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1. Uvod

1. UVOD

Morska macka Scyliorhinus canicula L. (1) pripadnik je nadrazreda riba (Pisces) i
razreda hrskavicnjaca (Chondrychtyes) (2, 3). Glavno obiljezje razreda hrskavi¢njaca je njihov
hrskavican kostur koji je evolucijski i razvojni prethodnik kostanog kostura. Svi kraljeznjaci
(Vertebrata) ukljucujuci i1 Covjeka, pripadaju koljenu svitkovaca (Chordata) ¢ije je glavno
obiljezje svitak (chorda dorsalis). Svitak je organ koji se tijekom embrionalnog razvoja
pojavljuje u svih kraljeznjaka kao osnova buduce kraljeznice. Kod Covjeka svitak nestaje tijekom
embrionalnog razvoja kada ga zamjenjuje najprije hrskavican, a potom kostani kostur (4). U
nizih kraljeznjaka svitak se zadrzava i1 u stadiju li¢inke dok se u svitkoglavaca
(Cephalochordata) zadrzava cijeli zivot (5-7). Morska macka Scyliorhinus canicula L. se
evolucijski nalazi izmedu svitkoglavaca i riba koStunjaca pa je kao objekt istrazivanja zanimljiva

1 s evolucijskog stajalista (1).

1.1. Morfoloske osobine svitka

Svitak (chorda dorsalis) je struktura koja odreduje sve pripadnike koljena Chordata i
ima vaznu ulogu u razvoju kraljeznjaka (8, 9). Pojavljuje se tijekom embrionalnog razvoja,
glavni je skeletni element embrija i sluzi kao izvor signala za nastajanje okolnog tkiva (10-12).
U visih kraljeZznjaka to je prijelazna struktura s dobro odredenom dorzalno-ventralnom i lijevo-
desnom stranom. U nekih kraljeznjaka, poput paklare (Petromyzontidae) i primitivnih riba,
svitak se zadrzava cijeli zivot, dok u visih kraljeznjaka svitak okosta u podru¢jima od kojih ¢e
nastati kraljeZznica te ostaje ofuvan u srediSnjem dijelu tzv. nucleusu pulposusu
intervertebralnog diska (12, 13). Kao tkivo, svitak je sli¢an hrskavici 1 predstavlja primitivni
oblik hrskavice. Eksprimira mnoge gene koji su karakteristi¢ni za hrskavicu, poput onih koji
kodiraju kolagen tip I11 IX, agrekan ili hondromodulin. No, bitna razlika izmedu hondrogeneze
1 formiranja svitka je u tome $to hondrociti normalno izlu€uju visoko hidriran ekstarcelularni
matriks, koji hrskavici daje glavna strukturna obiljezja. S druge strane, stanice svitka izlucuju

tanki membranski zastitni sloj, a visoko hidrirane materijale zadrzavaju unutar vakuola koje



1. Uvod

omogucavaju stanicama svitka da obavljaju pritisak na zastitne slojeve i tako stvaraju strukturu

svitka.

U svih kraljeznjaka, svitak ima vrlo vaznu ulogu kao organizator stvaranja okolnog tkiva
u embrionalnom razvoju. Signalne molekule koje su potrebne za pravilnu indukciju buduceg
okolnog tkiva dolaze upravo iz svitka (14). Tako svitak inducira nastajanje srediSnjeg ziv€éanog
sustava, regulira razvoj srca i guSterace te odreduje sudbinu paraksijalnog mezoderma (15-17).
Svitak nastaje od kordamezoderma u stadiju rane gastrule (18, 19). Nakon proliferacije stanica
1 njihovog razmjeStanja, kordamezoderm se transformira u izduzeni niz stanica. Zreli,
diferencirani svitak se sastoji od epitela i mnogo velikih, vakuoliziranih stanica okruZenih s
jednom ili viSe ovojnica nastalih od izvanstani¢ne tvari (14). Vakuolizirane stanice se nazivaju
kordociti, posjeduju veliku sredi$nju vakuolu koja omogucava stvaranje hidrostatickog pritiska
(20). Izvanstani¢na tvar koja okruzuje svitak stvara ¢vrstu, ali fleksibilnu ovojnicu koja djeluje
upravo protiv hidrastatickog pritiska te tako svitak postaje fleksibilan, ali Cvrst tjelesni
potporanj koji omogucuje kretanje embrija i plivanje u stadiju li¢inki (14). Ovojnica svitka i
elasticna membrana koje okruzuju svitak sprijecavaju Sirenje vakuoliziranih stanica (21).
Epitelne stanice svitka smjesStene su neposredno ispod ovojnice te okruzuju kordocite. Ove
stanice ne posjeduju vakuole i izduzenog su oblika (14). U pojedinim slucajevima epitelne
stanice mogu proliferirati, vakuolizirati 1 povecati se 1 tako diferencirati u kordocite (22) te se

1 nazivaju kordoblasti (20-23).

Svitak je struktura mezodermalnog podrijetla nalik na pruti¢ ili Sipku, a nastaje za
vrijeme gastrulacije embrija svitkovaca te predstavlja primitivni aksijalni skelet (24). Svitak
djeluje kao prva embrionalna stani¢na struktura koja aktivno proizvodi izvanstani¢nu tvar (10,
13). U nekih kraljeznjaka poput Ascidia (Ascidiacea, mjesCi¢nice) svitak se zadrzava i kroz
li¢inacki stadij (25), kod kopljace (Branchiostoma lanceolatum) (6, 7) se zadrzava cijeli zivot,
dok u visih kraljeznjaka postaje osificiran te sudjeluju u formiranju kraljezaka i tako doprinosi
nastajanju nucleus pulposusa intervertebralnog diska (12, 13). Signali nastali iz svitka induciraju
migraciju, kondenzaciju i diferencijaciju stanica sklerotoma, stvaraju¢i tako ovojnicu svitka
(26). Svitak je oblika elasti¢nog prutica, a kao potporan;j tijela mora podnijeti razlicite sile poput
pritiska, iskrivljenja ili rastezanja. Stoga i stanice svitka i ovojnica svitka trebaju imati navedene
osobine (23). Stanice svitka su velike, u prosjeku promjera 25-85 um, sadrze visoki postotak
glikogena 1 mnogobrojne vakuole (13). U punoglavaca, rubne stanice svitka, kordoblasti se

nalaze na unutarnjoj strani ovojnice svitka. Dijele se mitozom, a novonastale stanice se krecu
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prema sredini. Tijekom ovog procesa, citoplazma se vakuolizira. Kordoblasti su metabolicki
aktivne stanice koje posjeduju jezgru s eukromatinom, bogati endoplazmatski retikulum s
mnogobrojnim cisternama, izraZzen Golgijev aparat i brojne mitohondrije (23). Svitak u Ascidia
se sastoji od samo 40 stanica poredanih u jednom redu. Stanice se vakuoliziraju i tako
transformiraju svitak u Suplji kanal. Ovaj ogranicen broj stanica je odreden transkripcijskim
faktorom, brachyury (27). U zebrice (Danio reiro), u ranoj fazi razvoja svitak se sastoji od
velikog broja stanica koje se ve¢ u drugom danu razvoja dijele na vakuolizirane stanice 1 stanice
ovojnice svitka koje kasnije i same postaju vakuolizirane stanice (28). U pravih koStunjaca
(Teleostei), u sredistu svitka su velike, vakuolizirane stanice koje izlucuju ovojnicu svitka (29).
Tako je zreli svitak u altantskog lososa (Salmo salar) graden od kordocita okruzenih
kordoblastima, a sam je obavijen acelularnom fibroznom ovojnicom i unutarnjom elastiénom
membranom (30). Kordoblasti se diferenciraju u kordocite koji sadrze velike, tekuc¢inom
ispunjene vakuole ¢ija glavna uloga je odrzavanje unutarnjeg hidrostatickog pritiska (24, 30).
Kod sisavaca i koStunjaca, kordoblasti stvaraju bazalnu membranu i komponente izvanstani¢ne
tvari ovojnice svitka, koja se sastoji uglavnom od kolagena tip II (31). U vecine vrsta, svitak je
obavijen troslojnom ovojnicom gradenom od kolagena i glikozaminoglikana (6, 24, 26, 32).
Ovojnica svitka obavija vakuolizirane stanice koje s viemenom postaju sve vece i tako stvaraju
turgorski pritisak (23). Acelularna ovojnica svitka i elasti¢cna membrana onemogucavaju Sirenje
vakuoliziranih kordocita izvan prostora samog svitka. Turgorski pritisak, nastao u vakuolama
stanica svitka, je odgovoran za mehaniCke osobine svitka, stabilnost, ¢vrstocu, ali i fleksibilnost
(Platz, 2006). Za vrijeme embriogeneze, turgor i ovojnica svitka omogucéavaju rastezanje
rastu¢eg embrija. Kasnije, u zrelijoj fazi, ova mehanicka sila nastala iz stanica nucleus pulposusa
ublazava 1 prilagodava biomehani¢ka optere¢enja na kraljeznicu (13). U kraljeZznjaka s
ograni¢enim rastom, poput ljudi, regulirajua uloga svitka za razvoj kraljeznice prestaje kao dio
normalne ontogenije (33), dok kod riba, kraljeznjaka koji ne prestaju rasti, svitak ispunjava tu

ulogu cijelog zivota (34).

U hrskavi€njaca, svitak se postepeno tijekom razvoja zamjenjuje nizom kraljezaka koji
se povezuju i stvaraju hrskavi¢nu kraljeznicu. Kraljesci su amficelni, udubljeni s jedne i druge
strane, a unutar samog trupa i kroz trup svakog kraljeska prolazi svitak (3). Kanal trupa kraljeska
se suzava 1 §iri, pa se tako i svitak u sredistu kanala suzava, a pri krajevima Siri (35). lako svitak
viSe nije sredi$nji nekompresibilni potporanj tijela, u kombinaciji s hrskaviénom kraljeznicom

se suprostavlja uzduznoj kompresiji koju stvaraju misici za ostvarivanje pokreta plivanja i uopée
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kretanja zivotinje, a zahvaljujuéi elasti¢énim svojstvima svoje ovojnice omogucava i fleksibilnost

cijelog sustava (3).

1.1.  Molekularno-bioloske osobine riba hrskavi¢njaca

Ribe hrsakavi¢najce predstavljaju najstariju zivuéu skupinu kraljeznjaka (36), a morski
psi kojima pripada i porodica morskih macaka, najprimitivniju vrstu od svih Zivuéih vrsta riba
(25). Zato ove zivotinje jesu predmet mnogih istrazivanja, posebno razvojnih studija.
Reprezentativni primjerak za ova istrazivanja zbog svojih specifi¢nosti je svakako morska
macka bljedica, Scyliorhinus canicula L. (1, 37). Mnogi autori su uz pomo¢ ovog malog
morskog psa koriste¢i razli¢ite molekularne i imunohistokemijske tehnike, pokusali dobiti
odgovore na mnoga neodgovorena evolucijska pitanja (38). Prou¢avanjem dva gena iz skupine
brachyury, nazvana LfT i ScT, a koji postoje i u koStunjaca, utvrdeno je da sudjeluju u
gastrulaciji kod hrskavicnjaca. Ovi geni kodiraju razvoj svitka i repa, a usporedivani su u
morske macke bljedice i paklare. Rezultati su pokazali slicnosti u evolucijskom mehanizmu
gastrulacije u ove dvije vrste unato¢ njihovoj filogenetskoj udaljenosti (39). T-
box transkripcijski faktori iz brachyury porodice gena su neophodni za formiranje svitka u svih
svitkovaca (26, 40). Za aktivaciju transkripcije brachyury skupine gena potrebni su Wnt/B-
catenin, BMP/Nodal, and FGF-signalni putevi (40). T-box transkripcijski faktor iz ove skupine
gena odreduje diferencijaciju stanica i njihov opstanak (41). T-box brachyury gen (bra) je
neophodan za normalnu specifikaciju i morfogenezu svitka, a njegova pogreSna ekspresija je
dovoljna da izazove ektopi¢nu ekspresiju specifi¢nih struktura svitka u drugim linijama stanica
(42). Rychel i Swalla (2007) su u svom istrazivanju razvoja i evolucije svitkovaca (Chordata)
pokazali da su endodermalne stanice Zdrijela odgovorne za lu¢enje hrskavice u polusvitkovaca
(Hemichordata), dok su u svitkoglavaca (Cephalochordata) to endodermalne, ektodermalne 1
mezodermalne stanice. Pretpostavlja se da je endodermalna sekrecija primarna te da je kasnije
razvojem neuralnog grebena doSlo do nastanka novih populacija stanica koje izluCuju
faringealni hrskavi¢ni matriks (8, 9). Nadalje, dva gena Sox5 i Sox6 kodiraju homologne
transkripcijske faktore L-sox5 1 Sox6 koji se eksprimiraju u stanicama svitka, a potrebni su za

formiranje ovojnice svitka, opstanak stanica i razvoj nucleus pulposusa (43).
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Kostur je jedna od najvaznijih tvorbi za rekonstrukciju filogenetskog podrijetla
kraljeznjaka. U sisavaca, skupina runt gena je glavni regulator skeletogeneze (44). RunxlI je
odogovoran za hematopoezu, runx2 ima vise uloga u osteogenezi (diferencijacija osteoblasta,
razvoj zuba i nastajanje kostiju), a u kombinaciji s runx3 kodira sazrijevanje hondrocita. Svi
runx proteini sudjeluju u hondrogenezi (44). Nadalje, runx2 direktno regulira ekspresiju indian
hedgehog-a, glavnog koordinatora razvoja skeleta. U pokusaju razjasnjenja korelacije runt
gena s pojavom hrskavice i1 kosti u kraljeznjaka, pokazalo se da su runt i hedgehog geni dio
snazne genske mreze koja kodira formiranje hrskavice, a postojala je u davnih predaka
svikoglavaca i kraljeznjaka, mijenjala se i pojavila tijekom evolucije kraljeznjaka (45). Hox
proteini su obitelj transkripcijskih faktora specificnih za viSestani¢ne Zivotinje, neophodni za
formiranje stanica i tkiva tijekom razvoja (46). Obitelj hox gena sadrzi transkripcijske faktore
koji su vjerojatno ukljuCeni u stvaranje ponavljaju¢ih elemenata tkiva duz antero-posterirone
osi u bilateralnih embrija (47, 48). U kraljeznjaka, hox geni vjerojatno kontroliraju
segmentaciju rombomera, Skrznih lukova i somita, pa se smatra da imaju klju¢nu ulogu u
evoluciji morfoloSkih struktura poput celjusti, pojaseva 1 kraljezaka u cCeljustoustih
(Gnathostomata). Ekspresija hox gena proucena je i dobro poznata u koStunjaca, za razliku kod
hrskavi¢njaca gdje treba jo§ istrazivati. U embrijima morske macke utvrden je gubitak hoxC
transkripata, a smatra se da je taj gubitak nastao prirodnom delecijom koja se odvija u

prec¢nosutih riba (46).

Znacajni napredak i1 dostignuéa na podrucju molekularne biologije, paleobiologije i
razvojne evolucijske biologije, doprinijeli su boljem razumijevanju rane evolucije
kraljezni¢kog kostura (49). Mnoga vazna otkrica potvrdila su neo€ekivano zajedni¢ko genetsko

podrijetlo genetske mreze koja regulira hondrogenezu.
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1.2. Elementi citoskeleta i izvanstani¢ne tvari u svitku i susjednim tvorbama

Hrskavica je sloZena struktura protkana mrezom kolagenih vlakana, koji joj daju
¢vrstocu 1 elastiCnost (50). bogata je izvanstanicnom tvari koja je odgovorna za stvaranje
osmotskog pritiska vaznog za pokrete plivanja (51). Za vrijeme embriogeneze u vecine
kraljeznjaka, hrskavica se transformira u kost (2). U hrskavi¢njaca, kostur je sastavljen od
hrskavi¢nog i kostanog tkiva (52). Kostano tkivo uglavnom sadrzi kolagen tip I, dok hijalina
hrskavica sadrzi kolagen tip II (53). U kraljeZnici atlantskog lososa kolagen tip II je pronaden
u hondrocitima, dok je kolagen tip I pronaden i u hondrocitima i1 osteoblastima (54), kao i u
ovojnici svitka kopljace (6). Imunofluoroscencijskim metodama u kraljeznici morske macke

dokazano je prisustvo kolagena tip Il u podruc¢jima koja su okostala (55).

Obitelj koStanih morfogenetskih proteina, BMP (eng. bone morphogenetic proteins)
izoliranih iz kosti, predstavlja faktore rasta i diferencijacije, a poticu ektopi¢no stvaranje kosti
i hrskavice (56). BMP zauzimaju vrlo vaznu ulogu u mnogim regulacijskim procesima za
vrijeme razvoja skeletnih (57, 58) i neskeletnih tkiva i organa (56), ukljucuju¢i anabolicke 1
katabolicke utjecaje tijekom razvoja kosti. Neki od ovih proteina su osteoinduktivni poput
BMP2 i BMP4 (58, 59), dok su drugi vazni za zacijeljivanje kostanih prijeloma poput BMP2 i
BMP7 (60). BMP signalne molekule utjecu na razli€ite tipove stanica ukljucuju¢i hondroblaste

1 osteoblaste (58-61).

Hijaluronska kiselina (HA) je jedna od glavnih izvanstanicnih komponenti vezivnog,
epitelnog i neuralnog tkiva (62). Ovaj nesulfatizirani glikozaminoglikan ima razli¢ite uloge u
hrskavicnom tkivu, posebno u diferencijaciji hondrocita (30). Povezivanje hijaluronske
kiseline s proteoglikanima stabilizira strukturu matriksa te utjeCe na ponaSanje stanica.
Hijaluronskoj kiselini pripisuju se mnoga fizioloska svojstva stanice poput lubrikantnosti,
vodene homeostaze, filtracijskih utjecaja ili regulacije distribucije proteina plazme (62).
Proteoglikanski agregati u hrskavici, zahvaljujuci hijaluronskoj kiselini absorbiraju vodu i tako

doprinose elasti¢nosti hrskavice (30).

Povezivanjem HA s agrekanom, kolagenom i drugim proteinima u izvanstani¢noj tvari
vezivnog tkiva nastaje proteoglikan hondoitin sulfat (63). Agrekan je glavni sastojak
proteoglikana hondrotin sulfata, dovodi vodu u izvanstani¢nu tvar i tako omogucava njezinu
tlacnu rastezljivost (eng. compressive resilience) (63). Obicno je agrekan s HA povezan u mrezi

kolagenih vlakana, omogucavajuci tako osmotski pritisak potreban za plivanje (51).



1. Uvod

Potporanj stanici osigurava unutarnja dinamicna, trodimenzionalna mreZza citoskeleta, koja
omogucuje stabilnost 1 pokrete stanice i njezinih dijelova (64). Citoskelet se sastoji od triju
vrsta niti - mikrofilamenta, mikrotubula i intermedijarnih filamenata. Ovi skeletni elementi
omogucuju vecinu kretnji Zivog organizma. Mikrofilamenti su gradeni od proteina aktina koji
je prisutan u vecini eukariotskih stanica. Aktin je evolucijski visoko konzerviran i sudjeluje u
mnogim stani¢nim funkcijama poput stani¢ne pokretljivosti, odrzavanja oblika stanice, pa ¢ak
i u regulaciji transkripcije (65-67). Zajedno s miozinskim filamentima omogucava miSi¢ne
kontrakcije (65). U kraljeZnjaka, postoje tri glavne izoforme aktina, a- (skeletna, kardio i glatko
misi¢na) te B- 1 y-izoforme koje se ispoljavaju u nemisi¢nim i miSi¢nim stanicama (66). U
kopljace su pronadena dva tipa aktinskih gena, mi$i¢ni i citoplazmatski (68), ukazujuéi tako na
pojavu razli¢itih formi aktina za vrijeme evolucije kraljeZznjaka (68, 69), dok je u nucleus
pulposusu kod pasa pokazano prisustvo guste aktinske mreze koja okruzuje vakuolizirane
stanice (70, 71).

Intermedijarni filamenti, poput citokeratina (CK) i vimentima, su takoder vazni za razvoj svitka
(72-75). Prisustvo citokeratina 8 (CKS8) je dokazano u nucleus puplposu kod ljudi (72), dok je
njegova ekspresija zajedno s vimentinom uocena za vrijeme razvoja svitka u atlantskog lososa
(76) te razvoja svitka ljudskih embrija (73, 77). Prisustvo ovih elemenata citoskeleta je
potvrdeno u degeneriranom lumbalnom disku (75) i u pluénom kordomu kod ljudi (78). S druge
strane, vimentin je pronaden u kordocitima i kordoblastima u razvijajuéem svitku atlantskog
lososa prije i za vrijeme procesa mineralizacije (76).

Kod ¢ovjeka, stanice svitka nestaju iz nucleus pulposusa u vremenskom razdoblju od
10 godina (79), dok se kod mnogih drugih vrsta (macka, lasica, ovca, svinja) stanice svitka
zadrZavaju mnogo godina i nakon stadija zrelosti (79). Nestanak stanica svitka je uglavnom
povezan zamjenom ovih stanica stanicama nalik na hondrocite ili je uzrokovan programiranom
stani¢nom smrcu, apoptozom (79). Kaspaza-3 je jedan od posrednika programirane stani¢ne
smrti (80), a sintetizira se kao inaktivni proenzim u stanicama koje ulaze u apoptozu (81).
Istrazivanje na miSevima pokazalo je povezanost izmedu nestanka stanica svitka i apoptoze
(30). Sli¢no istrazivanje provedeno je na njuSnom epitelu u morske macke gdje je apoptoza

uocena 1 u rastu¢im iu zrelim stanicama proucavanog tkiva (82).
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1.3. Uloga svitka u funkciji intervertebralnog diska

Za vrijeme razvoja hrskavi¢ne kosti, u izvanstani¢nom matriksu bogatom kolagenom
tip II, deponira se kolagen tip X koji uvjetuje zamjenu hrskavice s kosti. Sli¢no, tijekom razvoja
kraljeznice, svitak koji prolazi kroz svaki kraljezak, sadrzi kolagen tip X, a potom se
zamijenjuje s kosti. No, izmedu kraljezaka, svitak ne ispoljava koalgen tip X 1 ne postaje kost,
ve¢ postaje srediSte intervertebralnog diska, odnosno nucleus pulposus (12). Nucleus pulposus
je aneuralna i avaskularna struktura koja utje¢e na homeostazu i funkciju intervertebralnog
diska (83). Cini ga populacija heterogenih stanica, ukljuéujuéi stanice svitka i male stanice
sli¢ne hondrocitima (26). Gubitak stanica svitka je povezan s patogenezom degeneracije diska,
pa se pretpostavlja da bi uz pomo¢ stanica svitka bilo moguce i regenerirati disk (13, 26).
Povecana degeneracija intervertebralnog diska uzrokuje smanjenu sintezu proteoglikana, §to
rezultira gubitkom mehanicke funkcije diska (84). Jedan od mogu¢ih mehanizama koji uvjetuje
smanjenu sintezu proteoglikana uz gubitak stanica svitka, je gubitak topljivih faktora koje
1zlucuju stanice svitka, Sto potvrduje da ove stanice imaju vaznu ulogu u odrzavanju integriteta
intervertebralnog diska. Korecki 1 sur. (2010) su proveli studiju u kojoj su dokazali da stanice
svitka imaju sposobnost diferencijacije mezenhimskih stanica do stanica nucleus pulposusa,
stvarajuci pri tome velike koli¢ine proteoglikana i kolagena tip I1I. S druge strane, smatra se da
ne postoje Cvrsti dokazi da je za patogenezu intervertebralnog diska odgovoran gubitak ili
zamjena stanica svitka (13, 26). Analize biljega svitka i studije mapiranja linija stanica,
pretpostavljaju da nucleus pulposus sadrzi stanice svitka cijeli Zivot. Stoga se predlaze da se
odgovaraju¢i animalni model treba viSe temeljiti na anatomskim i mehanickim znacajkama,
nego na ¢injenici gubitka ili zamjene stanica svitka (26). Smanjenje broja ili zamjena stanica
svitka uzrokuje smanjenu sintezu proteoglikana Sto vodi ka degeneraciji intervertebralnog

diska i posljedi¢no uzrokovanih degenerativnih bolesti diska (83, 85).

