limfocitov pri vseh redovih vretencarjev (Jordan, 1932; Tooze in Davies, 1968;
Doggett in sod., 1987; Turner, 1988; Canfield, 1998; Ross in sod, 2003). Omenjajo tudi
velikostne razlike med limfociti, zato lo¢ijo majhne, srednje in velike limfocite. Pri

mocerilu izrazitih velikostnih razlik nismo opazili.
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Oblike trombocitov so pri vretencarjih lahko zelo razliéne. Krvne ploséice sesalcev so
brezjedrne diskoidne strukture, citoplazemski fragmenti megakariocitov, ki delujejo kot
hemostati¢ne celice (Canfield, 1998; Gartner in Hiatt, 2000; Ross in sod., 2003). Pri ostalih
vretencarjih pa kot hemostaticne celice delujejo trombociti z jedrom, nastali iz
tromboblastov. Najveckrat so ovalne ali vretenaste oblike, lahko pa so tudi okrogli.
Vretenaste oblike imajo okroglo ali ovalno jedro in dva vretenasta podaljska citoplazme
(Jordan, 1932; Doggett in sod., 1987; Turner, 1988; Canfield, 1998). Mi smo v krvi
mocerila nasli okrogle do rahlo ovalne trombocite, z majhnimi citoplazemskimi izrastki ali
psevdopodiji, ki jih omenjajo tudi drugi avtorji (Jordan 1932; Tooze in Davies, 1968). Pri
nekaterih dvozivkah, tudi pri mocerilu, omenjajo tudi tromboplastide, brezjedrne oblike
trombocitov, ki so podobne sesal¢jim krvnim plos¢icam (Jordan, 1932; Foxon, 1964),
vendar pa jih mi nismo nasli. Trombocitov je v krvi mocerila manj kot eritrocitov, so pa
bolj pogosti kot vsi levkociti skupaj. To je primerljivo tudi s sesal¢jo krvjo (Gartner in
Hiatt, 2000; Ross in sod., 2003).

Monocite nepigmentirane podvrste mocerila se tezko razlikuje od limfocitov, saj imajo
podobno obliko in obarvanost, jedro monocitov pa je lahko tudi bolj okroglo. Citoplazma,
ki je rahlo bazofilna, je na eni strani celice bolj obilna. Pri ribah in dvozivkah je bilo
opisanih vec razli¢nih oblik jeder monocitov, okrogla, ovalna, ledvicasta, podkvasta in
lobulirana (Doggett in sod., 1987; cit. po Turner, 1988). Za sesalce so znaCilni monociti z
ledvicasto oblikovanim jedrom (Gartner in Hiatt, 2000; Ross in sod., 2003). Monociti so

krvne celice, ki se v tkivu diferencirajo v makrofage (Canfield, 1988).

Ce naSe rezultate povpre¢nih velikosti krvnih celic iz krvi moderila primerjamo z
velikostmi krvnih celic pri nizinskem urhu (Bombina bombina) (Wojtaszek in Adamowicz,
2003), opazimo, da ima urh precej manjse krvne celice kot moceril. Eritrociti so ve¢ kot
petkrat manjsi, ostale celice pa priblizno od tri do Stirikrat manjse. Tako kot pri mocerilu
so tudi pri urhu ngjmanjse krvne celice limfociti, le malo vecji pa so trombociti. Eritrociti
imajo najvecjo celico in najmanj$e jedro, ni pa tako velike velikostne razlike med njimi in
drugimi krvnimi celicami, kot je to opazno pri mocerilu. Monociti so pri urhu manjsi od
granulocitov (Wojtaszek in Adamowicz, 2003), pri sesalcih pa je znano, da so monociti

najvecji levkociti (Ross in sod., 2003). Pri mocerilu so monociti priblizno enake velikosti
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kot granulociti. Najvetji granulociti pri mocerilu so eozinofilni granulociti, podobno kot
pri sesalcih (Gartner in Hiatt, 2000), pri urhu pa so to nevtrofilni granulociti (Wojtaszek in

Adamowicz, 2003), vendar pani bistvenih razlik.

4.2 MORFOLOGIJA VRANICE

Vranica je pri veini rib, vecini plazilcev in vecini repatih dvozivk (Urodela) podolgovata,
kar velja za primitivno obliko (Romer, 1956). Tudi nepigmentirana in pigmentirana
podvrsta mocerila ter nektur imajo podolgovato vranico, vendar je pri nekturu manj
podolgovata in Sirsa kot pri mocerilu. Nekoliko razli¢ni zunanji izgledi vranic pri razli¢nih
osebkih iste vrste, ki smo jih opazili pri nepigmentirani podvrsti mocerila, v literaturi niso
omenjeni. Pri nepigmentirani podvrsti mocerila smo tudi opazili, da je vranica na
debelejsih predelih bolj kompaktna in bolj prekrvljena, v ozjih predelih pa je gostota celic
in veziva manjsa, sinusoidi pa vsebujejo manj krvi. V literaturi nismo zasledili podatkov o
razli¢nih debelinah vzdolz vranice, kot tudi ne podatkov o histoloskih razlikah v pre¢nih

prerezih razli¢nih predelov.

