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Al Ovarije mocerila (Proteus anguinus anguinus) smo pregledali s stereolupo,
svetlobnim mikroskopom in presevnim elektronskim mikroskopom. Oogoniji in
previtelogene oocite I. in II. zoritvene faze so stalna zaloga jajénih celic za zoritve.
Vitelogene oocite pa se v ovariju pojavljajo neodvisno od letnih ¢asov. Zoritev jajcnih
celic ni sezonska. V ovarijih dalj$ih in masivnejSih osebkov so oocite zrelejSih zoritvenih
faz. Z zorenjem oocite se spreminja lega in oblika jedra, nagubanost jedrne ovojnice,
Stevilo in velikost jedrc. Jedro oocit 1. zoritvene faze ima izrazita obmocja ev- in
heterokromatina, v jedru II. zoritvene faze so posami¢ne kromosomske niti, za jedra IIL. in
IV. zoritvene faze so znacilni krtacasti kromosomi. Rumenjakove plos¢ice se pojavijo v
zgodnji IV. zoritveni fazi. Zorijo in poveCujejo se v smeri od roba proti sredis¢u
citoplazme. Z nadaljnjim zorenjem oocit se poveCuje koli¢ina rumenjakovih ploscic, ki
zapolnijo citoplazmo oocit V. zoritvene faze. Vitelogene oocite V. zoritvene faze so
najbolj zrela faza, ki pa Se ni preovulacijska. Koli¢ina maloStevilnih lipidnih kapelj
oogonija se z zorenjem oocit izrazito poveca. Lipidne kaplje in rumenjakove ploscice so v
IV. zoritveni fazi urejene slojevito. Oocite IV. zoritvene faze so enakomerno tjavo
pigmentirane. Pigmentne granule se pojavijo Ze v oocitah IIl. zoritvene faze. Z zorenjem
oocite se spreminjata Stevilo ter oblika celic folikularnega epitela. V III. zoritveni fazi se
pojavioziljenost vezivne teke ter vitelinska ovojnica, ki se vIV. zoritveni fazi diferencira v
zunanji homogeni sloj ter notranjisloj cone radiate. Degenerirajoce vitelogene oocite imajo
marmoriran videz. Pojavljajo se najmanj trije morfoloski tipi atretiCnih teles.
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AB  Ovaries of olm (Proteus anguinus anguinus) were examined by light and
transmission electron microscopy. Oogonia and previtellogenic oocytes are a constant
stock of oocytes for growth. Vitellogenic oocytes occur in ovarium independently of
seasons; olm reproductive cycle is not annual. Oocytes of more mature stages are present
in the ovaries of longer and heavier specimens. Location and shape of nucleus, nuclear
envelope sacculation and the size and number of nucleoli are changed with oocyte growth.
Nucleus of stage I oocytes have clearly visible areas of eu- and heterochromatin. Individual
cromatids are characteristic for the nucleus of stage II oocytes and lampbrush
chromosomes for the oocytes nucleus of stage III and IV. Yok platelets appear in the
cytoplasm of early stage IV oocytes. They mature and increase in size, from near the
surface into deeper portions of the oocyte. Vitellogenesis becomes more intense with
oocyte maturation. In the stage V oocytes yolk occupies the whole cytoplasm. The most
mature oocytes are stage V oocytes, which are not yet in a preovulatory stage A small
number of lipid droplets present in oogonium increased with oocyte growth. In the stage
IV lipid droplets and yolk platelets are positioned in layers. Uniform brown pigmentation
is characteristic for stage IV oocytes, due to melanin granules located in a band just
beneath the oolema. Pigment granules appear in stage III oocytes. The shape and number
of follicular cells change with oocyte growth. In the stage III, the vitelline envelope and
capillaries in the thecal layer appeared. In the stage IV, vitelline envelope layer
differentiates into the outer homogenous layer and the inner zona radiata layer.
Degenerating vitellogenic oocytes have a marbled appearance. Vitellogenic atretic bodies
have at least three different morphological forms.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

* - osebki, ki niso bili hranjeni 14 — 18 mesecev
1 - robni sloj citoplazme

2 - povezovalni sloj citoplazme

3 - lipidni sloj citoplazme

4 - centralni sloj citoplazme

bMyv - baza mikrovila

C cyt - centralna citoplazma

ch - kromosomi

cyt - citoplazma jajcne celice

cyt fc - citoplazma folikularne celice
del v. - delitveno vreteno

drp - degenerirajoce rumenjakove ploscice
ER - endoplazemski retikulum

eri- eritrociti

eve - evkromatin

f- intermediarni filamenti

ge - zunanji epitel

gra - granulociti

he - heterokromatin

Hve - homogeni sloj vitelinske ovojnice
inm — notranja jedrna membrana

ip - medcelicni prostor

K - kristalinsko telo

k - kripta

Ka - kapsula atreti¢nega telesa

ke - krvna celica

L - lipidne kaplje

Lo - lipidne kaplje pravilne oblike

Lp - elektronsko gost plas¢ lipidne kaplje
Lz - lipidna kaplje nepravilne oblike

m - mitohondrij

mf - intermediarni filamenti

Mav - makrovil

My - mikrovil

MYV - multivezikularno telo

MV1 - zgodnje multivezikularno telo
MV2 - pozno multivezikularno telo
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My - mielinsko telo

N - stevilo osebkov v vzorcu

N - jedro jajcne celice

n - jedrce

ne - jedrna ovojnica

Nfc - jedro celice folikularnega epitela in prefolikularne celice
Nge - jedro celice zunanjega epitela

NOG - jedro oogonija

Nt - celice vezivne teke

OI—V - oocita od I. do V. zoritvene faze

OG - oogonij

OGi - oogonij v interfazi

onm— zunanja jedrna membrana

OP - ovulacijski prostor atreticnega telesa

p - pigmentna granula

P cyt - robni del citoplazme

Plef - plazmalema celice folikularnega epitela
plo - plazmalema jaj¢ne celice

pnp — perinuklearni prostor

PV - plas¢ni vezikel

PVi- nastajajoC plascni vezikel

PVP - perivitelini prostor

RP - rumenjakove plos¢ica

RP1 - primordialna rumenjakova plos¢ica

RP2 - zrela rumenjakova plos¢ica

RPm - majhne rumenjakove ploscice

RPp - rumenjakove plosCice v robni citoplazmi
RPs - rumenjakove ploscice v centralni citoplazmi
RPv - velike rumenjakove plos¢ice

rL - rob lipidne kaplje

sloj PG - sloj pigmentnih granul

t - sloj vezivne teke

tfc - transformirane celice folikularnega epitela
V - vakuoliziran sloj citoplazme

v - vezikel

va - vakuola

ve - vitelinska ovojnica

VER - vezikel endoplazemskega retikuluma
7R - cona radiata

XI
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1 UVOD

1.1  OPREDELITEV PROBLEMA

Morfologija jajénika mocerila Proteus anguinus in klasifikacija razvijajocih se oocit je
opisana v diplomskem delu Ive Talaber (2008). Na podlagi izgleda, velikosti in
morfoloskih lastnosti oocit so dolocene S§tiri faze zoritve oocit, dve previtelogeni fazi in
dve v zacetni fazi vitelogeneze. S tem diplomskim delom nadaljuyjemo raziskave oogeneze
mocerila in dopolnjujemo manjkajoce podatke dosedanjih raziskav. Rezultati bodo
pripomogli k razumevanju strategije zoritve in diferenciacije jajénih celic pri nasi

endemi¢ni jamskidvozivki.

1.2 CILIINALOGE

Namen naloge je dopolniti manjkajoce podatke zoritve jajénih celic mocerila in preveriti Ze
znane rezultate dosedanjega dela (Talaber, 2008). Opisali bomo ultrastrukturo zoritvenih
faz jajenih celic, predvsem oogonijev in oocit v vitelogeni fazi. Preverili bomo korelacijo
med velikostjo osebkov in zrelostjo jajénika ter korelacijo med letnimi Casi in zrelostjo

oocit.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Skladno z zoritvijo in diferenciacijo jajénih celic pricakujemo ultrastrukturne spremembe v
jedru in citoplazmi, kot odraz aktivne sinteze in skladiS¢enja proteinov, ribosomov, tRNA,
mRNA, morfogenetskih faktorjev in nutrientov, ki so potrebni za zgodnji razvoj in
diferenciacijo celic embrija. Zaradi konstantnih razmer v jamskem habitatu pri¢akujemo,

da zoritev jajcnih celic ni sezonska. Jajéne celice lahko dozorijo kadarkoli tekom leta.



Zibert U. Zoritev oocit v ovariju moéerila (Proteus anguinus anguinus). 2

Dipl. delo, Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

2  PREGLED OBJAV

2.1 REPRODUKTIVNI CIKEL

VretenCarji so razvili razlicne vedenjske in fizioloSke strategije, da bi zagotovili
reprodukcijski uspeh in posledi€no povecali »fitnes« oz uspeSnost pretoka genov (Roff,
1992, cit. po Jessop in sod., 2004). Pri dvozivkah sta nacin in ¢as reprodukcije odvisna od
eksogenih dejavnikov kot tudi od endogenih (hormonskih) mehanizmov. Med eksogene
dejavnike sodijo temperaturne spremembe v okolju, prehod iz suSnega v dezevno obdobje,
sprememba dolzine dneva ter izrazita sprememba v dostopnosti hrane (Pancharatna in
Saidapur, 1985). Galgano (1949, cit. po Brizzi in Corti, 2006) je med njimi izpostavil
prevladujo¢ vpliv sezonskih in lokalnih temperaturnih sprememb. Kot kompromis med

Stevilnimi selekcijskimi pritiski so se pri dvozivkah razvili razli¢ni reproduktivni vzorci

(Duellman in Trueb, 1985).

V ugodnem delu sezone poteka cikel, ki obsega dozoritev gamet, ovulacijo zrelih jajénih
celic, parjenje, rast in razvoj embria ter larve (Halliday, 1990, cit. po Brizzi in Corti, 2006).

Reproduktivna cikli¢nost je zelo odvisna od klimatskih razmer habitata (Sretarugsa in sod.,
2001).

Reproduktivni cikli dvozivk so lahko celoletni, polletni ali sezonski (Duellman in Trueb,

1985).

2.1.1 Celoletni ali »all — year round« reproduktivni cikel

Celoletni ali »all — year round« cikel imajo dvozivke, ki Zivijo v tropih, kjer so klimatske
razmere, kot so vlaznost, temperatura okolja ter dolzina dneva, dokaj stalne. Dvozivke s
celoletnim ciklom se lahko neprekinjeno razmnozujejo, saj imajo skozi vse leto ugodne

pogoje za reprodukcijo (Pancharatna in Saidapur, 1985). TakSen cikel reprodukcije je
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poznan za brezrepce Rana cyanophlyctis (Pancharatna in Saidapur, 1985), Rana erythraea

z Bornea ter Bufo melanosticus iz Singapurja (Sretarugsa in sod., 2001).

2.1.2  Polletni ali »biannual« reproduktivni cikel

Polletni ali »biannual« reproduktivni cikel je znailen za dvozivke, ki zivijo v habitatih z
izmenjujo¢im se suhim in vlaznim obdobjem leta. Glavna reproduktivna sezona sovpada z
monsunskim dezevjem. TakSen reproduktiven cikel je prisoten pri brezrepcih Bufo
regularis 1z Tanzanije in Rana tigerina s Tajske (Sretarugsa in sod., 2001). Bienalni
reproduktivni cikel imajo Se sleporili ter del repatih dvozivk zmernega klimatskega pasu

(Duellman in Trueb, 1985).

2.1.3 Sezonski ali »annual« reproduktivni cikel

Sezonski ali »annual« reproduktivni cikel je prisoten pri brezrepih in delno tudi pri repatih
dvozivkah zmernega klimatskega pasu (Duellman in Trueb, 1985). Vse dvozivke s tak§no
obliko cikla so podvrzene vsakoletnim ciklom fizioloskih sprememb, ki vkljuCujejo rast in
regresijo gonad ter hormonske spremembe, ki so povezane z reproduktivno aktivnostjo.
Ovariji so lahko v neaktivnem stanju tudi do 10 mesecev v letu, zorenje oocit pa je
omejeno na dva oz tri mesece pred parjenjem. Pariti se zacno takoj ko so okoljske razmere
ugodne, kar je najveCkrat pogojeno z dvigom temperature oz. spomladanskim dezjem

(Pramoda in Saidapur, 1984, cit. po Pancharatna in Saidapur, 1985).
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2.2 1ZVORIN ZORITEV JAJCNIH CELIC

Oogeneza je proces zorenja in diferenciacije jajéne celice. Sdnchez in Villecco (2003) sta
proces oogeneze razdelila v Stiri zaporedne faze:

- faza diploidnih primordialnih zarodnih celic,

- faza nekaj generacij diploidnih oogonijev,

- faza diploidnih primarnih oocit, ki vstopijo v I. mejotsko delitev,

- faza haploidnih sekundarnih oocit, ki vstopijo v II. mejotsko delitev in so ob koncu

pripravljene na potencialno oploditev.

2.2.1 Kili¢na linija

V cCasu razvoja ovarija vanj vstopajo primordialne zarodne celice (PGC). Izvirajo iz
zarodne plazme oocite, ki jo sestavljajo proteini in molekule RNA (vklju¢no z veliko in
malo mitohondrijsko rRNA ter mRNA) (Gilbert, 2006). Morfolosko pa zarodno plazmo
sestavljajo germinalne granule, ki so elektronsko goste fibrilarno - granularne strukture
(Matova in Cooley, 2001). Skupaj z mitohondriji ter lokalizirano mRN A (Xcat2 in Xpat)
tvorijo Balbianijevo telo ali mitohondrijski oblak (Wilk in sod., 2005). Njegova naloga je
transportirati germinalne granule in lokalizirano mRN A iz objedrnega obmocja v vegetalni
korteks oocite (Zelanowska in sod., 2007). To vrsto transporta poimenujemo pot METRO
ali »Message transport organizer«. Po zakljuceni migraciji se Balbianijevo telo razprsi
(Wik in sod., 2005), determinante zarodne plazme pa kot otocki, zasidrani z aktinskimi
filamenti, ostanejo v citoplazmi vegetalnega pola (Kloc in sod., 2004, cit. po Wilk in sod.,
2005). Kli¢ne determinante zarodne plazme se med brazdanjem razdelijo le v dolocene
blastomere in nazadnje v doloCene celice zarodka, kipostanejo primordialne zarodne celice

(Houston in King, 2000, cit. po Chang in sod., 2004).

Pribrezrepcih so primordialne zarodne celice zgoS¢ene v posteriornem delu embrionalnega
Crevesa. Kasneje med tvorbo abdominalne votline potujejo po dorzalnem mezenteriju v

gonadni greben, dokler ne dosezejo razvijajo¢ih se gonad (Browder in sod., 1980; Gilbert,
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2006). Pri repatih dvozivkah primordialne zarodne celice nastanejo pod induktivnim
vplivom mezoderma, v gonade prispejo po drugacni poti kot primordialne zarodne celice

brezrepcev, in sicer skozi somatska tkiva (Gilbert, 2006).

2.2.2 Mitotske delitve oogonijev

Primordialne zarodne celice se za¢no po vstopu v razvijajoCi ovarij mitotsko deliti.
Nastajajo diploidne zarodne celice ali oogoniji (Pepling in sod., 1999, cit. po Matova in

Cooley, 2001).

Priribah in dvozivkah (Tokarz, 1978; Guraya, 1976, Dodd, 1977, cit. po Aranzabal, 2003;
Giilsoy, 2007) so oogoniji v steni ovarija prisotni skozi vse reproduktivno obdobje. Na
zaCetku vsakega reproduktivnega cikla z mitotskimi delitvami omogocijo razvoj nove
kohorte oocit, saj novo nastali oogoniji kontinuirano vstopajo v redukcijsko delitev
(Sanchez in Villecco, 2003). Pri pticih in sesalcih pa vsi oogoniji v ovarju Ze v zgodnjem
ontogenetskem razvoju osebka socasno vstopijo v proces redukcijske delitve (Aranzébal,

2003).

V ovariju ve€ine dvozivk so oogoniji razporejeni med zrelejSimi oocitami. Druga¢no
razporeditev oogonijev pa zasledimo v ovariju nekaterih brezrepcev, kjer so oocite glede
na zoritvene faze razdeljene po reznjih (Sanchez in Villecco, 2003). Ko posamicni
primarni oogoniji vstopijo v zaporedne mitotske delitve, nastanejo skupine med seboj
povezanih oogonijev. Imenujemo jih sekundarni oogoniji (Coggins, 1973; Norris, 1997,
cit. po Aranzibal, 2003), njihove skupke pa ciste ali gnezda (Matova in Cooley, 2001).
Zaradi obi¢ajno soCasnih delitev Stevilo oogonijev v gnezdu naraS§c¢a eksponentno in se z
vsakim ciklom podvoji. V cistah ne poteCe popolna citokineza, saj hcerinske celice

ostanejo med seboj povezane s stabilnimi medceli¢nimi mosticki.



Zibert U. Zoritev oocit v ovariju moéerila (Proteus anguinus anguinus). 6

Dipl. delo, Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

2.2.3 Mejoza

Oocita je popolnoma izoblikovana Se pred koncem redukcijske delitve, kljub temu pa sta
procesa oogeneze in mejotske delitve mo¢no povezana med seboj (Browder, 1980). Proces
mejoze ali redukcijske delitve je v gametogenezi klju¢en za vzdrZevanje ravnovesja
genetskega materiala v zigoti, saj se v procesu redukcijske delitve poleg genetske
rekombinacije reducira dedni material, posledi¢no oocita po ovulaciji vsebuje le haploiden

set kromosomov (Alberts in sod., 2002).

Po zadnji mitotski delitvi oogonija nastopi faza sinteze DNA, tako da ima primarna oocita
z vstopom v redukcijsko delitev podvojen dedni material. Vsak kromosom je sestavljen iz
dveh sestrskih kromatid, ki so med delitvijo povezane z makrotubuli delitvenega vretena.
Primarna oocita nato vstopi v profazo I. mejotske delitve, ki jo delimo na pet faz: leptoten,

zigoten, pahiten, diploten in diakineza (Alberts in sod., 2002; Gilbert, 2006 ).

V leptotenu je kromatin organiziran v dolge, tanke vrvice, zaradi ¢esar ni mogoce lo€iti
posami¢nih kromosomov med seboj. Zaradi replikacije dednega materiala je vsak
kromosom sestavljen iz dveh sestrskih kromatid. Kromatin je moc¢no podvrzen

zgoScevanju.

V fazi zigoten pride do parjenja homolognih kromosomov. Njihovo parno ureditev
imenujemo sinapsa in je znacilna le za redukcijsko delitev. Homologna kromosoma se med
seboj povezeta z aksialnimi proteini sinaptonemi¢nega kompleksa v bivalent, ki je tako

sestavljen iz vseh Stirih kromatid, kar imenujemo tetrada.

V fazi pahiten se kromatide skrajSajo ter odebelijo. Povezani kromatidi homolognih
kromosomov se na doloCenih mestih prekrizata ter izmenjata genetski material, kar
imenyjemo prekrizanje oz crossing over. Posledica je nastanek hibridne kromatide, ki

vsebuje DN A obeh homolognih kromosomov.
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Sledi faza diploten, kjer za¢ne sinaptonemic¢ni kompleks razpadati, homologna kromosoma
pa se razdvajata. Na mestih kiazme (chiasmata), kjer je priSlo do prekrizanja, ostaneta

zdruzena. Fazo diplotena Se posebej zaznamuje visoka stopnja sinteze RNA.

Diakineza je zadnja faza profaze I. mejotske delitve. V njej se homologna kromosoma
lo¢ita in ostajata povezana le s konicami kromatid. Ob koncu se razgradi jedrna ovojnica,

kromosomi pa za¢no potovati do metafazne plosce.

V nadaljevanju mejoze razpade jedro ali germinalni vezikel (germinal vesicle breakdown).
V metafazi se dedni material redukcijsko razdeli. Ker je metafazna plos¢a pomaknjena
proti enemu polu, se v telofazi citoplazma med dvema h¢arinskima celicama ne porazdeli
enakomerno. Glavnino citoplazme dobi sekundarna oocita, preostanek pa manjSa polocita.
V II. mejotski delitvi se v ekvatorialni ravnini locita haploidna kromosoma, ki sta

rekombinirani kromatidi.

2.2.4 Krtacasti kromosomi

Krtacasti kromosomi (lampbrush chromosomes) so specializirane oblike kromosomov, ki
jih najdemo v jedrih profaze I., v diplotenu mejotske delitve pri kostnicah (Kjebsu in
Kryvi, 1989; Baumeister, 1973, cit. po Selman in sod., 1993; Zelazowska in sod., 2007),
dvozivkah (Sanchez in Villecco, 2003; Prado in sod., 2004) in pticih (Solovei in sod.,
1996). V jedrih sesalcev, iglokozcev ter v jedrih zuzelk, kjer so v ovarijih poleg oocit
prisotne Se celice dojilje (nurse cells), krtac¢astih kromosomov ni (Browder in sod., 1980).
Krtac¢a, ki se uporablja za ciS¢enje oljenk, ima posebne zankaste SCetine, in zaradi
podobnosti s kromatinskimi zankami so kromosome po njej tudi poimenovali (Browder in
sod., 1980).

V jedru profaze I., v diplotenu mejotske delitve so vidne tanke, vzporedno lezeCe sestrske
kromatide homolognih kromosomov (sl. 1), ki skupaj tvorita navidezno os kromosoma
(Brachet, 1979). Sestavljena je iz izmenjujoc¢ih se kromomer ter interkromomernih regij
(Browder in sod., 1980). Gostota kromatina se ob koncu interkromomerne regije na

prehodu v kromomerno regijo Se bolj poveca. Kromatin sestrskih kromatid se nato
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dekondenzira v zankah, ki se lateralno iztezajo iz kromatid. Zanki, ki si na sestrskih
kromatidah lezita nasproti, sta simetricno oblikovani Na prehodu v naslednjo

interkromomerno regijo pa se kromatin ponovno zgosti (Browder in sod., 1980).