Stani¢ni sastav nucleus pulposusa intervertebralnog diska (IVD) u post-embrionalnom
stadiju 1 odrasloj dobi, utje¢e na funkciju samog IVD-a. Hunter i sur. (2003, 2004) su pokazali
da u nucleusu pulposusu postoji heterogena populacija stanica, male stanice nalik na hondrocite
i velike vakuolizirane stanice. Sli¢no je pokazano i citometrijskom analizom kojom su takoder
iz nucleus pulposusa izolirane dvije grupe stanica (86). Nekoliko autora se slaze da razlog
nestajanja stanica svitka iz nucleus pulposus nakon rodenja, lezi u njihovoj sporoj
transformaciji i/ili zamjeni za stanice sliéne hondrocitima (86-89). Naime, i u kasnijim

stadijima razvitka se mogu uociti dva tipa stanica razli¢ite morfologije: velike vakuolizirane i
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male vretenaste stanice (32). Stoga nije nerazumno za ocekivati da stanice unutar jedne
populacije koje su razli¢itih veli¢ina mogu ispoljavati razlicite genetske profile. Tako su Chen
1 sur. (2006) pokazali da dvije razliite skupine stanica iz nucleus pulposusa pokazuju razlicite
razine ekspresije integrina, kolagena i biglikana. Risbud i Shapiro (2011) smatraju da stanice
nucleus pulposusa ipak zadrzavaju stanice svitka cijeli Zivot, uz moguénost da je razvoj bolesti
diska vezan uz eventualni gubitak subpopulacije stanica svitka, onih velikih vakuoliziranih
stanica i to stani¢nom smrcu ili diferencijacijom u modificirane fenotipove (90). Obzirom da
stanice svitka zadrze neke karakteristike mati¢nih stanica, ne bi bilo neobi¢no da one nastave
proliferirati u disku i tako odrzavati homeostazu i funkciju tkiva (13). Promjene poput hipoksije
1 hiperosmoze te ekspresije citokina i faktora rasta, mogu sprijecavati proliferaciju ovih stanica
i tako izazvati njihovu diferencijaciju u linije hondrocita, fibrocita ili osteoblasta i1 posljedi¢no
doprinijeti nastanku i razvoju degenerativnih bolesti diska (13). Medutim, postoje podatci koji
govore o populaciji malih progenitorskih stanica pronadenih u odraslom disku koje mogu
diferencirati u hondrogene ili adipogene linije stanica i1 tako zamijenjivati odumrle stanice (91).
Prema ovoj teoriji, oporavak IVD-a je ovisan o sposobnosti progenitorskih stanica da se

diferenciraju, zamjenjuju odumrle satnice i tako oporave intervertebralni disk.

1.4. Mineralizacija kostura hrskavi¢njaca

Dugo se mislilo da endoskeleton precnousti nema pravog kostanog tkiva, no istrazivanja
hrskaviénog kostura pokazala su druk¢ije rezultate (52, 55, 92-96). Popre¢na sekcija
kraljeznice (podrucje blizu jetre 1 anusa) morske macke bljedice S.canicula (97), pokazala je
srediSnji dio kraljeZnice koji okruZzuje svitak, ispunjen vecim kalcificiranim povrSinama te
dorzalno neuralne i ventralno poloZene hemalne lukove izgradene od hijaline hrskavice vezane
uskim kalcificiranim pojasom uz perihondrij hrskavice. Mineralizirane povrSine gradene su od
hondrocita koji sudjeluju u mineralizaciji, dok su krajevi neuralnih lukova gradeni od hrskavice
koju oblaze tanki sloj koStanog tkiva koji sadrzi osteoblaste i osteocite (97). Ultrastruktura
kostanog tkiva potvrdena je transmisijskom elektronskom mikroskopijom te su uocena
kolagenska vlakna tipa I (55), dok su u podrucju kalcificirane hrskavice pronadena kolagenska
vlakana tipa II povezana s proteoglikanima (95). Ovi podatci ukazuju na sposobnost danasnjih

morskih pasa da okosStaju svoj endoskelet, kao i da je sposobnost kalcificiranja hrskavice
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primitivno svojstvo ¢eljustoustih koje nisu nikada ni izgubili (97). S druge strane, u sisavaca je
dokazano da je stvaranje i kalcifikacija kostiju pod utjecajem kalcitonina, hormona kojeg luci
ultimobranhijalno tijelo (embrionska struktura) ili parafolikularne stanice (C-stanice) Stitne
zlijezde (98). U koStunjaca, kalcitonin djeluje na kosti 1 Skrge, dok se u hrskavi¢njaca smatra
da je funkcija kalcitonina nestala. Budu¢i da Elasmobranchii imaju i kostano tkivo i Skrge,
pretpostavlja se da bi funkcija ovog hormona trebala biti aktivna u regulaciji metabolizma

kalcija, no to jos treba istraziti (97).

Mineralizacija hrskavice u sisavaca, a posebno u ljudi, upucuje na distroficne promjene
koje se dogadaju ili starenjem ili degenerativnim procesima (99). Kalcifikaciju mozZe uvjetovati
ili pratiti gubitak hondrocita uz promjene u matriksu hrskavice, §to povecava njegovu
bazofilnost i eventualno uzrokuje povecanje broja tzv. amiantoidnih vlakana (100).
Proucavanje hrskavicnog kostura S. canicula X-zrakama (55), pokazalo je povrSinske naslage
minerala, odnosno kortikalnu kalcifikaciju na gotovo svim dijelovima hijaline hrskavice. U
kraljeznici su uocene dodatne naslage minerala 1 to koncentri¢no rasporedene oko svitka te u
lateralnim segmentima neuralnih lukova. Kalcifikacija hrskavi¢nog matriksa u morskih pasa
ne izaziva raspad hrskavice, odnosno prvotno potpuno nestajanje kalcificirane hrskavice da bi
potom nastala kost kao u sisavaca, stoga kostur hrskavi¢nih riba moze posluziti kao model za
istrazivanje mineralizacije matriksa hrskavice koji uzrokuje degenerativne promjene, odnosno
direktnu metaplaziju hondrocita kojom se hijalina hrskavica transformira prvo u kalcificiranu
hrskavicu, a potom u kostano tkivo (55). Bolje razumijevanje ovog procesa doprinijet ¢e i

modernom bioinZinjerstvu u stvaranju novih biomaterijala koji ¢e mo¢i zamijeniti kost.

Medu hrskavi¢nim ribama uocene su razliite morfoloske promjene kalcificiranog tkiva
koje su razli¢ite kod razliCitih vrsta, ovise o dobi, nacinu prehrane i polozaju u tijelu. Dean i
Samers (2006) su predstavili tri razlicita tipa kalcifikacije (areoalni, prizmati¢ni i globularni)
koji stvaraju dva osnovna tipa hrskavice, vertebralni i kockasti (eng. tessellated cartilage).
Kockasti tip (95) je sastavljen od malih blokova (tesera) prizmaticne i globularne kalcificirane
hrskavice, dok je vertebralni sastavljen od sva tri tipa (93). Citava serija rezova napravljenih
duz osi kostura S. canicula, pokazala je da su hondrociti u blokovima tesere kao i u dvostrukim
konovima kraljezaka, degenerirani. Takoder, za razliku od drugih vrsta, ova morska macka

nema vaskulariziranih podrucja u hrskavici, bila ona mineralizirana ili ne (101).
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1.5. Sistematika vrste Scyliorhinus canicula L.

Koljeno (Phylum): CHORDATA — svitkovci

Potkoljeno (Subphylum): VERTEBRATA — kraljeZnjaci
Razred (Classis): CHONDRICHTHYES — hrskavi¢njace
Podrazred (Subclassis): ELASMOBRANCHII — pre¢nouste
Nadred (Superodo): SELACHIMORPHA, morski psi

Red (Ordo): CARCHARHINIFORMES - kuckovi
Porodica (Familia): SCYLIORHINIDAE, morske macke
Rod (Genus): Scyliorhinus

Vrsta (Species): Scyliorhinus canicula (Linnaeus, 1758), macka bljedica

Slika 1. Morska macka Scyliorhinus canicula L. (izvor: Institut Ruder Boskovi¢, Centar za
istrazivanje mora).

Iako se u evoluciji riba pojavljuju ranije te ih obiljezava nepostojanje koStanog skeleta,
pripadnici podrazreda pre¢nousta (Elasmobranchii), su vrlo razvijeni organizmi Koji su svoje
sposobnosti i obiljezja poput brzog i okretnog plivanja, dobrih osjetnih organa i razvijenog
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mozga te vrlo jakih Celjusti okrenuli u svoju korist (3). U njihovoj krvi nalazi se visoka
koncentracija uree, nemaju koStanog kostura iako se njihova hrskavica moze kalcificirati,
nemaju Skrzni poklopac, pluca ni pliva¢i mjehur. Jezicnoceljusna hrskavica sluzi kao potporanj
celjusti. Rep im je heterocerkalan (gornji reZanj peraje je ve¢i nego donji), a oplodnja unutarnja.
Tijelo im je viSe-manje prekriveno plakoidnim ljuskama, koje se nalaze i u ustima tvorec¢i zube
koji se serijski izmjenjuju. Probavna cijev im je relativno kratka, ali vijugava pa je i

apsorpcijska mo¢ povecana (3). U ovaj podrazred ubrajaju se morski psi, raze i drhtulje.

1.6.  Geografska rasprostranjenost i nacin Zivota morske macke bljedice

Morska macka bljedica ili kako je jo§ nazivaju mali morski pas, S. canicula L. rasprostranjena
je na podrucju sjevernoistocnog Atlantika, od Norveske i Britanskih otoka do Senegala i
vjerojatno Obale Slonovace, 1 Sredozemlja, pa tako i1 Jadranskog mora (102). To je priobalna,
koja moZe Zivjeti na razli¢itim vrstama dna poput pjes¢anog, muljevitog ili obraslog algama, a
povremeno vodi i nektonski zivot (nekton — organizmi koji samostalno plivaju neovisno o struji
vode). Ovaj predator aktivan je uglavnom nocu, dok danju miruje na morskom dnu. Moze
obitavati na dubinama do 400 m, ali uglavnom nastanjuje pjeS¢ana dna dubine ispod 100 m

(102).

1.7.  Morfoloske osobine morske macke bljedice

Uz hrskavican kostur, glavna obiljeZja hrskavi¢njaca su jake Celjusti s brojnim zubima, dobro
razvijeni osjetni organi i parne peraje. Na srcu imaju arterijski ¢unj, a ne posjeduju plivaci
mjehur (25). Osim usta poloZenih s donje, trbusne strane glave znacajke ove skupine su pet
pari skrznih vrec€ica koje se otvaraju na povrsini tijela. Morska macka bljedica moze dosegnuti
duZzinu 60 — 70 cm, tezinu oko 3 kg, a Zenke su uglavnom vece od muzjaka. Najveci ulovljeni
primjerak bio je dug Im. Glava im je tupasto zaSiljena, a tijelo izduZeno i vitko. Medu
pripadnicma ove vrste postoji i spolni dimorfizam, pa tako muzjaci imaju duze glave s duzim,
uskim ustima (103). Ledna strana tijela svjetlosmede je boje s tamnim mrljama, dok je trbusna

strana mlije¢nobijela §to ovoj vrsti omogucéuje dobru prilagodbu okolisu u kojem zivi. Tijelo
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morske macke je podijeljeno na glavu, trup i rep. Kroz trup i rep proteze se hrskavicna
kraljeznica, kroz koju prolazi ledna mozdina. Na glavi se nalaze rostrum (vr$ni dio glave ispred
oc¢iju), oci sa slobodnim kapcima, Strcala (spiraculum, modificirani Skrzni otvori koji sluze za
ulaz vode dok se Zivotinja hrani), usta s viSe redova zubi (modificirane plakoidne ljuske), nosni
otvori s zaklopcima, bo¢na pruga (linea lateralis, osjetilni organ koji se pruza duz cijelog tijela,
a omogucuje zivotinji detekciju strujanja i vibraciju vode), Lorenzinijeve ampule
(elektroreceptori, sluze za detekciju elektroimpulsa drugih Zivotinja koji nastaju otkucajima
srca) i pet pari Skrznih otvora. Na trupu se uocava bo¢na pruga, peraje, necisnica i kopulatorni
organ (mixipterygium, kojeg imaju samo muzjaci). Necisnica je na trbusnoj strani zajedno s
mokraéno-spolnom papilom kod muzjaka, odnosno mokraénom papilom kod zenke. Rep ¢ini
najveci dio Zivotinje, graden je od snaznih miSi¢a pomocu kojih se Zivotinja pokrece. Na
repnom dijelu se nalaze neparne peraje: ledne (jedna do tri, pinnae dorsales), podrepna peraja
(pinna analis) 1 repna peraja (pinna caudalis) (25). Odrasli primjerci hrane se manjom ribom,
glavonoScima i racima, a mladi primjerci planktonskim raci¢ima. Za razliku od ostalih
elasmobranchia, morska macka bljedica ne mora stalno biti u pokretu da joj voda struji preko
Skrga, jer aktivno pumpa vodu koriste¢i razliku tlaka izmedu zdrijela 1 Skrznih filamenata koji
sprecavaju vra¢anje vode kada je zdrijelo kontrahirano. PreC¢nouste su razvile razlicite
prilagodbe kako bi smanjile svoju specifi¢nu tezinu. Tako njihova jetra sadrzi nezasi¢ena ulja
poput skvalena (C3oH70) koja mogu Ciniti 1/5 tezine zivotinje. Krv im sadrzi manje soli nego

morska voda. Gubitak kalcificiranog tkiva takoder moze biti jedna od tih prilagodbi (3).

1.7.1. Grada koZe morske macke

Koza morske macke bljedice je gruba i hrapava jer je prekrivena plakoidnim ljuskama. Vanjski
sloj koze, pousmina (epidermis) je viSeslojni epitel s mnogim zlijezdanim stanicama koje
izlu€uju sluz (25). Pousmina pruza zastitu od infekcija 1 regulira propusnost koze (3). Usmina
(dermis) sastavljena je od vezivnih vlakana rasporedenih u viSe slojeva 1 smjerova Sto
omogucava kozi prilagodbu svakom pokretu zivotinje, dajuci joj Cvrstocu i savitljivost (3).
Plakoidna ljuska polazi iz usmine, a sastoji se od bazalne ploce na koju se nastavlja zubi¢ graden
od dentinai prekriven slojem vitrodentina (3, 25). U unutrasnjosti zubica je pulpa. Glavna uloga
plakoidnih ljuski je spreCavanje prihvac¢anja nametnika na povrSinu tijela, ali i smanjivanje
hidrodinamickog otpora vode prilikom plivanja jer su zubi¢i usmjereni prema repu. Plakoidne

ljuske se koriste i za odredivanje vrste ribe. Ljuske su gradom sli¢ne zubima, odnsono zubi
13
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morskih pasa jesu modificirane plakoidne ljuske (3). Zahvaljujuéi sloju kromatofora ispod
epidermisa, ove Zivotinje se mogu bojom prilagodavati boji okolisa (3). Koza je vjerojatno, kao
1 kod drugih Zivotinja, osjetni organ, pa omogucuje morskoj macki osjete poput dodira, boli,

svidanja (3).

1.7.2. Grada miSi¢a morske macke

Duz citavog tijela hrskavicnih riba protezu se sa svake strane dva velika miSi¢na snopa (3, 25).
Vanjski, tanki sloj ¢ine crvena miSi¢na vlakna, dok je srediSnja masa sastavljena od bijelih
misi¢nih vlakana. Svaki snop je podijeljen mioseptama na miomere koje su rasporedene poput
tuljaca, a podudaraju se s kraljeScima (25). Ovakav raspored miomera omogucuje da kontrakcija
misi¢nih vlakana ide bo¢no duz tijela, a ne dorzoventralno (3). Gemballa i sur. (2011) su
predlozili da se miosepte ne promatraju kao slojevi vezivnog tkiva, ve¢ da se smatraju tetivama
koje za pokrete plivanja raspodijeljuju snagu u odredenim smjerovima. U cCeljustouste svaka
miosepta sadrzi set od Sest specificno poloZenih tetiva (104, 105). Ovakva organizacija miosepta
nije poznata izvan Celjustoustih te nije promijenjena ve¢ 400 milijuna godina, $to govori o
visokoj funkcionalnosti ovakve arhitekture miosepta i moze posluziti kao klju¢ za razumijevanje
samog mehanizma plivanja kod riba (104, 106). U trupu i repu su misSiéi najjace razvijeni (25).
Pokretanje omogucuju kontrakcije repnih miSica, a peraje sluze kao kormila. MiSi¢i ¢ine 40 —
60 % mase Citavog tijela ribe, a razlikuju se od miSic¢a ostalih kraljeZznjaka. U morske macke
miSice inerviraju dva motorna neurona (107), za razliku od teleosta gdje kontrakciju uzrokuje
mnogo ziv€anih vlakana (30). Misi¢i koji omogucéavaju pokrete plivanja imaju uzduzna vlakna

vrlo sli¢na kao kod paklare i kopljace (3).

1.7.3. Grada peraja morske macke

Peraje u morske macke bljedice mogu biti parne (pterygia) i neparne (pinnae). Parne
peraje su prsne (pterygia pectoralia) i trbusne (pterygia ventralia), a neparne ledna (pinnae
dorsales), podrepna (pinna analis) 1 repna peraja (pinna caudalis). Prsne peraje su relativno
velike, sluze za kontrolu promjene smjera kretanja, dok dvije trbusne peraje sluze kao
stabilizatori protiv vrtnje, odnosno sprec¢avaju okretanje. Kod muzjaka je dio trbusnih peraja
preobrazen u kopulatorni organ, mixipterygium. Repna peraja je jako duga i ravna s dugim, dobro
razvijenim ventralno poloZenim reznjem (102). Prsne peraje pri¢vrS¢ene su na hrskavicno

ople¢je koje ima oblik debelog luka. Svaka od prsnih peraja ima tri perajne potpore
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(pterygiophore): prednju (propterygium), srednju (mesopterygium) i straznju (metapterygium).
Na njih se naslanjuju zrakaste SipCice (radialia) koje pridrzavaju kozne SipCice (ceratotrichia)
(3, 25, 35). Trbusne peraje podupire samo straznja perajna potpora koja se pridrzava za
hrskavi¢no kukovlje. Neparne peraje, dvije ledne 1 repnu, podupiru pterygiophore na koje se
nastavljaju elasti¢ne niti (actiniotrichia) (25, 35). Repna peraja je heterocerkalna, Sto znaci da
joj je dorzalni luk mnogo ve¢i od ventralnog S§to omogucava dizanje Zivotinje prema gore (3).
Ovakav rep je karakteristican za hrskavi¢njace koje su uglavnom teze odvode. Ovakav rep
omogucava kormilarenje u vertikalnom smjeru, a zajedno sa spljoStenim prsnim perajama
kompezira nedostatak uzgona (25). Zbog opisane anatomske grade, peraje hrskavicnih riba se
ne mogu sklapati stoga su stalno raSirene (25). lako su hrskavi¢njace najprimitivnije medu
kraljeznjacima, grada njihovih parnih peraja sluzi kao model za istrazivanje podrijetla i razvoja

parnih izdanaka (38).