Vranico mocerilarjev obdaja vezivna kapsula, ki je pri mocerilu tanj$a kot pri nekturu.
Prekriva jo sloj mezotelnih celic. V kapsuli so kolagenska vlakna in celice kolagenskega
veziva, verjetno fibrociti in fibroblasti. Malo verjetno paje, da vsebuje tudi celice gladkih
misic. Le-te so omenjene le pri debelih kapsulah bolj razvitih vranic, ki vkljucujejo tudi
krvne in limfati¢ne zile (Romano in sod., 1993; Gartner in Hiatt, 2000). V kapsuli ¢loveske
vranice so prisotni miofibroblasti, s kontrakcijo katerih skladisc¢ena kri pri fizicnem stresu
hitro ste¢e v krvozilje (Ross in sod., 2003). Pri vranicah brez gladkih misic v kapsuli in
vezivnih trabekulah so za to funkcijo odgovorne zZilne gladke misice (Féange in Nilsson,
1985). Za bolj razvite vranice so zn&Cilne trabekule ali gredice, Ki se razsirjajo iz kapsule v
parenhim in so enako grajene kot kapsula. Trabekule so poleg retikularnega ogrodja
dodatno ogrodje parenhima. Preproste trabekule so med nizjimi vretencarji prisotne le
redko v vranicah dvozivk (Tooze in Davies, 1968) ter v bolj razvitih vranicah plazilcev

(Zapata in sod., 1981; Saad in Bassiouni, 1993). Pri visjih vretenéarjih pa ima vranica bolj
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kompleksne trabekule (Romano in sod., 1993; Gartner in Hiatt, 2000; Ross in sod., 2003).

Tipi¢nih trabekul v vranici mocerilarjev ni, parenhim ima le retikularno ogrodje.

Parenhim vranice mocerilarjev tvorita rdeca in bela pulpa, ki staloc¢eni, vendar med njima
ni jasne meje. Vetino parenhima vranice zavzema rdeca pulpa, ki jo tvorijo celi¢ne vrvice
in Stevilni sinusoidi. Belo pulpo oblikujejo difuzni sloji limfoidnega tkiva med rdeco
pulpo. Ti obdajagjo majhne krvne zile z debelim vezivnim ovojem. Podobna zgradba
vranice je opisana pri sodobnih kostnicah (Murata, 1959, cit. po Finge in Nilsson, 1985;
Zapata, 1982, cit. po Finge in Nilsson, 1985), pri nekaterih dvozivkah (Welsch in Storch,
1982; Ardavin in sod., 1984, cit. po Alvarez, 1990; Alvarez, 1990) in redko pri plazilcih
(Saad in Bassiouni, 1993). Vetina teh avtorjev tak$no vranico imenuje difuzna vranica, saj
je limfoidno tkivo razprseno. Bolj organizirana, bolj razvita vranica, t.i. folikularna
vranica, kjer sta pulpi lo¢eni s posebnim obmo¢jem, t.i. marginalno cono, limfoidno tkivo
pa je organizirano v folikle okrog arterij, je znatilna za nekatere brezrepce (Baldwin in
Sminia, 1982, cit. po Alvarez, 1990; Barrutiain sod., 1983), za ve¢ino plazilcev (Kroesein
van Rooijen, 1982) ter za ptice in sesalce (Alvarez, 1990; Romano in sod., 1993; Ross in
sod., 2003).

Vranica mocerilarjev ima tipi¢ne znacilnosti difuzne vranice, vendar pa smo opazili
dolocena odstopanja od ostalih opisanih difuznih vranic. Vranica pupka vrste
Notopthalmus viridescens ni zgrajena iz rdece in bele pulpe (Hightower in St. Pierre,
1971), zato je bolj primitivna. Tudi vranica velikega pupka Triturus cristatus, ki sta jo
raziskala Tooze in Davies (1968), se zdi primitivnejsa od vranice mocerilarjev. Belo pulpo
sta opisala kot mase limfocitov in eritrocitov v sredini organa, ne opisujeta pa kopic¢enja
l[imfocitov okrog zil. Najbolj podobni vranici mocerilarjev sta vranica sleporilov (Welsch
in Storch, 1982) in vranica zabe Rana perezi (Alvarez, 1990), vendar je med njimi nekaj
razlik, ki kazejo na malo bolj napreden tip difuzne vranice pri sleporilih in zabi. Poleg
difuzne razporeditve limfocitov lahko primitivnogt vranic odraza tudi prisotnost jasnih
retikularnih obmoc¢ij okrog centralne arterije (Pitchappan, 1980). V beli pulpi vranice
mocerilarjev smo opazili majhne krvne zile z debelim vezivnim ovojem, kar bi lahko bil
znak, da je vranica mocerilarjev primitivnejsa od vranic sleporilov in zabe Rana perez, pri

katerih taksna obmoc¢ja niso omenjena. Alvarez (1990) pri zabi Rana perezi opisuje zelo
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podobno organizirano limfoidno tkivo, kot je organizirano pri mocerilarjih, vendar brez
arterijskih zil, rdeca pulpa pa je tu iz dveh podrocij. Vranica sleporilov (Welsch in Storch,
1982) ima belo pulpo z gostim ovojem limfocitov okrog arteriol, pri vranici mocerilarjev
pa v obmocjih bele pulpe limfociti niso gosto nakopiceni. Glede nato, da so v bolj razvitih
vranicah limfociti nakopic¢eni v gostih skupkih, lahko predvidevamo, da je to znak bolj
razvite vranice. Tako bi lahko vranico mocerilarjev dolocili za vmesni tip med primitivno

in bolj razvito difuzno vranico.

Zgradba vranice je pri vseh treh obravnavanih predstavnikov mocerilarjev zelo podobna.
Velika podobnost je predvsem med vranicama dveh podvrst mocerila, razlike so samo v
vecjem Stevilu pigmentnih celic pri pigmentirani podvrsti mocerila. Vranica nektura pa se
od vranice mocerila razlikuje v tem, da je bolj kompaktna ter da so obmocja bele pulpe
manj izrazita, kopi¢enja limfocitov so manj obsezna in so prisotna tudi brez zile.
Limfoidno tkivo je po vranici nektura bolj difuzno razporejeno kot po vranici mocerila, iz

Cesar lahko sklepamo, da je vranica nektura nekoliko primitivnejsa od vranice mocerila.