Pri dvozivkah je v setu kromosomov lahko do deset tiso¢ zank, vendar se te nahajajo le v
predelu z dekondenzirano DNA, ki zavzema v genomu le do 5 % (Brachet, 1979). V tem
predelu na zankah poteka intenzivna sinteza RNA (Old in sod., 1977, cit. po Sanchez in
Villecco, 2003). Zanka predstavlja veckratno transkriptivno enoto, kjer imajo lahko vsi
prepisi enotno polarnost, transkriptivne enote pa se lahko prepisujejo tudi v razlicnih
smereh (Browder in sod., 1980). Na novo sintetizirana heterogena RNA se poveze s
proteini, tako da se ob zanki kopi€i ribonukleoproteinski matriks, ki se ob koncu
transkripcije z nje sprosti. Molekula mRNA lahko preide skozi jedrno ovojnico le, ¢e se

pred transportom Vv citoplazmo oocite razreze.

Slika 1. Model strukture krtacastega kromosoma v

- 0.5 mm >

diplotenu. 1. Homologna krtacasta kromosoma. 2. Izsek
kromosoma. 3. Kromosom pod veéjo povecavo, ki
prikazuje sestrski kromatidi. a — kiazma. b - os
kromosoma. ¢ — kromomera. d - zanka. e —
dekondenziran kromatin zanke. f — visoko kondenziran
kromatin kromomere. g — interkromomera (povzeto po

Alberts in sod., 2002: 218).




Zibert U. Zoritev oocit v ovariju moéerila (Proteus anguinus anguinus). 9

Dipl. delo, Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

Izjemno dolzino transkriptov RNA (nekaj kb) na zankah krtacastih kromosomov bi lahko
pojasnili z na¢inom »read—trough« transkripcije, ki pa ni namenjena samo takojSnji
translaciji v proteine. Le 20% celotne na krtaCastih kromosomih sintetizirane mRNA se
uporabi v procesu sinteze proteinov, preostalih 80% pa predstavlja zalogo informacij za
kasnejSi embrio (Browder in sod., 1980). V procesu citoplazemske lokalizacije razlicne
mRNA zavzamejo to¢no doloena mesta v citoplazmi oocite, s pomocjo katerih je
determinirana usoda delecih se celic v embriu (Capco in Jeffery, 1982, cit. po Sanchez in
Villecco, 2003). Visoka stopnja transkripcije po mnenju Davidsona (1986, cit. po Browder
in sod., 1980) pripomore tudi k vzdrZzevanju stabilne zaloge mRNA, saj se slednja v oociti
tudi razgrajuje. Na krtacastih kromosomih se razen mRN A sintetizirajo tudi vecje koli¢ine

ribosomske RN A (Sanchez in Villecco, 2003).

Ob koncu srednje vitelogene faze oogeneze dvozivk se krtacasti kromosomi kondenzirajo
ter potyjejo proti centralnemu delu jedra (Dumont, 1972), kmalu zatem pa niso ve¢ opazni

(Prado in sod., 2004).

2.2.5 Jedrce

Jedrca ali nukleolusi so ena bolj opaznih jedrnih struktur. Jedrce je skupek makromolekul,
kot so geni rRNA, predhodnje stopnje in zrele ribosomske molekule RNA (rRNA), encimi
za procesiranje rRNA, proteinske podenote ribosomov ter deloma Ze sestavljeni ribosomi

(Alberts in sod., 2002).

Ena od pomembnejSih nalog oogeneze je sinteza in kopicenje ribosomov v citoplazmi
oocite, saj z njimi bodo¢i embrio lahko izdela svoje lastne ribosome in si ze v zgodnjem
razvoju zagotovi zadostno koli€¢ino proteinov, ki jih potrebuje za rast in razvoj (Browder in
sod., 1980). Stopnja sinteze ribosomov je tisockrat vecja v oociti kot v somatski celici
(Wormington, 1988, cit. po Browder in sod., 1980). V najhitrejsi fazi rasti oocite se vsako
sekundo izdela okoli 300 ribosomov (Scheer, 1973, cit. po Sanchez in Villecco, 2003).

Visoko stopnjo sinteze rRNA omogo¢ipomnozitev genov rRNA v oociti, ki se nahajajo na

kromosomih in zunaj njih, v jedrcih (Sdnchez in Villecco, 2003). Po koncani transkripciji
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se rRNA nakopi¢i v kompaktnem, homogenem jedrcu. Ribonukleoproteini in rRNA kmalu
disociirajo z njegove povrSine (Abdalla in Cruz - Landim, 2003), se preoblikujejo v dve
podenoti, ki precita jedrno poro ter se v citoplazmi povezeta v ribosom (Alberts in sod.,
2002).

V jedru oogonijev kostnic najveckrat omenjajo prisotnost le enega velikega jedrca (Bruslé
in Bruslé, 1978; Abdalla in Cruz Landim, 2003; Giilsoy, 2007), pri dvozivkah pa se
njihovo Stevilo giblje od ena do tri (Guraya, 1965; Coggins, 1973; Tourte in sod., 1981).

V rastoci previtelogeni oociti se pomnozena jedrca razporedijo po obodu jedra in se
dotikajo notranje jedrne membrane (Franke in Scheer, 1970, cit. po Sanchez in Villecco,
2003; Zelazowska, 2007). Jedrca so okrogla (Sanchez in Villecco, 2003) ali pa nepravilnih
oblik (Dumont, 1972; Coggins, 1973). Intenzivno povec¢anje rRNA poteka v pahitenu in
diplotenu profaze I. mejotske delitve (Sanchez in Villecco, 2003). V srednji vitelogeni fazi
manjsa jedrca potujejo proti centralnemu delu jedra, nekatera velika jedrca pa ostanejo na

njegovem obodu (Dumont, 1972).

2.2.6 Jedrna ovojnica

Jedrna ovojnica je struktura, sestavljena iz dveh koncentriénih membran, ki obdaja jedro
(Alberts in sod., 2002). Tik pod notranjo jedrno membrano je iz omreZja intermediarnih
filamentov sestavljen sloj jedrne lamine. Njegova naloga je vzdrzevanje jedrne oblike

(Alberts in sod., 2002).

Jedrna ovojnica je v oogoniju nenagubana (Bruslé in Bruslé, 1978), v kasnejSih
previtelogenih zoritvenih fazah pa je pri ribah (Zelazowska in sod., 2007) in dvozivkah
(Sretarugsa in sod., 2001; Sanchez in Villecco, 2003) pravilno oblikovana ali le rahlo
nagubana. Izrazito se naguba v previtelogeni fazi kortikalnih alveolov pri kostnicah
(Srjjunngam in Wattanasirmkit, 2001) in pri dvozivkah pred pojavom rumenjakovih
ploscic v zgodnji vitelogeni fazi (Dumont, 1972, Sretarugsa in sod., 2001). Nagubanost se
pri dvozivkah obdrzi do konca srednje vitelogene faze (Guraya, 1965; Dumont, 1972) ali
do preovulacijske faze (Aranzabal, 2003).
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Jedrna ovojnica je pri vseh evkariotih preluknjana s kompleksi jedrnih por (Alberts in sod.,
2002), ki so names¢ene na mestih, kjer se notranja in zunanja jedrna membrana stikata
(Browder in sod., 1980). Jedrno poro sestavljajo nukleoproteini, ki so urejeni v pravilno
osemkotno strukturo. V njegovi sredini se nahaja en sam ali ve¢ odprtih vodnih kanalckov,
ki omogocajo majhnim, v vodi topnim molekulam prosto difuzijo (Alberts in sod., 2002).
Dvosmeren transport skozi jedrno poro je natan¢no reguliran. Iz citoplazme v jedro

prehajajo doloceni proteini, v nasprotni smeri pa potujejo molekule RNA in
ribonukleoproteini (Brachet, 1979).
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2.3 DIFERENCIACIJA IN POJAVLJANJE CITOPLAZEMSKIH STRUK TUR
JAICNE CELICE

2.3.1 Vitelogeneza in nastanek rumenjakovih ploscic

2.3.1.1 Funkcija rumenjakovih plos¢ic

Rumenjakove plos¢ice jajéne celice nastanejo med oogenezo v procesu vitelogeneze.
Predstavljajo zalogo aminokislin, ogljikovih hidratov, lipidov, fosfatov in ionov (Fagotto
in Maxfield, 1994). So skladiS¢e energije in strukturnih komponent za rast in razvoj embria

(Patino in Sullivan, 2002).

2.3.1.2 Razporeditev rumenjakovih plos¢ic pri vretencarjih

Kopi¢enje rumenjakovih plos¢ic v zoreCi oociti je znaCilno za veCino oviparnih vrst
(Karasaki, 1963; Komasaki, 1987, cit. po Villecco in sod., 1999). Koli¢ina nakopicenega
rumenjaka v zrelih oocitah pa se razlikuje glede na tip jajc (Gilbert, 2006). Zrela oocita
dvozivk kot primer mezolecitalnega tipa zrele jajéne celice, vsebuje zmerno koli¢ino
rumenjaka (Gilbert, 2006). Rumenjak v zreli oociti zabe krempljicarke Xenopus laevis

zavzame 50% volumna citoplazme (Fagotto in Maxfield, 1994).

2.3.1.3 Kemijska sestava vitelogenina

Vitelogenin je fosfoglikoprotein in je predstopnja rumenjakovih proteinov. Sestavljen je iz
dveh podenot molekulske mase 180 - 240 kDa (Stifani in sod., 1990, cit. po Villecco in
sod., 1999).
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Pri ribah, dvozivkah in pti¢ih se pojavljajo enake ali zelo sorodne sekvence v genetskem
zapisu za vitelogenin (Vg gen), torej je evolucijsko zelo konzervativna molekula (Sanchez

in Villecco, 2003).

Po translaciji mRNA Vg gena se nastali proteinski del vitelogenina v jetrnih celicah
modificira s fosforilacijo ter glikozilacijo (Han in sod., 2006). Pri kostnicah vitelogenin
razen proteinske komponente vsebuje tudi 20 % lipidov oz fosfolipidov (fosfatidilholin,
fosfatidil — etanolamin), ki so strukturni deli membran (Weigard, 1996, cit. po Patino in
Sullivan, 2002).

2.3.1.4 Sinteza vitelogenina in njegov privzem v oocito

Pod vplivom nevroendokrine osi hipotalamus — hipofiza — ovariji, ki se aktivira z ugodnimi
okoljskimi in endogenimi faktorji se spodbudi sinteza vitelogenina v jetrih. Hipofizni
gonadotropin folikel-stimulirajo¢i hormon (FSH) vpliva na sintezo estradiola — 17 B v
celicah folikularnega epitela ovarija. Ta sprozi sintezo vitelogenina v jetrih in njegovo

spros¢anje v krvni obtok (Specker in Sullivan, 1994, cit. po Patino in Sullivan, 2002).

Njegovo soCasno prisotnost v jetrih in ovariju so dokazali pri ribah (Prisco in sod., 2007),
dvozivkah (Herbener in sod., 1984), plazilcih (Tada in sod., 2004) in pti¢ih (Wachmut in
Jost, 1976, cit. po Han in sod., 2006).

Vitelogenin se kopi¢i v plazmi in potuje do ovarija, kjer prehaja skozi medceli¢ne prostore
endotelijskih celic krvnih kapilar. Potuje med fibroblasti in kolagenimi vlakni vezivne
teke, kjer se molekule nakljuéno razprSijo. Vitelogenin prehaja skozi bazalno lamino, ki
lezi na distalni strani folikularnih celic in skozi medcelicne prostore folikularnega epitela
ter pore vitelinske ovojnice do ooleme (Sanchez in Villecco, 2003). Pri kostnici
Chirostoma humboldtianum (Selman in Wallace, 1986, cit po Cardenas in sod., 2008) so
dokazali, da prehajajo molekule vitelogenina v celice folikularnega epitela ter iz njih z

endocitotskimi vezikli.
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Med vitelogenezo je povrSina ooleme nagubana v Stevilne mikrovile, med katerimi se
nahajajo specificni receptorji za vitelogenin (Sanchez in Villecco, 2003). Receptorji so na
zunajcelicni strani ooleme, na katero je vezan glikokaliks (Wallace in sod., 1983, cit. po
Browder in sod., 1980). Na citoplazemski strani vezavnega mesta za vitelogenin se
nahajajo molekule klatrina, zato vdolbinico plazmaleme s specificnimi receptorji
imenujemo klatrinski jarek (Browder in sod., 1980). S selektivno vezavo vitelogenina se
zaCne klatrinski jarek poglabljati v periferno citoplazmo. Invaginacije, ki vsebujejo vezan

vitelogenin, se nato odcepijo od ooleme ter oblikujejo klatrinske plaséne vezikle (Sanchez

in Villecco, 2003).

Tranportni proces za privzem vitelogenina v oocito je receptorsko posredovana endocitoza
(Dumont 1978, cit. po Sretarugsa in sod., 2001) oziroma mikropinocitozna oblika
endocitoze (Sdnchez in Villecco, 2003). Privzem vitelogenina v oocito nadzirajo
gonadotropni hormoni (Holland in Dumont, 1975, Tyler in sod., 1999, cit. po Patino in
Sullivan, 2002).

2.3.1.5 Zoritev rumenjakove plos¢ice

Klatrinski vezikli se v kortikalni citoplazmi zlivajo med seboj ali. s cevastimi endosomi
Golgijevega aparata (Browder in sod., 1980). V endosomih vezikli zgubijo klatrinski plas¢.
Molekule vitelogenina se lo¢ijo od receptorjev mikropinocitotskega vezikla (Browder in

sod, 1980).

Z zlivanjem endosomov nastane multivezikularno telo, ki vsebuje majhne vezikle (Wall in
Patel, 1987) in elektronsko goste mase, ki se s¢asoma povecujejo (Sanchez in Villecco,
2003). V multivezikularnem telesu poteka proteolitska cepitev vitelogenina v rumenjakove
proteine z encimom katepsinom, znaCilnim za vse oviparne tetrapode (Retzek in sod.,
1992, cit. po Patino in Sullivan, 2002). S cepitvijo nastaneta rumenjakova proteina
lipovitelin in fosvitin (Wiley in sod., 1981, cit. po Villecco in sod., 1999). Fosvitin je

fosfoprotein, lipovitelin pa sodi med lipofosfoproteine (Browder in sod., 1980).
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Ko se oba rumenjakova proteina kondenzirata in tvorita kristalinsko telo, nastane
primordialna rumenjakova plosc¢ica (Browder in sod., 1980). Osrednje telo kristalinske
strukture je pri nekaterih repatih in brezrepih dvozivkah oblikovano v heksagonalne in
kvadratne mreze (Karasaki, 1963), v katerih rumenjakovi proteini zavzamejo prostorsko
najbolj ugodno obliko (Fagotto in Maxfield, 1994). Kristalinsko telo obkroZza vezikularni,
granularni ali amorfni material (Kessel in Ganion, 1980). V tej fazi rumenjakove ploscice
tudi privzemajo lipidne kapljice, ki so jih predhodno obkrozale. Ob privzemu pride do
modifikacije lipidnih kapljic tako, da njihove strukture niso ve¢ prepoznavne (Villecco in
sod., 1999). Pri nekaterih dvozivkah opisujejo primordialne rumenjakove plos€ice kot

nepravilno oblikovana telesa, ki se nahajajo na periferiji oocite in so brez kristalinskih teles
(Dumont, 1972).

Medsebojno zlivanje primordialnih plos¢ic in njihov transport v sredis¢ne dele oocite
prispevajo k nastanku zrele rumenjakove plos¢ice (Dumont, 1972). Pri Zabi Rana tigerina
je zrela rumenjakova plos¢ica urejena v centralno lezece, elektronsko svetlo, kompaktno
kristalinsko telo in elektronsko gostejsi periferni del (Sretarugsa in sod., 2001), ki je obdan

z membrano (Karasaki, 1963).

Vse od nastanka pa do proteolize v embriju je rumenjakova ploS€ica zaradi stalno nizkega

pH stabilna citoplazemska struktura (Fagotto in Maxfield, 1994).

2.3.1.6 Casovna in prostorska razporeditev rumenjakovih plod¢ic

Rumenjakove plos€ice se v citoplazmi oocite pojavijo v vitelogeni fazi oogeneze. V
zgodnji fazi vitelogeneze se v oocitah dvozivk na periferiji tvori ozek obro¢ rumenjakovih
plos¢ic (Aranzabal, 2003). V srednji vitelogeni fazi se nalaganje rumenjakovih ploscic
stopnjuje, saj zapolnijo celoten volumen oocite. Pri Zabi kremplji€arki Xenopus laevis je to
faza najhitrejSega kopicenja rumenjakovih plos¢ic (Dumont, 1972). ManjSe rumenjakove
plos¢ice so na animalnem polu oocite, ve¢je pa na vegetalnem (Aranzabal, 2003).
Asimetrina razporeditev je posledica aktivne translokacije vecjih plos€ic iz animalne

hemisfere v vegetalno. V proces je vkljucen citoskelet oocite (Browder in sod., 1980). Na
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periferiji vegetalne hemisfere se rumenjakove plos¢ice aktivno ne translocirajo, temvec

rastejo na racun zlivanja z mikropinocitoznimi vezikli (Gilbert, 2006).

V pozni vitelogenezi in v preovulacijski fazi se zaradi izjemnega kopi¢enja rumenjakovih
plos¢ic izrazito povecCa velikost oocite. Ooplazma je popolnoma zapolnjena z
rumenjakovimi plos¢icami, ki so na vegetalni hemisferi ve¢je in StevilnejSe (Aranzéabal,

2003).

Pri mocerilu Proteus anguinus se rumenjak pojavi v zacetku IV. zoritvene faze oogeneze
kot tanek periferni obro¢ rumenjakovih ploscic, ki se postopoma razsiri v srediS¢no
citoplazmo (Talaber, 2008). Po Dumontu (1972) spada opisana zoritvena faza v zgodnje

obdobje vitelogeneze.

2.3.2 Lipidne kaplje

Najve¢ literature je o lipidnih kapljah v oocitah kostnic (Guraya, 1965; Kjebsu in Kryvi,
1989; Patino in Sullivan, 2002; Sarasquete in sod., 2002; Ozlem in Sema, 2007; Cardenas
in sod., 2008). Opisujejo jih tudi v oocitah dvozivk (Guraya, 1965; Spornitz in Kress,
1973; Brachet, 1979; Sharon in sod., 1997) in sesalcev (Landim - Alvarenga in Alvarenga,
20006).

Lipidne kaplje v oocitah kostnic predstavljajo metabolno energijsko zalogo embria

(Weigand, 1996, cit. po Patino in Sullivan, 2002).

Za pelaska jajca nekaterih vrst kostnic (npr. morski ostrizi) navajajo izjemno veliko
lipidnih kapelj (Patino in Sullivan, 2002). Lipidne kaplje zavzemajo polovico ali ve¢
volumna ooplazme. Nekateri avtorji so mnenja, da pripomorejo k bolj$i plovnosti oocite
(Ozlem in Sema, 2007), drugi pa lipidnim kapljam pripisujejo funkcijo zaloge hranil
(Hemming in Buddington, 1988, Momsen in Walsh, 1988, cit. po Sarasquete in sod., 2002;
Weigand, 1996, cit. po Patino in Sullivan, 2002).
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Lipidni vkljucki v oocitah kostnic vsebujejo ve¢inoma nevtralne lipide, kot so trigliceridi,
voski in estri, kjer so zaestrene ve¢inoma mono-nenasi¢ene mascobne kisline (Weigand,

1996, cit. po Patino in Sullivan, 2002).

Izvor lipidov v citoplazmi oocit kostnic ni popolnoma jasen. Prat in njegovi sodelavci
(1998, cit. po Patino in Sullivan, 2002) navajajo, da se prenaSajo po krvnem obtoku v
obliki lipoproteinov zelo nizke gostote (VLDL). Vezejo se na lipoproteinske receptorje v
zilnem endoteliju ovarija, kjer se z lipoproteinsko lipazo hidrolizirajo v proste mascobne
kisline (Le Men in sod., 1999, cit. po Patino in Sullivan, 2002). Skozi folikularni epitel se
nato transportirajo v obliki mikropinocitoznih veziklov (Williamson, 1960, cit. po Kessel

in Panje, 1968; Kjebsu in Kryvi, 1989).

Cardenas in njegovi sodelavei (2008) opisujejo pri kostnici Chirostoma humboldtianum
nalaganje lipidnih kapljic v previtelogeni fazi socasno s pojavom kortikalnih alveolov.
Kopic¢enje se nadaljyje tudi v vitelogeni fazi. Lipidne kaplje postajajo med zorenjem oocite
zaradi medsebojnega zlivanja tudi vse vecje. Pri tuni Thunnus thynnus zavzemajo lipidi v

srednji fazi oogeneze veCino citoplazme, razen regije ob jedru (Sarasquete in sod., 2002).

Pri dvozivkah so lipidne kaplje opisane za previtelogene oocite navadnega pupka Triturus
vulgaris (Spornitz in Kress, 1973) in krastate Bufo stomaticus (Guraya, 1965). Zastopane
so v manjSem Stevilu. V oocitah zgodnje vitelogene faze se pri navadnem pupku Triturus
vulgaris njihova koncentracija poveca, tako da so rumenjakove ploS¢ice popolnoma
obdane z lipidnimi kapljicami (Spornitz in Kress, 1973). Kopi¢enje lipidnih kapel;
opisujejo tudi za vitelogene oocite mocerada Salamandra salamandra infraimmaculata
(Sharon in sod., 1997) in krempljicarke Xenopus laevis . PrikrempljiCarki se med zorenjem
oocite pojavi asimetri¢na razporeditev lipidov (Brachet, 1979). Njihova koli¢ina upada od

animalnega proti vegetalnemu polu.