1.7.4. Grada skeletnog sustava morske macke

Kostur u morske macke je hrskavic¢an, na pojedinim dijelovima mogu se uociti okostanja, ali u
njemu nema nikada pravih kostiju (25). Kostur se satoji od lubanje i kraljeznice. Kod riba se prvi
put u evoluciji pojavljuju zubi u Celjusti. Lubanja se sastoji od niza hrskaviéni ploc¢ica koje
okruzuju mozak i osjetne organe (3). U prednjem dijelu lubanja je izduzena u rostrum, na lubanji
se mogu uociti sljede¢i dijelovi: predceoni dio koji se produzava u rostrum, nosni dio s mirisnom
¢ahuricom, o¢ni (orbitalni) dio, slusni (opticki) dio, zatiljni (okcipitalni) dio koji se s dvije
zatiljne kvrZice povezuje s prvim kraljeSkom, celjusni dio te Skrzni dio s pet Skrznih lukova (25).
Nosne cahurice, orbitalni rubovi i slusne Cahurice se spajaju u jedinstvenu strukturu, tzv.
chondrocranium (3). Gornja celjust je gradena od nepcanokvadratne hrskavice, a donja je tzv.
Mekelova hrskavica s ¢ije donje strane se nalazi jezi¢na hrskavica (hyoideum). Kraljeznica
morske macke dijeli se na trupni 1 repni dio. KraljeSci su amficelni, dvocackasti udubljeni s obje
strane, odnosno tijelo kraljeska ima konkavni oblik (3, 25). Tijelo kraljeska nastalo je od slojeva
hrskavice poloZenih prema dolje oko svitka ili unutar njega (3). Zato kroz tijelo kraljeSka prolazi
svitak koji se suzava i Siri kako se suzava i §iri samo tijelo kraljeska, od sredine prema krajevima.
Kroz gornji luk trupnih i repnih kraljezaka prolazi ledna mozdina pa se taj luk naziva neuralni
luk. Neuralni lukovi podupiru neuralne grebene (35). Izmedu neuralnih lukova nalaze se
trokutaste strukture, interneuralni lukovi (35). Zajedno, neuralni i interneuralni lukovi zatvarju
neuralni kanal kroz koji prolazi ledna moZzdina. Donji luk je hemalni luk koji se s hemalnim

grebenom uocava samo u repnoj kraljeznici. Kroz hemalni luk prolaze krvne Zzile. Trupni
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kraljeSci sastoje se od tijela kraljeSka, neuralnog i hemalnog luka te bo¢nih izraslina parapofiza
(25). Repni kraljesci ne posjeduju boc¢ne izrasline. Izmedu svakog kraljeska nalazi se
intervertebralni disk nastao od svitka. KraljeSci su povezani ligamentima, ali nisu slozeni na

nacin kao kod kopnenih Zivotnijna (3).
1.7.5. Grada probavnog sustava morske macke

Morske macke su predatori, hrane se raznim bentonskim beskraljeznjacima i bentonskom ribom.
Svoj plijen detektiraju Lorenzinijevim ampulama. U usnoj Supljini morske macke nalazi se
nekoliko redova ostrih, Siljastih zubi koji su preobrazene plakoidne ljuske. Karakteristicno je za
morske pse da ih stalno zamijenjuju, a oblik i1 raspored zubi u Celjustima znaajan je za
determinaciju vrste (25). MuZzjaci imaju Sira usta i duze zube od Zenki (108). U morske macke
bljedice uoceno je devet razliCitih tipova zubi (109). Na usnu Supljinu se nastavlja zdrijelo,
bogato mnogobrojnim zlijezdama i prorezano Skrznim otvorima (25), koje se suzava u misi¢avi
jednjak te hrana dolazi u Zeludac. Zeludac je podijeljen u dva dijela, silazni kardijalni dio i
uzlazni piloricki dio. Tu se hrana mijesa i pretvara u kasu, a sadrzaj Zeludca je kiseo zahvaljucuju
enzimu slicnom pepsinu (3). Na pilori¢ki dio Zeludca nastavlja se tanko crijevo. Nabor sluznice
crijeva tvori spiralni zalistak (zyphlozolis) koji smanjuje lumen crijeva, a povecava njegovu
povrsinu (25). U ovom dijelu crijeva sadrzaj je alkalan i sadrzi enzime poput amilaze, lipaze i
tripsina (3). Slijedi debelo pa straznje crijevo koje se otvara u necisnicu. U necisnicu se otvaraju
1 mokracni 1 spolni izvodni kanali. Na prijelazu izmedu debelog 1 straznjeg crijeva nalazi se
rektalna Zlijezda (glandula digitiformis). Rektalna Zlijezda ima ulogu u osmoregulaciji, aktivno
kontrolira osmotski tlak zivotinje koja zZivi u vodenom mediju (3). Naime, morski psi kako bi
zadrZali osmotsku ranotezu i sprijecili preveliki gubitak vode iz tijela, razvili su niz prilgodbi.
Tako su bubrezi specijalizirani za zadrzavanje uree u krvi, a vodu primaju osmozom kroz skrge.
Jetra je najveci visceralni organ, sluzi kao spremiste za glikogen 1 mast. Gradena je od dva velika
1 jednog malog sredi$njeg reznja te sadrzi Zu¢ni mjehur koji sa zu¢ovodom ulazi u prednji dio
debelog crijeva. Jetra ima ulogu plivac¢eg mjehura kojeg posjeduju ribe kostunjace, pomocu
kojeg odrzava zivotinju na odredenoj dubini (3). Gusteraca je izduzenog oblika smjeStena
izmedu Zeludca 1 tankog crijeva. Gradena je od dva reznja, egzokrinog i endokrinog (3). Uz
kaudalni dio zeludca nalazi se mala zlijezda kompaktne grade, slezena. S obzirom da kod

hrskavi¢njaca nedostaje koStana srz, slezena ima ulogu stvaranja crvenih krvnih stanica (3).
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1.7.6. Grada diSnog i krvoZilnog sustava morske macke

Morska macka bljedica diSe pomocu skrga. Na lateralnim stranama glave nalazi se pet Skrznih
pukotina. Svaka Skrga (holobranchia) gradena je od dvije poluskrge (hemibranchia). Poluskrge
su gradene od bogato prokrvljenih filamenata, Skrznih lamela. Morska voda neprestano prolazi
kroz Skrge, jer morska macka drzi otvorena usta dok pliva (3). Voda ulazi kroz usta, prelazi
preko Skrga i izlazi van kroz Skrzne pukotine. Krv u kapilarama S$krznih lamela struji u
suprotnom smjeru od strujanja morske vode Sto omogucuje ucinkovitije obogac¢ivanje krvi
kisikom (3). Srce morske macke je veliko i smjesteno je u perikardijalnoj Supljini (25), izmedu
dva reda Skrga. Obavija ga osr¢je (pericardium) i hrskavicni ovoj. Gradeno je od Cetiri dijela:
venski zaton (sinus venosus), pretklijetka (atrium), klijetka (ventriculus) 1 arterijski ¢unj (conus
arteriosus). Srce je vensko, kroz njega prolazi samo deoksigenirana krv. Venska krv se iz tijela
ulijeva kroz cetiri velike vene u venski zaton, prolazi kroz pretklijetku, klijetku i kona¢no
arterijski ¢unj. Iz arterijskog Cunja izlazi velika trbuSna aorta (aorta ventralis) koja provodi
vensku krv iz srca (25). Iz nje se grana pet dovodnih Skrznih arterija (arteriae branchiales
afferentes) koje dovode vensku krv do Skrga. Na Skrznim lamelama se krv oksigenira, a
arterijska krv izlazi iz Skrga pomocu 4 para odvodnih Skrznih arterija (arteriae branchiales
efferentes) te se ulijeva u veliku lednu, silaznu aortu (aorta dorsalis). Ledna aorta se proteze
ispod kraljeznice duz ledne strane te se produljuje u repnu arteriju (arteria caudalis), ali se i
grana na manje arterije (bubreznu, jetrenu, glavenu,...) (25). Cirkulacija je spora, u prosjeku

traje ispod 2 minute (3).
1.7.7. Grada Zivéanog sustava morske macke

Ziv&ani sustav hrskaviénjaga je u nekim strukturama, posebice mozgu, bolje razvijen nego kod
kostunjaca (25). U odnosu na tijelo, mozak precnousti je tezi nego li u ostalih anamniota, ptica
i sisavaca (3). Mozak se sastoji od pet dijelova: prednji mozak, medumozak, srednji mozak,
straznji mozak 1 primozak. Prednji mozak (telencephalon, cereberum) sastoji se od velikih
polutki ispred kojih su parni, mirisni reznjevi (lobi olfactorii). Supljina prednjeg mozga je
neparna, pa nema podjele na dvije samostalne polutke. U pokrovu prednjeg mozga uocava se
ziv€ano tkivo §to je znak naprednijeg razvitka u odnosu na koStunjace (25). Osjet mirisa,
morska macka prima kroz mirisne vrecice koje su na dnu nosnih pukotina. Mirisne vrecice su
kemoreceptori, neuro-osjetne stanice koje direktno prenose signal prema mirisnim reznjevima

u prednjem mozgu. Zahvaljuéi osjetljivosti ovih stanica, morski psi mogu osjetiti kap krvi na
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nekoliko kilometara udaljenosti (3). Medumozak (diencephalon) je smjesten izmedu prednjeg
1 srednjeg mozga, a s njegove ledne strane je smjeStena nadmozdana Zlijezda, epifiza
(epiphysis) (25). Epifiza lu¢i hormon melatonin koji kontrolira razdoblja spavanja i aktivnosti
zivotinje. S donje strane medumozga je smjestena hipofiza (hypophysis) koja izlu¢uje hormone
koji upravljaju radom svih ostalih endokrinih Zlijezda. Tako hipofiza kontrolira krvni i
osmotski tlak, rad bubrega, metabolizam 1 druge funkcije. Srednji mozak (mesencephalon) je
jako dobro razvijen, a sadrzi dva vidna reznja (lobi optici) (25). Osjetilo vida je vazno ovim
zivotinjama za lov, $to upucuje na dobru razvijenost o€iju (3). Zjenice morske macke imaju
sposobnost kontroliranja koli¢ine svjetlosti koja ulazi u oko. Takoder, morski psi mogu nauciti
razlikovati svjetlo od tame kao i okomite od vodoravnih pruga, a sve vjerojatno zahvaljujuci
funkciji prednjeg mozga (3). Straznji mozak (metencephalon, cerebellum) je prili¢no velik (3),
prekriva dio srednjeg mozga i prednji dio primozga. Ima ulogu kao centar za koordinaciju
pokreta Sto morskim mackama i morskim psima daje odlike dobrih i brzih plivaca. Na
straznjem mozgu nalaze se usni reznjevi (lobi auriculares) koji se pruzaju duz ledne mozdine,
a centri su za ravnotezu. USi pre¢noustih sadrze receptore za detekciju linearnih i kruznih
pokreta, polozaja drugog organizma i vjerojatno za sluh (3). Slijedi primozak (medulla
oblongata) u ¢ijem se srediSnjem dijelu nalazi rombna jamica (fossa rhomboidalis). Na
primozak se nastavlja ledna mozdina (medulla spinalis) koja nije sastavni dio mozga. Iz ledne
mozdine grana se jedanaest pari lubanjskih Zivaca (25). Veliki, intrakranijalni prostor izmedu

mozga i hrskavi¢ne lubanje ispunjen je teku¢inom, nalik plazmi (3).

1.7.8. Grada mokraénog i spolnog sustava morske macke

Kod muzjaka macke bljedice mokra¢ni i spolni sustav su strukturno povezani pa se govori o
mokraéno-spolnom sustavu, dok zenke imaju potpuno odvojena ova dva sustava. Bubrezi
izgledaju kao tanke, plosnate, tamno crvene pruge koje se pruzaju od prsnog pojasa sve do
necisnice. Iz bubrega izlazi pet mokracovoda koji se spajaju u jedan mokraéni sinus koji se
otvara u necisnici. Morski psi zadrzavaju ureu u krvi i tako postaju hiperosmoti¢ni u odnosu na
morsku vodu (3). Spolni sustav je visoko specijaliziran za unutarnju oplodnju i stvaranje
nekoliko vrlo velikih jaja bogatih zumanjkom (3). U muzjaka, parni sjemenici su izduzeni i leze
dorzalno u trbusnoj Supljini, po jedan uz svaku stranu jednjaka i Zeludca. Sperma nastala u
sjemenicima odvodi se pomocu izvodnih sjemenih cjev€ica (ductuli efferentes) u reproduktivni
dio bubrega, nuzsjemenik (epididymis) na koji se nastavlja sjemenovod (vas deferens). Stijenke

sjemenovoda izlucuju tvar koja sakuplja spermije u spermatofore koje se spremaju u sjemenu
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vreéicu (sacculus seminalis), koja je puna ili prazna ovisno o sezoni parenja (3). Zenke imaju
samo jedan jajnik (ovarium) koji je smjeSten uz rubni dio bubrega. Jajovodi su duge, tanke cijevi
koje se u vrsnom dijelu Sire u zdjeliastu strukturu nazvanu otvor jajovoda (ostium tubae).
Jajasca prvo padaju u trbusnu Supljinu, a potom kroz otvor jajovoda u jajovode. Na vrhu svakog
jajovoda nalaze se lupinske (nidamentalne) Zlijezde koje stvaraju bjelanc¢evinastu tekuéinu za
jajasca te stvaraju keratinsku ¢ahuru (3, 25). Donjim dijelom jajvodi se spajaju u jednu cijev i
otvaraju se u necisnicu. Viviparne (Zivorodne) vrste morskih pasa imaju maternicu (uterus) koja
se takoder otvara u necisnicu (3). Tijekom parenja muZjak kopulatornim organom
(mikypteridium) u necisnicu Zenke izbacuje spermatofore sa spermom. Macke bljedice su
oviparne, zenka polaZe jaja, a embriji se samostalno razvijaju bez brige odraslih. Zenka lijeze
manji broj jaja obavijenih roznatim ¢ahurama s koncastim, spiralnim nastavcima kojima se
prihvate za morske biljke (Slika 2). Zametak posjeduje veliku zumanj€anu vrecicu i vanjske
skrge koje nestanu prije nego $to se mladi izlegnu (25). Zenke lijeZu jaja u proljeée i rano ljeto.
Zanimljivo je da morska macka bljedica ima najveca jaja u odnosu na tijelo od svih kraljeznjaka
(102, 110). Jaja su obicno veli¢ine 4 cm x 2 cm 1 nikad nisu duza od 6 cm. Embrionalni razvoj
traje od 5 — 11 mjeseci, u prosjeku izmedu 8 1 9 mjeseci. Mladi se radaju veli¢ine 9 — 10 cm i
izgledaju kao odrasle jedinke (102). U podrucju sjevernog Atlantika, spolnu zrelost muzjaci
dozivljavaju u prosjeku sa 6,6 godina i duzine 53,5 cm, dok Zenke sazrijevaju u prosjeku sa 7,9
godina i duZine 57 cm. U Sredozemlju, gdje su temperature viSe, rast i sazrijevanje su puno brzi
(110). Zanimljivo je da muzjaci za vrijeme sazrijevanja mijenjaju zube koji postaju duzi 1 ostriji,

jer tim dugim zubima pridrzavaju zenku tijekom parenja (103).

Slika 2. Jaje morske macke obavijeno roznatom ¢ahurom (izvor: Sander van der Wel).
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1.8. Morfoloske osobine kraljeSka i svitka morske macke bljedice

U morskih pasa, svaki kraljezak je sastavljen od dorzalno smjestenog neuralnog luka,
ventralno poloZenog hemalnog luka te centruma, dijela trupa kraljeska ovalnog oblika u kojem
se nalazi notokordalni kanal kroz koji prolazi svitak. Kroz neuralni luk prolazi neuralna cijev,
odnosno ledna mozZdina, a kroz hemalni luk krvne Zile, ali samo u podrucju repnog dijela
kraljeznice. Svi kraljesci su kod ovih hrskaviénjaca amficelni, odnosno na oba kraja su
konkavni. Notokordalni kanal se u srediStu centruma svakog kraljeSka suzava, a na izlasku
centruma se $iri, tako da je i svitak koji ispunjava ovaj kanal, takoder naizmjeni¢no proSiren,
odnosno suzen. [zmedu svakog neuralnog luka nalaze se trokutasti interneuralni lukovi (35).
Prostori izmedu svakog kraljeska sadrze Supljine, odnosno podrucja intervertebralnog diska
(IVD) koja su nastala od samog svitka (3). Intervertebralni disk je mekano tkivo vrlo
kompleksne strukture. Periferni dio IVD, annulus fibrosus grade gusto pakirana vlakna
kolagena tipa I, za razliku od njegovog unutarnjeg sloja koji sadrzi agregate proteoglikana u
kombinaciji s vlaknima kolagena tip I i II. Annulus fibrosus okruzuje nucleus pulposus,
agrikanom bogato Zelatinozno tkivo. U veéine vrsta, u neonatalnoj dobi nucleus pulposus je
visoko celularna struktura s realtivno malo izvanstani¢nih proteoglikana, za razliku od odrasle
dobi kada je taj odnos upravo suprotan. Nucleus pulposus je takoder nastao od svitka te sadrzi
velike vakuolizirane stanice i manje stanice nalik hondrocitima. Kako IVD sazrijeva, broj

velikih vakuoliziranih stanica se smanjuje, a broj malih stanica se povecava (13).

lako je morska macka S. canicula zbog svoje dostupnosti 1 pristupacnosti za razvojne
studije veoma eksploatirani objekt istrazivanja, u literaturi postoje podatci o gradi skeletnog
sustava, stupnju mineralizacije hrskavice, ali ne i o gradi samog svitka morske macke koji su
oskudni ili ve¢im dijelom nedostaju. Na uzduznim prerezima kraljeska morske macke bljedice,
uocava se tijelo kraljeska koje okruzuje svitak te s dorzalne strane poloZen neuralni luk, a s
ventralne hemalni luk (97). Na tijelu kraljeska vidljivo je veliko kalcificirano podrucje koje
poput prstena okruzuje svitak (55, 111). Neuralni i hemalni luk gradeni su od hijaline hrskavice

okruZeni uskim kalcificiranim pojasom tik uz perihondrij (97).
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1.9. Molekularno-bioloske osobine svitka u morske macke bljedice

Istrazujuéi evolucijske mehanizme gastrulacije kraljeznjaka, Sauka—Spengler i sur. (2003)
proucavali su skupinu brachyury gena usporedujuéi je izmedu morske macke bljedice i paklare;
to¢nije dva gena, nazvana LfT i ScT, koja postoje i u kosStunjaca, a kodiraju razvoj svitka i repa
te pokazuju prijelaznu ekspresiju za prekordalnu plo¢u koja je vjerojatno podrijetlom
zajednicka kraljeznjacima. Rezultati su pokazali da su ove stanice prisutne na cijelom rubu
blastoderma te da za vrijeme gastrulacije migriraju prema straznjoj strani, Sto se podudara s
mjestom nastanka mezoderma 1 endoderma. Ova saznanja potvrdila su gastrulaciju
hrskavi¢njaca na molekularnoj razini, ali 1 sli¢nosti samog procesa u morske macke 1 paklare

unato€ njihovoj filogenetskoj udaljenosti (39).

Za skupinu hox gena se smatra da ima vaznu ulogu u evoluciji morfoloskih struktura
poput Celjusti, pojaseva i kraljezaka u gnastostoma. U morske macke S. canicula L. poznata su
34 hox gena formirana u tri kompleksa hoxA, hoxB i hoxD, dok se pretpostavlja da su geni iz
skupine hoxC izgubljeni (47). King i sur (2011) su u svom istraZivanju otkrili gubitak hoxC
transkripata u embrijima morske macke te zakljucili da gubitak cCitave hoxC skupine u
pre¢noustih riba predstavlja dokaz za odvijanje prirodne delecije ¢itave hox skupine gena u
kraljeznjaka. Istrazuju¢i evoluciju transkripcije hox koda u morske macke, Oulion isur. (2011)
su zakljucili da je ekspresija uzduz anterio-posteriorne osi serijski homolognih struktura kao
Sto su Skrzni lukovi, straznji mozak i1 somiti, podvrgnuta suptilnim promjenama tijekom
evolucije. Hox geni djeluju kao predlozak prema kojemu nastaju morfoloSki raznolike
homologne strukture koje se razvijaju uz tjelesnu os (48). Analiza transkripcije nakupina hox
skupine gena u morske macke, koji postoje 1 u sisavaca, a izrazito su sloZene strukture je

pokazala da je to skupina gena visoko konzervirana medu celjustoustima (47).
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1.10. Imunohistokemijske osobine hrskavi¢nog kostura u morske macke

bljedice

Proucavanje hrskavi¢nog kostura morske macke bljedice, histokemijskim metodama je
dokazano prisustvo kalcijevog karbonata i kalcijevog fosfata, dok je imunohistokemijska
analiza pokazala znaCajne koli¢ine keratan sulfata i kolagena tip I (55). U hondrocitima je
dokazano prisustvo intermedijarnog filamenta vimentina, dok su reakcije na protijela S-100,
GFAP (glial fibrillary protein) i a-aktin glatkih miSi¢a bile negativne. Negativne reakcije
pokazala su bojanja na protutijela BSP (bone sialoprotein) i OC (osteocalcin), kao i ON
(osteonectin) 1 OPN (osteopontin) u matriksu, iako je blijedo citoplazmatsko obojenje uoceno
u svim hondrocitima neovisno o njihovoj lokaciji i o tome je li matriks kalcificiran ili nije.
Hondrociti u mineraliziranom matriksu bili su ili o€uvani ili nekroti¢ni. Unutar kraljezaka su
uz naslage minerala pronadena i gruba kolagenska vlakna tipa I te se ovo tkivo smatra
koStanim, za razliku od tkiva u lateralnim segmentima neuralnih lukova koje je definirano kao
acelularna kost koStunjaca (55). Elektronskim mikroskopom, na uzorcima tkiva podrucja Skrga
iperaja, uoCena su delikatna kolegenska vlakna promjera 20 nm bez jasne orijentacije, a izmedu
vlakana granule proteoglikana. Kolagenska vlakna u snopovima promjera i do 100 nm, uocena

su i u perihondriju (55).

1.11.  Znacaj morske macke bljedice u bioinZinjerstvu i farmakologiji

S. canicula L. se pokazala i kao vrlo pouzdan i koristan izvor hondroitin sulfata, sastavnog
dijela proteoglikana, koji se koristi kao lijek za lijeenje zajednickih degenerativnih bolesti
poput osteoartritisa i reumatoidnog artritisa (63). Naime, hondroitin sulfat je, kao i ostali
glikozaminoglikani jezgrom proteina povezan preko tetrasaharidne veze, a u svom sastavu
posjeduje ksilozu, galaktozu i glukuronsku kiselinu. Ova smjesa tvari, zajedno nazvana
proteoglikan, nalazi se u vezivnom tkivu na stani¢nim membranama stanica i u izvanstanicnom
matriksu. Agrikan, glavni proteoglikan hondroitin sulfata, pronaden u hrskavici zajedno s
hijaluronskom kiselinom, kolagenom i drugim proteinima, daje ovom tkivu Zelatinoznu
teksturu te elasticna svojstva. Hondroitin sulfat je izoliran denaturacijom hrskavice, a
primjenom kemijskih i spektroskopskih tehnika proucena su njegova svojstva. Rezultati su
pokazali da hondroitin sulfat, izoliran iz hrskavice morske macke posjeduje kemijsku strukturu
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kompatibilnu s ljudskom fiziologijom, §to morsku macku postavlja kao vazan izvor ovog
polisaharida. Lijeenje osteoartritisa je uglavnom bazirano na uporabi analgetika, steroidnih i
nesteroidnih protuupalnih lijekova, no ako se u lijeCenje ukljuce preparati na bazi polisaharida
hondroitin sulfata, potreba za gore spomenutim lijekovima je manja. Temeljem ovih saznanja,
znacaj hondroitin sulfata izoliranog iz S. canicula L. kako zanstveni tako i farmakoloski, je

neupitan (63).

Dermatan sulfat kao glavni glukozaminoglikan ¢ini 75% polisaharida u kozi morske macke
(112). Ispitivanjem antikoagulacijskih svojstava izoliranog i pro¢is¢enog dermatan sulfata
(38,6 kDa) te usporedbom sa svojstvima svinjskog intestinalnog dermatan sulfata (112)
utvrdeno je da je onaj prvi produzio vrijeme aktivacije poluzivota tromboplastina i1 Zivota
trombina te zadrzao i inhibirao nastajanje trombina. Dermatan sulfat nije utjecao na agregaciju
trombocita ni na aktivaciju induciranu razli¢itim faktorima, Sto ga predstavlja kao potencijalno

koristan lijek antikoagulantne terapije.

Koza morskih pasa prekrivena je plakoidnim ljuskama, koje posjeduju prirodni, joS uvijek
nedovoljno poznat, mehanizam protiv obraStanja. U tu svrhu prou¢avane su plakoidne ljuske
morske macke te je utvrdena znacajna razlika u dimenzijama ljuski kao i u stupnju
kontaminacije ljusaka ovisno o njihovoj lokaciji na tijelu (113). Koriste¢i pravu kozu kao
predlozak, uspjeSno je sintetizirana sinteticka koza koja ¢e sigurno posluziti kod razvoja

netoksi¢nih antiobrastaju¢ih materijala (113).