Majhne krvne zile - arteriole, ki se nahajajo v obmogjih bele pulpe vranice mocerilarjev, so
obdane z obseznim vezivom in celicami s svetlimi okroglimi jedri. Pogosto smo v beli
pulpi opazili ovoje zil brez vidne svetline. Okoli taksnega ovoja zile je limfoidno tkivo. To
vezivo je retikularno, zato lahko taksna obmoc¢ja pri mocerilarjih ozna¢imo tudi kot
retikularna obmocja okrog centralne arterije limfoidnega tkiva, ki jih Pitchappan (1980)
omenja kot eden od znakov primitivnosti vranice. Welsch in Storch (1982) sta v rdeci pulpi
vranice sleporilov (primitivne dvozivke) opazila podobne strukture in jih oznalila za
posebne krvne Zile, imenovane elipsoide. Tudi za vranico rib Fiange in Nilsson (1985)
omenjajo elipsoide. Opisujejo jih kot kapilare z odebeljeno steno iz stevilnih celic in
vliaken. Ena od njihovih funkcij je mehanska podpora krvnih zil, delujejo pa tudi kot filtri,
ki odstranjujejo stare krvne celice (Dustin, 1939, cit. po Finge in Nilsson, 1985).
Elipsoidni ovoj vsebuje zelo vakuolizirane celice, ki verjetno delujejo kot pore. To
omogoca krvi iz vrani¢nih arterij, da prehaja skozi elipsoide v rde¢o pulpo na dva natina:
skozi zilno svetlino, ¢e gre za navadne zile ali pa skozi rahlo tkivo elipsoidnega ovoja
(Féange in Nilsson, 1985).
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Rdeco pulpo vranice vretenCarjev gosto prepletajo sinusoidi. Tkivo med sinusoidi je iz
retikularnega veziva, krvnih celic, njihovih predstopenj in pigmentnih makrofagov (Tooze
in Davies, 1968; Welsch in Storch, 1982; Barrutia in sod., 1983; Alvarez, 1990; Saad in
Bassiouni, 1993; Romano in sod., 1993; Ross in sod., 2003). Predvsem pri nekaterih
primitivnejsih vranicah, kjer so meje sinusoidov slabo prepoznavne, avtorji te prostore
imenujejo obmocja med sinusoidi, vendar pa vecina avtorjev za ta obmocja uporablja izraz
celicne vrvice. Pri vranici mocerilarjev smo v njih med retikularno mrezo nasli limfocite,
eritrocite, hemocitoblaste, eritroblaste v razliénih stopnjah razvoja in posamezne

pigmentne makrofage.

Na nasih preparatih jedro nekaterih eritrocitov ni vidno, ker ni prerezano. V literaturi so
veckrat omenjene tudi oblike brez jedra — eritroplastidi, predvsem pri repatih dvozivkah,
celo pri mocerilu (Jordan, 1932; Turner, 1988; Canfield; 1998). Mozno bi bilo, da

obstajajo tudi tu, aje zaradi odsotnosti eritroplastidov v krvi mocerila to malo verjetno.

V rdeci pulpi vranice nepigmentirane podvrste mocerila smo pogosto opazili tudi celice z
relativno velikim jedrom, jedrcem in malo citoplazme. Za razliko od limfocitov je
kromatin razprsen, nekondenziran. Kondenziran kromatin je le na obodu jedra in v drobnih
skupkih v notranjosti. Te celice lahko predvsem na podlagi morfologije jedra (Jordan,
1932; Tooze in Davies, 1968) oznatimo za hemocitoblaste. Jedro in celica sicer nista
okrogle oblike, kot je to znatilno za hemocitoblaste, vzrok za to pa je verjetno omejen
prosgor, ki ga zavzemajo med drugimi celicami. Hemocitoblast ima znatilnosti
nediferencirane celice (Tooze in Davies, 1968) in je izvorna, multipotentna krvna celica
Njegova diferenciacija v razlicne tipe krvnih celic je odvisna od specificnih okoljskih
faktorjev (Jordan, 1932). Jordan (1932) jih zaradi podobnosti z limfociti imenuje tudi
limfoidni hemoblasti. Hemocitoblasti se pri vecini dvozivk in visjih vretencarjih pojavljajo
le v hematopoetskih tkivih, pri mocerilu in ribah pa tudi v krvozilju (Jordan, 1932). Pri
repatih dvozivkah je vranica mesto produkcije hemocitoblastov, nadaljna diferenciacija v
eritrocite pa poteka v rdeci pulpi vranice in v krvozilju, ki ima relativno pocasen tok krvi
(Jordan in Speidel, 1924, 1930, cit. po Tooze in Davies, 1967; Jordan, 1932). Pri
nepigmentirani podvrsti mocerila Smo hemocitoblaste nasli le v vranici, v krvnih razmazih

pane.
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Od predstopenj krvnih celic smo v vranici poleg hemocitoblastov, ki so izvorne celice vseh
krvnih celic, prepoznali le eritroblaste. Te smo nasli redko in s histolosko analizo nismo
znali dolociti razvojne stopnje. Pri dvozivkah je vranica ve¢je mesto hematopoeze, vendar
ta ne poteka v celoti v tem organu (Turner, 1988). Jordan (1932), ki je edini raziskal
vranico mocerila (Proteus anguinus), je ugotovil, da intravaskularno v vranici poteka
eritropoeza in trombopoeza, ekstravaskularno v vranici pa nastgjajo bazofilni granulociti.
Poudaril pa je se, da vranica producira le izvorne celice, ti pa vstopijo v sinusoide in v
periferno krvozilje, kjer se dokon¢no diferencirajo. Z naso raziskavo lahko potrdimo le, da
V vranici poteka eritropoeza, in sicer vsaj zacetek razvoja eritrocitov. Glede na to, da smo
Ve eritroblastov, predvsem v kasnejsih stopnjah, nasli v krvi, je precej verjetno, da se
eritropoeza dokonca v krvozilju. Podobno je pri vranici nektura, v kateri smo prepoznali
hemocitoblaste in druge nediferencirane krvne celice, nismo pa natan¢no prepoznali, katere
predstopnje krvnih celic so prisotne. Znano pa je, da v vranici nektura (Necturus) potekata
eritropoeza in trombopoeza (Dawson, 1931). V vranici mocerila in nektura je prisotna
velika koli¢ina zrelih eritrocitov, kar pomeni, da je ena od njenih funkcij tudi njihovo
skladis¢enje. Za natanénejSo doloCitev vrst krvnih celic, ki Se nastajajo v vranici

mocerilarjev, bi bilo treba narediti ultrastrukturne analize.