2.3.3 Pigmentne granule

Pigmentne granule ali melanosomi se pojavljajo pri oocitah dvozivk, ki jajca odlagajo na
mesta, izpostavljena direktni dnevni svetlobi (Browder in sod., 1980). Pigment je

namenjen zasCiti jedra in citoplazme pred Skodljivim, mutagenim UV sevanjem.
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Melanosomi v oocitah dvozivk nastanejo v procesu melanogeneze in vklucujejo temno rjav
ali ¢rn pigment melanin (Wartenberg, 1962, cit. po Eppig, 1970; Spornitz in Kress, 1973;
Browder in sod., 1980). Proces melanogeneze opisujeta Spornitz in Kress (1973) za oocito
navadnega pupka Triturus vulgaris. V citoplazmi previtelogene oocite so enakomerno
razporejeni sprva prosojni pigmentni vezikli okroglih do ovalnih oblik. Vsebujejo malo
elektronsko gostih delcev. Z njihovim medsebojnim zlivanjem nastanejo premelanosomi,
predstopnja pigmentnih granul oz organelov melanosomov (Wartenberg, 1962, cit. po
Eppig, 1970; Spornitz in Kress, 1973). Z zlivanjem pigmentnih veziklov postaja vsebina
premelanosoma vse bolj elektronsko gosta. Ko je premelanosom velik 0,6 pm in
popolnoma zapolnjen z visoko elektronsko gostimi delci, se preoblikuje v melanosom.

Melanosomi so v robni citoplazmi oocite.

Premelanosomi se pri kremplji¢arki Xenopus laevis pojavijo v robni citoplazmi oocite
zgodnje vitelogene faze (Dumont, 1972), pri navadnem pupku Triturus vulgaris pa so

prisotni ze v pozni previtelogeni fazi (Spornitz in Kress, 1973).

Koli¢ina pigmenta se izrazito poveca v oocitah srednje vitelogene faze ter se enakomerno
razporedi vzdolZ povrSine oocite (Dumont, 1972; Sretarugsa in sod, 2001). Oocita je zato
na anatomskem nivoju enakomerno pigmentirana. Pigmentne granule so tik pod

kortikalnimi granulami (Dumont, 1972).

V pozni vitelogeni in preovulacijski fazi razporeditev pigmenta v oociti dvozivk ni ve¢
enakomerna. Pigmentne granule so predvsem v robni citoplazmi animalne hemisfere,
zaradiCesar je le ta rjavo obarvana. Vegetalna hemisfera pa je obarvana svetleje, saj je v
njenirobni citoplazmi le manjse Stevilo pigmentnih granul (Taylor in Hadley, 1972;

Browder in sod., 1980).
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2.4 VLOGA FOLIKULARNEGA OVOJA

Oocite vretencarjev so popolnoma obdane s folikularnim ovojem (Bou - Resli, 1974), ki je
vez med oocito in zunanjim okoljem (Kessel in Panje, 1968). Njegova naloga je zagotoviti
primerno okolje za rast in razvoj oocite (Matova in Cooley, 2001). Pri dvozivkah si od
ooleme navzven k povrSini folikla sledijo Stirje sloji: acelicna vitelinska ovojnica,

folikularni epitel, vezivna teka in povrSinski epitel (Sanchez in Villecco, 2003).

2.4.1 Folikularni epitel

Folikularni epitel je oociti najblizji celi¢ni sloj folikla. Pri kostnicah (Céardenas in sod.,
2008) in dvozivkah (Guraya, 1965) je epitel enoslojen, pri sesalcih pa je slojev vec
(Franchi, 1960). Nekateri avtorji pojmujejo izraz granulozne celice kot sinonim za celice
folikularnega epitela, pri drugih pa se izraz nanaSa predvsem na celice ve€slojnega

folikularnega epitela pri sesalcih (Guraya, 1965).

Celice folikularnega epitela imajo aktivno vlogo v procesih oogeneze, vitelogeneze, sinteze
steroidnih hormonov, transportu doloCenih snovi ter pri nastanku vitelinske ovojnice

(Browder in sod., 1980; Srijunngam in sod., 2005).

2.4.1.1 Izvor folikularnih celic in folikulogeneza

Germinalni epitel v steni nastajajocega ovarija repatih dvozivk sestavljajo somatske in
zarodne celice (Spornitz in Kress, 1973). 1z zarodnih celic se kasneje razvijejo oogoniji,
somatske celice pa se preoblikujejo v prefolikularne celice, ki so v neposrednem stiku s

plazmalemo oogonija.

Celice folikularnega epitela in oocite so izpostavljene visoko koordiniranemu zaporedju
sprememb, ki so nujne za nastanek zrele oocite (Sanchez in Villecco, 2003). Socasno z

vstopom oogonija v oogenezo poteka tudi folikulogeneza (Tokarz, 1978). Slednja se
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zakljuci, ko je oocita popolnoma obdana z ovojem prefolikularnih celic. Te se kasneje
diferencirajo v folikularne celice ter bazalno lamino, ki lo¢uje folikkualrne celice od sloja

vezivne teke (Aranzabal, 2003).

2.4.1.2 Diferenciacija folikularnega epitela

V zgodnjih previtelogenih fazah dvozivk je enoslojni folikularni epitel sestavljen iz
maloStevilnih ploscatih celic, ki so v neposrednem stiku z oolemo (Dumont, 1972;
Aranzabal, 2003). Koli¢ina citoplazme celic folikularnega epitela in raznolikost organelov
v citoplazmi je pri kostnicah in brezrepih dvozZivkah zelo majhna (Srijunngam in sod.,

2005; Sanchez in Villecco, 2003).

Pri kostnicah v pozni previtelogeni fazi ali fazi kortikalnih alveolov poteka preoblikovanje
celic folikularnega epitela iz plos¢atih oblik v kubi¢ne (Srijunngam in sod., 2005), medtem
ko so celice folikularnega epitela pri repatih dvozivkah (Kessel in Panje, 1968) in
hrustan¢nicah (Prisco in sod., 2007) Se vedno plos¢ate oblike. Pri hrustancnici Torpedo
marmorata imajo jedra ploscato oblikovanih celic folikularnega epitela razlo¢no vidne
skupke heterokromatina, v slabo razviti citoplazmi pa je Se vedno malo organelov (Prisco
in sod., 2007). V tej fazi se pri dvozivkah (Aranzabal, 2003) in kostnicah (Srijunngam in

sod., 2005) moc¢no razSiri medeceliéni ali perivitelini prostor.

V zgodnji vitelogeni fazi oogeneze dvozivk se oblika ploscatih celic folikularnega epitela
spremeni v kubi¢no, vretenaste oblike jedra pa v ovalne (Kessel in Panje, 1968). Pri
kostnicah (Srijungam in sod., 2005) in dvozivkah (Guraya, 1965) se izrazito poveca tudi
Stevilo celic folikularnega epitela. Sprememba oblike celice vodi do povecanja volumna
jedra in citoplazme (Guraya, 1965). Raznolikost organelov v citoplazmi celic folikularnega
epitela se poveca (Srijunngam in sod., 2005), poleg tega pa se v njej za¢no kopiciti lipidne
kaplje (Kessel in Panje, 1968). Oblika in Stevilcnost celic folikularnega epitela se v srednji

in pozni vitelogeni fazi ne spreminja veliko (Aranzabal, 2003).
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2.4.1.3 Stikimed celicami folikularnega epitela

Folikularne celice so pri dvozivkah med seboj povezane z dezmosomi (Sretarugsa in sod.,
2001), pri sesalcih pa je ta oblika celicnega stika prisotna med celicami folikularnega
epitela v preantralnih fazah oogeneze, kasneje v antralnih fazah pa so celice folikularnega
epitela med seboj povezane z dezmosomi in s presledkovnimi stiki (Albertini in Anderson,

1974).

2.4.1.4 Zna&ilnosti mikro- in makrovilov

Ko transport z mikropinocitozo snovi, ki poteka neposredno med plazmalemo oocite in
folikularnih celic, zaradi premajhne povrSine obeh ne zadoS¢a ve¢ razvojnim potrebam
zoreCe oocite, se povr§ina oocite in celic folikularnega epitela poveca (Odor, 1960). Na
apikalni povrSini obeh celi¢nih tipov pojavijo prstasti izrastki plazmaleme. Znacilni so za
kostnice (Anderson, 1967), dvozivke (Sanchez in Villecco, 2003) in sesalce (Franchi,
1960).

Citoplazemske izrastke, ki izraS€ajo s povrSine oocite v perivitelini prostor, imenujemo
mikrovili, tiste s povrSine celic folikularnega epitela pa makrovili (Matova in Cooley,
2001). PowvrSina oocite se pri ameriSski leopardovki Rana pipiens poveca kar za
petintridesetkrat (Kemp, 1956, cit. po Odor, 1960) in pri navadni krastac¢i Bufo bufo za
enajstkrat (Dick in sod., 1970).

Pri kostnicah (Srijungam in sod., 2005) in dvozivkah (Sretarugsa in sod., 2001) se mikro-
in makrovili oblikujejo v pozni previtelogeni fazi. Po navedbah nekaterih avtorjev
(Sanchéz in Villecco, 2003) so mikrovili kraj$i, tanjSi in elektronsko manj gosti kot pa
makrovili. Ti se zaradi svoje dolzine lahko stikajo z oolemo prek dezmosomov in
presledkovnih stikov. (Albertini in Anderson, 1976, Gilula in sod., 1978, cit. po Browder
in sod., 1980). Makrovili lahko oolemo upognejo v kortikalno citoplazmo (Sanchez in
Villecco, 2003). Drugi avtorji pa razlik med mikro in makrovili ne opisujejo (Prado in sod.,

2004).
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V zgodnjih fazah vitelogeneze se Stevilo in dolzina mikro in makrovilov povecuje (Dick in
sod., 1970), saj se mora zagotoviti zadosten privzem vitelogenina (Sretarugsa in sod.,
2001). V pozni vitelogeni fazi se mikrovili zacno kr¢iti, postajajo vse kraj$i in manjStevilni
(Dick in sod., 1970). Pri kostnicah imajo mikrovili v fazi kréenja tudi ve¢jo elektronsko

gostoto (Anderson, 1967).

2.4.2 Zgradba in funkcija vitelinske ovojnice

Oocite so pri vecini vrst zivali obdane z acelicno ovojnico (Dumont in Brummet, 1985, cit.
po Hyllner in Haux, 1994), vendar jo razlino poimenujejo. Pri nevretenCarjih in
vretencarjih se aceli¢ni sloj med oocito in celicami folikularnega ovoja imenuje vitelinska
ovojnica, razen pri sesalcih, kjer oocito obdaja debelejsi sloj zone pellucide (Gilbert,
2006). Za nekatere raziskovalce imajo pojmi vitelinska ovojnica, cona radiata, cona
pellucida enak pomen (Guraya, 1965). V tej diplomski nalogi bomo za acelicen sloj okrog

oocite mocerila uporabljali izraz vitelinska ovojnica.

2.4.2.1 Vloga vitelinske ovojnice

Pri nezrelih oocitah vitelinska ovojnica onemogoc¢a penetracijo spermija in s tem oocito
§¢iti pred prezgodnjo oploditvijo (Sanchez in Villecco, 2003). Ob zrelosti pa ima klju¢no
vlogo pri vrstno specificnem prepoznavanju spermija (Gilbert, 2006). Ob vezavi na
specificni receptor vitelinske ovojnice v spermiju potece akrosomska reakcija (Barrisone in
sod., 2002), s katero lahko preci vitelinsko ovojnico in s tem doseze povr§ino ooleme
(Gilbert, 2006). Ob oploditvi vitelinska ovojnica sodeluje pri preprecitvi polispermije
(Sanchez in Villecco, 2003). V embriogenezi omogoca zaS€ito pred neugodnimi
mehanskimi vplivi, izsuSitvijo, hitro spremembo pH ter deluje baktericidno in fungicidno
(Dumont in Brummel, 1985, cit. po Hyllner in Haux, 1994). Zaradi nje imajo mikrovili
pravokotno lego glede na povrSino oocite. PoveCana absorpcijska povrSina oocite je tako

maksimalno izkoris¢ena (Sanchez in Villecco, 2003).
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2.4.2.2 Kemijska sestava vitelinske ovojnice

Vitelinska ovojnica je sulfoniran glikoproteinski polimer v obliki gela (Green, 1997).
Nekateri glikoproteini vitelinske ovojnice krempljicarke Xenopus laevis so homologni
glikoproteinom vitelinske ovojnice domace misSi Mus musculus (Tian in sod., 1997, cit. po

Wessel in sod., 2001).

2.4.2.3 Izvor in nastanek vitelinske ovojnice

Izvor materiala vitelinske ovojnice je nejasen. V literaturi zasledimo 3 hipoteze o izvoru

vitelinske ovojnice. Po prvi hipotezi k sintezi in sekreciji materiala vitelinske ovojnice
najve¢ doprinese oocita (Pinto in sod., 1985, cit. po Sanchez in Villecco, 2003). Prado in
sod. (2004) pri nastanku vitelinske ovojnice izpostavljajo pomen celic folikularnega
epitela. Obstaja tudi hipoteza o njunem skupnem prispevku k nastanku omenjenega sloja
folikularnega ovoja (Cabada in sod., 1996; Hope in sod., 1963, cit. po Aranzabal, 2003).
Pri kostnicah se ob porastu estradiola v krvni plazmi proteini vitelinske ovojnice zacno

sintetizirati tudi v jetrnih celicah (Hyllner in Haux, 1994; Tyler in sod., 1999, cit. po Patino
in Sullivan, 2002).

Sinteza proteinov vitelinske ovojnice poteka na ribosomih zrnatega endoplazemskega
retikuluma v robni citoplazmi oocite. Proteini se v njem razporedijo v transportne vezikle,
v katerih potujejo h Golgijevemu aparatu, kjer se z glikozilacijo strukturno modificirajo
(Porter, 1964, cit. po Anderson, 1967; Cross in Mercer, 1993). V eksocitoznem veziklu
Golgijevega aparata, ki potuje proti oolemi, proteini vitelinske ovojnice niso
polimerizirani, saj se v tak$ni obliki v medceli¢nem prostoru ne bi bili sposobni zliti z
vsebino drugih veziklov (Green, 1997).

Material vitelinske ovojnice se za¢ne kopiCiti v perivitelinem prostoru kot posamicni
izolirani snopi drobnih filamentov, ki se kasneje zlijejo med seboj in nastane aceli¢en pas
vitelinske ovojnice (Sanchez in Villecco, 2003). Sloj se z zorenjem oocite mocno odebeli
ter diferencira. Pri dvozivkah nastaneta dva sloja vitelinske ovojnice: brezstrukturni
homogeni sloj ter cona radiata, ki jo precijo mikro in makrovili (Wischnitzer, 1964). Dva

sloja vitelinske ovojnice sta prisotna tudi pri kostnicah: debelejsi, filamentozni notranji sloj
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ter tanj$i, granularni zunanji sloj (Dumont in Brummet, 1985, Guraya, 1986, cit. po

Hyllner in Haux, 1994).

V pozni vitelogeni fazi se mikrovili umaknejo iz cone radiate, ki se posledicno skréi. Med
vitelinsko ovojnico in oocito tako nastane prostor, ki ga Wischnitzer (1964) poimenuje
perivitelini prostor. Guraya (1965) pa ta pojem perivitelinega prostora enaci z medcelicnim
prostorom, kjer se nahaja vitelinska ovojnica. V tej diplomski nalogi bo pomen termina

perivitelini prostor povzeli po Gurayi (1965).

2.4.3 Slojvezivne teke

Sloj vezivne teke lezi distalno od bazalne lamine folikularnega epitela oocite (Kjebsu in
Kryvi, 1989). Na drugi strani, proti povrSini folikla, pa je omejen z zunanjim epitelom
(Sretarugsa in sod., 2001). Nekateri raziskovalci pojem vezivne teke razSirijo Se na zunanji
epitel (Guraya, 1965), vendar bomo termin v tej diplomski nalogi uporabljali le za sloj
vezivne teke. Priplazilcih, pti¢ih in sesalcih je vezivni sloj intenzivneje razvit kot pri ribah

in dvozivkah (Guraya, 1965).

Pri kostnicah sloj teke sestavljajo ploscati fibroblasti z malo citoplazme ter vecje celice s
Stevilnimi organeli (Srijunngam in Wattanasirmkit, 2001; Srijunngam in sod., 2005). Pri
zabi krempljicarki Xenopus laevis v previtelogeni fazi oogeneze sloj vsebuje fibroblaste,
kolagenska vlakna in kapilare (Dumont, 1972; Aranzabal, 2003). Od pozne previtelogene
faze dalje se pri dvozivkah stopnjuje oziljenost sloja (Dumont, 1972; Aranzabal, 2003;
Prado in sod., 2004).

V endotelnih celicah kapilar vezivne teke so pogosti mikropinocitozni vezikli. Njihovo
Stevilo v kapilarnem endotelu nakazuje intenzivnost vnosa snovi iz zunanjega okolja v

folikularno ovojnico (Kessel in Panje, 1968).
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2.4.4 Zunanji epitel

Serozni sloj folikla ali zunanji epitel obdaja vezivno teko in je zunanji sloj folikla
(Wischnitzer, 1966, cit. po Kessel in Panje, 1968). Izrazi zanj so Se epitel kapsule ovarija
(ovarian sac epithelium) in peritonealni epitel (Anderson in Yatvin, 1970, cit. po Dumont,
1972). Od zgodnjih zoritvenih faz dalje ga grade preproste ploscate celice, ki so med seboj

povezane z dezmosomi (Kessel in Panje, 1968).
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2.5 ATRETICNO TELO

Folikle, ki so podvrZeni procesom degeneracije, imenujemo atrezije (Devine in sod., 2000).

Opisali so jih pristevilnih vrstah vretencarjev (Aranzabal, 2003).

2.5.1 Vzrok nastanka atreti¢nega telesa

AtretiCna telesa nastanejo zaradi nenadnega padca koncentracije testosterona in estradiola
v plazmi (Linares — Casenave in sod., 2002). Nekatere studije so pokazale povezavo med
Stevilom atrezij v ovariju in stradanjem (Dumont, 1972; Matova in Cooley, 2001) ali
nedostopnostjo hranil v okolju in pomanjkanjem vitelogenina v plazmi (Wallace in sod.,

1981).

Tudi pri belem jesetru Acipenser transmontanus je pogostost atrezij vecja ob pomanjkanju
hranil ter ob neugodnih temperaturah okolja, neugodnem fotoperiodnem rezimu in ob

slabsi kvaliteti vode (Linares - Casenave in sod., 2002).

2.5.2 Nastanek atretiCnega telesa

Spremembe, ki zajamejo atreticni folikel, lahko razdelimo na spremembe, ki prizadenejo
citoplazemske organele, folikularni ovoj in tiste, ki nastanejo z nepravilno segmentacijo
oocite (Vazquez - Nin in Sotello, 1967; Linares - Casenave, 2002). V procesu nastanka
atreticnega telesa so granulozne celice podvrzene programirani celi¢ni smrti. Degeneracija
same oocite ne poteka ne s klasiénim procesom apoptoze ne z nekrozo, saj ima v
primerjavi z njima drugacen sproZilec celitne smrti, signalno prenaSalno pot ter

mehanizem razgradnje (Devine in sod., 2000).

Proces nastanka atretiCnega telesa vitelogenih oocit natancno opisujejo pri belem jesetru
Acipenser transmontanus (Linares — Casenave in sod., 2002). Razdeljen je v tri faze:

zgodnjo, intermediano ter napredno fazo. Zgodnjo fazo nastanka atreticnih teles
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prepoznamo po marmoriranem videzu oocit. Opazen je razpad vitelinske ovojnice, ki jo
fagocitirajo granulozne celice, ki so morfolosko podobne makrofagom. Zaradi razgraditve
jedrne ovojnice so v citoplazmi vidni skupki jedrnega materiala. Velikost oljnih vkljuckov
se poveca zaradi zlivanja mascobnih kapljic. Ob koncu zgodnje faze nastanka atreticnega
telesa je atreticno telo razdeljeno na kolageno kapsulo ali zunanji celicni sloj ter
ovulacijski prostor. V slednjega vdrejo transformirane granulozne celice ali fibroblastom

podobne celice.

V intermediani fazi nastanka atreticnega telesa vitelinske ovojnice ni ve¢. Sloj teke
hipetrofira, vendar je Se vedno oZiljen. V granuloznih celicah so zaradi lizosomske
prebave, ki se vr$i v njih, prisotne pigmentne granule. V ovulacijski prostor se infiltrirajo

krvne celice. Razgradijo se rumenjakove plos¢ice (Linares — Casenave in sod., 2002).

V napredni fazi nastanka atretiCnega telesa fagocitne celice vakuolizirajo citoplazmo
oocite. Vec€celicno atreti¢no telo, ki je v ovariju prisotno Se nekaj mesecev, vsebuje lipidne
in pigmentne vkljucke. S¢asoma se celice v njem skrcijo. Socasno poteka intenzivno
kopicenje melaninskega pigmenta. Njegov nastanek je povezan z degenerativnimi procesi

fagocitoznih celic (Linares — Casenave in sod., 2002).

2.5.3 Prisotnost atreti¢nih foliklov

Za kli¢no linijo so razen delitev znacilne tudi celi¢ne smrti, ki se odvijajo po prostorsko in

¢asovno znacilnih vzorcih (Matova in Cooley, 2001).

Oocite so izpostavljene degenerirajocim procesom v vseh stopnjah zorenja (Aranzébal,
2003). Jorgesen (1973) opisuje veliko Stevilénost atrezij previtelogenih foliklov pri
dvozivkah (cit. po Tokarz, 1978).

Pri Stevilnih vrstah dvozivk so atretiCne oocite prisotne skozi vse leto, vendar njihovo
Stevilo naraste zaradi nezadostne koncentracije gonadotropnih hormonov tik pred sezono
parjenja in v paritvenem obdobju (Saidapur, 1978, cit po Pancharatna in Saidapur, 1985)

Degenerirani folikli se kmalu nadomestijo z novo kohorto oogonijev, ki vstopijo v
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oogenezo. Nadomestitev je opazna predvsem pri vrstah, kjer oocite v ovariju zorijo

sinhrono (Pancharatna in Saidapur, 1985).