Hijaluronska kisleina (HA) se koristi 1 u terapiji bolesti poput osteoartritisa, koje
karakterizira degeneracija subhondralne kosti i zglobne hrskavice. Aplikacija fibrin/HA-MA
(MA - metilakril anhidrid koji pojacava mehanicka svojstva gela) hidrogela predstavlja
minimalno invazivnu metodu (gel ulazi u sustav preko male igle), a poti¢e mati¢ne stanice iz
kostane srZi da diferenciraju u hondrocite i tako sudjeluju u oporavku zglobne hrskavice (114).
Takoder, pokazano je kako uklapanje osmotski aktivne HA u prethodno komprimiranu
kolagenu konstrukciju rezultira daljnom brzom dehidracijom i kompresijom kolagenih slojeva,
formiranju kanala i stvaranju novih povrSina §to moZze biti vrlo korisna metoda za tvornicku
izradu proizvoda poput cjev€ica i otvorenih spirala s potencijalnom upotrebom u regeneraciji
tkiva kao npr. kod perifernih zivaca ili krvnih Zila (115). Nadalje, ispitivanjem svojstava dvaju
glikozaminoglikana, hondroitin sulfata 1 HA utvrdeno je da na kolagenim povr§inama mogu
stimulirati migraciju mi§jih mati¢nih stanica i njihovu hondrogenezu in vitro. Obzirom da

svojim svojstvima mogu mijenjati mehani¢ke i morfoloske karakteristike, kolagene povrSine u
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kombinaciji s hondroitin sulfatom 1 hijaluronskom kiselinom imaju veliki potencijal kao

pogodne matrice za oporavak hrskavicnog tkiva (116).
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2. CILJ I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

2.1. Ciljevi istrazivanja

Evolucijski znacaj svitka kao i mnoge nedorecenosti i nedostatak podataka njegovim

ultrastrukturnim 1 imunohistokemijskim znacajkama u morske macke Scyliorhinus

canicula L., navele su na postavljanje sljedecih ciljeva istrazivanja:

a)

b)

d)

Prouciti gradu svitka morske macke na razini svjetlosnog mikroskopa koristeci
histoloske i1 histokemijske tehnike.

Koriste¢i elektronsku mikroskopiju detaljnije prouciti ultrastrukturnu gradu kraljeznice
u morske macke bljedice s posebnim naglaskom na ultrastrukturne znacajke svitka,
kraljeska i intervertebralnog diska.

Pratiti promjene u gradi svitka duz njegove osnove (kranio-kaudalni smjer).
Primjenom imunohistokemijskih 1 imunofluoroscencijskih metoda odrediti prisutnost
elemenata citoskeleta mikrofilamenata (aktina), razlicitih intermedijarnih filamenata
(citokeratina, vimentina), elemenata izvanstani¢ne tvari hijaluronske kiseline,
agrekana, kolagena tip 1 i tip II, proteina okostavanja (BMP-4 i BMP-7) te biljega
apoptoze kaspaze 3, u svitku i susjednim tvorbama.

Dobivene rezultate o morfoloskim osobinama, ultrastrukturi i imunohistoloSkim
znaCajkama svitka usporediti s onima u drugih vrsta, ukljucuju¢i 1 ¢ovjeka i tako

doprinijeti spoznajama o gradi i ulozi svitka u evoluciji kraljeznjaka.
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2.2. Hipoteze istraZivanja

Provedeno istraZivanje je nastavak sli¢nih istrazivanja svitka u ¢ovjeka i kopljace koje su

provodile prof. dr. sc. Mirna Saraga-Babi¢ i izv. prof. dr. sc. Ivana Boc¢ina u Laboratoriju za

istrazivanje ranog razvoja cCovjeka, Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju

Medicinskog fakulteta u Splitu; rezultati dobiveni proucavanjem ultrastrukturne grade svitka u

morske macke i1 primjenom imunohistokemijskih metoda, usporedeni su s postoje¢im

rezultatima dobivenim istrazivanjem u ¢ovjeka i1 kopljace. Rezultati tih istraZivanja objavljeni

su u Casopisima International Journal of Biological Sciences (2006; 73-78) i Acta Histochemica

(2011;113:49) citiranim u Current Contents i PubMed bazi. Stoga su polazne hipoteze ovog

istrazivanja:

1.

Kopljaca je evolucijski predak riba hrskavi¢njaca kojima pripada 1 morska macka, pa
ocekujemo da ¢e evolucijski ocuvani proteini, a koji su potvrdeni u svitku kopljace, biti
prisutni i u svitku morske macke. Pretpostavka je da ¢e se ultrastrukturna grada svitka
u morske macke razlikovati od iste u kopljace jer potonja zadrzava svitak cijelog Zivota,
a morska macka samo tijekom embrionalnog razdoblja.

S druge strane, svitak u Covjeka se takoder zadrzava samo tijekom embrionalnog
razvitka kada ga zamjeni najprije hrskavican, a potom kostani kostur pa je pretpostavka
ovog istrazivanja da ¢e svitak morske macke imati sli¢nosti s gradom svitka u covjeka.
U ovom istrazivanju koristeno je protutijelo za hijaluronsku kiselinu, jer morska macka
kao 1 cCovjek ima hrskavicne elemente kostura pa je pretpostavka da ce
imunohistokemijsko istrazivanje potvrditi sli¢nost biokemijske grade svitka u morske
macke i covjeka, tim viSe jer se u posljednje vrijeme rade brojna istraZivanja patologije

hrskavice u covjeka vezana upravo uz hijaluronsku kiselinu.
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3. METODE I MATERIJAL ISTRAZIVANJA

3.1. Pokusne Zivotinje

Istrazivanje je obavljeno na deset primjeraka morske macke bljedice, Scyliorhinus
canicula L. ulovljenih u splitskom akvatoriju. Ova vrsta nastanjuje uglavnom pjes¢ana dna
do dubine 50 m. Zenke su u prosjeku veée od muzjaka. Prosje¢na duZina ovih Zivotinja je
60 — 70 cm, a tezina oko 3 kg. Za potrebe ovog istrazivanja koristili su se juvenilni, a time
1 manji primjerci, dok spol zivotinja nije bio presudan. Ulovljenim primjercima izmjerena
je duzina i izracunata srednja vrijednost duzine. Sekcijom je izoliran vratni, trupni i repni

dio kraljeZnice.

Tablica 1. DuzZina ulovljenih primjeraka morske macke.

Broj uzorka 1 2 3 4 5
DuzZina (cm) 26,5 24,3 21,0 22,0 25,4

Srednja vrijednost duzine uzoraka, SE = 23,84 cm

3.2. Metode istrazivanja

3.2.1. Svjetlosna mikroskopija parafinskih prereza
Za potrebe svjetlosne mikroskopije izolirani dijelovi kraljeznice morske macke fiksirani su u
4% formalinu (96 ml H>O 1 4 ml 40% formalina), dehidrirani kroz seriju alkohola uzlaznih

koncentracija te uklopljeni u parafin.

3.2.1.1. Izrada parafinskih prereza

Histokemijske i imunohistokemijske metode primjenjivale su se na parafinskim prerezima.
Odabrani uzorci tkiva pripremljeni su za izradu parafinskih blokova. Nakon fiksacije tkivo se
ispralo u tekucoj vodi, a zatim se dehidriralo uzlaznim nizom koncentracija etilnog alkohola
(od 30% -100%). Jasnjenje tkiva obavilo se pomocu tri izmjene ksilena po 20 minuta. Potom

se tkivo ostavilo 30 minuta u smjesi ksilola 1 parafina (omjer 1:1) u termostatu na 37°C kako
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bi se pripremilo za prozimanje parafinom. ProZimanje tkiva parafinom obavilo se kroz tri
izmjene parafina po 1 sat na temperaturi 58°C. Nakon prozimanja tkivo se uklopilo u ¢isti
parafin kako bi se dobio parafinski blok (117). Parafinski blokovi rezali su se serijski na
rotacijskom mikrotomu Leica RM 2155 na debljinu od 6 um. Parafinske serije prereza cuvale

su se u zamrzivacu na - 20°C.

3.2.1.2. Histokemijske metode bojenja tkiva

3.2.1.2.1. Hematoksilin — eozin metoda
Metoda hematoksilin-eozin osnovna je histoloSka metoda bojenja kojom se dobro prikazuje
medustani¢na tvar stanice ispitivanih tkiva i organa. Nakon deparafiniranja rezova kroz niz
ksilena i etilnog alkohola te ispiranja u destiliranoj vodi, tkivo se boji hematoksilinom kroz 10
minuta. Slijedi ispiranje u vrucoj vodi, rashladivanje te bojenje eozinom 10 minuta. Visak boje
ispire se u obicnoj vodi te se tkivo dehidrira kroz niz etilnih alkohola silaznih koncentracija (od
100 — 30%) 1 ksilena. Bojenjem ovom metodom jezgre u stanicama postaju intezivno plave, a

citoplazma crvena.

3.2.1.2.2. Alcian-blue metoda

Ova metoda koristi se za prikazivanje medustani¢ne tvari vezivnog tkiva. Tkivo se deparafinira
1 dehidrira do 70% etilnog alkohola, potom se boji 1% alcianskim modrilom (1 g alcianskog
modrila u 100 ml 3% octene kiseline). Nakon ispiranja destiliranom vodom tkivo se boji 0,1%
crvenom bojom za jezgre (0,1 g Kernechtrot u 100 ml 5% otopine Al2(SO4)3). Ovom metodom
jezgre se boje crveno, vezivno tkivo ruZicasto, a tkivni kiseli glikozaminoglikani plavo. Moze

se koristiti i za diferencijaciju hrskavice (plavo) od kosti (crveno) (117).

3.2.1.2.3. Mallory metoda

Bojenje po Mallory-ju se koristi za diferencirano prikazivanje stanica i medustani¢ne tvari.
Nakon deparafiniranja 1 ispiranja u destiliranoj vodi, tkivo se boji hematoksilinom 10 minuta
nakon Cega se prenosi u kiseli fuksin-orange 1 minutu. Slijedi ispiranje u destiliranoj vodi te
diferenciranje u 1% fosfomolibdenskoj kiselini. Potom se tkivo kratko ispire i boji anilinskim
modrilom (anilin-blue) ili light-green te slijedi diferencijacija u 1% octenoj kiselini. Tkivo se
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dehidrira kroz niz etilnih alkohola i ksilena te poklapa kanada balzamom. Rezultat bojenja
ovom metodom jesu plavo-smede jezgre, crvena citoplazma, narancasti eritrociti i svjetlo plavi

kolagen. Vezivo (plavo) i miSi¢i (crveno) se mogu medusobno vrlo jasno razlikovati (117).

3.2.1.2.4. Orcein metoda

Ova metoda koristi se za prikazivanje elasti¢nih vlakana. Deparafinirani rezovi boje se 1%
orceionm 1-24 sata (kontrola nakon 2 sata). Slijedi dehidracija u etilnom alkoholu i ispiranje
destiliranom vodom. Potom se prerezi boje hematoksilinom 3-5 minuta, ispiru destiliranom
vodom, ostave 15 minuta u obicnoj toploj vodi te se isperu 70% etilnim alkoholom. Na ovako
pripremljene prereze kapa se zasic¢ena pikrinska kiselina, koja se brzo ispere u 96% etilnom
alkoholu te se prerezi posuse filter papirom. Preparati se zatim uranjaju u smjesu 100% etilnog
alkohola i ksilena te u Cisti ksilen (dva puta) i prekrivaju kanada balzamom. Rezultati bojenja
jesu ljubicasto-plave jezgre obojene hemalaunom, smeda elasticna vlakna obojena orceinom,

a miSi¢i 1 kolagena vlakna obojena Zuto pikrinskom kiselinom (117).

3.2.1.2.5. Verhoeff metoda

Metoda bojenja po Verhoeff-u koristi se za prikazivanje elasti¢nih i kolagenih vlakana. Tkivo
se deparafinira i ispere u destiliranoj vodi. Potom se boji bojom za elasti¢na vlakna (20 ml
hematoksilina + 8 ml Zeljezo(Ill)-klorida + 8 ml Lugolove otopine). Slijedi diferenciranje u
2% otopini zeljezo(Ill)-klorida, uklanjanje joda pomocu 5% Na-tiosulfata ili 96% etilnog
alkohola te bojenje po Van Giesonu (2,5 ml 1% vodenog kiselog fuksina + 97,5 ml zasicene
vodene otopine pikrinske kisleine) 1 minutu. Preparati se potom ispiru u 95% etilnom alkoholu
te dehidriraju kroz niz etilnih alkohola i1 ksilena te poklapaju kanada balzamom. Ovom
metodom elasti¢na vlakna se boje plavo-crno do crno, jezgre su plavo do crne, kolagen je crven,

a ostali tkivni elementi Zuti (117).
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3.2.2. Svjetlosna mikroskopija polutankih prereza

Tkivo fiksirano za transmisijsku elektronsku mikroskopiju (TEM) postfiksirano je u 1% osmij-
tetroksidu u 0.1 M fosfatnom puferu (pH 7.2) 1 sat. Nakon kratkog ispiranja destiliranom
vodom tkivo se kontrastiralo 2% uranil-acetatom, a potom dehidriralo kroz uzlazni niz otopina
acetona (od 30% - 100%). Dehidrirano tkivo proZelo se Durcopan smolom, najprije u mjesavini
Durcopan smole i 100%-tnog acetona (omjer 1:1) 2 sata, a potom u Cistoj smoli 1 sat te se
uklopilo u Durcopan smolu i ostavilo 3 dana u termostatu na 64°C. Tkivo se orijentiralo
poprecno, uzduzno i bo¢no kako bi se dobila Sto potpunija slika ultrastrukturne grade morske
macke bljedice. Blok tkiva rezao se na ultramikrotomu RMC Products MTX. Najprije su se
izradili polutanki prerezi debljine 0.5 um koji su se bojili 1% toluidinskim-modrilom i
proucavali svjetlosnim mikroskopom. Napravile su se i serije polutankih prereza, u glavenom,
trupnom 1 repnom dijelu morske macke te se tako preliminarno utvrdila mikroskopska grada
odredenih podrucja kraljeznice, §to je posluZzilo za odredivanje podrucja od uzeg interesa za

istrazivanje na elektronskom mikroskopu.

3.2.3. Elektronska mikroskopija

Nakon $to su se pomocu polutankih prereza oznacila podrucja od uzeg interesa za daljnje
istraZivanje, izradili su se ultratanki prerezi debljine 0.07 pm. Ultratanki prerezi postavili su se
na bakrene mrezice koje su se prethodno presvukle folijom, kako bi se tkivo §to bolje odrzalo
na mrezici. Tkivo na mrezici se potom kontrastiralo najprije 4% uranil-acetatom (5-15 min), a
zatim 5-10 minuta olovo-citratom (118). Gotove mrezice s ultratankim prerezima pregledane
su transmisijskim elektronskim mikroskopom JEOL JEM 1400 u KBC ,,Dubrava’’ u Zagrebu.
Elektronskim mikroskopom proucavala se ultrastruktura stanica svitka i okolnih tkiva koja
okruzuju svitak i1 grade kraljezak morske macke bljedice. Posebna paznja posvetila se
proucavanju grade ovojnice svitka te gradi svitka u podrucju tijela kraljeska 1 podrucju

intervertebralnog diska.
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3.2.4. Imunohistokemijske metode

3.2.4.1. Primjena imunohistokemijskih metoda na parafinske prereze

Postupak primjene imunohistokemijskih metoda na parafinske prereze ovisi u prvom redu o
vrsti protutijela koje se primjenjuje na odredeno tkivo. Proizvodac¢ protutijela izdaje ujedno i
postupak primjene tog protutijela pri razli¢itim metodama rada. Imunohistokemijske metode
za parafinske prereze uglavnom su slicne za sva protutijela koja se mogu primjeniti na
parafinske prereze. Prerezi su se najprije deparafinirali kroz dvije kupelji ksilena po 15 minuta.

Slijedila je dehidracija prereza kroz silazni niz etilnih alkohola:
-100% (2x1°)
-96% (10”)
-70% (3-5°).

Nakon dehidracije prerezi su isprani destiliranom vodom. Slijedilo je blokiranje peroksidazalne
aktivnosti u tkivu pomocu 0.1-1% otopine vodik-peroksida 30 minuta u mraku, pa ispiranje
destiliranom vodom. Prije daljnjeg postupka na svakom predmetnom stakalcu masnom
olovkom oznaceni su prerezi tkiva radi ucinkovitije primjene protutijela. Oznaceni prerezi
isprani su u odgovarajucoj puferskoj otopini (PBS-phosphate buffered saline, TBS-tris
buffered saline, pH 6.7) 3 puta po 2 minute. Za neka protutijela potrebno je napraviti pretretman
tkiva kuhanjem, ili tretiranje proteinazom K (1:100, u 10 mM TRIS, pH = 8, Fragmentation
Detection Kit, JA 1477, Darmstadt, Germany) ili hijaluronidazom (300 U/mg u PBS pH 6.7,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO 63103, USA) kako bi protutijelo moglo u¢i u stanice tkiva. U
ovom slucaju tkivo smo tretirali proteinazom K 15 minuta (aktin, kaspaza 3, citokeratin 8,
vimentin, hijaluronska kiselina, BMP 4 1 BMP 7) 1 hijaluronidazom 4 sata na 37°C (kolagen
tip I, kolagen tip Il i agrekan). Potom su se prerezi isprali odgovaraju¢im puferom (3x2 minuta).
Na ovako pripremljene prereze nakapalo se primarno protutijelo (Tablica 2) i ostavilo stajati
oko 1 sat na sobnoj temperaturi ili preko no¢i na 4°C. Nakon primjene primarnog protutijela
prerezi su se isprali odgovaraju¢im puferom 1 nakapalo se odgovaraju¢e sekundarno protutijelo
(Tablica 3) te ostavilo stajati 60 minuta u mraku. Potom su prerezi isprani puferom (3x2
minuta). Ovako pripremljeni prerezi bojili su se DAB (3,3 diaminobenzidin tetrahidroklorid)

kromogenom do 10 minuta u mraku. Slijedilo je ispiranje destiliranom vodom i bojenje
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hematoksilinom do 2 minute. Nakon plavljenja u obi¢noj vodi prerezi su poklopljeni medijem

za ¢uvanje preparata (canada balsam, ljepilo Shandon i sl.) i pokrovnim stakalcem.

3.2.4.2. Primjena imunofluorescijenciskih metoda na parafinske prereze

Primijenjene imunofluorescencijske metode izvedene su na isti nacin kao 1 prije opisane
imunohistokemijske metode do dijela kada je primijenjeno sekundarno protutijelo (Tablica 3).
Prerezi su inkubirani odgovaraju¢im sekundarnim protutijelom 60 minuta i ostavljeni u mraku
na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja s PBS-om, prerezi su se bojili s 4', 6-diamidin-2-
fenilindol, dihidrokloridom (DAPI) 1 minutu. Nakon zavrSnog ispiranja s PBS-om, prerezi su
potpuno osuseni i poklopljeni medijem za cCuvanje preparata (Immuno-Mount, Shandon,
Pittsburgh, PA, USA). Svi prerezi su promatrani fluorescencijskim mikroskopom (Olympus
BX61, Tokyo, Japan). Prerezi su snimljeni digitalnom kamerom (SPOT Insight, Diagnostic
Instruments, USA).

3.3.3. Protutijela

3.3.3.1. Anti-Human Alpha-Smooth Muscle Actin
Monoklonalno misje protutijelo (Tablica 2) koncentracije 100 mg/L koje reagira s a-aktinom
u glatkim misi¢nim stanicama, mioepitelnim stanicama i miofibroblastima. Primjenjuje se na

parafinske prereze tkiva koja su fiksirana formalinom (119).

3.3.3.2. Anti-Fish Collagen Type 1
Monoklonalno zecje protutijelo (Tablica 2) reagira na kolagen tip I u riba, ptica i sisavaca.
Primjenjuje se u imunoflorescenciji i imunohistokemiji s preporucenim razrijedenejm u omjeru

1:50 (7).

3.3.3.3. Anti-collagen Type I1

Poliklonalno zecje protutijelo (Tablica 2) koje reagira na kolagen tip II u mladim hondrocitima
1 nesto slabijim intezitetom, u fetalnim. Kolagen tip II specifi¢an je za hrskavicno tkivo.
Primjenjuje se u imunohistokemiji i imunofluoroscenciji u koncentraciji od 5 pg/mL

{Restovic, 2015 #445} te u Western Blot analizi u koncentraciji od 1 pg/mL.
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3.3.3.4. Anti-Human/Mouse Active Caspase-3
Polikolonalno zecje protutijelo (Tablica 2) koje detektira p17 podjedinicu kaspaze-3. Razlikuje
apoptoticke stanice od onih koje nisu zahvacene apoptozom. Primjenjuje se u imunohistokemiji

na parafinskim rezovima u koncentraciji 5-15 pg/mL (120).

3.3.3.5. Anti-Vimentin

Poliklonalno kozje protutijelo (Tablica 2) reagira s intermedijalnim filamentom vimentinom.
Vimentin se vrlo dobro eksprimira u stanicama mezenhimalnog podrijetla i koristi se kao
mezenhimalni biljeg. U koncentraciji 5-15 pg/mL primjenjuje se na parafinskim rezovima

(121).

3.3.3.6. Anti-Human Cytokeratin 8
Monoklonalno misje protutijelo (Tablica 2) koje reagira s citokeratinima 5, 6, 8, 171 19. Koristi
se za detekciju 1 klasifikaciju normalnih 1 neoplasti¢nih stanica epitelnog podrijetla. Na

parafinskim rezovima preporuca se koristiti u razrijedenju od 1:50 — 1:100 (122).

3.3.3.7. Anti-Human Bone Morphogenetic Factor 2/4

Poliklonalno kozje protutijelo (Tablica 2) reagira s koStanim morfogenetskim proteinima 2 i 4
(BMP 2/4). Pripadnici BMP obitelji imaju vaznu ulogu u embriogenezi i morfogenezi razlicitih
tkiva i organa, a BMP2/4 su prepoznati kao regulatori procesa nastajanja hrskavice i kosti. U

imunohistokemiji se ovo protutijelo koristi u koncentraciji od 5-15 pg/mL (123).

3.3.3.8. Anti-Human Bone Morphogenetic Factor 7
Polikolonalno zecje protutijelo (Tablica 2) koje detektira prisustvo BMP7. U koncentraciji od

4-8 pg/mkL se koristi za primjenu na parafinskim rezovima u imunohistokemiji (124).

3.3.3.9. Anti-Hyaluronic acid

Polikolonalno ov¢je protutijelo (Tablica 2) specificno je za hijaluronsku kiselinu,
mukopolisaharid koji je sastavni dio vezivnog Zivotinjskog tkiva. Koristi se u imunohistokemiji
na parafinskim i smrznutim rezovima, s velikim rasponom moguc¢ih koncentracija koja ovisi o

razrijedenju (125).