Precej obsezni sinusoidi so v vranici mocerilarjev prepoznavni po vejem praznem
prostoru, vendar pa so, tako kot celi¢ne vrvice, bolj ali manj napolnjeni s krvnimi celicami,
hemocitoblasti in predstopnjami eritrocitov. Retikularne celice z izrastki in retikularnimi
vlakni obdajajo sinusoide. Dolgih sploséenih endotelnih celic sinusoidov, katerih
longitudinalne osi so vzporedne smeri zile, znacilnih za ¢lovesko vranico (Ross in sod.,
2003), nismo opazili. V literaturi kot mejo sinusoidov v vranici dvozivk in plazilcev
omenjajo zelo tanek epitel brez prekinitev ali s prekinitvami (Hartmann, 1930, cit. po
Welsch in Storch, 1982; Sterba, 1950, cit. po Welsch in Storch, 1982; Zapatain sod., 1981,
Welsch in Storch, 1982) ali pa omenjajo samo retikularno ogrodje okrog sinusoidov
(Tooze in Davies, 1968). Pri nekaterih dvozivkah in plazilcih so omenjene
retikuloendotelne celice v vranici. Pri pupku Notopthalmus viridescens so to proste celice s
fagocitiranim materialom (Hightower in St.Pierre, 1971). Tudi pri Zabi Rana perez

(Alvarez, 1990) in agami Agama stellio (Saad in Bassiouni, 1993) jim pripisujejo
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fagocitotske sposobnosti in vliogo pri razgradnji krvnih celic v rdeci pulpi. Pri zabi Rana

catesbeiana pa jih opredelujejo kot mejne celice sinusoidov (Brown in sod. 1975).

Meja med sinusoidi in celi¢nimi vrvicami je pri vranici mocerilarjev tezko prepoznavna,
s3] so med mejnimi celicami precej veliki intercelularni prostori. Ti omogocajo krvnim
celicam, da hitro in brez tezav prehajajo v sinusoide in iz sinusoidov (Ham in Cormack,
1979). Prisotnost stevilnih eritrocitov zungj zilne svetline v vranici mocerila in nektura
kaze na to, da kri ne polni samo sinusoidov, ampak se razliva tudi po celi¢nih vrvicah. To
pomeni, da je v vranici mocerilarjev med terminalnimi kapilarami in sinusoidi odprti del
krvnega obtoka. Pri odprtem krvnem obtoku se kapilare praznijo v retikularno mrezo. Tako
se kri precegja skozi celi¢ne vrvice in se izpostavlja makrofagom ter se skozi steno
sinusoidov vrne v krvni obtok. Posledi¢no kri polni sinusoide in vrvice rdece pulpe. Kri je
na ta nacin bolj ucinkovito izpostavljena makrofagom (Ross in sod., 2003). Odprti krvni
obtok je prisoten v vranici ¢loveka (Ross in sod., 2003), pri vecini rib (Zwillenberg, 1964,
cit. po Fidnge in Nilsson, 1985; Haider, 1966, cit. po Finge in Nilsson, 1985) ter pri
sleporilih (Welsch in Storch, 1982), repatih dvozivkah in brezrepcih (Sterba, 1950, cit. po
Welsch in Storch, 1982). Pri ostalih vrstah sesalcev ima vranica zaprti krvni obtok, kar

pomeni, da gre kri iz arteriolnih kapilar direktno v sinusoide (Ross in sod., 2003).

4.3 PIGMENTNI MAKROFAGI VRANICE

Pigmentne makrofage smo v vranici nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus
anguinus) in nektura (Necturus maculosus) opazili le posami¢no, nikoli v skupkih. Pri
stradanih osebkih in pri pigmentirani podvrsti mocerila (Proteus anguinus parkelj), katerih
vranica vsebuje stevilc¢no precej ve¢ pigmentnih celic, se te lahko pojavljajo tudi v manjsih
skupkih. V vranici nekaterih drugih dvozivk so pigmentne celice bolj pogosto prisotne v
manjsih skupkih kot posamezno (Gallone in sod., 2002; Scalia in sod., 2004). V jetrih

mocerila se pigmentne celice vedno pojavljajo v skupkih (Prelovsek, 2002).

Pigmentni makrofagi vranice nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus

anguinus) so vefinoma polni siderosomov, melanosomov in fagosomov. Te celice so
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podobne tipu pigmentnih celic, ki so jih v jetrih mocerila imenovali PC-S celice,
pigmentne celice s siderosomi (Prelovsek, 2002). Omenjene celice vsebujejo Stevilne
siderosome, skupke melanosomov, ob¢asno pa eritrofagosome in lipofuscin. V njih so

dokazali tudi sintezo melanina (Prelovsek, 2002; Prelovsek in Bulog, 2003).

Fagosomi in lizosomi vsebujejo razli¢en material, ki ga makrofag fagocitira in razgrajuje.