Prikostnici Trachurus declivis se pogostost atrezij povecuje z zrelostjo folikla (Marshall in
sod., 2003). Podobna opazanja so zasledili pri zorenju oocit zabe krempljicarke Xenopus
laevis, kjer so vitelogene oocite ob zacetku kopifenja rumenjaka Se posebno izpostavljene

degenerativnim procesom (Dumont, 1972).
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1 MATERIAL

V naSo raziskavo smo vkljucili 32 naklju¢no izbranih samic nepigmentirane podvrste
mod&erila (Proteus anguinus anguinus) (pregl. 1). Zrtvovanje Zivali ter fiksacijo njihovih
tkiv so izvedli raziskovalci v preteklih letih v sklopu raziskav skupine za Funkcionalno

morfologijo vretencarjev na Oddelku za biologijo BiotehniSke fakultete.

V tej diplomski nalogi je raziskava ovarija mocerila potekala na morfoloskem, histoloskem
ter ultrastrukturnem nivoju. V morfolosko raziskavo smo vklju€ili ovarije 4 osebkov
(P149, P150, P165 in P192), v histoloSko pa ovarije vseh 32 osebkov. V slednjo smo
vklju€ili tudi preparate ovarijev 10 osebkov (P132, P151, P152, P169, P171, P181, P187,
P4 - 6), ki jih je v svoji diplomski nalogi uporabila Iva Talaber (2008). 1z zbirke
histoloskih preparatov skupine za Funkcionalno morfologijo vretencarjev smo uporabili
material 7 osebkov (P007, P90, PE, PS1 - 4), vendar pri petih osebkih niso znani podatki o
dolzini in masi telesa. Za namene raziskovanja jajénih celic s transmisijskim elektronskim

mikroskopom smo uporabili dele ovarjjev 3 osebkov (P165, P168 in P176).

Telesna dolzina osebkov, zajetih v na§ vzorec, je znaSala od 185 mm do 285 mm, telesna
masa pa od 9,05 g do 33,4 g(pregl. 1). Osebkiso bili izlovljeni na razli¢nih lokalitetah in v
razli¢nih letnih Casih (pregl 1). Vse zivali so bile do fiksacije vzdrzevane v speleoloskem
laboratoriju na Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete, v akvarijih z vodnimi
¢rpalkami in filtri, pri temperaturi 10° C in v stalni temi. Hranjene so bile enkrat tedensko s

postranicami (Crustacea: Amphipoda).
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Preglednica 1. Podatki o poskusnih zivalih

Oznaka

osebka

P 007
0]
P131
P132
P137
P145
P147
P149
P150
P151
P152
P157
P163
P165
P168
P169
P171
P176
P177
P181
P182
P187
P189
P192
PE
PS1
PS2
PS3
P4
P4
P5
P6

Letni cas DolZina osebka
Lokaliteta Datum fiksacije Masa Zivali (g)
fiksacije (mm)
Planinska jama 07.10.1977 jesen 240 /
Planinska jama 25.05.1984 pomlad 235 /
Planinska jama 15.12.1998 zima 250 /
Planinska jama 21.01.1999 zima 226 /
Planinska jama 14.04.1999 pomlad 222 /
Planinska jama 18.10.1999 jesen 262 22,00
Planinska jama 12.04.2000 pomlad 270 18,80
Otoki breg 16.06.2000 poletje 248 27,34
Otoki breg 27.10.2000 jesen 280 33,00
Otogki breg 27.10.2000 jesen 240 15,50
Kompoljska jama 30.01.2001 zima 260 16,90
Otoski breg 15.11.2001 jesen 285 33,40
Planinska jama 11.08.2003 poletje 246 20,37
Planinska jama 21.08.2003 poletje 270 23,35
Planinska jama 26.11.2003 jesen 257 21,69
Planinska jama 26.11.2003 jesen 243 19,95
Planinska jama 01.12.2004 zima 235 16,44
Planinska jama 28.01.2005 zima 243 15,30
Planinska jama 19.05.2005 pomlad 250 11,4
Gréarske ravne 06.12.2005 zima 223 13,33
Grcarske ravne 23.01.2006 zima 275 27,36
Izvir Krupe 06.11.2006 jesen 180 9,05
Izvir Krupe 12.07.2007 poletje 226 16,50
Izvir Zibri¢ice pri Dobmi¢u 15.05.2009 pomlad 232 16,40
nipoznana 14.05.1973 pomlad / /
nipoznana 25.02.1972 zima / /
nipoznana 27.05.1972 pomlad / /
nipoznana 10.10.1975 jesen / /
nipoznana 07.03.1975 pomlad / /
nipoznana / / 208 /
nipoznana / / 275 /
nipoznana / / 260 /
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3.2 METODE

3.2.1 Pregledovarijev s stereolupo

Izolirane in fiksirane ovarije Stirih osebkov (P140, P150, P165 in P192) smo pregledali pod
stereolupo. Na osnovi morfologije in velikostnega razreda smo dolocili zoritvene faze
oocit. Oocite posameznih zoritvenih faz smo nato izolirali in vklopili v paraplast ter
zoritveno fazo preverili Se na histoloSkem nivoju. Velikost oocit smo izmerili z
ra¢unalniskim programom Cell B, podatke pa smo obdelali v Excell-u. V ovarijih smo tudi

presteli oocite IV. zoritvene faze.

3.2.2 Parafinske rezine

3.2.2.1 Fiksacija tkiva in priprava parafinskih rezin

Ovariji so bili fiksirani v razli¢nih fiksativih (10% formalin, Bouin, Carnoy). Po fiksaciji
smo tkiva ustrezno spirali in dehidrirali v rastoci alkoholni vrsti. Posamezne jajéne celice
smo dehidrirali trikrat po 15 min v 70 % etanolu, sledila je dehidracija trikrat po 15 min v
96% etanolu, nato smo postopek ponovili v 100 % etanolu. Sledilo je bistrenje v ksilenu
dvakrat po 15 min in infiltracija v paraplast, dve menjavi (prvi¢ 4 ure, drugi¢ 12 ur). Pri
celotnih ovarijih je dehidracija v 70 % etanolu potekala dvakrat po 30 min, v 96 % etanolu
Stirikrat po 30 min ter ravno tako Stirikrat po 30 min v 100 % etanolu. Bistrenje v ksilenu
je potekalo dvakrat po 30 min in infiltracija v paraplastu z dvema menjavama (prvic 4 ure,
drugi¢ 12 ur). Parafinske vzorce smo rezali na 5 - 12 um debele rezine z mikrotomom

znamke Reichert Jung 2040.
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3.2.2.2 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

alipa nastane v prvemdelu 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 min), rezine smo nato prenesli v propanol (2 krat po 3 min) ter jih
hidrirali preko padajoce etanolne vrste (96 % in 70 % etanol, v vsakem 2 krat po 3 min) do
destilirane vode. Barvanju je sledilo spiranje z destilirano vodo in hidracija v 70 % in 96 %
etanolu (v vsakem 2 krat po nekaj sekund). Preparate smo prenesli v propanol (2 krat po
nekaj sekund) in jih zbistrili v ksilenu (2 krat nekaj sekund ali dlje). Na koncu smo na

vsako stekelce kapnili Pertex in ga prekrili s krovnim stekelcem.

3.2.2.2.1 Barvanje Hematoksilin — Eozin

Zelo razsirjena tehnika sploSnega histoloskega barvanja je barvanje tkiv s hematoksilinom
in eozinom. 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 ne

moremo dolociti kemijske sestave celic (Kiernan, 1990).

Hidrirane preparate smo prenesli v Weigertov zelezov hematoksilin (3 min) in jih sprali v
teko¢i vodi Jedra smo 2 min diferencirali s solno kislim alkkoholom (70 % etanol in
koncentrirana HC]) in jih sprali z destilirano vodo. Sledilo je barvanje z eozinom (3 min),

dehidracija, bistrenje in prekrivanje.
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3.2.2.2.2 Barvanje Masson - Fontana

Osnova metode Masson - Fontana je znacilnost nekaterih fenolnih substanc in derivatov
tirozina, da reducirajo srebrove raztopine v kovinsko srebro. Tak$no lastnost ima tudi
melanin, kar je osnova identifikacije po tej metodi. Zaradi redukcije se na melaninskih
granulah nalaga kovinsko srebro, zaradi Cesar se le-te obarvajo moc¢no ¢rno. Jedra se z

barvilom safranin obarvajo rdece do roza.

Fontana raztopino smo pripravili po slede¢em postopku: 20 ml 10 % raztopine srebrovega
nitrata dodajamo po kapljicah koncentrirano raztopino amonijaka, dokler se raztopina ne
zbistri; nato dodamo 20 ml destilirane vode in pustimo stati preko noci. Naslednji dan smo
hidrirane parafinske rezine obdelovali 10 min v lugolni raztopini (gram iodin) in jih nato
spirali pod teko¢o vodo. Sledilo je razbarvanje v 5 % natrijevem tiosulfatu (2 min). Po
nekaj minutah spiranja pod tekoco vodo smo rezine ¢ez no¢ pustili v temnem prostoru,
potopliene v prefiltrirani Fontana raztopini. Naslednji dan smo vzorce dobro sprali z
destilirano vodo, jih 3 min tretirali s 0,2 % AuCl in jih ponovno sprali z destilirano vodo.
Sledila je titracija z 5 % natrijevim tiosulfatom (2 min), spiranje pod teko¢o vodo (5 min)
ter kontrastiranje z 0,1 % safraninom (5 min). Rezine smo nato po klasi¢ni metodi

dehidrirali, zbistrili v ksilenu in prekrili.

Kot negativno kontrolo smo uporabili tkiva, ki smo jih predhodno 24 ur obdelovali z 10 %
vodikovim peroksidom. Reakcija Masson - Fontana je na tako obdelanem vzorcu

negativna.

3.2.2.2.3 Barvanje Alizarin red, Heidenhain ter Macfarlane

Preparati, obarvani z barvili Alizarin red, Heidenhain ter Macfarlane, so bili vzeti iz zbirke
skupine za Funkcionalno morfologijo vretencarjev. Barvanje Alizarin red je specializirano
za ugotavljanje prisotnosti kalcija, barvanje Heidenhain pa za prikaz jedrnih struktur med

celiénimi delitvami (Presnell in Schreibman, 1997).
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3.2.3 Poltanke in ultratanke rezine

3.2.3.1 Fiksacija tkiva in priprava poltankih in ultratankih rezin

Koscke tkiva smo fiksirali 3 ure v fiksativu Karnovsky z osmolarnostjo 307 mOsm/kg.
Karnovsky je meSanica 0,5 % paraformaldehida in 1,15 % glutaralaldehida v 0,05 M
kakodilatnem pufru (pH 7,4). Tkivo smo izpirali v izpiralni teko¢ini (0,05 M kakodolatni
pufer in 0,25 M saharoza) z osmolarnostjo 307 mOsm/kg (dve menjavi: preko noci in Se
Cez 2 uri). Sledila je postfiksacija v 2 % OsOy4 s fericianidom (2h in 30 min v temi, na
sobni temperaturi). Tkivo smo nato izpirali v destilirani vodi (3 menjave po 10 min). Nato
smo tkivo dehidrirali v 50 %, 70 %, 90 % in absolutnem alkoholu (v vsakem 2 menjavi po
15 min, v absolutnem alkoholu pa Se dodatno 30 min). Sledilo je vklaplanje v vklopni
medi Spurr (ERL), najprej v mesanici absolutnega alkohola in ERL (1:1) dvakrat po 15
min, nato v samem ERL (tri menjave: eno uro, nato preko no¢i in ponovno eno uro).

Polimerilizirali smo v sveZe pripravljenem ERL pri70° C (preko no€i).

Poltanke rezine debeline 0,5 um smo rezali s steklenimi nozi na ultramikrotomu Reichert
Ultracut S. Rezine smo polagali na kapljico destilirane vode na objektnem stekelcu ter jih
raztezali na termoploSCi pri temperaturi 96° C. Po 10 minutnem suSenju na termoplos¢i
smo rezine barvali z barvilom Azur II Methylene blue in objektno stekelce 15 sekund
segrevali nad plamenom Spiritnega gorilnika. Nato smo barvilo sprali z destilirano MiliQ

vodo in preparat ponovno postavili na termoplosco, dokler se ni posusil.

Ultratanke rezine smo rezali z diamantnim noZem Diatome ultra na ultramikrotomu
Reichert Ultracut S. Rezine smo prenesli na bakrene mrezice (nosilce preparata).
Ultratanke rezine smo kontrastirali z uranil acetatom (15 min) in svinéevim citratom (10

min) po postopkih Venable in Coggeshall (Bozzola in Russel, 1991).
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3.2.4 Mikroskopiranje

Anatomske preparate smo pregledovali s stereolupo Leica MZFLIII, in poslikali s
fotoaparatom NIKON E4500 ter s stereolupo z zivim zajemom slike Olympus SZX2-ILLT.
HistoloSke preparate in poltanke rezine smo pregledovali s svetlobnim mikroskopom

OPTON-Axioskop Zeiss in jih fotografirali z digitalnim fotoaparatom Canon DS 6041.

Ultratanke rezine smo pregledovali s presevnim elektronskim mikroskopom Philips CM

100 ter jih poslikali z digitalno kamero znamke Gatan BioScan Model 792.

Fotografije parafinskih, poltankih rezin in posnetke presevnega elektronskega mikroskopa
smo opremili z raCunalniskim programom Adobe Photoshop CS 2. S programom Excell
smo izraCunali povprecne velikosti oocit, standardne odklone za vsako zoritveno fazo ter
analizo variance med dolzino in maso telesa ter zrelostjo ovarija. Z Excell-om smo

oblikovali vse preglednice in grafe, ki so vkljuceni v diplomsko nalogo.



Zibert U. Zoritev oocit v ovariju moéerila (Proteus anguinus anguinus). 36

Dipl. delo, Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

4 REZULTATI

4.1 REPRODUKTIVNI CIKEL

4.1.1 Faze zoritve jajénih celic

S stereolupo smo v ovarijih dveh poleti Zrtvovanih osebkov (P149 in P165) in jeseni
zrtvovanega osebka (P150), upostevaje morfoloske znacilnosti in velikost oocit, dolo¢ili
zoritvene faze oocit. Posamezne zoritvene faze smo izolirali, jih vklopili v paraplast in
preverili njihove znacilnosti Se na histoloSkem nivoju. Izmerili smo velikosti oocit in
izracunali povpre¢no velikost ter standardni odklon za vsako zoritveno fazo (pregl 2). V

ovarijih omenjenih osebkov smo presteli oocite najbolj zrele zoritvene faze.

Oocite 1. zoritvene faze so prosojne z mle€no belim ali prosojnim jedrom. Premer oocit je
od 100 do 360 pum. Oocite II. zoritvene faze so manj prosojne, jedro je Se opazno.
Izmerjene velikosti so od 310 do 630 pm. V oocitah III. zoritvene faze jedro ni vidno,
oocite so bele in premera od 560 do 1050 um. Za oocite IV. zoritvene je znaCilna
enakomerna rjava pigmentiranost. Velike so od 950 do 1800 pm. I'V. zoritvena faza je tudi

najbolj zrela faza pregledanih ovarijev (N = 3). Nasteli smo od 32 do 55 oocit na ovarij.
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Preglednica 2. Morfoloski izgled in velikosti oocit posameznih zoritvenih faz.

VELIKOST I OOCIT C Ny
B e (o) P\?EVEII}(EOCSTN‘ \ | STANDARDNI ST,
: ODKLON (ym) | VZORCEV
min max (pm)
P149 100 360 198 59 29
P150 130 340 208 56 33
P165 100 300 207 69 22
250 um SKUPNO
e (0)1 100 360 205 60 84
P149 360 630 491 77 27
P150 330 620 448 95 21
P165 310 620 442 85 20
SKUPNO
OI1 310 630 463 87 68
P149 560 1050 759 124 27
P150 560 950 732 92 26
P165 580 1030 771 120 27
SKUPNO
Ol 560 1050 754 113 80
P149 1100 1480 1300 110 27
P150 950 1800 1211 221 18
P165 1130 1720 1484 139 21
SKUPNO
Oo1v 950 1800 1332 189 66

Legenda: Ol do OIV — zoritvene faze oocit.

Velikosti oogonijev pod stereolupo nismo dolocali, saj so bile povecave premajhne.
Izmerili smo jih na histoloSkih rezinah izoliranih in vklopljenih kos¢kov ovarija vseh treh

osebkov (P149, P150, P165).

Oogoniji so okrogle ali jaj¢aste oblike, pod stereolupo so prosojni. Izmerjena velikost je od
13 do 82 um, Kar 95 % oogonijev, ki smo jih zajeli v vzorec, se nahaja v velikostnem

razredu od 20 do 50 pm.

V steni ovarija so oogoniji posami¢no ali pa v skupkih ali gnezdih (sl. 2). Gnezda
oogonijev se pojavljajo ob oocitah zrelejsih zoritvenih faz. Stevilo oogonijev v skupku je
razli€no, od nekaj do preko dvajset. UpoStevaje lego njihovega jedra oogoniji v gnezdu

niso orientirani v isti smeri.
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Slika 2. Gnezdo oogonijev v steni ovarija. Poltanka rezina. Barvanje Azur Il Methylene Blue.

Pripregledu preparatov iz stare histoloske zbirke smo v ovarijih dveh osebkov (P7 in P47)
nasli oocite velikosti od 2090 do 3380 um. Glede na velikost in ostale znacilnosti sodijo v
V. zoritveno fazo. Citoplazmo oocite popolnoma zapolnjujejo rumenjakove plos€ice (sl
3a). Jedro je stisnjeno ob oolemo. Lipidnih kapelj med rumenjakovimi plos¢icami ni
opaziti, saj se pri fiksaciji tkiva niso ohranile (sl.3b). Oocito obdajajo vitelinska ovojnica,
ploscate celice folikularnega epitela, oziljen sloj vezivne teke ter ploScate celice zunanjega

epitela (sl. 3¢).

Slika 3 a - c. Oocita V. zoritvene faze premera 3380 um. a. Citoplazmo zapolnjujejo rumenjakove ploscice.
(RP). Jedro (N) je stisnjeno ob oolemo. b. Rumenjakove ploséice pod veéjo povecavo. Lipidnih kapelj ni
videti, saj se pri pripravi tkiva niso ohranile. ¢. Oocito obdajajo splo§éene celice folikularnega epitela, tanek
sloj vezivne teke ter splo§¢ene celice zunanjega epitela. Nfc — jedro celic folikularnega epitela. Nge — jedro

celic zunanjega epitela. a - ¢. Parafinske rezine. a. Barvanje Hematoksilin - Eozin. b - ¢. Barvanje Alizarin

red.
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4.1.2  Zrelost ovarija in letni ¢as

Zrelost ovarfja smo dolocili z najbolj zrelo zoritveno fazo oocit v ovariju. Zanimala nas je
korelacija med zrelostjo ovarija in letnim ¢asom. V raziskavo smo vkljucili 30 osebkov, ki
so bili zrtvovani v razlicnih mesecih leta (pregl 3). 10 osebkov (P132, P151, P152, P169,
P171, P181, P187, P4 do P6) je bilo vkljucenih ze v diplomsko nalogo Ive Talaber (2008),
z 19 osebki pa analizo dopolnjujemo. V vzorec so zajeti vsi meseci, razen septembra.

Stevilo osebkov v vzorcu za posamezen mesec variira od enega do pet osebkov.

V ovarijih vseh osebkov so vedno prisotni oogoniji ter previtelogene oocite I. in IL
zoritvene faze. Sest osebkov od tridesetih ni imelo vitelogenih oocit, najbolj zrela faza v
ovariju so bile oocite II. zoritvene faze (pregl. 3). Vecina teh osebkov je bila Zrtvovana v
novembru in decembru. Ostali osebki so imeli v ovariju tudi Ze vitelogene oocite. Devet
osebkov je imelo oocite III. zoritvene faze kot najbolj zrelo fazo zoritve, trinajst osebkov
IV. fazo zoritve in dva osebka V. fazo zoritve (pregl. 3). Vitelogene oocite III. in IV.
zoritvene faze se v ovarijih pojavljajo preko celega leta, torej v vseh mesecih leta. Oocite

V. zoritvene faze smo nasli le v ovarijih osebkov, Zrtvovanih oktobra in februarja.
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Preglednica 3. Zrelost ovarijev mocerila (Proteus anguinus anguinus) skozi leto. Zrelost smo dolo¢ili z

najbolj zrelo zoritveno fazo oocit v ovariju. Vzorec vkljucuje 30 osebkov.

Oznaka

ose bka

P171 ‘
P18l
P131
P132
P182
P176 *

P152

P047 W

DolZina Masa Zrelost ovarija
Datum Letni cas
telesa osebka
fiksacije fiksacije (0)11 (0111 o1v (0)%
(mm) ®

1.12.2004 zima 235 16,44 +

6.12.2005 zima 223 13,33 +
15.12.1998 zima 250 +
21.1.1999 zima 226 +
23.1.2006 zima 275 27,36 +

28.1.2005 zima 243 15,3 +

30.1.2001 zima 260 16,9 +

42.1981 zima 250 +
25.2.1972 zima +

73.1975 pomlad +
12.4.2000 pomlad 270 18,8 +
14.4.1999 pomlad 222 +
14.5.1973 pomlad +
15.5.2009 pomlad 232 16,6 +

19.5.2005 pomlad 250 11,4 +

25.5.1984 pomlad 235 +
27.5.1972 pomlad +

16.6.2000 poletje 248 27,34 +
12.7.2007 poletje 226 16,5 +

11.8.2003 poletje 246 20,37 +

21.8.2003 poletje 270 23,35 +
7.10.1977 jesen 240 +
10.10.1975 jesen +
18.10.1999 jesen 262 22 +
27.102000 jesen 280 33 +
27.10.2000 jesen 240 15,5 +

6.11.2006 jesen 180 9,05 +

15.11.2001 jesen 285 33,4 +
26.11.2003 jesen 257 21,69 +
26.11.2003 jesen 243 19,95 +

Legenda: * osebki (P147, P176 in P177) niso bili hranjeni 14 do 18 mesecev. OIl do OV — zoritvene faze

oocit.
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V vzorcu smo imeli tudi ovarije treh osebkov, ki se niso prehranjevali od 14 do 18
mesecev. V ovariju so imeli razli¢no zrele faze oocit, bodisi oocite II. faze zoritve, III. ali
pa IV. faze zoritve. Osebek, zrtvovan v januarju, je imel v ovariju najbolj zrelo oocito III.

zoritvene faze, osebka, zZrtvovana v aprilu in maju, pa IV. oz II. zoritveno fazo (pregl. 3).