3.3.3.10. Anti-Aggrecan antibody
Poliklonalno zecje protutijelo (Tablica 2) reagira s agrekanom, specificnim proteoglikanom
hrskavice. U imunohistokemijim analizama se koristi u koncentraciji od 5 pug/mL, dok se u

Western blot analizi preporuca koncentracija od 1 pg/mL (126).
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Tablica 2. Znacajke primjenjenih primarnih protutijela

naziv protutijela podri | mono/ proizvodac kat. broj | razrjedenje
-jetlo poli protutijela
Anti-Human Alpha-Smooth mis mono DAKO, Glostrup, Denmark M 0851 1:150
Muscle Actin
Anti-Fish Collagen Type I zec mono BIODESIGN Int., USA T8917R 1:50
Anti-Collagen II antibody zec poli Abcam Inc., Cambridge, MA, ab85266 1:100
USA
Anti-Human/Mouse Active zec poli R&D Systems, USA AF835 1:1500
Caspase-3
Anti-Human Cytokeratin 8 mis mono DAKO, Glostrup, Denmark M 0821 1:200
Anti-Vimentin koza | poli R&D Systems, Minneapolis, AF2105 1:300
USA
Anti-Human BMP-2/4 mi$ mono R&D Systems, USA AF355 1:20
Anti-Human BMP-7 zec poli Abcam, Cambridge, USA Ab56023 1:100
Anti-Hyaluronic Acid ovca poli Abcam Inc., Cambridge, MA, ADb53842 1:300
USA
Anti-Aggrecan antibody zec poli Abcam Inc., Cambridge, MA, ab36861 1:100

USA
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Tablica 3. Parovi primijenjenih primarnih i sekundarnih protutijela

primarno protutijelo

sekundarno protutijelo

Anti-Human Alpha-Smooth Muscle Actin
(mouse Anti-Human Alpha-Smooth Muscle Actin,
1:150, M 0851, Dako, Glostrup, Denmark)

Biotinylated secondary antibody (LSAB+Kit, HRP,
K0679; K0690, Dakocytomation, Carpinteria,
California, USA)

Anti-Fish Collagen Type I
(rabbit Anti-Fish Collagen Type I, 1:50, T8917R,
Biodesign International, Saco, ME, SAD)

Biotinylated secondary antibody (LSAB+Kit, HRP,
K0679; K0690, Dakocytomation, Carpinteria,
California, USA)

Anti-Collagen II antibody
(Rabbit polyclonal to Collagen II, 1:100, ab85266,
Abcam Inc., Cambridge, MA, USA)

Biotinylated secondary antibody (LSAB+Kit, HRP,
K0679; K0690, Dakocytomation, Carpinteria,
California, USA)

Anti-Human/Mouse Active Caspase-3

(rabbit Anti-human/mouse active caspase-3 antibody,
1:1500; AF835, R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA)

Biotinylated secondary antibody (LSAB+Kit, HRP,
K0679; K0690, Dakocytomation, Carpinteria,
California, USA)

Anti-Human Cytokeratin 8
(Mouse anti-human cytokeratin antibody, 1:200, M
0821, Dako, Glostrup, Denmark)

Rhodamine labeling (Donkey Anti-Mouse IgG —
Rhodamine Red, 1:300, 715-295-151, Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., Baltimore, MD,
USA)

Anti-Vimentin
(Goat anti-vimentin polyclonal antibody,
AF2105, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)

FITC (Donkey Anti-Sheep IgG, 1:300, sc-2476,
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
USA)

Anti-Human BMP-2/4
(Mouse Anti-human BMP-2/4 antibody, 1:10,
AF355, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)

Donkey Anti-Mouse IgG - Rhodamine Red, 1:300,
715-295-151, Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc., Baltimore, MD, USA

Anti-Human BMP-7
(Rabbit polyclonal antibody to BMP7, 1:100,
ab56023, Abcam, Cambridge, USA)

Donkey Anti-Rabbit IgG — FITC, (1:300, 711-095-
152, Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.,
Baltimore, MD, USA)

Anti-hyaluronic acid antibody

(Sheep Anti-human/mouse/chicken Anti-hyaluronic
acid antibody, 1:300, ab53842, Abcam Inc.,
Cambridge, MA, USA)

Donkey Anti-Sheep IgG — FITC, (1:300, sc-2476,
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
USA)

Anti-Aggrecan antibody
(Rabbit polyclonal to Aggrecan, 1:100, ab36861,
Abcam Inc., Cambridge, MA, USA)

Biotinylated secondary antibody (LSAB+Kit, HRP,
K0679; K0690, Dakocytomation, Carpinteria,
California, USA)

37




4. Rezultati

4. REZULTATI

4.1. Svjetlosnomikroskopska analiza svitka i susjednih tvorbi na parafinskim

prerezima

Popre¢ni 1 uzduzni prerezi kroz kraljezak morske macke prouCavani su svjetlosnim
mikroskopom uz primjenu histokemijskih i imunohistokemijskih metoda, kako bi se utvrdile

morfoloske znacajke svitka i susjednih tvorbi.

4.1.1. Grada kraljeSka morske macke

4.1.1.1. Bojenje hematoksilin-eozinom

Trupni kraljesci morske macke sastoje se od tijela kraljeska, neuralnog i hemalnog luka. Tijelo
kraljeska je konkavno udubljeno u lednom i trbusnom dijelu, a gradeno je od hijaline hrskavice
koja okruzuje centralno polozen svitak. Dio kraljeSka neposredno uz svitak naziva se centrum,
a obiljezava ga podruc¢je mineralizirane hrskavice (Slika 3). Svitak je graden od velikog broja
stanica koje svojim rasporedom i oblikom tvore strukturu nalik mrezi. Unutarnje stanice svitka
posjeduju velike unutarstani¢ne vakuole. Stanice svitka obavijene su acelularnom ovojnicom
koja odvaja stanice svitka od osificiranog centruma. Neuralni gornji luk kraljeska je smjesten
dorzalno i zatvara neuralni kanal kroz koji prolazi ledna mozdina. Hemalni (donji) luk polozen

je ventralno 1 kroz njega prolazi krvna zila, ali samo u repnom dijelu kraljeznice. Lateralno uz

.....
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Slika 3. HistoloSke znacajke kraljeSka morske macke. Hijalina hrskavica (h), dio neuralnog
kanala (nk), dio hemalnog luka (hk), svitak (s), centrum (c), perihondrij (), misi¢i (m).
Hematoksilin-eozin. Ljestvica = 25pm.
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4.1.2. Grada svitka morske macke

Poprecni prerez kroz tijelo kraljeSka pokazuje stanice svitka smjeStene u njegovom sredistu.
Svitak je okruzen kalcificiranim prstenom tijela kraljeska, tzv. centrumom u kojem su vidljivi
hondrociti i osteoblasti koji zajedno sudjeluju u procesu mineralizacije centruma. Na unutarnju
stranu centruma nalijeze acelularna ovojnica svitka. Okruzene hrskavicom, stanice svitka
dominiraju u sredistu tijela kraljeSka. Stanice svitka sadrZe velike unutarstani¢ne vakuole zbog

kojih cijela struktura nalikuje mrezi.

Slika 4. Poprec¢ni prerez kroz trupni kraljezak morske macke. Hijalina hrskavica (h), svitak (s),
hondrociti (A), osteoblasti (A), unutarstani¢ne vakuole (v), centrum (c). Hematoksilin-eozin.
Ljestvica = 10 pm.
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4.1.2.1.Analiza primjenom bojenja po Mallory-u
Metoda bojenja po Mallory-ju koristi se za diferencirano prikazivanje stanica i medustani¢ne
tvari, kao 1 za razlikovanje miSi¢nog i vezivnog tkiva. Strukture koje sadrze vezivna vlakna
boje se plavo (anilin-blue) ili zeleno (light-green), dok se strukture koje sadrze miSi¢na vlakna
boje crveno, stoga se pojedine strukture mogu medusobno vrlo jasno razlikovati kao npr.

miSi¢na vlakna od kolagenih vlakana vezivnog tkiva.

Na prerezima obojanim metodom po Mallory-u vidi se kako su se sve tkivne strukture obojile
specifi¢no plavo §to ukazuje na nazo¢nost komponenti vezivnog tkiva (u prvom redu kolagenih
vlakana) u njima. Neke strukture, kao $to su centrum kraljeska te perihondrij hrskavice obojili
su se intenzivnije od ostalih struktura §to bi moglo upucivati na druk¢iji sastav vezivnog tkiva,

odnosno drukg¢iji tip kolagena. I sam svitak se obojio specifi¢no $to ukazuje na njegovu vezivnu

strukturu (Slika 5).

Slika 5. Poprec¢ni prerez kroz trup kraljeSka morske macke. Svitak (s), ovojnica svitka (7),
centrum (c), hijalina hrskavica (h), perihondrij hijaline hrskavice (A). Mallory. Ljestvica = 25
pum.
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4.1.2.2. Analiza primjenom bojenja Acian blue Kernechtrot

Na uzduznom prerezu kroz kraljeznicu morske macke uocava se trup kraljeska okruzen
medukraljes¢anim kolutima (intervertebralni diskovi, IVD). Vidi se kako svitak izgraduje
najvec¢i dio intervertebralnog diska i1 kao se proteZe kroz susjedene intervertebralne diskove
prolazeci kroz uski notokordalni kanal u srediSnjem dijelu trupa kraljeska. (Slika 6). U podrucju
IVD-a svitak je izvana okruzen vezivnim hrskaviénim prstenom (annulus fibrosus) koji se

ovom tehnikom specifi¢no boji plavo. U podrucju trupa kraljeska uocavaju se razlic¢ito obojana

podrucja hrskavice. Crveno obojena podrucja prikazuju podrucja okostavanja hrskavice (Slika
6).

Slika 6. UzduZni prerez kroz dva susjedna kraljeSka morske macke. Svitak (s), u podrucju
intervertebralnog diska (IVD), annulus fibrosus (af), centrum (c), notokordalni kanal (nk).
Alcian blue. Ljestvica = 25um.
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Na popre¢nim prerezima obojenim ovom metodom uocavaju se podrucja okostavanja, ne samo
u centrumu kraljeska ve¢ i u neuralnom luku. Lateralni dijelovi neuralnog luka boje se crveno
u karakteristicnom polumjeseCastom obliku ukazujuéi na proces okostavanja (Slika 7). Plava
boja u hrskavi¢nim dijelovima kraljeska ukazuje na prisutnost kiselih glikozaminoglikana u

medustani¢noj tvari.

Slika 7. Poprecni prerez kroz neuralni luk kraljeska morske macke. Neuralni kanal (nk), ledna

mozdina (Im), podru¢ja okostavanja (), perihondrij hijaline hrskavice (A), centrum (c).
Alcian blue. Ljestvica = 10 pm.
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4.1.2.3. Analiza primjenom bojenja po Verhoeff-u

Na poprecnim prerezima obojenim metodom po Verhoeff-u vidi se kako je unutarnji rub
ovojnice svitka obojen crno $to upucuje na prisutnost elasti¢énih vlakana u ovojnici svitka.
Vanjski i sredis$nji dio ovojnice obojili su se crveno §to je dokaz nazo¢nosti kolagenih vlakana
(Slika 8). Stanice svitka tvore prepoznatljivu mreZastu strukturu i sadrze velike unutarstani¢ne
vakuole. Blago crveno obojenje u stanicama svitka moze ukazivati na prisutnost kolagenih

vlakana.

Slika 8. Poprecni prerez kroz trup kraljeska u podrucju ovojnice svitka. Elasticna vlakna (A),
pora (A), kolagena vlakna (kv), stanice svitka (s). Verhoeff. Ljestvica = 4um.
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4.1.2.4. Analiza primjenom bojenja orceinom

Na prerezima bojenim orceinom tamnije obojenje uoc¢ava se u podru¢ju ovojnice svitka sto bi
takoder moglo upuéivati na nazo¢nost elasti¢nih vlakana u ovojnici svitka (Slika 9) kao $to je

to prikazano metodom bojenja po Verhoeffu.

Slika 9. Uzduzni prerez kroz svitak morske macke. Ovojnica svitka (os), elasti¢na vlakna u
ovojnici svitka (), stanice svitka (s). Orcein. Ljestvica = 10um.
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4. Rezultati

4.2. Imunohistokemijska analiza svitka i susjednih tvorbi u kraljeZnici morske

macke

Imunohistokemijske 1 imunofluoroscencijske metode primijenjene su na parafinskim
prerezima da bi se odredila prisutnost elemenata citoskeleta (mikrofilamenata i intermedijarnih
filamenata), elemenata izvanstani¢nog matriksa te biljega programirane stani¢ne smrti
(apoptoze) u svitku i susjednim tvorbama. Na poprecne 1 uzduzne prereze kroz kraljezak
morske macke, primijenjena su protutijela na mikrofilament aktin, intermedijarne filamente
vimentin i citokeratin 8 te elemente izvanstani¢nog matriksa hijaluronsku kiselinu, agrekan,
kolagen tip I 1 II. Kako bi se utvrdila apoptoza stanica svitka primjenjeno je protutijelo na

kaspazu 3.

4.2.1. Analiza elemenata stani¢nog skeleta u stanicama svitka

4.2.1.1. Anti-human a-smooth actin

Protutijelo za mikrofilament aktin reagira s a-aktinom u glatkim miSiénim stanicama,
mioepitelnim stanicama i miofibroblastima. Na popre¢nim prerzima kroz kraljezak morske
macke nije uocena pozitivna reakcija na protutijelo za aktinske mikrofilamente; prisutnost

aktina tako nije potvrdena ni u trupu kraljeska niti u stanicama svitka (Slika 10).
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4, Rezultati

Slika 10. Poprecni prerez kroz svitak. Svitak (s), centrum (c). Imunohistokemijsko bojanje na
aktin. Ljestvica = 10pum.

4.2.1.2. Anti-vimentin and anti-human citokeratin 8

Dvostruko imunofluoroscencijsko bojanje protutijelima za intermedijarne filamente vimentin
(slika 11A i 11E) i citokeratin 8 (slika 11B i 11F), primijenjeno je na poprecnim i uzduznim
prerezima kroz tijelo kraljeska i svitak morske macke. Pozitivan izrazaj na primijenjena
protutijela za oba intermedijarna filamenta uocCen je kako u stanicama svitka tako i u
hrskavi¢nim i djelomi¢no okostalim podru¢jima centruma kraljeska. Pojedine stanice svitka
pokazale su izrazaj za vimentin i citokeratin 8 zajedno (slika 11D i 11H), dok se mogu uociti i
pojedinacne stanice s pozitivnom reakcijom na protutijelo za vimentin ili samo na protutijelo
za citokeratin 8. Ipak, u stanicama svitka uocava se dominatan izrazaj na protutijelo za vimentin

(slika 11B i 11D). Slika 11C i 11G prikazuje DAPI bojanje kojim se bojaju jezgre.
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4. Rezultati

o
A vimentin

Slika 11. Poprecni (A-D) i uzduzni (E-H) prerez kroz tijelo kraljeska i svitak. Stanice pozitivne
na vimentin (7), stanice pozitivne na citokeratin 8§ (A), stanice pozitivne na vimentin i
citokeratin 8 (A1), centrum (c), svitak (s). Umetak: uvecanje detalja slike unutar kvadrata.
Imunofluoroscencijsko bojanje na vimentin i citokeratin 8. Ljestvica = 100pum.
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4, Rezultati

4.2.2. Analiza komponenti izvanstani¢nog matriksa

4.2.2.1. Anfi-fish collagen type I

Pozitivna reakcija na protutijelo za kolagen tip I (smede obojenje) uocena je u stanicama svitka
smjeStenim u podrucju intervertebralnog diska (IVD). Rubni dijelovi intervertebralnog diska
koji izgraduju annulus fibrosus takoder su pozitivni na kolagen tip I (Slika 12). U podrucju
trupa kraljeska ne uocava se pozitivan izrazaj na kolagen tip I, dok se na prijelazu izmedu
krajnjih dijelova kraljeska prema trupu kraljeska uocavaju podrucja okostavanja hrskavice,
koja su pokazala pozitivnu reakciju na kolagen tip I. Perihondrij hijaline hrskavice kraljeska

takoder je pozitivan na kolagen tip I.

Slika 12. Uzduzni prerez kroz kraljezak morske macke. Pozitivna rekacija na protutijelo za
kolagen tip I (), perihondrij hijaline hrskavice (p), intervertebralni disk (IVD), annulus
fibrosusu (af), svitak (s), centrum (c). Imunohistokemijsko bojenje na kolagen tip I. Ljestvica
=25um.
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4. Rezultati

4.2.2.2. Antikolagen tip 11

Na poprecnim prerezima kroz kraljezak morske macke izrazito pozitivna reakcija na protutijelo
za kolagen tip II uocava se u unutarnjem dijelu centruma tijela kraljeska, dok se slabiji
pozitivitet moZe uociti u stanicama svitka te u perihondriju hijaline hrskavice (Slika 13). U
podrucju hijaline hrskavice tijela kraljeska, kao i u annulusu fibrosusu IVD-a prisutnost

kolagena tip II nije potvrdena.

Slika 13. Poprec¢ni prerez kroz kraljezak morske macke. Pozitivna reakcija na protutijelo za
kolagen tip II (7), centrum (c), svitak (s), perihondrij hijaline hrskavice (p), hijalina hrskavica
(hh). Imunohistokemijsko bojanje na kolagen tip II. Ljestvica = 10um.
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4. Rezultati

4.2.2.3. Anti-BMP4 and anti-BMP7

Na popreénim prerezima (11A-D) kroz centrum kraljeSka morske macke sa svitkom u
njegovom srediStu uo€ava se pozitivan izrazaj na primijenjena protutijela za BMP7 i BMP4 i
to na okoStalim dijelovima centruma, posebno na njegovim vanjskim rubovima. Izrazito
pozitivan i homogen izrazaj na BMP7 se moze uociti cijelim dijelom okoStalog prstena
centruma, dok je izrazaj na protutijelo za BMP4 slabijeg inteziteta te je izraZzen samo na jednoj
strani centruma. Stanice svitka kao i okolno hrskavi¢no tkivo ne pokazaju pozitivnu reakciju

za oba primjenjena koStana morfogenetska proteina.

Na uzduZnim prerezima (Slika 14E-H) kroz kraljeZak smjesten izmedu dva intervertebralna
diska, vidljiva je pozitivna reakcija na BMP4 1 BMP7. U podruc¢ju okostalog dijela centruma
uocava se kolokalizacija oba koStana morfogenetska faktora. Slabiji izrazaj BMP7 i BMP4

moze se uociti i u pojedinim stanicama svitka.
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4. Rezultati

Slika 14. Poprecni (A-D) i uzduzni (E-H) prerez kroz svitak i centrum kraljeska. A i E - Stanice
pozitivne na BMP7 u centrumu (7) i svitku (A). B i F - stanice pozitivne na BMP4 u centrumu
(7)1 svitku (A). Ci G — DAPI bojanje. D i H - stanice koje pokazuju kolokalizaciju BMP7 i
BMP4 (7), stanice s predominatnim izrazajem za BMP7 (A), kolokalizacija oba BMP faktora
u stanicama svitka (3%). Imunofluoroscencija na BMP7 i BMP4. Ljestvica = 100um.
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4. Rezultati

Na popre¢nim prerezima kroz kraljezak u podrucju neuralnog i hemalnog luka uocava se
naglasen izrazaj na BMP 4 (Slika 15B) i BMP 7 (Slika 15A) na vanjskom i unutarnjem rubu
neuralnog luka u karakteristicnom obliku polumjeseca. Izrazaj slabijeg intenziteta uocava se
na rubovima hemalnog luka (Slika 1A, B 1 D). Kolokalizaciju oba koStana morfogenetska

faktora prikazuje Slika 15D.

Slika 15. Poprecni prerez kroz tijelo kraljeska i svitak. Neuralni luk (nl), centrum (c), svitak
(s), hemalni luk (hl), stanice pozitivne na BMP7 (A) i BMP4 (B) (A). (C) — DAPI; (D) —
kolokalizacija BMP4 i BMP7. Imunofluoroscencija na BMP4 i BMP7. Ljestvica = 250um.
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4. Rezultati

4.2.2.4. Anti-hijaluronska kiselina

Na poprec¢nom prerezu kroz kraljezak morske macke uo€ava se pozitivan izrazaj na protutijelo
za hijaluronsku kiselinu ¢ime je potvrdena prisutnost glikozaminoglikana hijaluronske kiseline
kao komponente izvanstani¢nog matriksa. Pozitivna reakcija vidljiva je u nekoliko dijelova
kraljeska. Izraziti pozitivitet uo¢ava se u neuralnom luku u podrucju neposredno uz neuralni

kanal u karakteristicnom obliku polumjeseca, dok je nesto slabija reakcija vidljiva u podrucju

hemalnog luka. Pozitivnan izrazaj za hijaluronsku kiselinu uocava se i duz centruma kraljeska

(Slika 16A — C).

Slika 16. Poprecni prerez kroz kraljezak morske macke. Pozitivna reakcija na protutijelo za
hijaluronsku kiselinu (7), neuralni luk (nl), hemalni luk (hl), centrum (c), svitak (s), hijalina
hrskavica (h). A —imunolokalizacija hijaluronske kiseline; B — DAPI; C — hijaluronska kiselina
1 DAPI. Imunofluoroscencija na hijaluronsku kiselinu. Ljestvica = 25um.

Na ve¢im povecanjima poprecnih prereza kroz kraljezak uoCava se naglaSen izrazaj

hijaluronske kiseline u podrucju ovojnice svitka (Slika 17A i C), kao i u samom svitku (Slika

17A 1 C). Jezgre stanica svitka prikazane su DAPI bojenjem (Slika 17B).

Slika 17. Poprec¢ni prerez kroz svitak. Svitak (s), ovojnica svitka (os), pozitivan izrazaj na
protutijelo za hijaluronsku kisleinu (). A — imunolokalizacija hijaluronske kiseline; B —

DAPI; C — hijaluronska kiselina i DAPI. Imunofluoroscencija na hijaluronsku kiselinu.
Ljestvica =2.5um.
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4, Rezultati

4.2.2.5. Anti-agrekan

Na poprec¢nim prerezima kroz kraljezak morske macke uocava se pozitivan izrazaj na
protutijelo za agrekan u okoStalom podrucju centruma tijela kraljeska i u svitku, dok je
manji pozitivitet uocen 1 u perihondriju hijaline hrskavice (Slika 18). U podrucju
izvanstani¢nog prostora hijaline hrskavice nema izrazaja na protutijelo za agrekan, iako

se unutar hijaline hrskavice mogu uociti poneke pozitivne stanice.