Njihova prisotnos v pigmentnih celicah vranice nepigmentirane podvrste mocerila
dokazuje, da gre za makrofagne celice. Funkcija makrofagov je predvsem odstranjevanje
in razgradnja odpadlih in tujih snovi iz krvi. Zato vsebujejo veliko fagosomov, ki nastajgjo
pri fagocitozi teh snovi in lizosomov, kjer poteka razgradnja s hidroliticnimi encimi (Ham
in Cormack, 1979).

|z prisotnogti siderosomov v pigmentnih makrofagih vranice mocerila sklepamo, da je pri
mocerilu poleg jeter tudi vranica mesto razgradnje starih, abnormalnih in poskodovanih
eritrocitov, vendar v manjsi meri. Makrofagi jih fagocitirajo in razgradijo v fagosomih in
lizosomih (eritrofagocitoza), zelezo iz hemoglobina pa shranjujejo v siderosomih v obliki
zlato-rjavega pigmenta, hemosiderina (Ghadially, 1997). Zelezo v hemosiderinu je v bolj
stabilni, manj reaktivni obliki kot v feritinu (Arias, 1994: 603, cit. po Prelovsek, 2002).
Tako se zelezo vzdrzuje v biolosko dostopni obliki in je organizem zaséiten pred
toksicnimi ucinki prevelike koliCine prostega zeleza (MacSween in sod., 1994, cit. po

Preloviek, 2002).

V pigmentnih celicah vranice mocerila so prisotni tudi melanosomi, to so vezikli z naravno
temno rjavim pigmentom, melaninom. Domnevo, da se melanin v teh celicah tudi
sintetizira, pa bi morali dokazati s testiranjem aktivnosti tirozinaze, encima, ki katalizira
sintezo melanina. Gallone in sod. (2002) so za pigmentne celice v vranici zabe Rana
esculenta dokazali, da imajo, podobno kot pigmentne celice v jetrih, poleg znatilnosti
makrofagov tudi sposobnost melanogeneze. Ti dve lastnosti pigmentnih celic vranice so
Scalia in sod. (2004) dokazali tudi pri drugih dvozivkah, med drugim za aksolotla
(Ambystoma mexicanum), iz mocerilarjem sorodne druzine. Za melanomakrofagne centre v
vranici rib niso dokazali sinteza melanina. V njih potekata fagocitoza eritrocitov in

shranjevanje zeleza ter fagocitoza melanina (Agius, 1979; Zuasti in sod., 1990). Za
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pigmentne celice jeter mocerila je dokazano, da sinteza melanina poteka le v enem tipu
pigmentnih celic, t.i. PC-S celicah (Prelovsek, 2002). Melanin-vsebujoce celice visceralnih
organov (jetra, vranica, pljuc¢a) poikilotermnih vretencarjev spadajo v ekstrakutaneusni
pigmentni sistem (Pintucci in sod., 1990; Sichel in sod., 1997; Guida in sod., 1998).
Najvec raziskav je narejenih na pigmentnih celicah v jetrih, za katere so ugotovili, da
sinteza melanina poteka v melanosomih in ima funkcijo zascite celic pred prostimi
kisikovimi radikali in kovinskimi ioni (Scalia in sod., 1990; Corsaro in sod., 1995).
Aktivirani kisikovi radikali so toksi¢ni zaradi pospesevanja lipidne peroksidacije.
Povzrocajo tudi razlicne celiéne poskodbe, med drugim tudi povecanje koli¢ine
lipofuscina. Melanin uvrs¢amo med antioksidantne neencimatske sisteme in deluje kot past
za kisikove radikale. Na ta nacin melanin sodeluje pri preprecitvi lipidne peroksidacije v
pigmentiranih tkivih (Scalia in sod., 1990). Poleg tega melanin nastgja tudi pri odzivu

Zivali, namenjenemu varéevanju energije (Frangioni in sod., 2000).

V citoplazmi nekaterih pigmentnih makrofagov so v poltankih rezinah tkivnih vzorcev
vidne tudi svetlo modre granule. Predvidevamo, da gre za mas¢obne kaplje, prisoten pa je
lahko tudi lipofuscin. Ker je viden le pri svetlobi dolocenih valovnih dolzin, bi bilo treba
za njegovo identifikacijo ugotoviti avtofluorescenco. Lipofuscin, pigment zlato-rumene do
rjave barve, je rezidualno telo, ki ostane v celici po lizosomski razgradnji lipidov in
vsebuje zrnast material in eno ali ve¢ mascobnih kapelj (Ghadially, 1997).

Prelovsek (2002) je poleg omenjenih PC-S celic v jetrih mocerila dolocila $e dva tipa
pigmentnih celic, PC-M in PC-V. Za PC-M celice so zn&Cilni Stevilni melanosomski
kompleksi, v katerih poteka razgradnja melanosomov (Prelovsek, 2002). Na poltankih
rezinah vranice mocerila podobnih celic nismo opazili. Nasli pa smo nekaj celic s
Stevilnimi svetlimi vakuolami. Te so podobne PC-V celicam, za katere domnevajo, da so

isti tip kot PC-S, le v drugaénem presnovnem stanju (Prelovsek, 2002).