V jamskem labolatoriju v Moulisu mocerili odlagajo jajca preko celega leta, z vecjo
preferenco odlaganja med oktobrom in marcem (Juberthie in sod., 1994). Zato smo
primerjali zrelost ovarijev osebkov, ki so bili Zrtvovani v obdobju ve¢je preference
odlaganja jajc, tj. od oktobra do marca (N = 19) z zrelostjo ovarijev osebkov, Zrtvovanih
izven tega obdobja, tj. od aprila do avgusta (N = 11) . Preko celega leta so v ovarijih oocite
bodisi II., III. ali pa IV. zoritvene faze. Oocite V. zoritvene faze pa smo zasledili le v

ovarijih dveh osebkov, zrtvovanih med oktobrom in marcem.

4.1.3 Povezanost dolZine in mase telesa z zrelostjo ovarija

Zanimala nas je povezanost med dolZino in maso telesa mocerila ter zrelostjo ovarija.
Zrelost ovarija smo dolo€ili z najbolj zrelo oocito v ovariju. V vzorec za statisti¢no analizo
so zajeti osebki s popolnimi podatki. Iz vzorca smo izlocili osebke, ki so stradali. Razpon
dolzine telesa osebkov je od 180 mm do 285 mm, razpon mase telesa pa od 9,05 g do 33,4
g (pregl. 3). IzraCunali smo varianco in naredili korelacijski graf med dolZino in maso ter

zrelostjo ovarijja.

Izkazalo se je, da je dolzina telesa statisticno znacilno povezana z zrelostjo ovarija (p =

0.028 < 0.05). Osebki z zrelejsimi ovariji so daljsi (sl. 4a, 5).

Prav tako je masa osebkov statisticno znac¢ilno povezana z zrelostjo ovarijev (p = 0.003 <

0.01). Osebki z zrelejSimi ovariji so masivnejsi (sl. 4b, 5).

Pri zrelosti ovarija moramo upoStevati oba parametra telesa (dolzino in maso telesa), saj sta

med seboj povezana.
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Slika 4 a-b. Povezanost med dolzino telesa in zrelostjo ovarija (a.) ter maso telesa in zrelostjo ovarija (b.).
Povezanost je prikazana z 95% intervali zaupanja. V vzorec je bilo vkljucenih 17 osebkov. Z 2 - 4 so

oznacene zrelostne faze oocit.
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Slika 5. Povezanost dolzine ter mase telesa z zrelostjo ovarija. V vzorec je vkljucenih 16 osebkov. Zrelost
ovarija smo dolocili z najbolj zrelo zoritveno fazo oocit v ovariju.V ovarijih dalj§ih in masivnejSih osebkov

so oocite zrelejSih zoritvenih faz (III. in IV. zoritvena faza).
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4.2  SPREMEMBE JEDRNIH STRUKTUR MED OOGENEZO

4.2.1 Jedro oogonija

Oogonij ima v interfazi mitotske delitve ovalno jedro, ki zavzema velik del volumna celice
(sL 6a). V njem prevladujejo obmocja evkromatina, naklju¢no pa se ob notranji membrani
jedrne ovojnice ter v nukleoplazmi pojavljajo otocki heterokromatina (sl. 6a in b). Jedrca

so malostevilna in v jedru interfaznih oogonijev teze prepoznavna od skupkov

heterokromatina.

Slika 6 a - b. Jedro oogonija. a. Oogonij v steni ovarija. b. Struktura jedra oogonija (N). Jedrna ovojnica je iz
notranje (inm) in zunanje membrane (onm), z vmesnim perinuklearnim prostorom (pnp). cyt in cyt OG —
citoplazma oogonija. ER — endoplazemski retikulum. evc — evkromatin. he - heterokromatin. L — lipidne
kapljice. m — mitohondrij. N OG — jedro oogonija. ne — jedra ovojnica. Nfc — jedro prefolikularne celice. a.

Poltanka rezina. Barvanje Azur II Methylene blue. b. TEM posnetek.

Pogoste so mitotske delitve oogonijev, ki so v skupkih ali gnezdih. V metafazi mitotske
delitve so kromosomi razporejeni v ekvatorialnem delu celice (sl 7a). Jedrnega ovoja ni. V
telofazi se v oogonijih ponovno oblikuje jedrni ovoj. Jedro ima nepravilno, reznjasto

obliko zrazlo¢no vidnimi od 1 do 4 jedrci (sl 7b in c).
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Slika 7 a - d. Oogoniji v procesu mitotske delitve. a. Oogonij v metafazi. Kromosomi (ch) so v ekvatorialnem
delu celice, jedmega ovoja ni. b in d. Oogonij v telofazi. Jedro ima nepravilno, reznjasto obliko ter
malostevilna jedrca (€rna puscica). del.v. — delitveno vreteno. L — lipidne kaplje. N — jedro oogonija. ne —
jedrma ovojnica. Nfc — jedro prefolikularne celice. OGi — oogonij v interfazi. a. Parafinska rezina. Barvanje
Masson - Fontana. b. Poltanka rezina. Barvanje Azur Il Methylene blue. ¢ - d. Parafinski rezini. Barvanje

Hematoksilin — Eozin.
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4.2.2 Jedro oocite 1. zoritvene faze

Po vstopu oogonijev v mejotsko delitev je na nivoju svetlobne mikroskopije tezko razlo¢iti
med fazami profaze 1. mejotske delitve, zato bomo spremembe v jedru opisali po

posameznih zoritvenih fazah oocit.

V sredis€u oocite 1. zoritvene faze je veliko, okroglo jedro (sl. 8, izsek, 9a, izsek). Na
obodu jedra je gostejSa, neprosojna masa (sl 8, izsek). Zaradi izmenjujo¢ih obmocij
temnejSega heterokromatina in svetlejSega evkromatina je jedro videti vakuolizirano (sl
9a). Jedrna ovojnica je gladka. Lahko je rahlo nagubana, pod njo so majhna jedrca. Na

obodu pre¢nega prereza jedra je priblizno 10 do 30 jedrc.

Slika 8. Oocite L. in II. zoritvene faze (OI in OII). N — jedro. Izsek. Oocita I. zoritvene faze pod vecjo
povecavo. GostejSa, neprosojna masa (bela puscica) tik ob jedru oocite I. zoritvene faze poudari obod

prozornega jedra. Stereolupa.
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4.2.3 Jedro oocite II. zoritvene faze

V IL. zoritveni fazi je okroglo jedro $e vedno v centralnem delu oocite (sl. 9b, izsek). Na
anatomskem nivoju je jedro gostejSe in bolj mle¢no belo od citoplazme (sl. 8). V
histoloskih rezinah je kromatin videti zelo zgoScen, tako da lahko v jedru razloc¢imo
posamezne kromatinske niti (sl 9b). Jedrna ovojnica je malo bolj nagubana kot v
predhodni fazi. Poveca se tudi Stevilo jedrc na obodu precnega prereza jedra. Presteli smo

od 15 do 40 jedre.

Slika 9 a - b. Struktura jedra v oociti I (sl. a) in IL. (sl. b) zoritvene faze ter njuna centralna lega v oociti
(izseka). b. V jedru oocite II. zoritvene faze so vidne posamezne kromatinske niti (rdeca puscica). cyt —
citoplazma. evc — evkromatin. hc — heterokromatin. N — jedro. n — jedrce. ne — jedma ovojnica. a - b.
Parafinske rezine. a. Barvanje Alizarin red oz Hematoksilin — Eozin (izsek). b. Barvanje Mallory -

Heidenhain.
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4.2.4 Jedro oocite III. in IV. zoritvene faze

Oocita III. zoritvene faze je na anatomskem nivoju neprosojna, zato jedro ni vidno. Ovalno
jedro lezi v centralnem delu oocite. Jedrna membrana je reznjasta (sl 10, izsek). Vidni so
veliki krtac¢asti kromosomi. Jedrca tik pod jedrno ovojnico so vecja, vendar jih je manj kot

v predhodni fazi. Na obodu jedra je 5 do 15 jedre (sl 10).

V IV. zoritveni fazi je jedro zelo podobno III. zoritveni fazi, le da je njegova ovalna oblika
Se bolj ocitna (sl 11la, izsek). Jedro pozne IV. zoritvene faze lezi izven centralne lege.
Oblika krtacastih kromosomov je zelo izrazita, sestavljeni so iz kromosomske osi in
lateralnih zank (sl. 11b).

Slika 10. Struktura jedra oocite I1I. zoritvene faze in njegova centralna lega v oociti (izsek). Vidne so zgodnje
oblike krtacastih kromosomov (rdeca puscica). cyt — citoplazma. N — jedro. n — jedrce. Parafinska rezina.

Barvanje Mallory - Heidenhain oz. Hematoksilin — Eozin (izsek).
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Slika 11 a - b. Struktura jedra oocite I'V. zoritvene faze. a. Jedro s krtacastimi kromosomi (rdeca puscica).
Izsek. Lega jedra izven centra. b. Krtacast kromosom pod veéjo povecavo. Vidna je kromosomska navidezna
os (¢rna pusdéica) ter lateralne zanke (bela puscica). cyt — citoplazma. N — jedro. n — jedrce. ne — jedma

ovojnica. Parafinske rezine. a - b. Barvanje Macfarlane oz. Alizarin red (izsekna sl a).

4.2.5 Jedro oocite V. zoritvene faze

V oociti V. zoritvene faze je zaradi zapolnjenosti citoplazme z rumenjakovimi plo§¢icami
jedro stisnjeno ob plazmalemo (sl. 12). Jedro je svetlo, evkromatsko. Ima podolgovato

obliko, ki je na konceh zozena ter ukrivljena.

Slika 12 a - b. Ob plazmalemi lezece jedro (N) oocite V. zoritvene faze. b. Jedro pod vecjo povecavo. ne —

jedma ovojnica. RP — rumenjakove plo§cice. a - b. Parafinska rezina. Barvanje Hematoksilin — Eozin.
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4.3 SPREMEMBE CITOPLAZEMSKIH STRUKTUR MED OOGENEZO

4.3.1 Rumenjakove ploscice

4.3.1.1 Rumenjakove plos¢ice v oociti I'V. zoritvene faze

Rumenjakove plos€ice se prvi€ pojavijo v citoplazmi oocite zgodnje IV. zoritvene faze, ko
je premer oocite priblizno 1100 um. Kopifijo se v ozkem robnem pasu med oolemo in
vakuolizirano osrednjo citoplazmo ter v citoplazmi tik ob jedru (sl 13). V osrednji
citoplazmi so rumenjakove plos¢ice manj Stevilne in razprSene (sl. 13b). Osrednja

citoplazma je vakuolizirana, ker se lipidi v procesu fiksacije niso ohranili.

Slika 13 a - b. Razporeditev rumenjakovih plo§¢ic v vitelogeni oociti zgodnje IV. zoritvene faze. a.
Koncentracija rumenjakovih ploséic je najvedja v citoplazmi tik ob jedru (RPs) in v ozkem robnem pasu
(RPp) med oolemo ter vakuoliziranim slojem citoplazme (V). V jedru (N) so vidni krtacasti kromosomi (bela
puscica) ter jedrca (n). Pod slojem kubi¢nih folikularnih celic je vidna vitelinska ovojnica (¢rma puscica), ki
pa je zaradi slabe fiksacije odstopila. b. Rumenjakove plo§cice (rdeca puscica) v osrednjem vakuoliziranem

sloju citoplazme. a— b. Parafinskirezini. Barvanje Hematoksilin — Eozin.
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V vitelogeni oociti pozne IV. zoritvene faze, ko je premer oocite priblizno 1500 um, se
robni sloj rumenjakovih plos¢ic razsiri in plastovito uredi (sl 14a). Tik pod oolemo so
rumenjakove plos¢ice manjse in svetleje obarvane, nad njimi je debel sloj vecjih in temneje
obarvanih rumenjakovih plos¢ic, s premerom 10 um. Rumenjakove plos¢ice imajo
homogen videz (sl 14b). V osrednji citoplazmi rumenjakovih plos€ic ni (sl. 14a).

Citoplazma tega dela je svetlejSa in izrazito vakuolizirana.

Slika 14 a - b. Razporeditev rumenjakovih plo§cic v vitelogeni oociti pozne IV. zoritvene faze. a. V robni
citoplazmi pod oolemo (P cyt) so manjSe rumenjakove ploscice (RPm). Med robno in osrednjo citoplazmo (C
cyt) je pas vecjih in zelo Stevilnih rumenjakovih ploscic (RPv). V centralni, deloma vakuolizirani citoplazmi
blizu jedra rumenjakovih plos¢ic ni. b. Rumenjakove plos¢ice pod vecjo povecavo. a - b. Parafinski rezini. a.

Barvanje Hematoksilin — Eozin. b. Barvanje Alizarin red.

4.3.1.2 Rumenjakove plos¢ice v oociti V. zoritvene faze

V vitelogeni oociti V. zoritvene faze, kjer je premer oocite ve¢ji od 2000 pm, rumenjakove
plos¢ice zapolnijo citoplazmo (sl. 15a). V citoplazmi, tik pod oolemo (sl 15b) so

rumenjakove plos¢ice manjSe in StevilénejSe kot v centralnem delu oocite (sl. 15c¢).
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Slika 15 a - c. Rumenjakove plo§cice oocite V. zoritvene faze. a. Rumenjakove plos¢ice (RP) zapolnijo
celotno citoplazmo oocite. b. ManjSe in StevilnejSe rumenjakove plo§cice robnega dela citoplazme, tik pod
oolemo. ¢. Rumenjakove ploscice centralnega dela oocite. a - ¢. Parafinske rezine. Barvanje Hematoksilin —

Fozin.

4.3.1.3 Zrele rumenjakove ploS¢ice in njihove predstopnje

S presevnim elektronskim mikroskopom smo pregledali vzorce vitelogenih oocit, ki
ustrezajo IV. zoritveni fazi. PovrSina oocite je nagubana v Stevilne dolge mikrovile. Na
bazi mikrovilov so invaginacije, v kortikalni citoplazmi pa Stevilni vezikli (sl 16a). Na

zunanjem obodu veziklov so elektronsko gosta zrna, ki oblikujejo plas¢ vezikla.

V citoplazmi oocite IV. zoritvene faze so rumenjakove plos€ice razlicnih zrelostnih faz,
med njimi tudi zrele (sl. 16b, 17b). V robnem delu citoplazme so zgodnja in pozna
multivezikularna telesa, ki so obdana z membrano in vkljucujejo razlicno elektronsko

gosto vsebino (sl. 16b).
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Zgodnje multivezikularno telo je skoraj v celoti zapolnjeno z elektronsko gosto maso, le v
centru so elektronsko svetlejSi vezikli. Pozna multivezikularna telesa imajo v centru

svetlejSo, zrnato vsebino, na periferiji pa so elektronsko goste mase.

Slika 16 a - b. Robna citoplazma vitelogene oocite IV. zoritvene faze. a. Nastajajo¢ klatrinski vezikel (PVi).
bMv — baza mikrovila. bela puscica - zrnat plas¢. PV - plas¢ni vezikel. b. Zgodnje multivezikularno telo
(MV1) z vezikli (bela puscica) ter pozno multivezikularno telo (MV2). m — mitohondrij. vER — vezkel
endoplazemskega retikuluma. a - b. TEM posnetek.

V centralnem delu citoplazme so z membrano obdane primordialne rumenjakove plos€ice,
ki vsebujejo kristalinsko telo, obdano z zrnatim, amorfnim materialom. Ob robu plos¢ic so

elektronsko svetli vezikli (sl. 17a).

V centralnem delu citoplazme so tudi zrele rumenjakove plosCice z enim ali dvema
elektronsko svetlima, kompaktnima kristalinskima telesoma (sl. 17b). Kristalinska telesa so
obdana z dvema, jasno lo¢enima slojema (sl 17b). Notranji sloj je elektronsko gostejsi od
zunanjega, ki lezi tik pod membrano rumenjakove plos¢ice. Poleg opisanih so prisotne Se

velike rastoce rumenjakove plos¢ice z ve¢ kristalinskimi telesi ter heterogeno notranjostjo.
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Slika 17 a - b. Centralna citoplazma vitelogene oocite IV. zoritvene faze. a. Primordialna rumenjakova
ploscica (RP1) s kristalinskim telesom (K) in amorfnim, zrnatim materialom. Kristalinsko telo je sestavljeno
iz kristalinske mreze (bela puScica). Na periferiji plo§cice so elektronsko svetli vezikli (rde¢a puscica). b.
Zrela rumenjakova ploscica (RP2) z enim ali dvema kristalinskima telesoma (K). Beli puscici oznacujeta
elektronsko razliéno gostasloja na obodu ploscice. Rdeca puséica oznacuje rasto¢o rumenjakovo plos¢ico. m

— mitohondrij. a - b. TEM posnetek.

4.3.2 Lipidne kaplje

4.3.2.1 Lipidne kaplje v oogonijih

V oogonijih so lipidne kaplje malostevilne in koncentrirane le na enem polu celice (sl
18a). V njihovi blizini so mitohondriji, vezikli endoplazemskega retikuluma ter vakuole z
elektronsko svetlo vsebino (sl. 18b). Lipidne kaplje so sferi¢ne, elektronsko goste strukture

s svetlejSim robom in elektronsko gostim plas¢em (sl 18c). Lahko so nepravilnih oblik.
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Slika 18 a - ¢. Oogonij (OG). a. V citoplazmi (cyt) je le nekaj ve¢jih lipidnih kapelj (L). b. Med lipidnimi
kapljami (L) so mitohondriji (m), vezikli endoplazemskega retikuluma (VER) ter vakuole. ¢. Lipidna kaplja
(L) ima elektronsko gosto sredico, svetlejSi rob (r]) in elektronsko gost plas¢ (Lp). bela pusScica —

plazmalema. N — jedro. a - c. TEM posnetek.
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4.3.2.2 Lipidne kaplje v oociti II. zoritvene faze

Zastopanost lipidnih kapelj se v previtelogenih oocitah izrazito poveca (sl. 19).
Zapolnjujejo skoraj celotno ooplazmo. Socasno so v oociti okrogle in izrazito nepravilno
oblikovane lipidne kaplje (sl 20). V centralni citoplazmi oocite z vec¢jo koncentracijo
lipidnih kapelj so le te izrazito nepravilnih oblik (sl. 20a), v njenem robnem delu pa je
oblika lipidnih kapelj pravilna (sl. 20d). Slednje se pojavljajo tudi v delu citoplazme z
manjSo lipidno vsebnostjo. Lipidne kaplje so elektronsko goste s svetlejSim robom. Obdaja
jih elektronsko gost zrnat plasc, ki je pri nepravilno oblikovanih lipidnih kapljah posebno
izrazit (sl 20b).

V delu citoplazme z nepravilno oblikovanimi lipidnimi kapljami manj$e kaplje obdajajo
vecje (sl 19 izsek, 20a). Med lipidi so mitohondriji in membrane endoplazemskega

retikuluma. Pogosta so tudi mielinska telesa iz krozno naloZenih membran (sl. 20c).

Slika 19. Previtelogena oocita II. zoritvene faze premera 360 pm. V citoplazmi je veliko lipidnih kapelj
pravilnih (Lo) in nepravilnih oblik (Lz). Izsek. V predelu citoplazme z nepravilno oblikovanimi kapljami,
manjSe kaplje (¢rna puscica v izseku) obdajajo veéje. Nfc — jedro celice folikularnega epitela. Nge — jedro
celice zunanjega epitela. PvP — perivitelini prostor. t — sloj vezivne teke. Poltanka rezina. Barvanje Azur II

Methylene Blue.
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Slika 20 a - d. Lipidne kaplje v citoplazmi previtelogene oocite Il. zoritvene faze. a. Obmocje nepravilno
oblikovanih lipidnih kapelj pod manjSo povecavo, kjer poteka zlivanje vec¢jih kapelj z manj§imi. Membrane
endoplazemskega retikuluma - rdeca puscica. b. Lipidna kaplja (L) z elektronsko gostim, zrnatim plasc¢em
(Lp) c. Mielinsko telo (My) iz krozno zloZenih membran (bela puscica) ob lipidni kaplji (L). d. Okrogla
lipidna kaplja. ER — endoplazemski retikulum. m - mitohondrij. a - d. TEM posnetek.
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4.3.2.3 Lipidne kaplje v oociti III. zoritvene faze

Na histoloskih rezinah je citoplazma oocit II1. zoritvene faze vakuolizirana, saj se lipidipri

pripravi tkiva niso ohranili. Vakuoliziranost citoplazme nakazuje zastopanost lipidnih

kapelj predvsem v robnem in centralnem delu citoplazme (sl. 21).

Slika 21 a — b. Vitelogena oocita IIl. zoritvene faze premera 890 pm. a. Vakuolizirana robna (P cyt) in
centralna citoplazma (C cyt) nakazujeta zastopanost lipidov, ki se pri pripravi tkiv niso ohranili. b. Robna
citoplazma pod vecjo poveCavo. kc — krvna celica N - jedro. n — jedrce. Nfc — jedro celice folikularnega
epitela. Nge — jedro celice zunanjega epitela. Nt — jedro celice vezivne teke. ve — vitelinska ovojnica. a - b.

Parafinski rezini. Barvanje Hematoksilin — Eozin.

4.3.2.4 Lipidne kaplje v oocit I'V. zoritvene faze

Citoplazma vitelogene oocite IV. zoritvene faze je izrazito slojevita zaradi razporeditve
rumenjakovih plos¢ic in lipidnih kapelj (sl. 22a, ¢, 23). Opazili smo razlike v ureditvi

slojevitosti med vegetalnim, osrednjim ter animalnim polom oocite.