Slika 18. Poprecni prerez kroz svitak. Pozitivna reakcija na protutijelo za agrekan (). Svitak

(s), centrum (c), hijalina hrskavica (hh), perihondrij (p). Imunohistokemijsko bojanje na
agrekan. Ljestvica = 10um.
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4, Rezultati

4.2.3. Analiza biljega apoptoze

4.2.3.1. Anti-caspase 3

Protutijelo anti-caspase 3 primijenjeno je na prerezima morske macke u podrucju svitka, kako
bi utvrdili utvrdili postojanje programirane stani¢ne smrti u stanicama svitka. Pozitivna
reakcija slabijeg intenziteta uocena je u stanicama svitka (Slika 19), dok ostale strukture
kraljeska, hrskavi¢ne i one dijelom okostale, nisu pokazale pozitivnu reakciju na ovo

protutijelo.

Slika 19. Poprec¢ni prerez kroz kraljezak i svitak morske macke. Stanice pozitivne na kaspazu-
3 (7), svitak (s), centrum (c). Umetak: uveéanje detalja slike unutar kvadrata.
Imunohistokemijsko bojanje na kaspazu 3. Ljestvica = 10um.
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4. Rezultati

4.3. Elektronskomikroskopska analiza grade svitka i susjednih tvorbi

4.3.1. Svjetlosnomikroskopska analiza grade svitka i susjednih tvorbi na

polutankim prerezima

Serije polutankih prereza glavenog, trupnog i repnog podruc¢ja morske macke proucavane su
svjetlosnim mikroskopom kako bi se odredila podru¢ja od uzeg interesa za prouCavanje

ultrastrukturne grade svitka morske macke pomocu elektronskog mikroskopa.

4.3.1.1. Grada kraljeska u morske macke

Na uzduZznom polutankom prerezu kroz kraljeznicu morske macke uoCavaju se trupovi
kraljezaka i intervertebralni diskovi (IVD). U podru¢jima IVD-a, jasno se uocava svitak
izgraden od vakuoliziranih stanica. Dva susjedna [IVD-a omeduju centrum trupa kraljeska kroz
koji prolazi svitak. Razvidno je da svitak neprekinuto prolazi kroz kraljeznicu, kao i da se Siri
u podrucju IVD-a; odnosno suZava prolazeci kroz notokordalni kanal u trupu kraljeska (Slika
20). Na trupu kraljeska vidljiva su podrucja okostavanja te notokordalni kanal kroz koji prolazi
svitak. Na perifernom dijelu IVD-a vidljivo je podrucje annulus fibrosusa koji je graden od

vezivne hrskavice.
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Slika 20. Polutanki uzduzni prerez kroz kraljeznicu morske macke. Svitak (s), centrum (c),
notokordalni kanal (nk), intervertebralni disk (IVD), annulus fibrosus (af), podrucje
okostavanja (7). Toluidinsko modrilo. Ljestvica = 25um.
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4. Rezultati

Na vecem povecéanju kroz trup kraljeska jasno se vidi kako svitak prolazi neprekinut kroz
notokordalni kanal u trupu kraljeska i §iri se u podrucje IVD-a. Stanice svitka su jako izduZene,
a ulaze¢i u prostor IVD-a Sire se 1 poprimaju svoj karakteristican izgled. Unutar stanica svitka
mogu se jasno uociti vakuole. Dio trupa kroz koji prolazi svitak je mineraliziran (tamno
obojen), za razliku od ostalog dijela koji je isklju¢ivo hrskavi¢ne grade s jasno prepoznatljivim

hondrocitima (Slika 21).

»
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Slika 21. Uzduzni polutanki prerez kroz trup kraljeska i svitak. Svitak (s), notokordalni kanal
(nk), centrum (c), intervertebralni disk (IVD). Toluidinsko modrilo. Ljestvica = Sum.
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4, Rezultati

Na uzduznom polutankom prerezu kroz hrskavicu kraljeska morske macke, jasno se mogu
razlikovati dijelovi kraljeska koji su mineralizirani od onih koji to nisu. Okostali dio hrskavice
je u podru¢ju trupa kraljeska, tzv. centrum koji u obliku prstena okruzuje svitak. Na
mineraliziranom prstenu uo€avaju se hondrociti te pokoji osteoblast. Podrucja lateralno od

centruma izgraduje hijalina hrskavica (Slika 22).

Slika 22. UzduZni polutanki prerez kroz mineralizirani dio hrskavice u kraljeSku morske
macke. Okostala hrskavica (oh), hijalina hrskavica (h), hondrociti (A), osteoblasti (A).
Toluidinsko modrilo. Ljestvica = Sum.
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4, Rezultati

U podrucju IVD-a svitak je s vanjske strane okruzen vezivnom hrskavicom koja tvori annulus

fibrosus IVD-a, dok svitak tvori nucleus pulposus IVD-a (Slika 23).

Slika 23. Uzduzni polutanki prerez kroz annulus fibrosus intervertebralnog diska. Annulus
fibrosus (af), fibrociti (), hondrociti (A). Toluidinsko modrilo. Ljestvica = Sum.
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4, Rezultati

Na polutankim prerezima kroz svitak u podruc¢ju dodira s trupom kraljeska uocava se ovojnica
svitka. S unutarnje strane ovojnica je u dodiru s vakuoliziranim stanicama svitka, a s vanjske
strane granic¢i s hrskavi¢nim matriksom trupa kraljeSka. Unutarnji rub ovojnice izrazito je guste

strukture 1 morfoloski se razlikuje od vanjskog koji je vlaknate strukture (Slika 24).

Slika 24. Poprecni prerez kroz trup kraljeska u podrucju ovojnice svitka. Elasticna vlakna u
ovojnici svitka (7), kolagena vlakna u ovojnici svitka (A), stanice svitka (s), vezikule (v),

vakuola (V). Toulidinsko modrilo. Ljestvica = 10um.
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4. Rezultati

4.3.2. Elektronskomikroskopska analiza grade svitka i susjednih tvorbi na

ultratankim prerezima

Kako bi se uocile specifinosti grade svitka morske macke bljedice, elektronskim
mikroskopom proucavala se ultrastruktura stanica svitka i okolnih tkiva koja okruzuju svitak i
grade kraljezak. Posebna pazZnja posvetila se proucavanju grade ovojnice svitka te gradi svitka

u podrucju tijela kraljeska i podrucju intervertebralnog diska.

4.3.2.1. Ultrastruktura stanica svitka

Svitak sadrzi dvije vrste stanica, rubne i sredisSnje. Rubne stanice se nalaze uz ovojnicu svitka,
dok su u sredistu svitka stanice koje svojim oblikom i rasporedom tvore strukturu nalik na
mrezu. Unutarnje stanice sadrZze velike unutarstanicne vakuole koje potiskuju preostali
citoplazmatski sadrzaj stanice, stoga su izduzenog oblika, a posebno se isti¢u njihovi tanki
citoplazmatski krajevi. Zbog stalnog povecéanja sadrzaja unutarstani¢nih vakuola i posljedi¢no
njihovog rasta, citoplazma i jezgre ovih stanica pomicu se i smjeStaju rubno, uz rub svitka na
granici prema ovojnici svitka (Slika 25). Izvanstani¢ni prostori su jako mali. Citoplazma

stanica svitka sadrzava mnogo fibrilarnog i granularnog materijala.

Jezgra rubnih stanica svitka smjeStena je uz rub stanicne membrane. Sadrzi vise jezgrica i jasno
izrazene jezgrine ovojnice. U Sirem dijelu jezgre uoCava se obilan, elektronski gust zrnati
materijal kompaktnog heterokromatina, dok svjetla podru¢ja odgovaraju aktivnom genskom
materijalu eukromatinu. Rubni heterokromatin je isprekidan u podrucju jezgirnih pora. Jezgrice
uglavnom sadrzZe granularni materijal. Jasno su vidljive unutarnja i vanjska membrana jezgrine
ovojnice. Na pojedinim mjestima lumen jezgrine vanjske membrane se povecava, membrana
se proSiruje 1 otvara u perinuklearnu cisternu. Iznad jezgre uocCavaju se spljosStene, ravne
cisterne endoplazmatske mrezice (EM). Unutar citoplazme moze se uociti fibrilarni i granularni
materijal. U prostoru ispod jezgre moZze se vidjeti nastajanje nove unutarstani¢ne vakuole (Slika

25).
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4, Rezultati

Slika 25. Rubna stanica svitka. Jezgra (7), jezgrice (A), unutarnja jezgrina membrana (um),
vanjska jezgrina membrana (vm), perinuklearna cisterna (pc), endoplazmatska mrezica (EM),
vakuola (V), jezgrine pore (¢'¢'). TEM, 15 000x.
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4, Rezultati

U sredisSnjem dijelu svitka stanice poprimaju izduzeni oblik. Tanki dijelovi citoplazme
okruzuju velike unutarstanicne vakuole. Unutar vakuola u nastajanju uocCavaju se brojne
vezikule ¢iji sadrZzaj omogucava rast vakuole. Stanice svitka su gusto zbijene uslijed
potiskivanja stanicnog sadrZaja tijekom nastajanja vakuola. Zbog promjena koli¢ine stani¢nog
sadrzaja vidljive su mnogobrojne invaginacije stanicnih membrana. Uz rub vakuola mogu se
uociti zrnate tvorbe koje nalikuju polisomima. Medu stanicama svitka mogu se uociti

medustanicne veze u vidu dezmosoma (Slika 26). Jezgra stanice potisnuta je uz rub stanice
(Slika 27).

Slika 26. Sredisnji dio svitka. Vakuola (V), vezikule (v), dezmosomi (A), polisomi (p). TEM,
8000x.
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Slika 27. Jezgra u stanici svitka (A). TEM, 6000x.
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4, Rezultati

Tijekom nastajanja vakuola, stanice svitka pokazuju izrazitu metabolicku aktivnost. Duz
stanicnih membrana medu stanicama svitka uocavaju se brojni mjehuri¢i (medustanicne
vakuole). Susjedne stani¢ne membrane spojene su dezmosomima i tijesnim spojevima (Slika

28).

Slika 28. Dodir medu stanicama svitka. Dezmosomi (A1), tijesni spoj (A), medustani¢ne
vakuole (mv), unutarstani¢ne vakuole (uv). TEM, 8000x.

67



4, Rezultati

Unutarstani¢na vakuola vjerojatno nastaje najprije u sredistu stanice svitka, a potom se §iri
prema rubnom dijelu stanice dok ne ispuni cijelu stanicu. Unutar citoplazme se moze uociti

stani¢ni materijal fibrilarne 1 granularne strukture (Slika 29).

Slika 29. Metabolicka aktivnost stanica svitka. Vezikule (v) i stani¢ne membrane dviju stanica
(A), unutarstani¢ne vakuole (uv). TEM, 4000x.
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4, Rezultati

Na veé¢em povecanju u podrucju dodira susjednih stanica svitka medustani¢ne vakuole su jasno
izrazene pa se moze vidjeti i sadrzaj koji se nalazi unutar vakuola. Na mjestima duz stani¢nih
membrana izmedu vakuola mogu se uociti 1 brojne medustani¢ne veze nalik dezmosomima

(Slika 30).

Slika 30. Podrucju dodira susjednih stanica svitka. Medustani¢ne vakuole (mv), dezmosomi

(7). TEM, 25 000x.
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4, Rezultati

Na uzduznim prerezima u podrucju prolaska svitka kroz trup kraljeska, tzv. notokordalni kanal,
uocavaju se rubne stanice svitka koje omeduju notokordalni kanal. Stanice su gusto zbijene i
sadrze brojne vakuole, a izvan stanica se nalaze i medustani¢ne vakuole. Na granici svitka

prema hrskavici kraljeSka uo€ava se ovojnica svitka (Slika 31).

Slika 31. UzduZni prerez kroz svitak u podrucju prolaza svitka kroz notokordalni kanal. Rubne
stanice svitka (s), dio ovojnice svitka (0s), unutarstani¢ne vakuole (uv), medustani¢ne vakuole
(mv), citoplazmatski izdanci stanica svitka (), notokordalni kanal (nk). TEM, 2500x.

Na pojedinim prerezima kroz svitak mogu se uociti znatno vec¢e medustani¢ne vakuole
ispunjene vlaknatim sadrzajem koji po svojoj ultrastrukturi odgovara kolagenim vlaknima

(Slika 32 i 33).
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Slika 33. Sadrzaj izvanstani¢ne vakuole. Kolagena vlakna (7). TEM, 15 000x.
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4, Rezultati

4.3.2.2. Ultrastrukturna grada ovojnice svitka

Ovojnica svitka u potpunosti okruzuje svitak i odvaja ga od hrskavice koja izgraduje trup
kraljeska. Ovojnica nastaje kao proizvod stanica svitka, a izgradena je od slojeva kolagenih
vlakana bez vidljivih stanica. U unutarnjem dijelu ovojnice koji prilijeze uz svitak uo¢avaju se
elektronski gus¢a podrucja nalik elastiénim vlaknima. Vanjski dio ovojnice je najSiri i sadrzi

kolagena vlakna u razli¢itom rasporedu (Slika 34).

Slika 34. Uzduzni prerez u podrucju ovojnice svitka. Svitak (s), hrskavicni matriks (hm),
ovojnica svitka (0s), elasti¢na vlakna (ev), hrskavica (h). TEM, 6000x.

Na pojedinim mjestima duz ovojnice svitka uocavaju se otvori na dijelu ovojnice u kojem
prevladavaju elasti¢na vlakna. Ove pore vjerojatno omogucavaju komunikaciju stanica svitka

i njegove ovojnice (Slika 351 36).
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4, Rezultati

Slika 35. Dodir rubnih stanica svitka i ovojnice. Elasticna vlakna (ev), otvor (pora) na
unutarnjem dijelu ovojnice svitka (7), tijesna veza izmedu dvije stanice (A), vakuola (V).
TEM, 4000x.
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Slika 36. Elasti¢na vlakna u ovojnici svitka (ev), pora (A), stanice svitka (s), jezgra u stanici
svitka (A). TEM, 5000x.
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Citi 1 razgranata

7e se uoci

Na pojedinim podru¢jima duz ovojnice svitka uz kolagena vlakna mo

teoglikana (Slika 37).

mreza pro

b

lakna (ev)

Slika 37. Mreza proteoglikana s kolagenim vlaknima u ovojnici svitka. Elasti¢na v

25 000x.

proteoglikani (A). TEM,

b

kolagena vlakna ()
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4, Rezultati

Duz ovojnice svitka mogu se mjestimi¢no uociti podrucja u kojima je naruSen kontinuitet
ovojnice (Slika 38). Degeneracija ovojnice prepoznaje se po karakteristicnom valovitom

izgledu ovojnice, osobito njezinog elasti¢nog dijela (Slika 38).

Slika 38. Degeneracija ovojnice svitka. Elasti¢ni dio ovojnice (A), ovojnica svitka (A).
TEM, 3000x.
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4.3.2.3. Ultrastrukturna grada kraljeSka u morske macke Scyliorhinus canicula

L.

Kraljezak morske macke izgraden je od hijaline hrskavice. Stanice hrskavice (hondrociti)
smjesteni su u Supljinama hrskaviéne medustani¢ne tvari tzv. lakunama. U lakunama se
najc¢eS¢e nalaze po dva hondrocita (Slika 39). Svaki hondrocit ima jasno izraZenu jezgru s
gustim tamnije obojenim heterokromatinom. Uz jezgru se mogu uociti gusto smjestene cisterne
hrapave endoplazmatske mrezice. Citoplazma hondrocita bogata je zrnatim sadrzajem.
Hrskavi¢ni izvanstani¢ni matriks bogat je glikozaminoglikanima koji se povezuju s kolagenim

vlakancima stvaraju¢i mrezu potpornih vlakana koji pridonose ¢vrsto¢i hrskavice (Slika 40).

Slika 39. Dva hondrocita u lakuni. Jezgra hondrocita (7), hrskaviéni matriks (A),
endoplazmatska mrezica (EM). TEM, 5000x.
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Slika 40. Hrskavicna medustani¢na tvar. Vidi se mreza proteoglikana i kolagenih vlakanaca.
TEM, 25 000x.
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4. Rezultati

U podruéju annulusa fibrosusa koji okruzuje svitak u podrucju intervertebralnog diska
uoCavaju se slojevi kolagenih vlakana. Slojevi poprecno polozenih kolagenih vlakana
izmjenjuju se sa slojevima ¢ija su kolagena vlakna poloZena medusobno okomito tvore¢i oblik

tzv. ,,riblje kosti* (Slika 41).

Slika 41. Kolagena vlakna u podru¢ju annulusa fibrosusa. Kolagena vlakna polozena u obliku
,riblje kosti* (A), popre¢no polozena kolagena vlakna (A). TEM, 15 000x.
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4. Rezultati

U srediSnjem dijelu trupa kraljeSka neposredno uz svitak uoCava se podruc¢je okostalog
hrskavi¢nog matriksa. U tom se podru¢ju mogu vidjeti stanice kostanog tkiva, osteoblasti koji
zajedno s hondrocitima sudjeluju u okostavanju ovog dijela kraljeska (Slika 42). Hondrociti
postaju hipertroficni, odvija se homogena kalcifikacija hrskavice te nastaju stanice koStanog
tkiva, osteoblasti 1 osteoklasti koji sudjeluju u oblikovanju amorfnog koStanog matriksa.
Osteoblasti su okrugle, medusobno jasno odvojene stanice s jednom jezgrom okruzenom
bogatom hrapavom endoplazmatskom mrezicom. Osteoblasti sintetiziraju kolagen koji je dio

izvanstani¢nog koStanog matriksa (Slika 43).

Slika 42. Okostavanje hrskavice u kraljeSku morske macke. Osteoblast (), koStani matrks
(A). TEM, 3 000x.
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Slika 43. Kostani matriks u kraljeSku morske macke. Mineralizirana hrskavica (A), kolagena
vlakna povezana s proteoglikanima (A). TEM, 30 000x.

Na prerezima kroz podrucje okosStale hrskavice u kraljeSku morske macke mogu se uz
osteoblaste vidjeti i osteoklasti; stanice koje sudjeluju u razgradnji kostanog tkiva. Razgradnju
koStanog matriksa osteoklasti obavljaju pomocu lizosoma koji izluCuju u prostor izmedu
osteoklasta i kostanog matriksa (Slika 44). S povrsine osteoklasta izlaze nepravilno razgranati
izdanci tzv. nabrani rub koji dodiruju kostani matriks (Slika 45). Dio citoplazme oko nabranog

ruba tvori svijetlu zonu.
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Slika 44. Osteoklast u hrskavici kraljeSka morske macke. Osteoklast (A1), lizosomi (A) i
izvanstani¢ni matriks (%). TEM, 20 000x.

Slika 45. Osteoklast u podru¢ju mineraliziranog hrskavicnog matriksa. Nabrani rub kojeg
stvara osteoklast (7). TEM, 25 000x.
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5. Rasprava

5. RASPRAVA

Svi pripadnici koljena Chordata dijele pet zajednickih karakteristika; miSi¢ni postanalni
rep, dorzalno smjeStenu neuralnu cijev, zZdrijelo, SkrznoZdrijelne proreze i svitak (9). [zmedu
svih navedenih karakteristika svitak je najznacajniji i ima vrlo vaznu ulogu u razvoju
kraljeznice. Svitak (chorda dorsalis, notochord) se kao rana embrionalna tvorba pojavljuje kod
svih kraljeznjaka i1 ¢ini osnovu buduce kraljeznice kao osnovni potporni sustav. To je prijelazna
embrionalna struktura, koja je ne samo mehanicka osnova tijela ve¢ predstavlja izvor signala
za formiranje svih okolnih tkiva (29). Plan tjelesne grade kraljeznjaka za vrijeme embrionalnog
razvoja ostvaruje se formiranjem segmenata, a kraljeznica je organ koji zadrzava takvu
embrionalnu segmentaciju i u odrasloj dobi (127). U nizih kraljeZnjaka svitak se zadrZava jo§
1 tijekom li¢inackog stadija, dok u visih kraljeznjaka svitak postupno nestaje ve¢ u ranim
fazama embrionalnog razvitka (6). Svitak se u kopljae zadrzava tijekom cijelog Zivota kao
jedina i konac¢na potporna tvorba (3). U Covjeka se pojavljuje tijekom 3. tjedna embrionalnog
razvoja, a u 5. tjednu poprima oblik kontinuiranog cilindra koji se pruza od granice srednjeg
mozga do posljednjeg kaudalnog segmenta kraljeznice. U 8. tjednu pojavom centara
okostavanja, svitak postupno nestaje u trupovima kraljezaka te se zadrzava samo u podrucju
buduceg nucleusa pulposusa intervertebralnog diska (IVD) (4). Smanjeni broj ili potpuni
nestanak stanica svitka vodi smanjenoj sintezi proteoglikana koja se povezuje s degeneracijom
intervertebralnog diska i posljedicno nastalih degenerativnih bolesti diska (13, 26, 83). U
naSem istrazivanju, osim prisustva kolagena tip I u annulusu fibrosusu, pozitivna reakcija na
protutijelo za kolagen tip I je uoCena u podrucju nucleus pulposusa IVD i u perihondrijumu
hrskavice kraljeska morske macke. Vlakna kolagena tip I su jedno od glavnih obiljezja
perihondrijuma hrskavice (2) kao 1 annulusa fibrosusa IVD (13). U mnogih vrsta, pa tako i
ljudi, nucleus pulposus kao embrionalni ostatak svitka je odgovoran za funkcioniranje i
odrzavanje IVD-a (13, 26, 71). Stvaranje intervertebralnog diska inducirano je Hedgehog
signalima (128). Uklanjanje Hedgehog signala iz svitka uzrokuje nastajanje deformirane
ovojnice svitka ili njen potpuni izostanak. U slucaju nerazvijanja ovojnice svitka, nastali
nucleus pulposus je vrlo mali, iz kojeg posljedi¢no za vrijeme embriogeneze, stanice svitka
nestaju kroz tijelo kraljeska (128). U ranim fazama razvoja, sonic hedghog signali su neophodni

za normalan razvoj ovojnice svitka i opstanak svitka (128).
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5. Rasprava

U riba hrskavi¢njaca, svitak se za vrijeme razvoja, kao osovinski potporni element tijela
postepeno zamjenjuje s nizom kraljezaka koji se povezuju i stvaraju hrskavi¢nu kraljeznicu.
KraljeSci su amficelni, udubljeni s jedne i druge strane, a svitak prolazi kroz trup svakog
kraljeska (3). Kako se kanal trupa kraljeska suzava 1 Siri, tako se i svitak u srediStu kanala
suzava, a pri krajevima $iri. To se moZze jasno vidjeti 1 u kraljeZnici morske macke Scyliorhinus
canicula L. Na polutankim prerezima kroz trup kraljeska i kroz dva susjedna IVD-a morske
macke, svitak iz podrucja jednog IVD-a ulazi i prolazi kroz trup kraljeska te ulazi u podrucje
drugog IVD-a. Svitak je neprekinut, a u Sirim podruc¢jima svitka uocava se mreZasta struktura
njegovih vaukoliziranih stanica. Vanjski dio IVD-a predstavlja vezivni prsten (annulus
fibrosus) koji je izgraden od vlakana kolagena tipa I (2, 129). U podrucju annulusa fibrosusa
IVD-a u morske macke nazo¢nost kolagenih vlakana tipa I potvrdena je imunohistokemijskom
analizom na kolagen tip I (26). Ovakav raspored vlakana nalazi se u anulusu fibrosusu

intervertebralnog diska u kraljeznici ¢ovjeka gdje omogucuje Cvrstocu i otpor na pritisak (4).