Vranica nepigmentirane podvrste mocerila vsebuje manj pigmentnih celic s

hemosiderinom v primerjavi z jetri. Tarazlika ni vidna v gostoti hemosiderina v posamezni

pigmentni celici, pa¢ pa v precej manjSem Stevilu pigmentnih celic v vranici mocerila, kot

pa so jih opazili v jetrih mocerila (Prelovsek, 2002). Manjsa koli¢ina hemosiderina v
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vranici mocerila pomeni, da so pri mocerilu jetra bolj pomembno mesto razgradnje

eritrocitov kot vranica

V literaturi je o pigmentaciji vranice pri dvozivkah znanega zelo malo, je pa veliko ved
znanega o pigmentaciji jeter dvozivk. Veja pigmentacija se pojavi pri stradanju (Spornitz,
1972b, cit. po Prelovsek, 2002), pri vecji starosti in velikosti zivali (Andrew, 1969, cit. po
Prelovsek, 2002), v slabsih respiratornih pogojih (Frangioni in sod., 2000) in v hladnih
mesecih med hibernacijo (Barni in sod., 1999, 2002). Ve¢ o pigmentaciji vranice je
znanega pri ribah, kjer vranica vsebuje melanomakrofagne centre. Koli¢ina zeleza v njih se
poveca v primeru dolo¢enih bolezni in pri stradanju osebka (Agius, 1979). Pigmenti v
melanomakrofagnih centrih rib se akumulirgjo, zato pigmentacija narasca z leti (Agius,
1981). Spreminjanje pigmentacije so v vranici dvozivk opazili tudi Gallone in sod. (2002)
ter Scalia in sod. (2004). Ugotovili so, da melanogeneza pozimi upade, poleti pa naraste,
medtem ko za koli¢ino zeleza velja obratno. Meints in Carver (1972) sta ugotovila, da
eritropoetska aktivnost v vranici zabe Rana pipiens pade pri stradanih osebkih in se poveca
po hibernaciji, kar pomeni povecanje koli¢ine zeleza v vranici pri stradanih osebkih in

zmanjsanje njegove koli¢ine po hibernaciji.

Nasi rezultati kazejo povec€anje koli¢ine hemosiderina pri stradanih mocerilih. Pri stradanih
mocerilih je bila koli¢ina hemosiderina precej razlicna med osebki, kar lahko pripiSemo
drugim dejavnikom. Koli¢ina hemosiderina se namre¢ lahko poveca tudi zaradi visje
starosti osebka (Andrew, 1969, cit. po Prelovsek, 2002; Tanaka, 1974, cit. po Prelovsek,
2002), patolosko povecCane razgradnje eritrocitov ali prekomernega vnosa zZeleza v telo

(Ham in Cormack, 1979; Ghadially, 1997).

Majhne koli¢ine hemosiderina so prisotne tudi v nekaterih retikularninh celicah. Pri
nekaterih dvozivkah in plazilcih (Hightower in St.Pierre, 1971; Alvarez, 1990; Saad in
Bassiouni, 1993) so opisali retikuloendotelne celice v vranici kot celice s fagocitiranim
materialom. Pripisali so jim fagocitotske sposobnosti in viogo pri razgradnji krvnih celic v
rdeci pulpi. Menimo, da je lahko vzrok za prisotnost hemosiderina v retikularnih celicah

vranice mocerila fagocitotska sposobnost teh celic.
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Hemosiderin se v vranici nektura pojavlja le v posameznih pigmentnih celicah. Teh je pri
nekturu precej manj kot pri nepigmentirani podvrsti mocerila. Stradan nektur ima nekaj
vet pigmentnih celic s hemosiderinom, vendar Se vedno manj kot hranjena nepigmentirana
podvrsta mocerila. Vec¢jakoli¢ina hemosiderina v vranici mocerila kot v vranici nektura je
verjetno odraz prilagoditve na jamsko okolje, v katerem Zivi moceril. Ob¢asni hipoksi¢ni
pogoji (Isteni¢, 1981, cit. po Prelovsek, 2002) in ob¢asna obdobja pomanjkanja hrane v
jamskem okolju povzrocita pri zivali upocasnjen metabolizem (Huppop, 1986, cit. po
Prelovsek, 2002) in padec hematokrita (Hervant in sod., 2001, cit. po Prelovsek, 2002), to
pa je lahko vzrok za povecanje hemosiderina na mestih, kjer poteka razgradnja eritrocitov,
torg tudi v vranici. Poleg tega se s starostjo zivali hemosiderin kopi¢i v teh mestih. Za

mocerila je znano, daima dolgo zivljenjsko dobo (tudi do 70 let).

Za razliko od jeter nepigmentirane podvrste mocerila (Prelovsek, 2002) je v njegovi
vranici zelo malo pigmentnih celic z melaninom. Nekoliko veg jih je v vranici nektura,
vendar e vedno manj v primerjavi z vranicami drugih raziskanih dvozivk (Gallone in sod.,
2002; Scalia in sod., 2004). Koli¢ina pigmentnih celic z melaninom v vranici stradanih

osebkov nepigmentirane podvrste mocerila in nektura ni poveéana.

Nepigmentirana podvrsta mocerila je v jamskem okolju velikokrat izpostavljena
hipoksicnim pogojem in stradanju, kar zniza presnovno aktivnost zivali. To, zaradi
povecane razgradnje eritrocitov (Frangioni in sod., 2000) in zmanjSane eritropoetske
aktivnosti (Meintsin Carver, 1972), vodi do povecanja hemosiderina, to pa je tudi vzrok za
povecanje melanina (Frangioni in sod., 2000, 2005). Iz nasih rezultatov tega ne moremo v
celoti potrditi. Vranica nepigmentirane podvrste mocerila sicer vsebuje ve¢ pigmentnih

celic s hemosiderinom, kar pa ne velja za pigmentne celice z melaninom.