Na pre¢nem prerezu vegetalnega pola oocite so vidni trije sloji: robni, povezovalni in
centralni sloj (sl 22a). V robnem sloju so majhne rumenjakove plos¢ice ter malostevilne,
majhne lipidne kapljice (sl. 22b). Slednje so v povezovalnem sloju vecje in StevilénejSe.

Vecje lipidne kaplje so obkrozene z nekaj manjSmi (sl. 22d). Med lipidnimi kapljami so
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skupki ve¢jih rumenjakovih plos€ic (sl 22b, d). Centralni sloj citoplazme v celoti
zapolnjujejo le lipidi (sl. 22a).

Na pre¢nem prerezu osrednjega dela vitelogene oocite IV. zoritvene faze je citoplazma
videti Stirislojna (sl. 22c). Robni in povezovalni sloj sta podobna kot na prerezu
vegetalnega pola oocite. Lipidni sloj se pomakne bolj na periferijo in je videti brez
rumenjakovih plos¢ic. Koncentracija lipidnih kapljic se postopno zmanjSuje proti
homogenemu, centralnemu sloju citoplazme, kjer ni ne lipidnih kapelj ne rumenjakovih

ploscic.
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Slika 22 a - d. Slojevita ureditev citoplazme vitelogene oocite V. zoritvene faze. a. Pre¢ni prerez vegetalnega

pola oocite. Citoplazma je urejena v tri sloje: robnega (1.), povezovalnega (2.) in centralnega (4.). b. Preéni
prerez vegetalnega pola oocite pod veéjo povecavo. Na prehodu robnega (1.) v povezovalni sloj (2.) postajajo
lipidne kapljice in rumenjakove ploscice vse vecje in StevilénejSe. ¢. Pre¢ni prerez osrednjega dela oocite. Od
roba oocite proti centru si v osrednjem delu oocite sledijo Stirje sloji citoplazme: robni (1.), povezovalni (2.),
lipidni (3.) in centralni (4.). d. Citoplazma povezovalnega sloja z rumenjakovimi plos¢icami (RP) ter
lipidnimi kapljami (L). m — mitohondrij. Nfc — jedro celice folikularnega epitela. Nt — jedro celice vezivne
teke. Nge — jedro celice zunanjega epitela. ve — vitelinska ovojnica. bela puscica — perivitelini prostor. a - ¢.

Poltanke rezine. Barvanje Azur II Methylene Blue. d. TEM posnetek.
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Na pre¢nem prerezu animalnega pola vitelogene oocite IV. zoritvene faze so prav tako
vidni $tirje sloji citoplazme s podobno vsebnostjo ter razporeditvijo rumenjakovih ploscic
in lipidnih kapelj kot na pre¢nem prerezu osrednjega dela oocite (sl 23). Sloj lipidnih
kape} je nekoliko 0zji. Centralna, homogena citoplazma, v kateri se nahaja jedro, se razsiri
(sl 23a). Na parafinskih rezinah je razporeditev slojev citoplazme na pre€enem prerezu
oocite I'V. zoritvene faze podobna opisanim na poltankih rezinah, le da povezovalni sloj ni
viden (sl 23b). Lipidni sloj pa je videti vakuoliziran, ker se lipidi niso ohranili med

postopkom priprave parafinskih rezin.

Slika 23 a - b. Pre¢ni prerez animalnega pola vitelogene oocite IV. zoritvene faze. a. Od roba oocite proti
centru si sledijo Stirje citoplazemski sloji: robni (1.), povezovalni (2.), lipidni (3.) in centralni (4.) z jedrom
(N). b. Na parafinski rezini je razporeditev slojev podobna, le da ni izraZzen povezovalni sloj (2.), lipidni sloj
(3.) pa je vakuoliziran. n. jedrce. a. Poltanka rezina. Barvanje A zur Il Methylene Blue. b. Parafinska rezina.

Barvanje Alizarin red.

4.3.3 Pigmentne granule

S histokemijskim barvanjem Masson - Fontana smo na parafinskih rezinah identificirali in

lokalizirali melaninske granule v oociti.

Pigmentne granule se pojavijo v skupkih tik pod plazmalemo oocite III. zoritvene faze (sl
24a). V oociti IV. zoritvene faze se pod plazmalemo oblikuje enakomerno $irok sloj
pigmentnih granul (sl 24b). V tej zoritveni fazi je na anatomskem nivoju zunanjost oocite

dokaj enakomerno rjavo pigmentirana (sl 24c).
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500 um

Slika 24 a - c. Razporeditev pigmentnih granul v oociti III. in IV. zoritvene faze. a. V oociti III. zoritvene
faze so v citoplazmi (cyt) tik pod plazmalemo vidni posami¢ni skupki pigmentnih granul (bela puscica).
Izsek: Pigmentne granule (bela puscica) pod vecjo povecavo. b. V citoplazmi (cyt) oocite IV. zoritvene faze
se pod oolemo Ze oblikuje kontinuiran sloj pigmentnih granul (bela puscica). c. Enakomerna pigmentiranost
(bela puscica) oocite IV. zoritvene faze. Nfc — jedro celice folikularnega epitela. Nt — jedro celice vezivne
teke. Nge — jedro celice zunanjega epitela. k¢ — krvna celica v vezivni teki. ve — vitelinska ovojnica. Hve —
homogeni sloj vitelinske ovojnice. Mv — mikrovili cone radiate. a - b. Parafinski rezini. Barvanje Masson -

Fontana. c. Stereolupa.

Sloj pigmentnih granul v oociti V. zoritvene faze je tik pod oolemo. Pigmentne granule so

razprSene tudi med rumenjakovimi plos¢icami robne citoplazme (sl. 25).
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Slika 25. Pigmentne granule v oociti V. zoritvene faze. Izsek. Posamine pigmentne granule med
rumenjakovimi ploS€icami pri vecji povecavi (¢rma puscica). ¢rna pusica — pigmentna granula. RP —
rumen jakove ploscice. sloj PG — sloj pigmentnih granul. ve — vitelinska ovojnica. Parafinska rezina. Barvanje

Hematoksilin — Eozin.
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4.4 SPREMEMBE FOLIKULARNEGA OVOJA

4.4.1 Prefolikularne celice oogonija

Oogonije obdajajo malostevilne, vretenasto oblikovane prefolikularne celice (sl 26).

Celice ne tvorijo sklenjenega ovoja okrog oogonija, njegova plazmalema meji na

plazmalemo prefolikularne celice ter na oolemo sosednjega oogonija (sl. 26).

Slika 26 a - b. Razporeditev prefolikularnih celic v gnezdu oogonijev. Jedro prefolikularnih celic (Nfc) je
podolgovato in ovalno. Plazmalemi dveh sosednjih oogonijev se stikata (bele puscice). cyt — citoplazma
oogonija. N — jedro oogonija. a. Poltanka rezina. Barvanje Azur IT Methylene Blue. b. Parafinska rezina.

Barvanje Masson — Fontana.

Vecino volumna prefolikularne celice zavzema podolgovato ovalno jedro, ki ima jasno
lo¢ena obmocja evkromatina in heterokromatina (sl 27a). Citoplazme je malo in vkljucuje
intermediarne filamente, mitohondrije, vezikle endoplazemskega retikuluma ter ribosome

(sl 27b).
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Slika 27 a - b. Prefolikularna celica oogonija. a. Vretenasto oblikovano jedro prefolikulne celice (Nfc) z
obmo¢ji heterokromatina in evkromatina b. V citoplazmi prefolikularne celice so intermediamni filamenti (f),
mitohondriji (m) ter vezikli ER (v). cyt fc — citoplazma prefolikularne celice. N OG — jedro oogonija. plfc —

plazmalema prefolikulame celice. ip - intercelulari prostor. ¢rna pu§c¢ica — oolema. a— b. TEM posnetek.

Med plazmalemo prefolikularne celice in plazmalemo oogonija je medceli¢ni prostor (sl
28). V njem so vezikli in multivezikularna telesa. Mestoma prihaja do neposrednega stika

med prefolikularno celico in oogonijem, ki omogoc¢a prehajanje snovi med celicama.

Slika 28. Medceli¢ni prostor (ip) med oolemo (plo) in plazmalemo prefolikularmne celice (plfc). cyt fc —

citoplazma prefolikularme celice. cyt jc - citoplazma oogonija. MV — multivezikularno telo. TEM posnetek.
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4.4.2 Folikularni ovoj oocite 1. in II. zoritvene faze

Oocite I. in II. zoritvene faze obdajajo malostevilne, splosc¢ene celice folikularnega epitela
(sl 29). Jedra teh celic so podolgovata, vretenasta in zavzemajo vec¢jidel volumna celice.

Jasno so izrazena obmocja evkromatina in heterokromatina (sl. 30a).

Proti povr§ini ovarija so celice folikularnega epitela obdane s plos¢atimi celicami

zunanjega epitela ovarija (sl 29a, 30a). Med epiteloma je tanka vezivna teka (sl. 30).

Slika 29 a - b. Splo§c¢en folikularni epitel okoli oocite. a. Oocita I. zoritvene faze. b. Oocita II. zoritvene faze.
cyt — citoplazma oocite. N — jedro oocite. n — jedrce. Nfc — jedro celice folikularnega epitela. Nge — jedro

celice zunanjega epitela. a - b. Parafinski rezini. Barvanje Hematoksilin — Eo zin.

Jedro celic folikularnega epitela oocit I1. zoritvene faze je proti oociti reznjasto (sl. 30). V
citoplazmi so wvecje vakuole (sl 30), mitohondriji, vezikli, intermediarni filamenti,

ribosomi ter obmocja vecje elektronske gostote (sl. 31).

Med plazmalemo oocite II. zoritvene faze in plazmalemo celic folikularnega epitela je
perivitelini prostor. V njem so citoplazemski izrastki obeh tipov celic: mikrovili oocite in
makrovili celice folikularnega epitela (sl. 31a, 32a). Posamic¢ni dolgi in tanki makrovili
celic folikularnega epitela prihajajo v stik z oolemo (sl. 32b). V perivitelinem prostoru so
vezikli ter material nizke elektronske gostote. Robna citoplazma oocite ob bazi mikrovilov

je elektronsko gostejSa od preostale ooplazme (sl 32a). PovrSina oocite je zaradi
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mikrovilov, klatrinskih jarkov in kript (vdolbina med bazami mikrovilov) zelo razgibana.

Mikrovile imajo tudicelice zunanjega epitela ovarija (sl. 30b).

Slika 30 a - b. Folikularni ovoj oocite II. zoritvene faze. K folikularnemu ovoju prispevajo folikulami epitel
(fe), vezivna teka (t) in zunanji epitel ovarija (ge). V citoplazmi celic folikularnega epitela so velike vakuole

(va). V perivitelinskem prostoru (PVP) so mikrovili oocite (Mv) in makrovili celic folikularnega epitela. cyt

O — citoplazma oocite. Nfc — jedro celice folikularnega epitela a. Poltanka rezina. Barvanje Azur II

Methylene Blue. b. TEM posnetek.

Slika 31 a - b. Citoplazma celice folikularnega epitela. V citoplazmi (cyt fc) so mitohondriji (m), vezikli (v),
intermediamni filamenti (mf), ribosomi ter obmocja vecje elektronske gostote (bela puséica). Mv — mikrovili
in makrovili. Nfc — jedro celice folikularnega epitela. plfc — plazmalema celic folikularmega epitela. PVP -

perivitelini prostor. t — vezivna teka. a - b.TEM posnetek.
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Slika 32 a - b. Mikrovili in makrovili v perivitelinem prostoru (PVP). a. PovrSina oocite z mikrovili (Mv), ki
izra§cajo iz elektronsko gostejSe kortikalne citoplazme (puscica.). b. Makrovil (Mav) folikulame celice se
prilega ob oolemo (rdeca puscica). bMv — baza mikrovilov. cyt O — citoplazma oocite. k — kripta. L — lipidna

kaplja. m — mitohondrij. Nfc — jedro celice folikularega epitela. v — vezikel. a- b. TEM posnetek.

4.4.3 Folikularni ovoj oocite IIL. in I'V. zoritvene faze

Okoli oocite III. in I'V. zoritvene faze je folikularni ovoj debelejsi (sl 33, 34). Od povrsine
ovarija si sledijo zunanji epitel ovarija, vezivna teka, folikularni epitel in acelicna
vitelinska ovojnica. Celice folikularnega epitela so StevilnejSe in visje kot v predhodni

zoritveni fazi. Njihova jedra so tudi bolj ovalna. Sloj vezivne teke je tudi Ze oZiljen.

Vitelinska ovojnica oocit III. zoritvene faze je tanka in kontinuirana (sl 33). Oocite IV.
zoritvene faze pa imajo slojevito vitelinsko ovojnico (sl. 34). V delu perivitelinega prostora
med mikro in makrovili je elektronsko gost pas vitelinske ovojnice, cona radiata, ki je na
histoloskih rezinah videti progasta (sl 34a, izsek). Med cono radiato in folikularnim

epitelom je elektronsko svetel homogen pas vitelinske ovojnice (sl. 34c¢).

Celice folikularnega epitela so v IV. zoritveni fazi kubi¢no oblikovane z ovalnim jedrom.

Citoplazma je izrazito vakuolizirana (sl 34).
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V vezivni teki je veliko vezivnega tkiva, kolagenih vlaken in krvnih zil. Jedra celic vezivne

teke in zunanjega epitela ovarija so elipsoidna (sl. 34).

Slika 33. Primerjava folikulamega ovoja II. in III. zoritvene faze. Celice folikularnega epitela oocite II.
zoritvene faze (OII) so manjStevilne ter bolj sploséene od celic folikularnega epitela oocite III. zoritvene faze
(OII). Vezivna teka (t) okoli oocite III. zoritvene faze je oziljena, izrazita je tudi vitelinska ovojnica (ve).
Nfc — jedro celice folikularnega epitela. Nge — jedro celice zunanjega epitela. Parafinska rezina. Barvanje

He matoksilin — Eo zin.
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Slika 34 a - c. Folikularni ovoj oocite IV. zoritvene faze. Jedra celic folikularnega epitela (Nfc) so ovalna,
citoplazma je izrazito vakuolizirana (va). c¢. in izsek sl.a. Vitelinska ovojnica (ve) je slojevita, urejena v
notranjo cono radiato (ZR) in homogeni zunanji sloj (Hve). cyt fc — citoplazma celice folikularega epitela.
ge — zunanyji epitel ovarija. Nge — jedro celice zunanjega epitela. Nt — jedro celice vezivne teke. p - pigmentne
granule. PVP — perivitelini prostor. a. Poltanka rezina. Barvanje Azur II Methylene Blue oz Parafinska

rezina. Barvanje Masson — Fontana (izsek). b - ¢. TEM posnetek .
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4.4.4 Folikularni ovoj v V. zoritveni fazi

Okoli oocite V. zoritvene fazi si proti povrSini ovarija sledijo vitelinska ovojnica (sl. 25),

ploscati folikularni epitel, oziljen sloj vezivne teke ter plos€ati zunanji epitel (sl 35a).

Slika 35 a - b. Folikularni ovoj oocite V. zoritvene faze. b. Oziljena vezivna teka. eri - eritrocit, gra -
granulocit. Nfc — jedro celice folikularnega epitela. Nge - jedro celice zunanjega epitela. t — sloj vezivne teke.

a - b. Parafinski rezini a. Barvanje Alizarin — red. b. Barvanje Hematoksilin — Eozin.
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4.5 ATRETICNA TELESA

Pri pregledu ovarjev s stereolupo smo opazili jajéne celice marmoriranega videza, s
premerom od 1150 do 1620 um (sl. 36). Marmorirane jajéne celice smo izolirali in naredili

histoloSke rezine. Izkazalo se je, da so degenerirajocCe oocite vitelogene faze.

Slika 36. Marmoriran videz degenerirajo¢ih vitelogenih oocit premera oocit od 1150 do 1620 um. Bela

puscica oznacuje neenakomerno pigmentiranost. Posnetek s stereolupo.

Na histoloSkem nivoju je takSno vitelogeno atreticno telo urejeno v zunanjo celi¢no
kapsulo in notranji ovulacijski prostor (sl. 37). Celicno kapsulo sestavljajo transformirane
celice folikularnega epitela, oZiljena in hipertrofirana vezivna teka ter zunanji epitel
Transformirane celice folikularnega epitela so tudi v ovulacijski prostoru, kamor se
infiltrirajo tudi krvne celice. V ovulacijskem prostoru, v celicah folikularnega epitela ter
vezivne teke so skupki pigmentnih granul (sl 38a). Rumenjakove plos¢ice so veCinoma ze

razgrajene (sl. 38b).
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Slika 37. Atretino telo premera 1430 um iz zunanje celicne kapsule (Ka) in notranjega ovulacijskega
prostora (OP). Transformirane celice folikularnega epitela (tfc) so v kapsuli in tudi ovulacijskem prostoru.
Izsek. Folikulama celica pod veéjo povedavo z jedrom (N), jedrcema (rdeda puséica) in pigmentnimi
granulami (p).

t —vezivna teka. bela puscica — eritrociti. Parafinska rezina. Barvanje Hematoksilin — Eozin.

Slika 38 a - b. Ovulacijski prostor atreticnega telesa pod vecjo povecavo. a. Melaninski skupki. b. Razgrajene
rumenjakove ploscice (drp) ter transformirane celice folikularnega epitela (tfc). a - b. Parafinski rezini.

Barvanje Hematoksilin — Eozin.
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Razen zgoraj opisanega atretiCnega telesa sta se v ovarijih pojavljali Se dve morfoloski
obliki vitelogenih atreti¢nih teles, ki sta se razlikovali od prej$Snje glede na spremembe v

folikularnem ovoju in v oociti.

Pri atretiCnem telesu z nespremenjeno obliko rumenjakovih plos€ic (sl. 39) so celice
folikularnega epitela hipertrofirale in se vrinile v robno citoplazmo degenerirajoce oocite.
V citoplazmi celic folikularnega epitela so pigmentne granule. Celice vezivne teke in

zunanjega epitela imajo nespremenjen videz. Vitelinska ovojnica pa je Ze razgrajena.

Slika 38. Atreticno telo premera 2800 pum z nespremenjeno obliko rumenjakovih plosc¢ic (RP). tfc -
transformirana celica folikularnega epitela. rdeca puscica — pigmentne granule. ¢rna puscica — jedro celice

vezivne teke. Parafinska rezina. Barvanje Hematoksilin — Eozin.

Pojavlja se Se veccelina oblika atreticnega telesa (sl 40) iz transformiranih celic
folikularnega epitela in pigmentnih skupkov. Premer teh atretiCnih teles je bistveno manjsi
od 100 do 680 pm. Celice folikularnega epitela so pogosto v procesu mitotske delitve (sl
39b). V veccelicnem telesu so tudi zrnate krvne celice, ki se z eozinom obarvajo intenzivno

roznato (sl. 39c¢).
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Slika 40 a - c. Veccelicno atreticno telo premera 490 pm. a. Transformirane folikulame celice, pigmentni
skupki (p) ter krvne celice (bela puséica) b. Mitotska delitev transformirane celice folikularmega epitela. c.

Zmata krvna celica pod vecjo povecavo. a- c. Parafinske rezine. Barvanje Hematoksilin — Eozin
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S RAZPRAVAIN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Reproduktivni cikel

5.1.1.1 Faze zoritve jaj¢nih celic

V ovariju moCerila Proteus anguinus anguinus so bili do sedaj opisani oogoniji in Stiri
zoritvene faze oocit; dve previtelogeni in dve zgodnji vitelogeni (Talaber, 2008). Z
vkljucitvijo novih osebkov v raziskavo oogeneze mocerila smo v ovariju dveh osebkov od
dvaintridesetih naSli oocite, ki ustrezajo V. zoritveni fazi Oocite te faze so vecje od
dosedanjih, njihov premer je od 2090 do 3380 um. Citoplazmo oocit zapolnjujejo
rumenjakove ploscice, jedro pa je pomaknjeno na periferijo. UposStevaje njihovo velikost
oocite Se niso preovulacijske, saj je velikost odloZzenih jajénih celic mocerila vecja,

priblizno od 4 do 5 mm (ustni vir, Aljancic).

Po Dumontu (1972) je jedro preovulacijske oocite potisnjeno ob njen skrajni rob,
folikularne celice okoli nje pa so sploScene, kar opazimo tudi pri oociti V. zoritvene faze
mocerila. Zaradi slabe ohranjenosti materiala in ker smo imeli v tem primeru na razpolago
le parafinske rezine nismo uspeli ugotoviti kako je z ostalimi znailnostmi, kot so
dvoslojna vitelinska ovojnica z manj Stevilnimi mikrovili v preovulacijskem prostoru,
poravnanost kortikalnih granul tikk pod plazmalemo, pomik jedrc v sredisce jedra ter
nagubanost jedrne membrane na vegetalnem polu. Nastete znacilnosti bi pripomogle

prepoznati preovulacijsko fazo oogeneze od njene predhodne faze.

Velikostni razred in morfoloSke znacilnosti preostalih zoritvenih faz oocit se skladajo z
zoritvenimi fazami, ki jih opisuje Iva Talaber (2008). Previtelogene oocite I. zoritvene faze

s premerom od 100 do 360 um so prosojne s prosojnim ali mle¢no belim jedrom.
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Previtelogene oocite II. zoritvene faze so Se nekoliko prosojne, tako da je jedro Se vidno,
velike so od 310 do 630 um. Oocite III. zoritvene faze so neprosojne, velikosti od 560 do
1050 pm, jedro ni vidno. Oocite IV. zoritvene faze, premera od 950 do 1800 pm, so
enakomerno rjavo pigmentirane zaradi enakomerno Sirokega sloja melaninskih granul tik

pod oolemo.