U kostunjaca, svitak se sastoji od sredi$njih velikih, vakuoliziranih stanica i vanjskog
sloja stanica koje luce ovojnicu svitka (29), dok je u zebrice graden od velikog broja stanica
koje se u drugom danu razvoja dijele na vakuolizirane stanice i stanice ovojnice svitka koje

kasnije 1 same postaju vakuolizirane stanice svitka (28).

U svitku morske macke S. canicula L. jasno se uocavaju dvije vrste stanica: vanjske
(rubne) i unutarnje. Rubne stanice svitka nazvane kordoblasti (23, 127), imaju izgled tipi¢an
za stanicu; izrazena jezgra bogata eukromatinom i osebujna citoplazma. Rubne stanice svitka
svojim diobama omogucavaju nastajanje novih stanica koje idu prema sredistu svitka i postaju
unutarnje stanica svitka. Unutarnje stanice svitka su izduzene stanice koje tvore mrezu zbog
izrazito dugackih citoplazmatskih izdanaka nastalih kao posljedica unutarstani¢ne i
medustani¢ne vakuolizacije. Platz (2006) je u stanicama svitka li¢inki punoglavaca opisao
brojne vezikule koje se kre¢u unutar 1 izmedu stanica osiguravajuci stani¢ni turgor. Svoje
sadrzaje vezikule izlijevaju ili u unutarstani¢ne vakuole ili u medustanicni prostor. Vezikule
koje potjecu od zrnate endoplazmatske mreZice se spajaju i tako nastaju velike unutarstani¢ne
vakuole (130). Zbog velikih unutarstani¢nih vakuola, stanice svitka mijenjaju svoj oblik i
postaju izduzene s tankim citoplazmatskim krajevima. U svitku morske macke mogu se uociti
velike unutarstani¢ne 1 izvanstanicne vakuole. Sli¢ne vakuole u stanicama svitka uocene su kod

pile¢ih embrija (131) kao i kod li¢inki vodozemaca (23). Unutarnje stanice svitka nisu
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kompresibilne, vjerojatno zbog unutarstani¢nih vakuola koje su ispunjene glikogenom (23,

132), a imaju sposobnost mijenjanja svog oblika, zadrzavajuci pri tome stalan volumen.

Stanice svitka morske macke su medusobno povezane dezmosomima i/ili pricvrsnim
spojevima. Nacini medusobnog povezivanja stanica svitka te stanica svitka s ovojnicom svitka
vjerojatno imaju vaznu ulogu u odrzavanju integriteta samog svitka (133). U jegulja se
kordoblasti povezuju s ovojnicom svitka hemidezmosomima, a vakuolizirane stanice svitka
komuniciraju medusobno preko ¢vrstih veza (134). U kopljace veza izmedu stanice svitka i
ovojnice ostvaruje se pomocu trepetljika koje se nalaze na povrsini svake, pojedinacne stanice
svitka (5). U morske macke temeljem naSeg istrazivanja vidljivo je da su vakuolizirane stanice

svitka medusobno povezane dezmosomima i tijesnim spojevima.

Svitak je obavijen ovojnicom. Ovojnica svitka nastaje kao produkt stanica svitka (29).
Signali iz svitka tijekom embrionalnog razvoja induciraju migraciju stanica sklerotoma,
njihovu kondenzaciju 1 diferencijaciju koja rezultira nastankom peri-ovojnice svitka (26). Za
nastanak ovojnice svitka 1 opstanak svitka neophodni su sonic hedgehoc (Ssh) signali (128).
Nedostatak ovih signala uzrokuje nastajanje deformirane ovojnice svitka. U kopljace, ovojnica
svitka nastaje kao produkt stanica svitak i Mullerovog tkiva (5, 7). Kod punoglavaca, u ranoj
ontogenezi fibroblasti smjeSteni neposredno uz rubne stanice svitka stvaraju kolagene
filamente ovojnice koji se obi¢no formiraju u prstenaste oblike (23). Kod ribe zebrice, uo¢eno
je da izvanstani¢ni glikoprotein Emilin 3 je neophodan za normalnu organizaciju i
funkcioniranje ovojnice svitka (29). U vecine vrsta, svitak je obavijen troslojnom ovojnicom
gradenom od elastina, kolagena i glikozaminoglikana (6, 24, 26, 32, 135). Upravo raspored
kolagenih vlakana u ovojnici svitka se smatara presudnim za ulogu svitka kao hidrostaticnog
potpornja (20). U mjeSi¢nice Cione, svitak je obavijen vezivnom ovojnicom koja se sastoji od
bazalne lamine 1 prilijezeceg joj vlaknatog sloja (136). Kod li¢inki vodozemaca ovojnica svitka
je acelularna, ne posjeduje vezikule, krvne zile ni zivce (23). U literaturi je opisivana na
razli¢ite nacCine poput uskog i Supljog cilindra koji okruzuje svitak (137), u kopljace su je
nazvali tunica elastica te opisali kao elasticnu tvorbu koja u potpunosti obavija svitak (138).
Novija istrazivanja ultrastrukture ovojnice svitka u kopljace pokazala su slojevitu gradu
ovojnice: vanjski i srednji sloj izgraden od kolagenih vlakana razli¢ite debljine 1 smjera
pruzanja, Sto odgovara kolagenu tipa I i kolagenu tipa III u kraljeznjaka, dok je unutarnji sloj
amorfan, nalikuje bazalnoj lamini i u dodiru je sa stanicama svitka pomoc¢u hemidezmososma

(5). U punoglavaca je ovojnica svitka opisana kao tvorba koja se sastoji od unutarnje elasti¢ne
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membrane smjestene izmedu dva dijela gradena od kolagenih vlakna i rubnih stanica svitka
(132). U atlantskog lososa (Salmo salar) u razdoblju rane ontogeneze utvrdeno je da je ovojnica
svitka gradena od bazalne lamine, sloja vlakana kolagena tip Il 1 elasti¢ne membrane (30), vrlo
sli¢no kao 1 u zebrice samo §to slojevi ovojnice nisu definirani pojedina¢no (12, 139), vec je
ovojnica nazvana perinotokordalnom bazalnom membranom (20). lako je morska macka ¢esto
koriSten model u mnogim embrionalnim 1 morfoloskim istrazivanjima, pa je tako proucena
anatomija 1 fiziologija vecine svih njenih organskih sustava, u literaturi nema dostupnih

podataka o imunohistokemijskom sastavu i ultrastrukturi ovojnice ove hrskavi¢ne ribe.

Ovojnica svitka u morske macke je acelularna tvorba i sastavljena je od unutarnjeg i
vanjskog sloja. Unutarnji sloj ovojnice je elekronski gusto podrucje koje bi moglo ukazivati na
prisutnost elasti¢nih vlakana §to je potvrdeno 1 histokemijskim bojanjem na elasti¢na vlakna.
Vanjski dio ovojnice svitka u morske macke sastoji se od slojeva kolagenih vlakana u
razli¢itom rasporedu. Kod ve¢ine kraljeZnjaka kolagen koji gradi ovojnicu svitka je kolagen tip
IT (20, 30, 31, 73, 140). U ranim stadijima zivota ovojnica svitka u atlantskog lososa je gradena
od paralelnih vlakanaca kolagena tip II (30, 133), dok su istrazivanja na svitku pile¢ih embrija
pokazala prisustvo kolagena tip I i tip Il ovisno o razvojnom stadiju embrija (141). U Amphibia
ovojnica svitka je takoder viSeslojna, a unutarnji sloj se sastoji od priblizno Sest slojeva
kolagenih vlakana (142) koji su koncentri¢no rasporedeni (20). U naSem istraZivanju smo u
ovojnici svitka imunohistokemijskim metodama pokazali prisustvo kolagenih vlakana tip 1.
Raspored kolagenih vlakana unutar ovojnice svitka ima znacajnu ulogu u odredivanju
funkcionalnosti svitka kao glavnog osovinskog potpornja tijekom embrionalnog i li¢inatkog
razvoja, pa ¢ak i kasnije kad sluzi kao osnova razvoja kraljeznice (20, 30). Prisustost kolagena
tip I u ovojnici svitka morske macke u skladu je s podatcima dobivenim istrazivanjem koje su
proveli Adams i sur. (1990) koji su proucavajucéi strukturu 1 funkciju svitka kod zabe Xenopus
leavis potvrdili prisutnost kolagena tip I. Ultrastrukturne i histokemijske znacajke unutarnjeg
sloja ovojnice svitka ukazuju na prisutnost elasti¢nih vlakana. Ovakva struktura ovojnice svitka
opisana je kao elastiéna membrana u nekih organizama poput punoglavaca ili atlantskog lososa
(23, 30). U li¢inke vodozemaca je ovojnica svitka gradena od tri sloja, a elasticna membrana
se nalazi izmedu dva sloja kolagenih vlakana dijametra u rasponu od 7-20 nm (¢ak 1 do 140
nm), pa se vjerojatno radi o vlakancima kolagena tip II (23). U ovojnici svitka morske macke
bazalna membrana nije uocena. Elasti¢cna membrana ovojnice svitka u morske macke prikazuje

se izrazito gusto na TEM mikrografu pa se ne moze uociti klasican umrezeni raspored elasti¢nih
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vlakana. Pojava ovakvih gustih agregata u elasticnoj membrani objasnjava se prisustvom jos
nekih proteina umreZenih s elastinom. Tako su kod nekih kraljeznjaka pronadeni filamenti
fibrilina i fibulina, koji su inace sastavni dijelovi mikrofilamenta, povezani s vlaknima elastina
(143, 144). Na ve¢im povecanjima ultratankih prereza, u elasticnoj membrani svitka morske
macke, mrezasta struktura ovih vlakana je lakSe prepoznatljiva. Takoder, uocljiva je 1
nazubljena povrsina dijela elasticne membrane koja zalazi u podrucje koje gradi kolagen, ¢ime
se ostvaruje ¢vrsta povezanost ove dvije vrste vlakana, Sto povecava snagu i ¢vrstocu svitka

potrebnu za ostvarivanje pokreta plivanja.

Elastiéna membrana ovojnice svitka morske macke posjeduje mnogobrojne otvore,
pore. S obzirom da ovojnica ne posjeduje krvne zile, transport tekucine 1 hranjivih tvari za rast
1 razvoj stanica svitka je mogu¢ upravo kroz pore na elasticnoj membrani. Mnogobrojne
membranske vezikule i veliki broj unutarstani¢nih vezikula u stanicama svitka morske macke
upucuje na postojanje razli¢itih mehanizama prijenosa tvari unutar i izvan stanica svitka, ali i
na postojanje visokog pritiska, turgora unutar stanica. Prijenos tvari unutar stanica svitka odvija
se suprotno turgorskom gradijentu u stanicama. Turgor nastaje kao rezultat osmolitickih
procesa prolaskom tekuéina kroz polupropusne membrane stanica ili zbog aktivnog prijenosa
otopljenih Cestica kroz staniéne membrane (23). Otopljene Cestice hranjivih tvari zahvaljujuci
osmotskom gradijentu prolaze kroz pore na elasticnoj membrani, ulaze u rubne stanice svitka
iidu prema unutarnjim stanicama svitka. PreneSene tvari preko vezikula ulaze u citoplazmatske
prostore, pune unutarstani¢ne vakuole, osmotska aktivnost stanica svitka raste i pritisak se
unutar stanica povecava, Cak udvostruava (24). Mnogobrojne invaginacije stani¢nih
membrana na rubnim stanicama svitka prema ovojnici, ali 1 prema unutarnjim stanicama svitka
takoder svjedoCe o postojanju aktivnog prijenosa tvari medu stanicama (23). Stanice svitka
sadrze veliki broj vezikula i cisterni, pa se moze govoriti o aktivhom prijenosu vezikulama
(eng. cytopempsis). Vezikule nastale membranskim invaginacijama mogu imati dijametar i do
40-80 nm 1 biti noSene endocitozom ili se mogu spojiti sa stanicnom membranom i izbaciti svoj
sadrzaj u izvanstani¢ni prostor (145). U unutarnjim stanicama svitka morske macke uocavaju
se mnogobrojne vezikule koje ukazuju na postojanje mikropinocitoze. Ove vezikule stvaraju
se blizu stani¢énih membrana gdje nastaju 1 invaginacije membrane, a otvaraju se ili u
izvnastani¢ne prostore ili u unutarstani¢ne vakuole. Mikropinocitoza omogucava izmjenu
tekucih tvari ili izmedu dvije stanice ili izmedu stanice i izvanstani¢nog prostora i obratno (23,

146). U pile¢ih embrija uoceno je izlijevanje sadrzaja vezikula u vakuole putem pinocitoze
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(147). Pokusom kojim se injiciralo koloidno zlato u peraju li¢inki vodozemaca, a koje nikada
nije preslo u stanice svitka, potvrdeno je odvijanje procesa pinocitoze, citopempsoze i difuzije
unutar stanica svitka (23). Ova €injenica ukazuje 1 da ovi mehanizmi prijenosa omogucéavaju i

odrZavaju turgor u unutarnjim stanicama svitka.

Uslijed degeneracijskih procesa stanice svitka propadaju, turgor pada, a tanki
citoplazmatski krajevi nestaju (23). Tada se aktivni prijenos i pinocitoza ne mogu vise odvijati,
iako se poneke vezikule jo§ uvijek mogu primjetiti uz membrane stanica. Gubitkom pritiska
unutar stanica i ovojnica svitka gubi svoju konzistentnost, smanjuje se i postaje naborana (23).
Stanjivanje elasticne membrane 1 strukturalne promjene u ovojnici svitka smanjuju njegovu
fleksibilnost 1 onemogucavaju prijenos tvari koji se odvija preko stanica svitka (133).
Degeneracija bazalne membrane moZe uzrokovati naruSavanje ovojnice svitka 1 elastine
membrane (133). Kolagena vlakna propadaju puno brze od elasti¢nih vlakana. Kolagen
denaturira i postaje Zelatinozna masa (148). Elasti¢na membrana je otpornija na degradacijske
1 liticke procese od kolagenih vlakana, jer je otporna na djelovanje preteolitickih enzima (23).
I u morske macke, uslijed odredenih degenerativnih promjena uoceno je narusavanje strukture
ovojnice, pa tako i elasticne membrane. Na TEM mikrografu je vidljivo kako se elasti¢na
membrana odvaja od ostalog dijela ovojnice svitka, ali je za razliku od vanjskog dijela ovojnice
sacuvala svoju cjelovitost. Prouavanjem procesa razvoja kraljeznjice i spajanja kraljezaka u
atlantskog lososa, uoceno je stanjivanje elasticne membrane (133). U nekim drugim
slu¢ajevima elasti¢cna membrana pronadena je fragmentirana (149). Stanjivanje i fragmentacija
elasticne membrane moze se usporediti s postojanjem degenerirane elastiCne mreze u
skoliotickom disku (150). Naime, utvrdeno je da elasti¢na ovojnica u annulusu fobrosusu IVD-
a kod sisavaca ima vaznu ulogu u obnavljanju diska nakon blaze deformacije (150). Svitak se
moze 1 rastezati do odredene granice prije nego li se elasticna membrana fragmentira. Ytteborg
1 sur. (2010) su tako pokazali da za vrijeme razvoja kraljeznice kod atlantskog lososa i vrlo
¢vrste strukture ovojnice svitka degeneriraju. Savijanje ovojnice svitka za vrijeme razvoja
kraljeznice vjerojatno smanjuje fleksibilnost svitka i utjeCe na njegovu funkcionalnost (133).
U zebrice (Telostei) u ovojnici svitka pronaden je izvanstani¢ni glikoprotein Emilin3 za koji je
utvdeno da naruSava razvoj ovojnice (29). Stanice svitka sa svojim srediSnjim vakuolama 1
citoskeletom, turgor unutar stanica i ovojnica svitka ¢ine anatomsku i funkcionalnu cjelinu koja
daje stabilnost, ¢vrstocu i1 postojanost, ali i odredenu fleksibilnost svitku (23). Kombinacijom

svojih biomehanickih svojstava svitak se odupire pritisku koji proizvode misici, a svojim
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elasticne ovojnice svitka kao i strukturne, a posebno degenerativne promjene u cijeloj ovojnici
smanjuju stabilnost i fleksibinost svitka, te naruSavaju prijenos hranjivih tvari koji se odvija u
stanicama svitka. Iz svega navedenog, razvidno je da su struktura i funkcija svitka i svih
njegovih komponenti strogo povezane. Kordoblasti i ovojnica svitka imaju vaznu ulogu
tijekom rasta notokordalnog tkiva (20, 149). Pove¢anom proliferacijom kordoblasta dolazi do
rastezanja ovojnice, ali se istovremeno narusSava cjelovitost i organizacija samih kordoblasta

(149).

Svitak je prva embrionalna struktura koja proizvodi bogati izvanstani¢ni matriks (10).
Proteoglikani koji se nalaze u svitku omogucavaju hondrogenezu somita (151), dok je
diferencijacija hondrocita moguca zahvaljujuci upravo bogatom izvanstani¢cnom matriksu koji
u svom sastavu ima hijaluronsku kiselinu (30, 152). U matriksu hrskavi¢nih elemenata kostura
morske macke, histokemijskim istraZivanjima je potvrdeno prisustvo hijaluronske kiseline
(HA) i hondroitin sulfata A i C (63, 153). Istrazivanje obavljeno na proc¢is¢enoj HA izoliranoj
1z jetre raze Aetobatus narinari je pokazalo da HA ima vaznu ulogu u regulaciji funkcije
stanica, posebno kao inhibitor stani¢ne proliferacije (154). U nasem istrazivanju hijaluronska
kiselina potvrdena je u podrucju izvanstanicnog matriksa stanica svitka, u podrucjima
okostalog centruma kraljeSka, u neuralnom luku i manje u hemalnom luku. Agrekan,
funkcionalno vrlo vazan proteoglikan u hrskavici, veze se za HA unutar mreze kolagenih
vlakana i tako omogudéuje stvaranje osmotskog pritiska (51). Pozitivitet na proteoglikan
agrekan potvrden je u svitku i unutarnjem, rubnom dijelu okostalog centruma kraljeSka morske
macke, Sto potvrduje njegovu ulogu u odrzavanju osmotskog pritiska. Izrazaj slabijeg inteziteta
na proteoglikan agrekan uocen je u prihondrijumu hijaline hrskavice. No, s obzirom da u ve¢em
dijelu centruma kraljeska kao 1 u podrucju hijaline hrskavice morske macke nije uocen izrazaj
za proteoglikan agrekan, moguce je da postoje¢i proteoglikani, omogucuju mineralizaciju
hrskavice zadrzavajuci kalcijeve ione, kao $to je to predloZeno u istrazivanju Nakamure (2001).
Ovakav rezultat moze se objasniti mogu¢im promjenama sinteticke aktivnosti hondrocita.
Hijaluronska kiselina je osmotski aktivna makromolekula, koja moze apsorbirati veliku
kolic¢inu vode (155, 156) i tako doprinijeti otpornosti hrskavice na pritisak (30, 151, 152).
Zahvaljujuci svojim polimernim i polielektrolitnim osobinama, HA posjeduje elasti¢na sojstva
(157). U svitku HA omogucava proteoglikanskim agregatima zadrZavanje vode omogucavajuci

tako propusnost, viskoznost i turgidnost svitka (84, 158). Ovaj prirodni polisaharad ima vrlo
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vaznu ulogu u organizaciji strukture hrskavi¢ne izvanstani¢ne tvari (159). Zbog svojih korisnih
osobina, HA je objekt mnogih istrazivanja, a posebno se istrazuje njena moguca uloga pri
razvijanju metoda za obnavljanje hrskavice u terapiji osteoartritisa 1 drugih degenerativnih
bolesti koStanog sustava, pa tako i kraljeznice i intervertebralnog diska. Tako je na osnovu
istrazivanja osobina HA, proizveden hidrogel gdje je HA modificirana s metacril anhidridom
da bi se poboljsala mehanicka svojstva gela (114). Injektibilni hidrogel nacdinjen na bazi
polietilen glikola 1 HA pomaze u terapiji obnavljanja vezivne hrskavice IVD-a (160). Studija
na ze¢jim mezenhimskim stanicama uzgojenim in vitro u fibrin-hijaluronskoj kiselini u
kombinaciji s ultrazvuénim zracenjem niskog inteziteta pokazala se kao vrlo koristan alat za
konstrukciju visoko kvalitetne hrskavice (161). Hijaluronska kiselina je vrlo obecavajuci
biomaterijal u istrazivanjima tkivnog inzinjerstva (115, 116, 121, 162-164). Prisutnost HA u
svitku (84, 158) podupire hipotezu da nucleus pulposus potjeCe od stanica svitka (13, 33), s
obzirom da se u kraljeznjaka svitak zadrzava samo u nucleusu pulposusu IVD-a, Cija glavna

karakteristika je bogati izvanstanstani¢ni matriks (26).

Iako je svitak prijelazna embrionalna tvorba u visih kraljeznjaka, on privremeno djeluje
kao glavni skeletni potporanj embrija i omoguéava stvaranje okolnog tkiva (10). U nekih
hrskavi¢nih riba kao $to su primjerice morski psi i raZze, dokazano je okoStavanje kostura u
odredenom stupnju (52, 55, 98). Proces okoStavanja kraljeZnice proucavan je i na odraslim
primjercima morske macke (55, 97, 165). Mineralizirana podrucja su utvrdena u centrumu
kraljeska i u hemalnom luku i ta podrucja su okostala hrskavica (94), dok je na neuralnom luku
utvrdeno postojanje kostanog kiva (97). Prouc¢avanjem ultrastrukturne grade kraljeska kao i
primjenom odgovarajucih protutijela u ovom istrazivanju potvdili smo okoStavanje hrskavice
1 na znatno mladim primjercima morske macke (prosjecne duzine 21-26,5 cm). Odredivanje
starosti riba odredeno je prema studiji o starosti i opéim morfometrijskim informacijama

morske macke S. canicula L. koju su proveli Ivory i sur. (2004).

Darras 1 Nishida (2001) su u svom radu o Ascidiama opisali utjecaj koStanih
morfogenetskih proteina (eng. bone morphogenic proteins, BMP) na proces indukcije svitka.
Smatra se da osim na proces indukcije svitka, koStani morfogenetski proteini sudjeluju i u
kontroli veliCine svitka (58). NaSe istrazivanje predstavlja prvo istrazivanje kostanih
morfogenetskih proteina u kraljeSku morske macke. Kako su BMP4 i BMP7 pronadeni u
stanicama svitka mozemo zakljuciti da i u morske macke kostani morfogenetski proteini

vjerojatno sudjeluju u indukciji i formiranju svitka. Osim u svitku, izrazaj BMP4 i BMP7 uo¢en
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je u centrumu kraljeSka te u neuralnom luku, u kojem ovaj izrazaj ima karakteristiCan oblik
polumjeseca. Intezivna pozitivna reakcija na primijenjeno protutijelo za BMP7 uocavala se
simetri¢no po cijelom centrumu, dok je izrazenost za BMP4 bila asimetri¢na, odnosno izrazena
samo na jednoj strani centruma. Ovakvu asimetri¢nost izrazaja koStanih morfogenetskih
proteina opisali su Monsoro-Burq 1 Le Douarin (2000) u istrazivanju procesa gastrulacije kod
pili¢a, gdje je izrazaj na protutijelo za BMP4 bio uoc€ljiv samo na desnoj strani Hensenovog

¢vora.