Pigmentnih celic z melaninom je v vranici pigmentirane podvrste mocerila (Proteus
anguinus parkelj) steviléno precej ve¢ kot v vranici nepigmentirane podvrste mocerila in
nektura, kjer melanina skorgida ni. Tudi pigmentnih celic s hemosiderinom je pri
pigmentirani podvrsti mocerila veliko, priblizno toliko kot pri stradanih osebkih

nepigmentirane podvrste mocerila.
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Pigmentacija se v jetrih dvozivk spreminja tudi sezonsko. Melanina je manj poleti
(aktivnost) in ve¢ pozimi (hibernacija), kar je povezano z upadom metabolne aktivnosti
zivali v ¢asu hibernacije (Barni in sod., 1999, 2002). Za pigmentacijo v vranici dvozivk pa
so ugotovili obratno sezonsko spreminjanje melanogeneze kot v jetrih. Pozimi se
melanogeneza v vranici zmanjsa, koli¢ina Zelezovega pigmenta pa naraste (Gallone in sod.,
2002; Scaliain sod., 2004). V gabilnem jamskem okolju ni sezonskih nihanj temperature,
zato moceril ne hibernira. Sezonskega spreminjanja pigmentacije v visceralnih organih

mocerila torgj ni pricakovati.
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4.4 SKLEPI

V krvi mocerila je veliko eritrocitov in trombocitov. Prisotne so tudi predstopnje
eritrocitov in levkociti, med njimi najve¢ limfocitov in granulocitov ter posamezni

monociti. Brezjedrnih oblik eritrocitov in trombocitov ni.

Vranica mocerilarjev je podolgovate oblike. Obdaja jo vezivna kapsula, ki jo prekriva sloj
mezotelnih celic. Tipi¢nih trabekul v vranici mocerilarjev ni, parenhim ima le retikularno

ogrodje.

Parenhim vranice mocerilarjev tvorita rdeca in bela pulpa, ki staloceni, vendar med njima
ni jasne meje. Vecino parenhima vranice zavzema rdeca pulpa, ki jo tvorijo celi¢ne vrvice
in $tevilni sinusoidi. Belo pulpo oblikujejo difuzni sloji limfoidnega tkiva med rdeco
pulpo. Ti obdajgjo majhne krvne zile z debelim vezivnim ovojem. Vranica mocerilarjev je
difuzna vranica, in jo lahko opredelimo kot vmesni tip med primitivno in bolj razvito

difuzno vranico.

Zgradba vranice vseh treh predstavnikov mocerilarjev je zelo podobna. Limfoidno tkivo je
po vranici nektura bolj razprseno kot pri mocerilu, iz ¢esar lahko sklepamo, da je vranica
nektura nekoliko primitivnejsa od vranic nepigmentirane in pigmentirane podvrste

mocerila.

V vranici nepigmentirane podvrste mocerila so prisotne izvorne krvne celice
(hemocitoblasti) in ostale predstopnje eritrocitov. V perifernem krvozilju izvornih krvnih
celic ni, prisotne so ogtale predstopnje eritrocitov. Sklepamo lahko, da v vranici poteka

zacetek eritropoeze, ki se lahko dokonca v krvozilju.

V vranici mocerilarjev je prisotna velika koli¢ina zrelih eritrocitov, kar lahko pomeni, da je

funkcija vranice tudi skladis¢enje eritrocitov.
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Vranica mocerilarjev ima odprti krvni obtok, kar pomeni, da se kapilare praznijo v

retikularno mrezo. Kri ne polni samo sinusoidov, ampak se razlivatudi po celi¢nih vrvicah.

V vranici mocerilarjev so prisotni pigmentni makrofagi, ki se vecinoma pojavljajo
posami¢no. V manjsih skupkih jih zasledimo le pri stradanih osebkih in pri pigmentirani

podvrsti mocerila, kjer vranica vsebuje ve¢ pigmentnih celic.

Pigmentnih makrofagov s hemosiderinom je v vranici nepigmentirane podvrste mocerila
man] kot v jetrih, iz ¢esar lahko sklepamo, da so pri mocerilu jetra pomembnejse mesto
razgradnje eritrocitov kot vranica Pri stradanih osebkih lahko iz intenzivnosti
histokemijske reakcije za hemosiderin sklepamo na povecanje koli¢ine hemosiderina. V
primerjavi z nekturom je v vranici mocerila ve¢ pigmentnih makrofagov s hemosiderinom.

Menimo, da gre za posledico prilagoditve na jamsko okolje, v katerem zivi moceril.

V vranici nepigmentirane podvrste mocerila je v primerjavi z jetri zelo malo pigmentnih
celic z melaninom. Nekoliko vet jih je v vranici nektura, vendar $e vedno manj kot v
vranicah drugih raziskanih dvozivk. Koli¢ina pigmentnih celic z melaninom v vranici

stradanih osebkov nepigmentirane podvrste mocerila in nektura ni poveéana.

Pigmentnih celic z melaninom in pigmentnih celic s hemosiderinom je v vranici
pigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus parkelj) ve¢ kot v vranici

nepigmentirane podvrste mocerila in nektura.
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5 POVZETEK

Z naso raziskavo smo proucili osnovno zgradbo vranice pri mocerilarjih, druzini repatih
dvozivk. Raziskali smo vranico pri nepigmentirani podvrsti mocerila Proteus anguinus
anguinus, pigmentirani podvrsti mocerila Proteus anguinus parkelj in blatnem kuzku
Necturus maculosus. Vranica odraslih nizjih vretencarjev ima limfoidno in hematopoetsko
vlogo. Na svetlobno mikroskopskem nivoju smo z razli¢nimi histoloskimi barvanji opisali
ureditev l[imfoidnega in hematopoetskega tkiva v vranici, s histokemijskimi testi za zelezo
in melanin pa opredélili pigmentiranost vranice. Da bi bolje spoznali krvne celice in potek
nastagjanja krvnih celic, smo s svetlobnim mikroskopom pregledali tudi razmaze krvi
nepigmentirane podvrste mocerila. Za boljSe prepoznavanje celic v vranici smo naredili
tudi poltanke rezine vranice pri nepigmentirani podvrsti mocerila. Pricakovali smo
filogenetsko primitivnejso organizacijo vranice v primerjavi z brezrepimi dvozivkami in

Vi§jimi vretencarji.