V ovarijih manjSega Stevila osebkov mocerila smo pod stereolupo presteli najzrelejse
oocite. To so bile oocite IV. zoritvene faze, nasteli smo jih od 32 do 55. Samica mocerila
odloZi okoli 70 jajc (Alanci€c in Aljanci¢, 1998) in temu ustrezno je tudi Stevilo
dozorevajo¢ih oocit v ovariju. Stevilo odloZenih jajc pri dvozivkah je vrstno specifiéno
(Duellman in Trueb, 1985). V ovariju krempljicarke Xenopus laevis je skupno Stevilo
vitelogenih ter preovulacijskih oocit ocenjeno na priblizno petnajst tiso¢ (Callen in sod.,
1986). Petina oz Ccetrtina oocit je v zgodnejSi vitelogeni fazi zoritve, delez zrelih

preovulacijskih oocit pa od 6 do 7 %.

5.1.1.2  Letno spreminjanje zoritvenih faz v ovariju

Prisinhronem razvoju oocit dvozivk je zoritev oocit socasna, v ovariju prevladujejo oocite
le ene zoritvene faze (Sharon in sod., 1997). Med dvozivkami je poznan tudi asinhron
razvoj oocit, kjer so soasno v ovariju oocite razlicnih zoritvenih faz. DeleZi oocit v
razli€nih fazah zoritve se sezonsko spreminjajo (Pancharatna in Saidapur, 1985). Asinhron

razvoj oocit ima tudi moceril, saj so v njegovem ovariju so¢asno oocite razli¢nih zoritvenih

faz.

V ovarijih mocerila vedno najdemo oogonije ter oocite I. in II. zoritvene faze ne glede na
letni Cas. Zastopanost oogonijev in zgodnjih previtelogenih oocit v ovariju neodvisno od
letnega Casa opisujejo tudi za nekatere brezrepce (Callen in sod., 1980, cit. po Callen in
sod., 1986; Sretarugsa in sod., 2001). Pripisujejo jim vlogo zaloge oocit za zoritve. Pri
krempljicarki Xenopus laevis ter navadni krastaci Bufo bufo se zaloga previtelogenih oocit
pojavi kmalu po metamorfozi in ostane prisotna tekom celotnega reproduktivnega obdobja

zivali (Jorgensen, 1973, Callen in sod., 1980, cit. po Callen in sod., 1986).
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Vitelogene oocite III. in I'V. zoritvene faze najdemo v ovariju mocerila kadarkoli med
letom, kar je v svoji diplomski nalogi opisala ze Iva Talaber (2008). Od letnih Casov
neodvisna zastopanost vitelogenih oocit v ovarijju izkazuje mocerilovo sposobnost
reprodukcije in odlaganja jajc kadarkoli med letom. To potrjujejo tudi rezultati 35 letne
gojitve in razmnozevanja mocerila v jamskem laboratoriju v Moulisu v Franciji (Juberthie
in sod., 1996), s preferenco odlaganja jajc od oktobra do marca. PogostejSe odlaganje jajc v
zimskem obdobju je opazil tudi Aljan¢i¢ (ustni vir) pri gojitvah in razmnoZzevanju
mocerilov v laboratoriju s seminaravnimi pogoji v Tularju pri Kranju. V ovarijih dveh

osebkov zrtvovanih v oktobru in februarju smo nasl zrelejSe oocite V. zoritvene faze.

Od letnih ¢asov neodvisen cikel oogeneze je zaradi stalnosti razmer znacilen za tropske
dvozivke (Pancharatna in Saidapur, 1985), seveda pa so reproduktivni cikli bistveno krajsi
od mocerilovega. Ta je zaradi nacela energijske skromnosti, ki je nujna za prezivetje v s
hranili revnih okoljih, prisiljen v dalj$i, veCleten razmnoZevalni cikel. Samicke naj bi

odlagale jajca v 6 do 7 letnih intervalih (Juberthie in sod., 1996, Aljan¢i¢, ustni vir).

5.1.1.3 Povezava dolzine in mase telesa z zrelostjo ovarija

Analiza variance je pokazala, da med dolzino in maso telesa ter zrelostjo oocit v ovariju
mocerila obstaja povezava. V ovarfju daljSih in masivnejSih osebkov so prisotne oocite

zrelejSih zoritvenih faz.

Osebki, ki so bili vkljuceni v raziskavo, so v dolzino merili od 180 mm do 285 mm. Pri
dolzini telesa od 140 do 180 mm so mocerili Ze spolno zreli, reproducirati pa se za¢no pri
dolzini od 200 do 240 mm (Durand in Delay, 1980). Razen ene samice so bile v nasSo
raziskavo zajete spolno zrele samice s sposobnostjo reprodukcije. V ovariju najmanjSega
osebka (180 mm) je najzrelejSa oocita previtelogena oocita II. faze zoritve. V ovarijih
ostalih vec¢jih osebkov pa zasledimo veliko variabilnost v zrelosti ovarijev. Najvec osebkov
(N=13) je imelo najzrelejSe oocite V. zoritvene faze, le dva pa oocite V. zoritvene faze. V

nekaj primerih (N=4) pa so bile oocite II. zoritvene faze najzrelejSa faza.

Iz vzorca so bili izkljuceni ovariji osebkov, ki se niso hranili od 14 do 18 mesecev. Zrelost

ovarijev je bila razlicna, vkljucevali so bodisi IL., III. ali pa IV. najzrelejSo fazo oocit.
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Zaradi premajhnega vzorca ne moremo reci ali stradanje vpliva na zrelost ovarija, ceprav
Callen in sodelavei (1980, cit. po Callen in sod., 1986) pri stradanih osebkih krempljicarke

Xenopus laevis opisujejo manjso zrelost oocit od pricakovane.

5.1.2 Strukturne znacilnosti oocit v razli¢nih fazah zoritve

5.1.2.1 Jedro in oogeneza

Vecina oogonijev v ovariju mocerila je v interfazi mitotske delitve. Interfazno jedro je
evkromatsko, okroglo, z gladkim jedrnim ovojem (Baker in Franchi, 1967; Abdalla in Cruz
— Landim, 2003). Tudi v interfaznem jedru oogonija mocerila prevladuje elektronsko
svetlejSa, nezgoscena oblika kromatina. Heterokromatin se v obliki nepravilno
oblikovanih, elektronsko gostih otockov neenakomerno pojavlja ob notranji jedrni
membrani ter v nukleoplazmi. Jedrc v interfaznem jedru oogonija ni opaziti, kar

pripisujemo podobnosti s skupki heterokromatina.

V ovariju mocerila so oogoniji v gnezdih v razlicnih fazah mitotske delitve. Nekateri
izmed njih imajo reznjasto oblikovano jedro zenim do $tirimi jedrci. ReZnjata oblika jedra

je znacilna za jedro v telofazi mitotske delitve (Cross in Mercer, 1993).

Po kon¢anih mitotskih delitvah oogoniji vstopijo v profazo I. mejotske delitve. Jedra oocit
I. zoritvene faze v ovariju mocerila imajo jasno razlo¢na obmocja ev- in heterokromatina,
v II. zoritveni fazi pa so v njem Ze vidne tudi posami¢ne kromosomske niti, kar je znac¢ilno
za pahiten profazo 1. mejotske delitve (Gilbert, 2006). V jedrih oocit I1l. in IV. zoritvene
faze so pri mocerilu prisotni krtacasti kromosomi. Sestavljeni so iz navidezne osi
kromosoma in lateralnih zank. Njihova oblika je v oocitah IV. zoritvene faze Se izrazitejSa.
Znacilni so za diploten profazo 1. mejotske delitve (Callen in Lloyd, 1960, cit. po Browder
in sod, 1980; Sanchez in Villecco, 2003). So pokazatelji visoke stopnje sinteze RNA
(Sanchez in Villecco, 2003), zato sklepamo, da sintezna aktivnost mo¢no zaznamuje tudi

zgodnji vitelogeni fazi oogeneze mocerila.
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Stevilénost jedrc se pri moderilu v jedrih I. zoritvene faze mo¢no poveca, spremeni se tudi
njihova lega. Pri oogonijih se nahajajo v centralnem delu jedra, v jedrih oocite 1. zoritvene
faze pa lezijo tik pod notranjo jedrno membrano. Migracija jedrc iz centralnega dela jedra
proti periferiji je v zgodnji previtelogeni fazi opisana pri kostnicah (Zelazowska in sod.,
2007; Céardenas in sod., 2008) in dvozivkah (Sanchez in Villecco, 2003). V jedrcih poteka
intenzivno prepisovanje rRNA. Najbolj izrazito je v pahitenu ter diplotenu profaze I.
mejotske delitve (Sanchez in Villecco, 2003), ceprav je najvecje Stevilo jedrc v jedru pri
dvozivkah zna€ilno za pahiten (Brachet, 1979). Pri mocerilu je Stevilo jedrc v jedru
najveCje v II. zoritveni fazi oogeneze, kar kaze na sovpadanje II. zoritvene faze ter
pahitena profaze I. mejotske delitve. V jedru oocit III. in IV. zoritvene faze se Stevilo jedrc
zmanjsa, njihova velikost pa poveca. Povecanje velikosti jedrc je prisotno tudi v zgodnji
vitelogeni fazi pri kremplji¢arki Xenopus laevis, vendar se soCasno s spremembo velikosti

poveca tudi Stevilénost jedre.

Acentritna lega jedra, ki se pojavlja v pozni IV. zoritveni fazi, se razlikuje od njegove
centralne lege v predhodnjih fazah. Dumont (1972) oocito, kjer jedro lezi izven centralne
lege, uvrs¢a v srednjo vitelogeno fazo oogeneze in oocito z jedrom blizu animalnega pola v

pozno vitelogeno fazo.

V III. in IV. zoritveni fazi oogeneze mocerila je jedrna ovojnica reznjato nagubana.
Podobno oblikovanost jedrne ovojnice so v zgodnji vitelogeni fazi opazili pri kostnicah
(Srjunngam in Wattanasirmkit, 2001) ter pri dvozivkah (Dumont, 1972; Brachet, 1978;
Sretarugsa in sod., 2001). Povezana je s potrebo oocite po vecji povrSini jedrne ovojnice,
saj se s tem lahko poveca Stevilo jedrnih por in tako tudikoli¢ina materiala, ki se prenese v

ali iz jedra.

5.1.2.2 Zgradba in razporeditev rumenjakovih plos¢ic v oocitah

Oocite III. in I'V. zoritvene faze v oogenezi mocerila uvr§¢amo v zgodnjo vitelogeno fazo
po Dumontu (1972). Zanjo je znacilno periferno pojavljanje rumenjakovih plos€ic in
njihova simetri¢na razporeditev v oociti (Dumont, 1972). Ceprav so za oocito III. zoritvene
faze znaCilne Stevilne lastnosti zgodnje vitelogene faze (Dumont, 1972), kot so krtaCasti

kromosomi v jedru, kopicenje lipidov v citoplazmi in pigmenta tik pod oolemo, sklenjen
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ovoj vitelinske ovojnice, kubi¢ni folikularni epitel in oziljen sloj vezivne teke, pa

rumenjakove plos€ice v njej Se niso prisotne. Pojavijo se Sele v oocitah IV. zoritvene faze.

IV. zoritveno fazo oocit, ki jo je opisala ze Iva Talaber v diplomski nalogi (2008), smo
glede na koli¢ino in razporeditev rumenjakovih plos¢ic v citoplazmi razdelili na zgodnjo in
pozno. Kopicenje rumenjakovih plosc¢ic v oocitah smo na svetlobno mikroskopskem nivoju
opazili v zgodnji I'V. zoritveni fazi oogeneze. Njihova najve¢ja koncentracija je tik pod
oolemo, v pasu kortikalne citoplazme ter v neposredni blizini jedra. V pozni IV. zoritveni
fazi se s ploS¢icami zapolnjeno periferno obmocje citoplazme razsiri. Ureditev je podobna,
kot je opisano za brezrepca Leptodactylus labyrinthicus (Prado in sod., 2004) ter repato

dvozivko Salamandra salamandra infraimmaculata (Sharon in sod., 1997).

Peta zoritvena faza oocit, ki smo jo razvrstili v srednjo vitelogeno fazo, pri mocerilu Se ni
bila opisana. Njena citoplazma je zapolnjena z rumenjakovimi plo§€icami, jedro pa je
izrinjeno na periferijo. Dumont (1972) v opisu srednje vitelogene faze navaja vecje in
StevilénejSe rumenjakove plos€ice na vegetalnem polu kot na animalnem. V oociti V.
zoritvene faze pri mocerilu nismo razlikovali med rumenjakovimi ploS¢icami na obeh

hemisferah oocite, vendar pa so v robnem delu citoplazme manjse kot v centralnem.

Eksogena sinteza vitelogenina in njegov privzem v oocito z mehanizmom receptorsko
posredovane endocitoze sta znacilna za kostnice, dvoZivke, plazilce in ptie (Browder in
sod., 1980; Sanchez in Villecco, 2003; Cérdenas in sod., 2008). Klatrinski jarki,
uvihavanja plazmaleme ter plaséni vezikli v robni citoplazmi vitelogene oocite IV.
zoritvene faze mocerila izkazujejo selektiven privzem vitelogenina s pomocjo receptorsko

posredovane endocitoze ali mikropinocitozne.

Izvor vitelogenina pri dvozivkah je predvsem eksogen, vendar se manjSi deleZ sintetizira
tudi v oociti (Spornitz in Kress, 1971, cit. po Spornitz in Kress, 1973). Endogen izvor je
opisan pri krempljicarki Xenopus laevis in pri repati dvozivki Necturus maculosus
(Spornitz in Kress, 1971, cit. po Spornitz in Kress, 1973; Kessel in Ganion, 1980). Pri
kostnici Piaractus mesopotamicus endogen izvor vitelogenina povezujejo z zgodnjim
centralnim nalaganjem rumenjakovih plos¢ic (Cruz - Landim, 2000, cit. po Abdalla in

Cruz - Landim, 2003). Zgodnje kopiCenje rumenjakovih plos¢ic v citoplazmi, tik ob jedru
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smo opazili tudi v oocitah mocerila zgodnje IV. zoritvene faze, seveda pa ne moremo trditi

da gre za endogeni izvor.

S presevnim elektronskim mikroskopom smo v citoplazmi oocite IV. zoritvene faze
mocerila nasli zrele rumenjakove plosCice in njihove predstopnje. V perifernem delu oocite
so multivezikularna telesa, ki so zgodnja predstopnja rumenjakovih plos¢ic (Browder in
sod., 1980; Patino in Sullivan, 2002; Sanchez in Villecco, 2003). Z membrano obdani
organel vkljuCuje majhne vezikle vitelogenina (Browder in sod., 1980). V njem prihaja do
cepitve vitelogenina in njegovih receptorjev (Opresko in Karpf, 1987, cit. po Sanchez in
Villecco, 2003) ter do proteolitskega razcepa vitelogenina (Wall in Patel, 1987).
Elektronsko goste mase, ki smo jih opazili v notranjosti multivezikularnih teles, so
posledica kondenzacije in kristalizacije rumenjakovih proteinov (Villecco in sod., 1999). V
robni citoplazmi oocite so pri mocerilu prisotne tudi strukture, ki so podobne
multivezikularnemu telesu, le da so vecje. Po zgoS¢eni vsebini v centralnem delu
spominjajo na vsebino njegovih veziklov, zato smo sklepali da gre za pozno obliko

multivezikularnega telesa.

Za primordialne rumenjakove plos¢ice je znacilna kristalinska struktura (Villecco in sod.,
1999), ki jo obkroZa gost, granuliran ali amorfen povrSinski sloj (Kessel in Ganion, 1980).
V citoplazmi mocerila je prisotna tudi gornjemu opisu podobna struktura, ki jo lahko
zaradi vsebnosti kristalinske strukture ter amorfne obrobe imenujemo primordialna

rumenjakova ploscica.

Pri zabi Rana tigerina je =zrela rumenjakova plosCica urejena v centralno leZece,
elektronsko bledo, kompaktno kristalinsko telo in elektronsko gostej$i periferni del, obdan
z membrano (Karasaki, 1963; Sretarugsa in sod., 2001). Tudi v citoplazmi oocit mocerila
so zrelim rumenjakovim ploS¢icam podobne strukture, le da imajo lahko dve kristalinski
telesi in so v robnem delu obdane z dvema jasno lo¢enima slojema. Notranji sloj je
elektronsko gostejsi od zunanjega, ki lezi tik pod membrano rumenjakove ploscice. Vecje
Stevilo kristalinskih teles v rumenjakovi plos¢ici navajajo pri kostnicah (Kjesbu in Kryvi,
1989).
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Zrele rumenjakove plos€ice rastejo z medsebojnim zlivanjem (Kjesbu in Kryvi, 1989).
Tako je wvideti tudi pri mocerilu, saj so v centralni citoplazmi oocite prisotne velike

rumenjakove plos¢ice z ve€ kristalinskimi telesi. Vsako od njih je obdano z ovojem.

Dumont (1972) opisuje zoritev rumenjakovih plos¢ic s premiki predstopen;j iz robnega dela
v centralni del citoplazme. Pri mocerilu smo opazili enak potek zorenja, saj so

primordialne in zrele rumenjakove plosc¢ice prisotne le v centralnem delu citoplazme.

5.1.2.3 Struktura in razporeditev lipidnih kapljic

V oocitah mocerila se med oogenezo spreminja Stevilénost, velikost, oblikovanost in

razporeditev lipidnih kapel;.

Malostevilne lipidne kaplje smo pri mocerilu zasledili Ze v oogonijih. Koncentrirane so
predvsem na enem delu citoplazme oogonija ter so ve¢inoma pravilnih oblik. Zastopanost
lipidnih kapelj navajajo pri kostnicah (Selman in Wallace, 1989, cit. po Patino in Sullivan,
2002), navadnem pupku Triturus vulgaris (Spornitz in Kress, 1973) in brezrepcu Bufo
stomaticus (Guraya, 1965), vendar Sele v oocitah previtelogene faze, oziroma v zgodnji

vitelogeni fazi pri moceradu Salamandra salamandra infraimmaculata (Sharon in sod.,

1997).

Pri mocerilu se Stevilo lipidnih kapelj izrazito poveca v previtelogenih oocitah. Lipidne
kaplje so razli¢nih velikosti in oblik. ManjSe, pravilno oblikovane kapljice so v robni
citoplazmi, vecje nepravilno oblikovane, ki so obdane z manj§imi, pa v centralnem delu
citoplazme. Velikost lipidnih kapljic raste od roba proti centralnemu delu citoplazme,
najverjetneje na raun zlivanja lipidnih kapljic. Zaradi zlivanja lipidne kapljice niso le
vecje, temveC tudi nepravilno oblikovane. Zlivanje lipidnih kapelj omenjajo tudi

Sarasquete in sod. (2002) pri modroplavutem tunu Thunnus thynnus.

Lipidne kaplje mocerila so v vseh fazah oogeneze obdane z elektronsko gostim, zrnatim
plas€em, vendar je le-ta intenzivno izraZen predvsem okoli nepravilno oblikovanih lipidnih

kapelj. Podobno obrobo so opazili pri lipidnih kapljah jetrnih celic mocerila (Bizjak Mali,
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2002). Vkljucevala naj bi glikogenske granule. V dosegljivi literaturi omenjene ureditve

nismo zasledili.

Citoplazma vitelogenih oocit IV. zoritvene faze mocerila je zapolnjena z lipidnimi
kapljicami, le objedrna regija je brez lipidov. Veliko lipidov in podobno razporeditev
navajajo za oocite modroplavutega tuna Thunnus thynnus (Sarasquete in sod., 2002).
Lipidne kaplje v oocitah kostnic so metabolna energijska zaloga embria (Weigand, 1996,
cit. po Patino in Sullivan, 2002). Najverjetneje so pomembna energijska zaloga tudi pri

mocerilu.

Koncentracija lipidnih kapljic v oociti mocerila nara§¢a od periferije proti notranjosti, tj. od
robnega in povezovalnega k lipidnemu sloju. V povezovalnem sloju citoplazme lipidne
kaplje intenzivno obdajajo skupke rumenjakovih plos¢ic. Tudi v vitelogenih oocitah
navadnega pupka Triturus vulgaris (Spornitz in Kress, 1973) so rumenjakove ploscice
popolnoma obdane z lipidnimi kapljicami. Villecco in njegovi sodelavci (1999) opisujejo

privzemanje lipidnih kapljic v rumenjakove plos¢ice in njihovo modifikacijo.

V oocitah pozne vitelogene faze pri modroplavutem tunu 7Thunnus thynnus zacne zaradi
zlivanja lipidnih kapljic v objedrni citoplazmi nastajati homogena lipidna masa (Sarasquete
in sod., 2002). Ceprav so v pozni previtelogeni in v zgodnji vitelogeni fazi oogeneze pri
mocerilu lipidne kaplje prisotne v velikih koli¢inah, pa jih v citoplazmi oocite V. zoritvene

faze zaradi zapolnjenosti z rumenjakovimi plos¢icami nismo opazili.

5.1.2.4 Razporeditev pigmentnih granul

Pigmentne granule se pojavljajo predvsem pri tistih vrstah zivali, ki jajca odlagajo na
mesta izpostavljena dnevni svetlobi (Browder in sod., 1980), saj pigment $¢iti jedro in
citoplazmo pred Skodljivim, mutagenim UV sevanjem. Kljub temu, da moceril Zivi v
podzemnih vodah v stalni temi, so njegove jajéne celice pigmentirane. Oocite IV. zoritvene

faze so s stereolupo videti enakomerno rjavo obarvane.

Skupke pigmentnih granul pri mocerilu smo zasledili v oocitah zgodnje vitelogene faze, Se

preden se v citoplazmi pojavijo rumenjakove ploscice. Oocita II1. zoritvene faze Se ni rjavo
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pigmentirana, kar je znaCilno za oocite IV. zoritvene faze, vendar ni ve¢ prosojna. Z
barvanjem Masson — Fontana smo potrdili, da skupki pigmentnih granul vsebujejo
melanin. Predstopnja melanosomov so premelanosomi z malo pigmenta. Na svetlobno
mikroskopskem nivoju niso prepoznavni, tako da jih pri mocerilu nismo opazili. Opisujejo

pa jih za zgodnje vitelogene oocite dvozivk (Dumont, 1972; Spornitz in Kress, 1973).