Istrazivanja sastava kolagenih vlakana u atlantskom lososu su pokazala prisutnost
col2al uglavnom u hondrocitima, dok je collal uocen i u hondrocitima i osteoblastima (54).
SrediSnji sloj neuralnog luka kod 9 cm dugih embrija morske macke Cephaloscyllium
ventriosum pokazao je izrazitu imunoreaktivnost na kolagen tip II, dok pozitivne reakcije na
kolagen tip I nije bilo u neuralnom luku, tek se slaba imunoreaktivnost uocavala u zubnom
tkivu (Eames, Allen N. et al. 2007). Nadalje, u paralelnoj studiji radenoj na svitku i hrskavici
jesetre je pokazano da je kolagen tip I identican u oba ispitivana tkiva, sastavljen od a lanaca
te je nevjerojatno slican kolagenim lancima koji grade hrskavicu kod ptica i sisavaca (Miller
and Mathews 1974). Prisustvo kolagena tip I potvrdeno je u ovojnici svitka kod kopljace i tou
vanjskom 1 srednjem sloju ovojnice (Bocina and Saraga-Babic 2006). Prema Milleru i
Mathewsu (1974), kolagen iz svitka jesetre sintetiziran je prije procesa stvaranja hrskavice.
Sli¢ne podatke pokazalo je istrazivanje svitka na pile¢im embrijima koji su sintetizirali kolagen
tip IX 1 II prije pocetka same hondrogeneze (166). U naSem istrazivanju kolagen tip I imao je
pozitivan izrazaj u hrskavici koja neposredno okruzuje svitak u kraljeSku morske macke. Ovaj
izrazaj u skladu je s morfoloSkim osobinama intervertebralnog diska, odnosno s gradom
njegovog perifernog dijela annulus fibrosusa koji je vezivno tkivo izgradeno od vlakana
kolagena tip I (13). Vlakna kolagena tip I omogucuju elasti¢nost 1 ¢vrsto¢u vezivnoj hrskavici,
a rastezljivost okoStalom tkivu. Egerbracher i sur. (2006) su u svom istrazivanju pokazali
homogenu rasprostranjenost kolagena tip II u hrskavici uzetoj iz svih dijelova kostura morske
macke, ali 1 prisutnost kolagena tip I u perihondriju i mineraliziranoj hrskavici. Takoder,
pokazali su da je perihondrij odvojen od mineraliziranih dijelova hrskavice zasebnim slojem
vitalne hrskavice, tako da su i vlakna kolagena tip I koja grade perihondrij odvojena od
kolagenih vlakana tip I u mineraliziranoj hrskavici. Ergerbacher i sur. (2006) opisali su kako
se u podruc¢ju demineralizirane hrskavice u morske macke, kolagen tip II zamjenjuje

kolagenom tip I. Nase istrazivanje pokazalo je prisutnost kolagena tip II u kraljeznici morske
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macke, posebno izraZzenu u podruc¢jima okostalog centruma kraljeska, a nesto slabijeg inteziteta
u stanicama svitka te u perihondriju hijaline hrskavice. Nadalje, pozitivan izrazaj za kolagen
tip Il uocen je takoder u pojedinim hrskavi¢nim dijelovima neuralnog luka kao i u okolnom
miSi¢nom tkivu. Hijalina hrskavica tijela kraljeSka nije pokazala pozitivitet za kolagen tip II.
Nedostatak kolagena tip II u hrskavici obicno se povezuje s odlaganjem kolagena tip 11 III
(167). Kolagena vlakna koja grade hrskavicu su uglavnom kolagena vlakna tip II uz nesto
manju koli¢inu kolagena tip IX i tip XI. Kolagen tip IX se nalazi unutar, izmedu vlakana
kolagena tip II, dok je kolagen tip XI na povrSini vlakana tip II. Oba tipa vlakana, tip IX i tip
XI su umrezena s vlaknima kolagena tip II. Kolagen tip II je sastavljen od tri al(Il) lanca koje
kodira gen Col2al. Medutim, ovaj gen kodira 1 a3(XI) lanac heterotrimernog kolagena XI (51),
pa je moguce da je kolagen tip XI prisutan u hrskavici morske macke umjesto kolagena tip II.
U istrazivanju koje su proveli Aszodi i sur. (1998) na kolegen II-deficijentnim miSevima,
dokazano je da unato¢ nepostojanju kolagena tip II, hondrociti i dalje normalno stvaraju
specifi¢nu izvanstani¢nu tvar. Takoder, kod ljudi s mutacijama gena Col2al nisu uocene
nikakve abnormalnosti u razvoju svitka i IVD-a (51). Moguée je da se i u hrskavici morske
macke sintetizira uz kolagen tip I i neki drugi tip kolagena, a koji nije tip II. Na ovu moguénost
ukazuju 1 istrazivanja Nakamure 1 sur. (2001) i Egerbracher 1 sur. (2006). Kostur kod
hrskavi¢njaca ima obiljeZja 1 kosti 1 hrskavice (52), a to se moZe zakljuciti 1 temeljem rezultata
naseg istrazivanja. Egerbracher i sur. (2007) su za tkiva koja imaju obiljezja i hrskavice i kosti

cak predlozili naziv hrskavi¢na kost.

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da su stanice svitka razli€itih vrsta sisavaca (koje
se obi¢no koriste u laboratorijskim istrazivanjima poput svinja, ovaca, pasa, zeceva, macaka,
lasica, Stakora 1 miSeva) bogate aktinskim citoskeletom (70, 79). Aktin se obi¢no pojavljuje u
dvije izoforme; kao miSi¢ni 1 citoplazmatski aktin (68, 168). Protutijelo na aktin u nasem
istrazivanju nije pokazalo pozitivan izrazaj u kraljeSku morske macke. Sli¢ne podatke pokazalo
je istrazivanje Egerbrachera i sur. (2006) koji u hondrocitima morske macke nisu uocili
pozitivnu reakciju na primijenjeno protutijelo za o—aktin, a sli¢ni su rezultati dobiveni i u
istrazivanju licinki ascidia (65, 169). Podatci iz prethodno navedenih istrazivanja mogu
ukazivati na evolucijske mutacije gena koji su ukljuceni u regulaciju procesa razvoja svitka. U
literaturi postoje podatci koji sugeriraju da je obitelj aktinskih gena evoluirala od samo jednog
aktinskog gena naslijedenog od davnih deuterostoma (69). Rezultati istrazivanja Kusakabea 1

sur. (1999) sugeriraju da su predci kordata posjedovali najmanje dvije misi¢ne izofome aktina
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te da je izoforma aktina kod kraljeZznjaka evoluirala nakon razdvajanja kraljeZnjaka 1
urokordata.

Prisutnost intermedijarnih filamenata citokeratina (CK) i vimentina je potvrdena u
nucleusu pulposusu mnogih vrsta kraljeznjaka (30, 73, 170). Pozitivan izrazaj na protutijelo za
CKS8 je je potvrden i u svitku covjeka (10, 73), kao 1 u ovojnici svitka kod kopljace (7). Nedavna
istrazivanja hondrocita iz razlicitih dijelova kostura morske macke su potvrdila prisutnost
intermedijarnog filamenta vimentina (55). U naSem istrazivanju svitka morske macke
potvrdena je prisutnost citokeratina i vimentina, iako su uocene i pojedine stanice koje su
pokazale imunoreaktivnost samo za vimentin. Sli€no je uoceno i u stanicama svitka kod
c¢ovjeka tijekom embrionalnog razvoja, gdje se imunoreaktivnost za vimentin postupno
povecavala, dok se za CK smanjivala (4). U stanicama svitka goveda opisan je izrazaj za CK8
1 vimentim, dok je u zrelom nucleusu pulposusu uocen izrazaj samo za vimentin (171). Osim
Sto sudjeluju u procesu razvoja svitka, intermedijarni filamenti vimentin i CK8 imaju vrlo
vaznu ulogu kao mehanicki stabilizatori, jer u interakciji s razli¢itim proteinima doprinose
stabilnoj strukturi tkiva (172).Vazni su i za proces mineralizacije hrskavice kao i degeneracije
IVD-a (72,75, 170, 171, 173). Imunohistokemijska istrazivanja na ljudskom lumbalnom disku
su pokazala smanjenu izraZenost citokeratina koja je dovedena u vezu s degeneracijom

intervertebralnog diska u odnosu na godine starosti (30, 75, 170, 174).

Subpopulacija CKS8 pozitivnih stanica svitka, pronadena kao ostatak u zrelom
intervertebralnom disku goveda, upucuje na njihovu vaznu ulogu u odrzavanju aktivnosti i
opstanku nucleus pulposusa, ali i njihovoj mogucoj uporabi u terapiji za obnavaljanje diska
(175). Tijekom embrionalnog razvoja spajanjem somita, nastaje kraljeZnica koja je sastavljena
od kraljezaka i intervertebralnih diskova (176, 177). Kod ptica i sisavaca, tijelo kraljeska
potjeCe od sklerotoma, Sto se ne moze sa sigurno$c¢u kazati i za ostale kraljeznjake (176-178).
Kod ribe zebrice pronadeno je da tijela kraljeska nastaju iz svitka, a ne iz somita (177) Sto bi
moglo ukazivati na drevnu ulogu svitka u segmentaciji kraljeznice (177, 179). Takoder, u
istrazivanju osovinskog kostura u zebrice, posebno u dijelu slaganja somita i1 kraljezaka,
zakljuceno ja da prva dva somita uopce ne sudjeluju u stvaranju kraljeznickog kanala (180).
Sliéni rezultati dobiveni istraZivanjem na pile¢im embrijima (181) 1 na$i rezultati o izrazaju
intermedijarnog filamenta CK8 u centrumu kraljeSka morske macke su u skladu s gore
iznesenim podatcima, pa je moguce da je i centrum kraljeSka morske macke nastao iz svitka, a

ne iz somita. Sve navedeno ukazuje na potencijalno srediSnju ulogu svitka u segmentalnom
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modeliranju buduce kraljeznice. Postojanje guste citoplazmatske mreze intermedijarnih
filamenata koja okruzuje vakuole u hordocitima je uoc¢eno kod paklare, jesetre i dvodihalica
(14, 22, 134). Intermedijarni filamenati vimetin i CK8 imaju vrlo znacajnu ulogu u stvaranju i
odrzavanju stabilne arhitektonske mreze kao potpornog sustava u stanicama kraljeznjaka (14)

Sto je potvrdeno 1 nasim istraZzivanjem u stanicama svitka morske macke.

Jedan od posrednika programirane stani¢ne smrti je kaspaza-3 (182), koja se sintetizira
kao inaktivni protein u stanicama koje ulaze u apoptozu (81). Dobiveni eksprimentalni podatci
o imunoreaktivnosti kaspaze-3 u stanicama svitka morske macke, kao medijatora programirane
stani€ne smrti, su pokazali pozitivhu reakciju u samo nekim stanicama svitka. Slicna
istrazivanja provedena su na Stakorima (30) i stanicama nucleus pulposusa goveda gdje je
apoptoza stanica svitka bila zaustavljena inhibicijom aktivirane kaspaze-3 (183). Ne uo¢avanje
apoptoze u gotovo svim stanicama nucleus pulposusa morske macke je moguce objasniti
¢injenicom da se stanice svitka zadrZavaju 1 ostaju u nucleusu pulposusu za vrijeme cijelog
zivota morske macke ili je moguée da se apoptoza ipak dogada, ali neSto kasnije.
Eksperimentalni podatci dobiveni u istrazivanju opstanka stanica svitka u nucleusu pulposusu
su pokazali da stanice svitka kod svinja, macaka i lasica nikada ne nestaju iz nucleusa

pulposusa (79).

Svi podatci dobiveni ovim istrazivanjem o prisutnosti 1 raspodijeljenosti
intermedijarnih filamenta 1 komponenti izvanstanicnog matriksa u stanicama svitka i u
okolnom tkivu, usporedeni s razliitim vrstama nizih i visih kraljeZznjaka, mogu doprinijeti

boljem razumijevanju genetickih putova koji upravljaju morfogenezom i funkcijom svitka.
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6. ZAKLJUCCI

6.1. Grada svitka u morske macke

e Svitak u morske macke se nalazi unutar hrskavi¢ne kraljeznice te neprekinut prolazi

kroz trup svakog amficelnog kraljeska.

e Svitak se prolazeci kroz notokordalni kanal suzava i potom Siri u podrucju nucleusa

pulosusa intervertebralnog diska.

e Svitak je okruzen mineraliziranim tijelom kraljeska tzv. centrumom od kojeg je odvojen

ovojnicom.

e Stanice svitka sadrze dugacke citoplazmatske izdanke koji nastaju zbog brojnih
unutarstani¢nih i medustani¢nih vakuola.

e Svitak morske macke sastoji se od stanica koje svojim oblikom i rasporedom tvore
mrezastu strukturu.

e Stanice svitka su metabolicki aktivne i1 sadrze mnoge membranske vezikule, manje i
vece cisterne te brojne sekrecijske mjehurice koji se uo€avaju duz svih stani¢nih
membrana.

e Stanice svitka medusobno su povezane dezmosomima i tijesnim spojevima.

6.1. Grada ovojnice svitka

e Ovojnica svitka je acelularna i ne posjeduje vezikule, krvne zile ni Zivce.

e Ovojnica svitka odvaja svitak od tijela kraljeska i izgradena je od elasticne membrane

i sloja kolagenih vlakana.

e FElasticna membrana ovojnice svitka posjeduje brojne pore preko kojih se odvija

komunikacija izmedu ovojnice i stanica svitka.
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6.2. Grada intervertebralnog diska

Intervertebralni disk se sastoji od srediSnjeg dijela (nucleus pulposus) i vanjskog

prstenastog dijela (annulus fibrosus).

Nucleus pulposus izgraden je od stanica svitka koje u podrucju intervertebralnog diska

tvore mrezu, a okruzene su ovjnicom svitka.

Annulus fibrosus okruzuje nucleus pulposus, tj. svitak, a izgraden je od kolagenih
vlakana tip I. Kolagena vlakna posloZzena su u medusobno okomitim slojevima tako da

daju izgled ,,riblje kosti*.

6.3. Prisutnost elemenata citoskeleta, elemenata ekstracelularnog matriksa te

markera apoptoze u svitku i susjednim tvorbama

Prisutnost i raspodjela elementata citoskeleta (citokeratin, vimentin) i izvanstani¢nog
matriksa (kolagen tip I, kolagen tip II, hijaluronska kiselina, agrekan) u stanicama
svitka i u okolnom tkivu kod morske macke Scyliorhinus canicula L. vrlo su sli¢ni kao
kod drugih kraljeznjaka, Sto govori o dugoj ocuvanosti ovih elementata tijekom

evolucije.

Mikrofilamenti aktina nisu uoceni u svitku morske macke, za razliku od svitka nekih

drugih kraljeznjaka.

U ovom istrazivanju prvi put je opisana prisutnost hijaluronske kiseline 1 koStanih

morfogenetskih proteina (BMP) u svitku morske macke.

U nekim stanicama svitka morske macke opisano je postojanje kaspaza-3 ovisnog

apoptoti¢nog puta.

Podatci o imunohistokemijskim osobinama unutarstanicnih 1 izvanstani¢nih
komponenti svitka dobiveni ovim istrazivanjem i usporedeni s beskraljeznjacima poput

mjescicnica i kopljace te razliCitim vrstama nizih i visih kraljeznjaka ukljucujudi i
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c¢ovjeka, mogu doprinijeti boljem razumijevanju geneti¢kih puteva koji upravljaju

morfogenezom i funkcijom svitka.

e Rezultati naSeg istrazivanja donose nova saznanja o stanicama svitka, a vjerujemo da
¢e doprinijeti boljem razumijevanju procesa razvoja kraljeznice, razvoja degenerativnih
bolesti uslijed oStecenja intervertebralnog diska, ali i razvoja potencijalnih metoda u

bioinZinjerstvu i proizvodnji umjetnih tkiva posebno kod reparacije hrskavice.
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Morska macka bljedica, Scyliorhinus canicula L., riba hrskavi¢njaca, zbog svog
evolucijskog polozaja 1i1zmedu cefalokordata (Cephalochordata) 1 riba koStunjaca
(Osteichtyes), je vrlo zanimljiva kao objekt istrazivanja, kako u evolucijskim tako i razvojnim
studijama. U ovom istrazivanju koriStene su imunohistokemijske i imunofluoroscencijske
tehnike za dokazivanje prisutnosti elemenata citoskeleta (aktin, citokeratin 8, vimentin),
elemenata izvanstani¢nog prostora (hijaluronske kiseline, agrekana, kolagena tip 1 i kolagen tip
II), koStanih morfogenetskih proteina 4 i 7 (BMP4 and BMP7) te kaspaze-3. Prisustvo
hijaluronske kiseline dokazano je u svitku, centrumu tijela kraljeska i u hemalnom i neuralnom
luku, dok je pozitivitet na protutijelo za agrekan pokazan u podrucju okostalog dijela centruma,
stanicama svitka i perihondrijumu hijaline hrskavice. Vlakna kolagen tip I prisutna su u
stanicama svitka, vezivnoj hrskavici intervertebralnog diska (IVD) te u okostalim dijelovima
tijela kraljeska i perihondrijumu. Kolagen tip II pronaden je u okostalom dijelu centruma,
perihondrijumu i stanicama svitka. KoStani morfogenetski faktori, BMP 4 i 7 potvrdeni su u
okostalom centrumu, pojedinim stanicama svitka i neuralnom luku. U stanicama svitka prisutni
su vimentin i citokeratin 8, s dominacijom vimentina. Mikrofilament aktin nije pronaden u niti
jednom dijelu kraljeska morske macke, a pojedine stanice svitka pokazale su izrazaj za
kaspazu-3. Prisustvo hijaluronske kiseline, kolagena tip I i II, potvrdilo je postojanje
notokordalnog i1 vezivnog tkiva u IVD-u, dok je prisustvo BMP 4 1 7 potvrdilo odvijanje
procesa okoStavanja hrskavicnog kostura morske macke. Dominatan izrazaj vimentina u
stanicama svitka nad citokeratinom 8, ukazuje na moguce biokemijske promjene u ovim
stanicama, dok pojedine stanice svitka ukazuju na postojanje kaspaza-3 ovisnog apoptoticnog

puta.

Istrazivanje ultrastrukture svitka i kraljeSka morske macke pokazalo je da svitak iz
podrucja jednog IVD-a ulazi i1 prolazi kroz trup kraljeska te ulazi u podrucje drugog IVD-a.
Svitak je neprekinut, a u Sirim podrucjima svitka uoCava se mrezasta struktura njegovih
vaukoliziranih stanica. Vanjski dio IVD-a predstavlja vezivni prsten (annulus fibrosus) koji je
izgraden od vlakana kolagena tipa I. Svitak morske macke sadrzi dvije vrste stanica, rubne i
srediSnje, vakuolizirane stanice. Sredi$nje stanice posjeduju dugacke citoplazmatske izdanke

koji nastaju zbog brojnih unutarstanicnih i medustanicnih vakuola. Stanice svitka vrlo su
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metabolicki aktivne 1 sadrze mnoge membranske vezikule, manje 1 vece cisterne te brojne
sekrecijske mjehurice koji se uocavaju duz svih staniénih membrana. Stanice svitka
medusobno su povezane dezmosomima i tijesnim spojevima. Ovojnica svitka odvaja svitak od
tijela kraljeska, acelularna je i ne posjeduje vezikule, krvne Zile ni zivce. Izgradena je od
elasticne membrane i sloja kolagenih vlakana. Elasticna membrana ovojnice svitka posjeduje
brojne pore preko kojih se odvija komunikacija izmedu ovojnice i stanica svitka.
Ultrastrukturna grada svitka morske macke pokazala je mnoge anatomske 1 morfoloSke
sli¢nosti s drugim kraljeznjacima, ukljucujuéi i ovjeka. Zbog svoje dostupnosti i jednostavne
prehrane, morska macka moze biti dobar model za proucavanje degenerativnih promjena u

IVD-u kao i za pronalazenje postupaka regeneracije oStecenih tkiva.

Kljucne rijeci: Svitak, Stanice svitka, Ovojnica svitka, Morska macka, Hijaluronska kiselina,

Agrekan, Kolagen tip I, Kolagen tip II, Intermedijarni filamenti, BMP, Ultrastruktura
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8. SUMMARY

Immunochistochemical and ultrastructural characheristics of the dogfish Scyliorhinus

canicula 1. notochord

Immunofluorescence and immunocytochemical techniques were used to define the
distribution of cytoskeletal (actin, cytokeratin 8, vimentin), extracellular matrix components
(hyaluronic acid, aggrecan, collagen type I, collagen type II) and bone morphogenic proteins 4
and 7 (BMP4 and BMP7), as well as caspase-3 in the dogfish notochord. Hyaluronic acid,
collagen type I and collagen type Il expression confirmed the presence of a mixture of notochord
and fibrocartilaginous tissue in the intervertebral disc, while BMPs confirmed the presence of
an ossification zone in the cartilaginous skeleton of the spotted dogfish. The notochordal cells
expressed both cytokeratin 8 and vimentin, but predominantly vimentin. While microfilament
actin was not expressed in any part of dogfish vertebra, some notochordal cells were caspase-
3 positive. Conformation and distribution of these cytoskeletal and eytracellular elements in
the dogfish notochord and surrounding tissue are very similar to those of other vertebrates,
pointing to the strong conservation of these components during notochord evolution.

Ultrastructural data of the dogfish notochordal cells and notochordal sheath reveiled
notochord passing through notochordal canal inside the centrum of the vertebrae, continually.
The dogfish notochord consists of marginal cells and the vacuolated central ones which
communicate through desmosomes and tight junctions. The notochordal sheath is acellular
structure composed of inner elastic and external collagen layer. Elastic membrane posseses
many pores, for nutritiens transport. The dogfish notochord ultrastructure reveiled the similar
anatomical and morphological structure as other vertebrates including humans. Because of its
avalebility and easy diet, this cartilaginous fish colud be a good model for studing intervertebral

changes due to IVD degeneration and possible animal model for tissue repair.

Keywords: Notochord, Notochordal cells, Notochordal sheath, Dogfish, Hyaluronic acid,
Aggrecan, Collagen type I, Collagen type II, Intermediate filaments, BMPs, Ultrastructure
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