Najbolj pogoste celice v krvi mocerila so eritrociti, prisotnih pa je tudi neka njihovih
predstopenj ter veliko trombocitov. Med levkociti je bilo najvec limfocitov in granulocitov
ter neka monocitov. Brezjedrnih oblik eritrocitov in trombocitov ni. V krvi tudi ni
izvornih krvnih celic, hemocitoblastov. Krvne celice mocerila so v primerjavi z drugimi

vretencarji precej vecje, kar je znacilno za druzino mocerilarjev.

Oblika vranice mocerilarjev je podolgovata. Vranico obdaja vezivna kapsula, ki je pri
mocerilu tanjSa kot pri nekturu. Prekriva jo sloj mezotelnih celic. V kapsuli so kolagenska
vlakna in celice kolagenskega veziva. Parenhim ima le retikularno ogrodje, ni pa prisotnih
trabekul, ki pri bolj razvitih vranicah predstavljgjo dodatno ogrodje iz kolagenskega

veziva.

Parenhim tvorita rdeca in bela pulpa, ki sta lo¢eni, vendar med njima ni jasne meje, t.i.
marginalne cone. Ve¢ino parenhima vranice zavzema rdeca pulpa, ki jo tvorijo celi¢ne
vrvice in stevilni sinusoidi. V celi¢nih vrvicah se med retikularno mrezo nahajajo limfociti,

eritrociti, hemocitoblasti, eritroblasti v razli¢nih stopnjah razvoja in posamezni pigmentni
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makrofagi. Obsezni sinusoidi so, tako kot celi¢ne vrvice, bolj ali manj napolnjeni s krvnimi
celicami, hemocitoblasti in predstopnjami eritrocitov. Sinusoide obdajajo retikularne celice
z izrastki in retikularnimi viakni. Belo pulpo tvorijo difuzni sloji limfoidnega tkiva med
rdeco pulpo. Ti obdajajo majhne krvne Zile z debelim vezivnim ovojem. Limfoidno tkivo
ni v foliklih, ampak je difuzno razporejeno, zato smo vranico uvrstili med filogenetsko
primitivnejso obliko, t. i. difuzni tip vranice. V primerjavi z difuznimi vranicami drugih
nizjih vretencarjev je vranica mocerilarjev vmesni tip med primitivno in bolj razvito

difuzno vranico.

Majhne krvne zile, ki se nahajajo v obmocjih bele pulpe, so obdane z obseznim vezivom in
celicami s svetlimi okroglimi jedri. Okoli taksnega ovoja zile je limfoidno tkivo. Podobna

obmocja okrog centralne arterije v literaturi omenjajo kot znak primitivnosti vranice.

Vranica mocerilarjev ima odprti krvni obtok, saj je med terminalnimi kapilarami in
sinusoidi odprti del. Kri se preceja skozi celi¢ne vrvice in se izpostavlja makrofagom ter se
skozi steno sinusoidov vrne v krvni obtok. Med mejnimi celicami sinusoidov so zato prece)

veliki intercelularni prostori.

Pri mocerilu so izvorne krvne celice (hemocitoblasti) prisotne le v vranici, ni jih pa v
perifernem krvozilju. Ostale predstopnje eritrocitov so prisotne tako v vranici kot tudi v
perifernem krvozilju. To pomeni, da v vranici poteka vsaj zacetek eritropoeze, ki se lahko
dokonca v krvozilju. V vranici je tudi zelo veliko zrelih eritrocitov, kar lahko pomeni, daje
ena od funkcij tega organa tudi skladis¢enje eritrocitov.

Zgradba vranice pri vseh treh predstavnikih mocerilarjev je zelo podobna, predvsem pri
nepigmentirani in pigmentirani podvrsti mocerila. Vranica nektura je v primerjavi z
vranico mocerila bolj kompaktna, obmocja bele pulpe so manj izrazita, kopi¢enja
limfocitov pa so manj obsezna. Manjsi skupki limfocitov so za razliko od mocerila pri
nekturu prisotni tudi brez zile. Limfoidno tkivo je bolj difuzno razporejeno, iz Gesar

zakljucujemo, da je vranica nektura nekoliko primitivnejsa od vranice mocerila.
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Pigmentne celice vranice mocerilarjev so del ekstrakutaneusnega pigmentnega sistema.
Vecinoma se pojavljajo posami¢no, v manjsih skupkih in v ve¢jem $tevilu pale v primerih
stradanja osebka in pri pigmentirani podvrsti mocerila. Fagosomi v citoplazmi pigmentnih
celic potrjujejo makrofagno vlogo celic. Siderosomi in pozitivna histokemijska reakcija za
hemosiderin v teh celicah kazeta na razgradnjo Sarih, abnormalnih in poskodovanih
eritrocitov, kot tudi na shranjevanje zeleza. Ti proces potekajo v vranici v manjsem
obsegu kot v jetrih teh zivali. V pigmentnih celicah so prisotni tudi melanosomi, vendar pa
sinteza melanina, ki je znafilna za pigmentne celice jeter, v vranici ni dokazana.
Histokemijska reakcija za melanin je v vetjem obsegu pozitivna le pri pigmentirani
podvrsti mocerila. Pri nepigmentirani podvrsti mocerila in nekturu je celic, pozitivnih za

melanin, zelo malo, kar je v nasprotju z vranicami drugih dvozivk.

|z rezultatov nasih raziskav je razvidno, da je vranica mocerilarjev primitivni difuzni tip
vranice. Ima limfoidno vlogo, vlogo eritropoeze oziroma vsa njenega zatetka, vlogo
skladis¢enja eritrocitov, v primerjavi z jetri pa je manj pomembna za razgradnjo eritrocitov

in shranjevanje zeleza.
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