Koli¢ina pigmenta se v oocitah krempljicarke Xenopus laevis poveca v srednji vitelogeni
fazi, ko postane oocita na anatomskem nivoju tudi enakomerno pigmentirana (Dumont,
1972). Pri mocerilu se enakomerna svetlo rjava pigmentiranost oocit pojavi ze v IV.
zoritveni fazi oz v poznem delu zgodnje vitelogene faze. Takrat je pod oolemo oblikovan

enakomerno §irok pas pigmentnih granul.

Pri krempljicarki Xenopus laevis v srednji vitelogeni fazi oogeneze animalna hemisfera
oocite ostane rjavo pigmentirana, vegetalna pa postane svetlejSa (Dumont, 1972). Pri
mocerilu smo oocite V. zoritvenene faze nasli le v histoloSkih preparatih, kjer melaninske
granule tvorijo sloj tik pod oolemo. Pod njim pa so med rumenjakovimi plos¢icami tudi

posami¢ne pigmentne granule.

5.1.2.5 Razvoj in diferenciacija folikularnega ovoja med oogenezo

Oogonije v jajéniku mocerila obdajajo prefolikularne celice, ki jih opisujejo tudi pri
kostnicah, dvozivkah in sesalcih (Anderson, 1967, Spornitz in Kress, 1973; Guraya, 1965;
AlFMukhtar in Webb, 1971). Pri njih je plazmalema prefolikularnih celic neposredno v
stiku s plazmalemo oogonija. Oba tipa celic tudi pri mocerilu locuje le ozek medceli¢ni

prostor.

Oogonij se v procesu oogeneze z vstopom v mejozo preoblikuje v oocito, hkrati pa poteka
folikulogeneza ali oblikovanje folikularnega epitela (Kjebsu in Kryvi, 1989). Splos¢en in
malostevilen folikularni epitel je znaCilen za zgodnje previtelogene faze oocit kostnic,
repatih in brezrepih dvozivk (Srijunngam in Wattanasirmkit, 2001; Aranzabal, 2003 ; Prado
in sod., 2004; Cérdenas in sod., 2008). Podobno velja za folikularni epitel v zgodnjih

previtelogenih fazah oogeneze mocerila.
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V pozni previtelogeni fazi oogeneze mocerila k folikularnemu ovoju prispevajo trije sloji:
epitel folikularnih celic, sloj neoziljene vezivne teke in zunanji epitel Slednji je zaradi
maloStevilnih in ploscatih celic podoben zunanjemu epitelu pri kostnicah in dvozivkah
(Wischnitzer, 1964; Dumont, 1972; Sretarugsa in sod., 2001). Pri plazilcih se tekom
oogeneze epitel splos¢i (Laughran in sod., 1981). Zunanji epitel ovarija mocerila je

mikrovilaren, kar opisujejo tudi za nektura Necturus maculosus (Kessel in Panje ,1968).

Med oolemo in plazmalemo celic folikularnega epitela se pri mocerilu v pozni
previtelogeni fazi pojavi Sirok medceli¢ni prostor ali perivitelini prostor. Vanj se iz
elektronsko goste robne citoplazme oocite iztezajo mikrovili, stoZzCasti citoplazemski
izrastki. PovrSina oocite je dodatno poveCana zaradi kript oz. vdolbin citoplazme med
bazami mikrovilov ter uvihavane plazmaleme. Kompleksna povrSina oocite je nastala
zaradi potrebe po ve¢jem privzemu snovi iz okolice. Predstavlja tudi zalogo membran, ki

se porabljajo pri nastanku mikropinocitoznih veziklov (Massover, 1973).

V perivitelini prostor se iztezajo Se makrovili, citoplazemski izrastki celic folikularnega
epitela. Daljsi in tanj$i izmed njih tvorijo celi¢ne stike med oocito in celicami folikularnega
epitela. Pri krempljiCarki Xenopus laevis in ameriski leopardovki Rana pipiens sta prisotni
dve obliki takSnega celicnega stika: presledkovni stik in dezmosom (Sénchez in Villecco,

2003).

V citoplazmi previtelogenih celic folikularnega epitela so tik pod jedrom vidne velike
vakuole. Nagahama (1997) jih pri kostnici Chirostoma humboldtianum povezuje s

steroidno sintezo hormonov (cit. po Cardenas in sod., 2008).

Vitelinska ovojnica se pri mocerilu oblikuje v IIl. zoritveni fazi, vendar se v IV. zoritveni
fazi odebeli in diferencira v dva sloja: zunanji, tanjSi homogeni sloj, ki ga sestavlja
amorfen material manjSe elektronske gostote ter notranji, SirSi, elektronsko gostejsi sloj
cone radiate. Zaradi mikro in makrovilov, ki jo pre¢ijo, ima cona radiata na posnetkih
presevnega elektronskega mikroskopa mrezast, na parafinskih rezinah pa progast videz
Podobna razslojitev vitelinske ovojnice je opisana pri repatih dvozivkah (Wischnitzer,
1964; Spornitz in Kress, 1973; Aranzabal, 2003). Pri kostnicah pa vitelinsko ovojnico

sestavljata dva ali veC slojev, ki se med seboj razlikujejo v elektronski gostoti in strukturi
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(Laale, 1980, cit. po Hyllner in Haux, 1994). Sloj se pri kostnicah in dvozivkah debeli do
pozne vitelogene faze (Dumont, 1972; Sarasquete in sod., 2002).

Oblika celic folikularnega epitela pri repati dvozivki Necturus maculosus v zgodnji
vitelogeni fazi oogeneze prehaja iz ploscate v kubicno, oblika jeder pa iz vretenaste v
ovalno (Kessel in Panje, 1968). V oogenezi mocerila so celice folikularnega epitela v III.
zoritveni fazi StevilénejSe in viSje kot v predhodnjih fazah, v IV. zoritveni fazi pa so
kubi€nih oblik z ovalnim jedrom. Folikularni epitel se v V. zoritveni fazi splosc¢i, kar je
znaCilnost pozne vitelogene ter preovulacijske faze pri dvozivkah (Dumont, 1972) in

preovulacijske faze pri kostnicah (Sarasquete in sod., 2002).

Sloj vezivne teke postane pri mocerilu oziljen v zgodnji vitelogeni fazi. V IIl. zoritveni fazi
so zile maloStevilne, v IV. in V. zoritveni fazi pa se njihovo Stevilo povecuje. Pri
krempljicarki Xenopus laevis so zile prisotne Ze v pozni previtelogeni fazi (Dumont, 1972;

Aranzabal, 2003).

5.1.2.6 Nastanek in diferenciacija atretiCnega telesa

V ovarijih mocerila smo nasli atretiCna telesa z razlicno morfologijo: atreticno telo z
nespremenjenimi rumenjakovimi plos¢icami, atreticno telo z razgrajenimi rumenjakovimi
plos¢icami, ki so pod stereolupo marmoriranega videza in vecceli¢no atreti¢no telo. Gre za
propad predvsem vitelogenih oocit. Linares — Casenave in njegovi sodelavei (2002)
opisujejo pri vitelogenih oocitah belega jesetra Acipenser transmontanus tri faze v procesu

nastanka atreti¢nega telesa: zgodnjo, intermediano in napredno.

Oocite marmoriranega videza smo izolirali in jih vklopili v paraplast. [Zkazalo se je, da so
to vitelogene oocite v fazi degeneracije. Po znaCilnostih, razloZzenih v nadaljnjem besedilu,
gre za intermediano fazo nastanka arterticnega telesa po Linares - Casenave in sod. (2002).
Tudi za degenerirajoCe vitelogene oocite belega jesetra je znaCilen marmoriran videz

(Linares - Casenave in sod., 2002).

Marmorirano atreticno telo mocerila je oblikovano v zunanjo kapsulo ter notranji

ovulacijski prostor. V kapsuli in ovulacijskem prostoru so hipetrofirane celice
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folikularnega epitela z melaninskimi granulami. Transformirane folikularne celice imajo
fagocitozno vlogo; z njihovim vdorom v citoplazmo oocite se zane razgrajevati njena
vsebina (Linares - Casenave in sod., 2002; Sarasquete in sod., 2002). Z naras¢ajoco
lizosomsko aktivnostjo transformiranih celic folikularnega epitela se pigmentne granule
kopi¢ijo tudi izven teh celic (Linares — Casenave in sod., 2002). Tudi v ovulacijskem

prostoru atreticnega telesa pri mocerilu so prisotni pigmentni skupki.

Kapsulo atreticnega telesa pri mocerilu sestavljajo tudi hipertrofirane celice teke ter
nespremenjene celice zunanjega epitela. Hipetrofija celic vezivne teke je prav tako
zna€ilna za intermediano fazo nastanka atretinega telesa (Linares - Casenave in sod.,
2002), kot tudi infiltracija krvnih celic v ovulacijski prostor. Tudi pri mocerilu smo nasli

krvne celice znotraj ovulacijskega prostora.

Za intermediano fazo nastanka atretinega telesa je znaCilna tudirazgradnja rumenjakovih
plos¢ic (Linares - Casenave in sod., 2002). V procesu nastanka atretiCnega telesa
rumenjakove plos¢ice izgubijo svojo integriteto (Sarasquete in sod., 2002). Pojav je
prisoten tudi v izoliranem atreticnem telesu mocerila. Zdruzevanja rumenjakovih ploscic s
pigmentnimi granulami, ki ga opisujejo za krempljicarko Xenopus laevis (Dumont, 1972),

pri mocerilu nismo opazili.

AtretiCno telo z nespremenjeno obliko rumenjakovih plos¢ic v ovarijih mocerila, ustreza
zgodnji fazi nastanka atretiCnega telesa. Zanj je znaCilna nespremenjena oblika
rumenjakovih plos¢ic, vdor hipertrofiranih celic folikularnega epitela v citoplazmo ter
razgradnja vitelinske ovojnice (Linares — Casenave in sod., 2002). Sloj vezivne teke in

zunanjiepitel ostajata nespremenjena.

V napredni fazi nastanka atreticnega telesa se oblikuje veccelicno telo vsled intenzivnga
pomnozevanja transformirajoCih celic folikularnega epitela (Linares - Casenave in sod.,
2002). Taks$no obliko atreti¢nega telesa smo nasli tudi v ovarijih mocerila. Mitotske delitve
celic folikularnega epitela izkazujejo njihovo pomnozevanje. Prisotne so tudi pigmentne
granule in zrnate krvne celice, ki se s hematoksilinom in eozinom obarvajo intenzivno

roznato. Pigmentni skupki so po konc¢ani degeneraciji oocite v tkivu ovarija prisotni Se kar
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nekaj Casa (Linares — Casenave in sod., 2002), kasneje postopno izginejo (Lofts, 1984, cit.

po Aranzabal, 2002).

Velikost veccelicnih atreticnih teles mocerila je bistveno manjSa od preostalih dveh
opazenih oblik atrezij. ManjSo velikost lahko pripiSemo procesu kréenja atreti¢nega telesa,

ki ga pribelem jestru opisujejo Linares — Casenave in sod. (2002).
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5.2 SKLEPI

V ovariju mocerila (Proteus anguinus anguinus) so sofasno 00goniji,
previtelogene in vitelogene oocite.

Oogonijji in previtelogene oocite so konstantna zaloga jajénih celic za
zoritve.

Vitelogene oocite se pojavljajo neodvisno od letnih ¢asov. Zoritev jajénih
celic ni sezonska.

V ovarijih dalj$ih in masivnej$ih osebkov so oocite zrelejSih zoritvenih faz.
Najbolj zrele oocite v naSem vzorcu ovarijev so oocite V. zoritvene faze, ki
Se niso preovulacijske.

Tekom zoritve oocit se spreminja oblika in lega jedra, Stevilo jedrc in oblika
kromatina. Stevilo jedrc narai¢a do IL zoritvene faz, kasneje so veéja in
manj Steviléna. Za jedra oocit III. in IV. zoritvene faze so znacilni krtacasti
kromosomi. Pomik jedra iz centra se zgodi v oocitah pozne IV. zoritvene
faze, v V. zoritveni fazipa je stisnjeno ob plazmalemo.

Rumenjakove ploscice se pojavijo v oocitah IV. zoritvene faze in zapolnijo
citoplazmo oocit V. zoritvene faze. Zorijo in se povecujejo v smeriod robne
proti centralni citoplazmi. Glede na razporeditev in koli¢ino rumenjakovih
ploscic delimo I'V. zoritveno fazo v zgodnjo in pozno.

Malostevilne lipidne kaplje se pojavijo ze v oogonijih, z zorenjem oocit se
njihova koli¢ina izrazito poveca. Lahko so okrogle ali pa nepravilno
oblikovane ter obdane z elektronsko gostim, zrnatim plas¢em.

Melaninske granule se pojavijo v oocitah III. zoritvene faze. V oocitah I'V.
zoritvene faze oblikujejo kontinuiran sloj pod oolemo, tako da so oocite
enakomerno rjavo pigmentirane.

Z zorenjem oocite se Stevilo ter oblika celic folikularnega epitela
spreminjata. Oziljenost vezivne teke zasledimo v III. zoritveni fazi, in se

intenzivira v zrelej$ih fazah.
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Vitelinska ovojnica se oblikuje v III. zoritveni fazi in se v IV. zoritveni fazi
diferencira v zunanji homogeni sloj ter notranji sloj cone radiate.

Mikrovili oocit ter makrovili celic folikularnega epitela se pojavijo pri
oocitah I1. zoritvene faze. Njihovo Stevilo in dolZina postopoma narascata.
Jajcne celice marmoriranega videza so degenerirajoe oocite vitelogene
faze. Vitelogena atretiCna telesa so vsaj 3 razlicnih morfoloskih tipov:
atretino telo z nespremenjenimi rumenjakovimi plos¢icami, atreti¢no telo z

degenerirajo¢imi rumenjakovimi plo§¢icami in veccelicno atreti¢no telo.
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6 POVZETEK

Ovarije nepigmentirane podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus) smo pregledali s
stereolupo, svetlobnim mikroskopom in presevnim elektronskim mikroskopom. Imeli smo
ovarije 30-ih osebkov. VeCina ovarijev je bila pripravljena samo za svetlobno
mikroskopski nivo. Z nalogo dopolnjujemo rezultate, opisane v diplomskem delu Ive

Talaber (2008).

V nalogi dodatno opisujemo V. zoritveno fazo oocit. Do sedaj so bile opisane Stiri faze
zoritve oocit, dve previtelogeni in dve vitelogeni fazi (Talaber, 2008). Oocite V. zoritvene
faze so prav tako vitelogene, s premerom od 2090 do 3380 pum. Najverjetneje Se niso
preovulacijske, saj so zrele jajéne celice mocerila velike od 4 do 5 mm. Podrobneje
opisujemo spremembe v jedru tekom zoritve oocit, pojavnost, razporeditev in zoritev
rumenjakovih plos¢ic, zastopanost in izgled lipidnih kapelj, zastopanost pigmentnih granul,
spremembe folikularnega epitela in plastovito ureditev vitelinskega ovoja. Dopolnjujemo

tudi morfologijo atreti¢nih teles.

Upostevaje velikostni razred in morfoloske znailnosti se naSi rezultati skladajo z
zoritvenimi fazami, ki jih opisuje Ze Iva Talaber (2008). Previtelogene oocite I. zoritvene
faze s premerom od 100 do 360 um so prosojne s prosojnim oz. mlecno belim jedrom.
Previtelogene oocite II. zoritvene faze so Se nekoliko prosojne, tako da je jedro Se vidno,
velike so od 310 do 630 um. Oocite III. zoritvene faze so neprosojne, velikosti od 560 do
1050 pm, jedro ni vidno. Oocite IV. zoritvene faze, premera od 950 do 1800 pm, so
enakomerno rjavo pigmentirane zaradi enakomerno Sirokega sloja melaninskih granul tik

pod oolemo.

Razen oocit so v steni ovarija tudi oogoniji, premera od 13 do 83 pum, ki so bodisi
posami¢no ali pa v skupini oz gnezdu, ki Steje od nekaj do preko dvajset oogonijev.
Obicajno jih najdemo ob zrelejSih oocitah. Med oogoniji v gnezdih so pogoste mitotske
delitve, ki se pojavljajo neodvisno od letnega Casa. VeCina oogonijev je v interfazi

mitotske delitve.
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V ovarijih vseh samic (N= 30), neodvisno od letnega Casa, so prisotni oogoniji ter oocite 1.
in II. zoritvene faze, ki so zaloga oocit za nadaljnje zoritve. V vecini ovarijev (N=22) so
prisotni kadarkoli med letom tudi vitelogene oocite III. oziroma IV. zoritvene faze. Le v
dveh primerih smo nasli tudi zrelejSe oocite V. zoritvene faze. Pojavnost vitelogenih oocit
tekom leta izkazujejo mocerilovo sposobnost reprodukcije in odlaganja jajc preko celega
leta, ki jo opisujejo Juberthie in sod. (1996). Navajajo tudi vecjo preferenco odlaganja jajc
od oktobra do marca. Tudi v naSem primeru smo nasli najbolj zrele oocite V. zoritvene

faze pri samicah, zrtvovanih oktobra in februarja.

Med dolzino in maso telesa ter zrelostjo oocit v ovariju mocerila obstaja povezava. V

ovariju dalj$ih in masivnej$ih osebkov so oocite zrelejSih zoritvenih faz.

Z zorenjem oocite se spreminja oblika ter lega jedra, oblika jedrne ovojnice, Stevilo jedrc
in oblika kromatina. Stevilo jedrc narai¢a do II. zoritvene faze, kasneje so vedja in manj
Steviléna. Okrogla jedra previtelogenih oocit I. in II. zoritvene faze leZijo v srediSCu oocite.
V jedru . zoritvene faze se izmenjujejo obmocja evkromatina in heterokromatina, v jedru
II. zoritvene faze so ze razpoznavne posamezne kromosomske niti. Oocite IIl. in IV.
zoritvene faze so v diploten fazi 1. mejotske delitve, v jedrih so znalilni krtacasti
kromosomi, ki izkazujejo visoko stopnjo sinteze RNA. V pozni I'V. zoritveni fazi lezi jedro

izven centralne lege, v V. pa je stisnjeno pod plazmalemo.

Glede na razporeditev in koli¢ino rumenjakovih plos¢ic smo oocite IV. zoritvene faze
razdelili na zgodnjo in pozno fazo. V zgodnji fazi se rumenjakove ploscice kopitijo v
citoplazmi tik ob jedru ter v ozkem pasu pod oolemo. V pozni fazi pa se robni sloj
rumenjakovih plos¢ic raz§iwri. S presevnim elektronskim mikroskopom smo opazili, da
rumenjakove plos€ice zorijo od robne citoplazme proti centru, kar je znacilno tudi za ostale
dvozivke. V robni citoplazmi so zgodnejSe predstopnje rumenjakovih plos¢ic, proti
centralni citoplazmi pa so primordialne in zrele oblike rumenjakovih plos¢ic. Od periferije
proti centru naraSca tudi njihova velikost. V oocitah V. zoritvene faze rumenjakove

ploscice v celoti zapolnijo citoplazmo.

Lipidne kaplje so znacilne za oogonije in oocite mocerila. Koli¢ina sprva maloStevilnih

lipidnih kapljic oogonija se izrazito poveca v oocitah previtelogene faze. Lipidne kaplje so
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bodisi okrogle ali pa izrazito nepravilnih oblik z elektronsko gostim, zrnatim plasc¢em.
Nepravilno oblikovanost lipidnih kapelj pripisyjemo medsebojmu zlivanju. V citoplazmi
oocite IV. zoritvene faze so razen lipidnih kapljic tudi rumenjakove plos¢ice. Lipidne
kaplje in rumenjakove ploscice so urejene slojevito. Kako je z lipidnimi kapljami v oocitah
V. zoritvene faze, 7zal ne vemo, saj smo imeli na razpolago samo parafinske rezine in se

lipidi pri pripravi tkiva niso ohranili.

Oogenezo spremlja tudi folikulogeneza. Okoli ogonijev so malostevilne prefolikularne
celice, ki tvorijo nesklenjen epitel, tako da so sosednji oogoniji v neposredenem stiku.
Oocite I. in I1. zoritvene faze Ze obdaja ploscati epitel folikularnih celic, ki postanejo v III.
in IV. zoritveni fazi kubi¢no oblikovane in StevilnejSe. Folikularni epitel se v V. zoritveni

fazi oocit ponovno splosci.

Vitelinska ovojnica se pojavi v IIl. zoritveni fazi oocit in se v IV. zoritveni fazi diferencira
v zunanji homogeni sloj ter notranji sloj zone radiate, ki je prepleten z mikro in makrovili.
Ti citoplazemski izrastki s povecanjem povrSine omogocajo vecji privzem snovi iz okolice.

Od III. zoritvene faze oocit dalje je vezivna teka folikla oziljena.

Marmoriran videz oocit je znaCilen za degenerirajoce oocite vitelogene faze. Ob
upoStevanju sprememb folikularnega ovoja in oocite lahko razlikujemo 3 morfoloske tipe.
Pri morfoloskem tipu z nespremenjenimi rumenjakovimi plos¢icami se hipertrofirane
celice folikularnega epitela z melaninskimi granulami pojavljajo tudi v citoplazmi
degenerirajoce oocite. Vitelinske ovojnice ni ve€. Ostali sloji folikularnega ovoja so
nespremenjeni. Atreticno telo z degenerirajo¢imi rumenjakovimi plos€icami je drugi
morfoloski tip atrezije. Grajeno je iz zunanje kapsule ter notranjega ovulacijskega prostora.
Kapsulo sestavljajo transformiran folikularni epitel, hipertrofirana vezivna teka ter
nespremenjen zunanji epitel. V ovulacijskem prostoru pa so razen transformiranih celic
folikularnega epitela, degenerirajocih rumenjakovih plosc¢ic Se krvne celice in melaninske
granule. Veccelicno atretiCno telo je Se ena oblika atrezije, sestavljajo ga pigmentni skupki,
krvne celice ter transformirane celice folikularnega epitela. Mitotske delitve celic

folikularnega epitela izkazujejo njithovo pomnozevanje.
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